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1 Einleitung

In den letzten Jahren hat sich immer mehr gezeigt, dass Tiermodelle in vielen
Bereichen der medizinischen Forschung wertvolle Erkenntnisse liefern konnen.
Es ist unbestritten, dass sie einen grofien Anteil am Erkenntnisgewinn der letzten
Jahrzehnte haben. Ergebnisse, die in Tiermodellen gewonnen wurden, sind jedoch
nur eingeschrankt auf den Menschen tibertragbar. Unterschiede in der Physiologie
zwischen Mensch und Tier, wie zum Beispiel unterschiedliche Rezeptorstrukturen
und Signalkaskaden, schrianken dies ein. Die Auswahl unter den zur Verfiigung

stehenden Modellen sollte aus diesem Grund sorgfiltig getroffen werden.

Mausmodelle mit humanisiertem Immunsystem bieten den grofsen Vorteil, dass die
rekonstituierten PBMC das humane therapeutische Zielmolekiil besitzen, und man
auf diese Weise Versuche in nicht-menschlichen Primaten oder die Entwicklung
von Surrogatmolekiilen vermeiden kann. Dartiber hinaus spiegeln diese Zellen
den immunologischen Hintergrund der Spender wider. Die beschrdnkte Lebens-
dauer dieser Mduse macht es jedoch schwierig, solche Tiermodelle fiir chronische

Erkrankungen zu entwickeln.

Ziel der Doktorarbeit war es zu zeigen, dass auch in Mdusen mit humanisiertem

Immunsystem ein Modell einer chronischen Erkrankung etabliert werden kann.



2 Literaturubersicht

2.1 Atopische Dermatitis

2.1.1 Definition

Atopische Dermatitis gehort zu einer Gruppe von chronisch rezidivierenden ent-
ziindlichen Erkrankungen, unter denen immer mehr Menschen in Industrieldndern

leiden.

AD ist eine nicht ansteckende chronische oder chronisch rezidivierende Hauterkran-
kung. Synonym verwendet werden unter anderem Neurodermitis constituionales

sicce atopica, atopisches Ekzem und endogenes Ekzem.

Es werden zwei Formen unterschieden. Die extrinsische Form, die auf 80% der
Falle zutrifft, ist durch IgE vermittelte Reaktionen gegen Antigen gekennzeichnet
(BARNETSON et al., 1989). Bei der intrinsischen Form kann im Gegensatz dazu kein
erhohter IgE-Spiegel nachgewiesen werden. Die intrinsische Form entwickelt sich
im Laufe der Erkrankung zur extrinsischen (NOVAK et al.,2004).

2.1.2 Epidemiologie

Atopische Dermatitis ist eine chronische Hauterkrankung, die aufgrund ihrer hohen
Prédvalenz einen der wichtigsten Forschungsschwerpunkte der Dermatologie dar-
stellt. Sie ist eine der am hdufigsten auftretenden entziindlichen Hauterkrankungen,
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unter der 10-20% aller Kinder sowie 1-3% aller Erwachsenen in der industriali-
sierten Welt leiden. Die Pravalenz hat in den letzten Jahren weiter zugenommen
(NIEBUHR und WERFEL, [2010; BOGUNIEWICZ und LEUNG, 2006; |CORK et al., |2006)).
Meist beginnt die Erkrankung bereits im Sduglingsalter. Innerhalb der ersten sechs
Monate des Lebens erkranken 45%, innerhalb des ersten Jahres 60% der Patienten.
Bei 85% treten erste Symptome bis zum fiinften Lebensjahr auf (ZHENG et al., 2011}
KAY etal.,[1994). Nur etwas mehr als die Halfte (60%) der jung erkrankten Patienten
werden gesund. Bei den iibrigen wird AD zu einer lebenslangen Krankheit (KAY
et al., 1994; |SPERGEL und PALLER| 2003;|SPERGEL, 2005, 2010). Patienten mit AD
tragen ein erhohtes Risiko auch an Allergien und im Laufe der Erkrankung an
Asthma zu erkranken. In der Normalbevolkerung betragt das Risiko an Asthma
zu erkranken 4-8%. Menschen mit einer starken Auspriagung von AD entwickeln
hingegen in 70% der Félle Asthma (SPERGEL und PALLER, 2003). Dies ist in der
Literatur unter dem Begriff ,, atopic march” (Atopischer Marsch) bekannt (ZHENG
et al., 2011).

2.2 Atiologie

Wie auch bei anderen multifaktoriellen Erkrankungen ist die Atiologie von AD
nicht gekldrt. Es wurden zur Aufkldrung der Ursachen verschiedene Aspekte
beleuchtet, deren Zusammenspiel noch im Detail gekldrt werden muss. Zwei
wesentliche Faktoren scheinen in der Atiologie von Atopischer Dermatitis eine
Rolle zu spielen: Schdadigung der Epidermis und eine Dysregulation des Immun-

systems.

Die Epidermis ist ein primér mit der Umwelt in Kontakt tretendes Gewebe. Sie
bildet eine Barriere zur Umwelt, gegen mechanische, toxische oder physikalische
Noxen von aufsen, schiitzt aber auch den Korper vor Wasserverlust. Diese Funktio-
nen sind bei Patienten der Atopischen Dermatitis gestort (ELIAS et al., 2008; ELIAS
und STEINHOFF, 2008; BOGUNIEWICZ und LEUNG,, 2011; CORK et al., 2006). Ob die
Schiadigung der Epidermis durch genetische Verdnderungen zu einer Dysregulation
des Immunsystems fiihrt, oder ob die Dysregulation die Schadigung der Epidermis
bedingt, bedarf der Kldrung. Die beiden Hypothesen sind unter den Begriffen
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,Inside-out” und ,,Outside-in” bekannt. In den letzten Jahren gab es vermehrt

Anstrengungen Genverdanderungen, die AD begiinstigen, aufzuspiiren.

2.2.1 Inside-Outside

Immunologische Trigger

Die Inside-Outside-Theorie wird durch die Beobachtung, dass immunologische
Trigger, die Allergien auslosen, auch AD hervorrufen konnen, gestiitzt. Bei bis
zu 40% der Kinder mit moderater bis schwerer AD erzeugen Nahrungsallerge-
ne Hautverdnderungen (LEUNG und BIEBER, 2003). Dies konnte auch in einem
Mausmodell, in dem durch orale Antigengabe AD-Symptome entwickelt werden
konnen, gezeigt werden. T-Helferzellen, die Nahrungsallergene erkennen, konnten
in der Haut isoliert werden (OYOSHI et al., 2011). Allergene, Hausstaub, Tierhaare,
Pollen, u.a., die tiber die Atemwege mit dem Korper in Kontakt treten, haben
das Potenzial, Lasionen zu erzeugen. 30-50% der AD-Patienten reagieren positiv
auf einen Pricktest in unverdnderten Hautbereichen mit typischen Allergenen fiir
respiratorische Allergien (RING et al., 1997, 2001).

Autoantigene

Die Relevanz der IgE vermittelten Autoimmunitét gegeniiber humanen Proteinen
ist nicht geklart. 80% der Kinder, aber nur 25% der erwachsenen AD-Patienten
zeigen eine immunologische Reaktion gegentiber korpereigenen Proteinen (MO-
THES et al., [2005). Die fdlschlich als korperfremd erkannten Proteine, meist aus
dem Inneren von Zellen, weisen eine hohe Homologie zu Bakterienantigenen auf
(VALENTA et al.,[1996; NOMURA et al., 2007). Durch die AD-Symptome und zusétz-
liches Kratzen der Haut werden die Proteine freigesetzt. Die Autoallergenspiegel
gehen bei erfolgreicher Behandlung zurtick (KINACIYAN et al.,[2002).

Vermehrte bakterielle Besiedelung

Die Haut erfiillt bei gesunden Menschen nicht nur durch die Barriere, sondern
auch durch antimikrobielle Proteine (AMP) eine wichtige Funktion bei der Abwehr
von Infektionen. Auch diese Funktion der Haut ist bei AD-Patienten gestort, was
durch den vermehrten Nachweis von Bakterien direkt bewiesen werden kann.

Die vielleicht am besten beschriebene Besiedelung von AD-Patienten ist die mit
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Staphylococcus aureus. Nahezu 90% aller Patienten sind mit S. aureus besiedelt. Dabei
sind 50-60% der nachgewiesenen Stimme Toxin produzierend. In Kontrollgruppen
sind Staphylococcus aureus nur in 5-30% der Probanden anzutreffen (MATSUI et al.,
2000). S. aureus kann tiber verschiedene Mechanismen AD in ihrer Auspragung
beeinflussen. Beispielsweise konnen die Toxine als Superantigen auf T-Zellen
wirken und somit IgE spezifische Antworten auslosen (MCGIRT und BECK, 2006;
ONG et al, 2002). Es sind Superinfektionen mit bis zu 10" Organismen pro cm?
beobachtet worden (MATSUI et al., 2000). AMPs sind in der Haut von AD-Patienten
in ihrer Expression gestort. Trotz der erhdhten Besiedelung mit Bakterien sind die
angetroffenen Level in der Haut von AD-Patienten nicht von denen in normaler
Haut zu unterscheiden. Die Expression ist nicht, wie zu erwarten, erhoht. Dies
ist kein primérer Effekt, sondern wird durch die vermehrte Anwesenheit von
typischerweise durch TH2-Zellen sezernierten Zytokine IL-4 und IL-13 und des
immunmodulierenden Zytokin IL-10 bedingt, die einen inhibitorischen Effekt auf
AMPs haben (ONG et al., 2002; [ HOWELL et al., 2005; WOLF und WOLF, 2012).

2.2.2 Outside-Inside

Genetik

Das Zusammenspiel vieler Faktoren fiihrt zur Manifestation von AD. Die gene-
tischen Faktoren untermauern die Outside-Inside-Hypothese. Bei vielen Betrof-
fenen kann eine Haufung innerhalb der Familie, mit einem starken maternalen
Einfluss, festgestellt werden (LEUNG und BIEBER, 2003). Dies ldsst einen starken
genetischen Einfluss vermuten. Mutationen im filament-aggregation protein Gen
(FLG), 2282del14 und R501X (PALMER et al., 2006)), bedeuten einen hoheres Risiko
als jedes andere identifizierte Risikogen. Dieses Gen ist verantwortlich fiir die
Bildung von Fillagrin (filament-associated protein). Fillagrin ist entscheidend an
der Ausbildung einer gesunden Hautbarriere beteiligt (SANDILANDS et al., 2009).
Es kann eine starke Assoziation zwischen FLG Defekten und durch Dermatologen
diagnostizierte Fille von AD beobachtet werden. Weiterhin wird diskutiert, dass
der FLG Defekt Asthma — vermittelt durch transkutane Sensitivierung — ermdoglicht.
Fillagrin wird nicht in bronchialer Mukosa expremiert (WOLF und WOLF, 2012;
VAN DEN OORD und SHEIKH, 2009; RODRIGUEZ et al., 2009). Einen deutlich

geringeren Effekt haben Verdnderungen in der Aktivitdt von Serin-Proteasen (SP).
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SP beeinflusst stark die Formation und Funktion der Hautbarriere. Erhohte SP-
Aktivitat kann allein zu einer Reduzierung von Hautlipiden und AD typischen
Ceramid Leveln fiihren. Inhibition von SP-Aktivitat durch topische Applikation
von Inhibitoren verbessert die Erholung der Haut (HACHEM et al., 2006). Beweise
tiir die genetische Pradisposition dieser Veranderungen konnten durch die Homo-
logien zum Netherton Syndrom — unter anderem zeigen diese Patienten moderate
AD - aufgedeckt werden. Das Netherton Syndrom entsteht durch Mutationen im
SPINKS5 Gen. Dieses ist kodierend fiir LEKTI (lymphoepithelial Kazal-type trypsin
inhibitor). LEKTI ist der direkte Gegenspieler von SP (SPRECHER et al., 2001; WOLF
und WOLEF, 2012).

Gestorte Hautbarriere

Lipide spielen in der Haut eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Barrie-
re. Ceramide bilden zusammen mit Strukturproteinen in der Keratinocytenschicht
Komplexe. Diese sind die wichtigsten Wasser zuriickhaltenden Molekiile in dieser
Hautschicht (NOVAK und BIEBER, [2000; [MURATA et al.,[1996). Bei Patienten mit AD
ist der TEWL nicht nur in entztindeten Bereichen, sondern auch in nicht betroffenen
Hautarealen erhoht (GFESSER et al., 1996). Zusitzlich schiadigt das Kratzen der
Haut, das durch den starken Juckreiz ausgelost wird, die Haut. Der Kreislauf aus
Hautentztindungen, Juckreiz und Kratzen verstarkt und erhilt sich gegenseitig.

w-6 Fettsduren

Die gestorte Umwandlung von w-6 Fettsduren zu Prostaglandin E; (PGE;) wird
mit AD in Verbindung gebracht. Diese sind unter anderem im Thymus an der
T-Zell-Reifung und an der Hormonproduktion beteiligt. Dies ist eine Verbindung
zu der Zell vermittelten und humoralen Immunreaktion bei AD (NOVAK et al.,
2003).

Bisher konnte sich weder die Inside-Outside-Hypothese, noch die Outside-Inside-
Hypothese durchsetzen. Vermutlich ist es ein Zusammenspiel von beiden Mecha-
nismen, das zum Ausbruch der AD fiihrt. Aspekte beider Hypothesen erganzen

und verstirken sich.
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2.2.3 Das Zytokin-Profil von AD

Das typische Zytokinmuster von AD ist durch T-Helferzellen Typ 2 bestimmt.
Zu diesem gehoren unter anderem die Interleukine 4, 5, 13 und 31 (HAMID
et al., 1994; NEIS et al.|, 2006; NOVAK und BIEBER| 2003). Ein Krankheitsschub
wird vermutlich dadurch ausgelost, dass antigenprasentierende Zellen (APC)
Antigene an ihrer Zellmembran binden und diese dann iiber MHC-Klasse 2
Rezeptoren CD4+ T-Zellen prasentieren. Die aktivierten APCs sezernieren IL-
4, das nun die Differenzierung von THO-Zellen zu TH2-Zellen und die klonale
Vermehrung bewirkt. In Folge synthetisieren TH2-Zellen die typischen Zytokine
IL-4 und IL-13, die wiederum die Differenzierung von naiven B-Zellen zu IgG4/IgE
produzierenden Memory B-Zellen und deren klonale Expansion verursachen.
AD-Patienten haben vermehrt aktivierte T-Zellen im Blut (WU et al., 2000). Die
zirkulierenden T-Zellen sind zu grofien Anteilen CD4+ T-Zellen, die Anzahl der
CD8+ Zellen ist nicht erhoht oder sogar leicht verringert.

2.2.4 IL-4/IL-13 vermittelte Signalkaskade

IL-13

/NS

IL-4Ry | IL-4Ra I I IL13Ral

T,2 Differentiation 1gM/IgE switch

T2 Proliferation Hyperplasia
Fibrosis
Mucus Production
Chemokine production

Abbildung 2.1 IL-4 und IL-13 Rezeptor

IL-4 und IL-13 spielen eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie von AD.
Die Aktivierung durch IL-4 kann durch zwei verschiedene Rezeptorkomplexe
erfolgen. Im Typ-I-Komplex bindet IL-4 zundchst an den IL-4 Rezeptor IL-4Ro und
rekrutiert die yc Kette. Im Typ-II-Komplex wird anstelle der yc Kette der IL-13
Rezeptor a1 rekrutiert. Der Typ-II-Rezeptor kann auch durch IL-13 aktiviert werden
(NELMS et al.,[1999). Die Bindung von IL-4 oder IL-13 fiihrt tiber die Aktivierung

von Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen der Janus Tyrosin Kinase Familie (JAK1)
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und der Tyrosinkinase 2 (TYK2) zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
Signal Transducer and Activator of Transcription 6 (STAT6) (GEHA et al., 2003). Die
Proliferation von T-Zellen und die Differenzierung von naiven T-Helferzellen zu
TH2-Zellen scheint vom Rezeptorkomplex Typ I, die phanotypischen Auspragun-
gen (IgM/IgE Switch, Fibrose, Hyperplasie, Mukusproduktion und Chemokinpro-
duktion) vom Typ II gesteuert zu sein. Der zweite Rezeptor-Typ kann auch durch
IL-13 aktiviert werden. Zu den phénotypischen pathologischen Merkmalen der
AD, die durch IL-4 und IL-13 verursacht werden, gehoren IgM/IgE switch, Fibrose
und epitheliale Hyperplasie.

g
Memory B- Dendritische Zelle
Zelle naive T-Zelle
IL-4

IL-4 T
T,2 Zelle
IL-4, IL-131_ _lIL-4, IL-13
naive B- Zelle Memory B- Zelle
) l
YYTT‘
IgE TTT
y
b Mastzelle
l
Chemokine
Cytokine
Histamine

Lipid Mediatoren

Abbildung 2.2 Sensitivierung, Induktion von Memory B-Zellen und Mastzellaktivierung

2.2.5 Die Rolle von IgE bei Atopischer Dermatitis

Vier Fiinftel (80%) der AD-Patienten haben einen erhohten IgE-Serumspiegel, der
als wichtiges Merkmal der extrinsischen Form der AD angesehen wird. IgE ist bei
den allergischen Reaktionen vom Typ I (Soforttyp) und Typ IV (verzogerter Typ)
beteiligt. Bei den allergischen Reaktionen des Soforttyp (Allergie Typ I) kommt
es nach einem Erstkontakt mit dem Allergen und einer Desensibilisierung zur
IgE-Antikorper-Produktion durch Plasmazellen. Die Mastzellen und Basophilen
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erkennen den Allergen-Antikorper-Komplex und binden diesen. Dies fiihrt in-
nerhalb weniger Minuten zur Zerstorung der Zellen und einem Einstrom von
Entziindungszellen (DESCOTES und CHOQUET-KASTYLEVSKY, 2001). Die verzoger-
te Reaktion des Allergie Typ IV wird bei AD zu grofien Teilen durch TH2 Zellen
vermittelt (LEUNG, 1995). Die Interleukine 4, 5 und 13 sind hier entscheidend
(HAMID et al.,[1994; LEUNG, (1999). IL-4, -5 und -13 verschieben die Balance von der
THI1 gesteuerten Inflammation zugunsten der TH2-Zell dominierten AD. Dieser
Effekt wird dadurch verstarkt, dass IL-4 und IL-10 die Produktion der typischen
Zytokine der TH1-Zellen, z.B. IFN-v reduzieren und die Entwicklung von TH2-Zell
Klonen verstarken (CHAN et al., 1993 LESTER et al,[1995). Da umgekehrt IFN- die
Synthese von IgE und IL-4 produzierenden TH2-Zellen unterdriickt, verstarkt die
reduzierte Expression des IFN-vy die Entwicklung von THO-Zellen zu TH2-Zellen
(Jujo et al., 1992; GAJEWSKI et al., 1989).

IgE spielt bei der , Aufrechterhaltung” des Entziindungsprozesses eine wichti-
ge Rolle. Es ist fiir einige typische Verdnderungen verantwortlich. Diese sind
vermehrter Einstrom von Eosinophilen, erhohte Expression von Cytokinen und
verdnderte Rezeptorausstattung dendritischer Zellen in Ldsionen im Vergleich
zu Lasionen von nicht AD-Patienten (WERFEL, 2009). Spezifisches IgE spielt des
Weiteren eine Rolle bei der Aktivierung von Mastzellen und DC {iber spezifi-
sche Rezeptoren (BIEBER, 2007). Kratzen fiihrt, durch IgE vermittelt, in kutanen
Mastzellen zu Histaminfreisetzung. Histaminrezeptoren auf T-Zellen, APC und
Keratinocyten konnen aktiviert werden und die Entziindung verstarken (JUTEL
et al.,2001; GUTZMER et al., 2005; GIUSTIZIERI et al., 2004). Durch die Ahnlichkeiten
in der Pathophysiologie der Erkrankungen bieten sich Moglichkeiten, gleiche
Therapieansétze fiir alle drei Erkrankungen — Asthma, AD und UC — zu nutzen
(EICHENFIELD et al., 2003).
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2.3 Klinik der Atopischen Dermatitis

2.3.1 Symptome

Die Auspragung der AD ist abhdngig von Chronizitdt und Alter. Es treten keine
einheitlichen Symptome auf. Phasen geringer Intensitdt werden von Phasen mit
starken Symptomen unterbrochen. Vermutlich ist das Hauptsymptom starker
Juckreiz. Dieser tritt in allen Altersgruppen auf und bedingt durch das Kratzen
weitere Verdnderungen in der Haut (BRAUN-FALCO, 1996; LEUNG und SOTER,
2001).

Bei Kleinstkindern sind meist das Gesicht, der Kopf und/oder eher selten die
Streckseiten der Extremitdten betroffen. An diesen Stellen bilden sich zun&chst
Blaschen. AnschliefSend trocknet das Wundsekret ein und bildet mit den Schuppen
Verkrustungen; dieses braunlich milchige Gemenge ist als Milchschorf bekannt,
erstmals beschrieben von Wichmann 1794. Wahrend dieser Lebensperiode domi-

niert das exudativ-entziindliche Bild.

Mit zunehmendem Alter, ab dem zweiten bis dritten Lebensjahr, verschiebt sich
die Lokalisation der betroffenen Areale. Ab diesem Zeitpunkt sind vermehrt
die Beugen der grofien Gelenke, der Schultergiirtel und der obere Brustbereich,
weiterhin das Gesicht und der Nacken sowie Hand- und Fufiriicken betroffen.
Das durch starken Juckreiz ausgeloste Kratzen gilt als weiterer Trigger fiir AD.
Leitsymptome in dieser Phase sind papuldse Verdanderungen mit beginnender
Lichenifikation und sehr trockene Haut (LEUNG und SOTER, 2001; [NICKOLOFF und
NAIDU, [1994).

Jugendliche (ab ca. zwolf Jahren) und adulte Patienten zeigen ausgedehnte Pru-
rigopapeln, Lichenifikation, trockene Haut, Schuppen, entziindliche Rétungen
und verdickte Haut. In dieser Altersgruppe treten vermehrt eher lokalisierte
Formen und Minimalbilder auf (Ohrldppchenrhagaden, Pulpitis sicca, isolierte
Ekzeme an Handen, Handriicken, u.a.). Aufserdem kann eine Reihe von assoziierten
Begleiterscheinungen wie Keratosis pilaris, Ichthyosis vulgaris, periorale Blasse,
Dennie-Morgan-Falte, u.a. auftreten (LEUNG und BIEBER) 2003).

10
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2.3.2 Diagnose

AD wird ausschlieflich iiber Anamnese und klinische Befunde diagnostiziert. Im
Jahr 1980 haben Hanifin und Rajka diagnostische Kriterien etabliert, die bis heute in
allen internationalen Studien Verwendung finden. Es gibt die vier Hauptkriterien
— massive Pruritis, Ekzeme in charakteristischer Morphologie und Lokalisation,
chronischer oder rezidivierender Verlauf und positive Atopie-Anamnese — sowie
Nebenkriterien, zu denen erhchte Serum IgE Werte und positive Befunde beim
Prick- und Intrakutantest mit Allergenen gehoren. Der Verlauf ist abhdngig von
exogenen und emotionalen Faktoren (STRINGL G., 2004). Des Weiteren konnen
auch die sekundar auftretenden Infektionen der Haut als diagnostisches Kriterium
herangezogen werden. Auch bei nicht kompliziert verlaufenden Verdnderungen
der Haut ist eine vermehrte Besiedelung mit Staphylococcus aureus nachzuweisen
(HANIFIN und RAJKA,|1980; LEYDEN et al., 1974)

Hauptkriterien:

e Pruritis

e typische Morphe und Lokalisation: Lichenifikation und vergroberte Hautfal-
ten der Beugen bei Erwachsenen; bei Kindern Gesichts- und Streckseitenbe-
teiligung

e chronischer oder chronisch-rezidivierender Verlauf

e positive Eigen- oder Familienanamnese fiir Atopie (Asthma bronchiale, aller-
gische Rhinokonjunktivitis, Atopische Dermatitis)

Nebenkriterien:

e Xerodermie

e Ichthyosis vulgaris (hyperlineare Palmae, follikuldre Hyperkeratosen)

e positive Hauttests vom Soforttyp

e erhohtes Serum-IgE

o frither Erkrankungsbeginn

e Neigung zu Hautinfektionen (besonders Staphylococcus aureus und Herpes
simplex)

e Neigung zu Hand- und Fufiekzemen
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e Mamillenekzem

e Cheilitis, Perioralekzem

e Pityriasis alba

e Rhagaden (Unterlippe, Mundwinkel, retroaurikular)

e rezidivierende Konjunktivitis

e infraorbitale Lidfalte (Dennie-Morgan-Zeichen), Lidekzem
e laterale Reduktion der Augenbrauen (Hertoghe-Zeichen)
e Augenveranderungen (Keratokonus, Katarakt)

¢ halonierte Augen

e Gesichtsblasse, Gesichtsekzem

e Halsfalten

e Juckreiz durch Schwitzen

e Wollunvertraglichkeit

e Nahrungsmittelunvertraglichkeit

e weifler Dermographismus

(HANTFIN und RAJKA), [1980)

In Europa hat sich, um einen objektiven Schweregrad ermitteln zu kénnen, der
SCORAD Index durchgesetzt. Dieser wurde von der European Task Force on Atopic
Dermatitis (ETFAD) entwickelt. Dieses Scoringsystem berticksichtigt die flachen-
hafte Ausdehnung der Hautverdnderungen. Die Intensitit einzelner Symptome,
Erythem, Odem-/Papelbildung, Nassen/Krustung, Excoriationen, Lichenifikation
und die in unbetroffenen Hautarealen anzutreffende Hauttrockenheit werden
jeweils mit Werten von 0 (nicht vorhanden) bis 3 (stark) bewertet. Als letzte zu
ermittelnde Grofie werden die subjektiven Symptome Juckreiz und Schlaflosigkeit
jeweils auf einer Skala von 1-10 bewertet; 1 (geringe Auspragung), 10 (sehr starke
Auspragung). Die maximal zu erreichende Punktzahl ist 103 (ORANJE et al., 2007;
HANIFIN und RAJKA,[1980). Dieses System wurde fiir Kinder entwickelt, findet aber
dennoch Anwendung bei Erwachsenen. Es ist sehr aufwendig, verbindet objektive
und subjektive Daten miteinander und ist stark durch die subjektiven Beobach-
tungen des Arztes und des Patienten oder Eltern beeinflusst. Um diese Effekte zu
verringern, wurde der SCORAD Index vereinfacht, durch Streichung der durch
den Patienten vorgenommenen Bewertung. Beim nun erlangten objective SCORAD
ist die Maximalpunktzahl 83. Eine weitere Reduktion des objective SCORAD auf
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nur noch drei zu bewertende Kriterien — Erythem, Odem und Excoriationen - fiihrt
zum TIS (three-item severity score). Dieses System mit maximal 9 zu vergebenen
Punkten erlaubt eine sehr schnelle Bewertung. Bei allen Scores ist immer die am
starksten betroffene Hautstelle zu bewerten. Mit den etablierten Scores kann ein
Monitoring der Krankheit und eine Einordnung in verschiedene Schweregrade —
milde, moderate oder schwere Auspragung — durchgefiihrt werden (ORANJE et al.,
2007).

2.3.3 Therapie

Die Behandlung von AD kann auf sehr unterschiedlichen Wegen erfolgen. Es
kommen viele verschiedene Medikamente und Therapien in Frage. Die Basis
der Therapie sollte eine konsequente tidgliche Pflege der Haut bilden. Aufgrund
des chronischen Verlaufs ist eine Anpassung an den momentanen Status der AD
vonnoten. Zu den komplementdren Therapieansédtzen fehlen derzeit kontrollierte
wissenschaftliche und aussagekraftige Studien (AWMF (ARBEITSGEMEINSCHAFT
DER WISSENSCHAFTLICHEN MEDIZINISCHEN FACHGESELLSCHAFTEN), 2011).

Medikamentose Therapie:

e topische Basistherapie

e topische Glukokortikosteroide

e topische Calcineurinantagonisten

e Antipruriginosa

e Steinkohleteerhaltige Praparate

¢ antimikrobielle und antiseptische Substanzen
e Antihistaminika

e Mastzellstabilisatoren (Cromoglycinsdure) und Ketotifen
e spezifische Inmuntherapie

e orale Glukokortikosteroide

e Ciclosporin

e Azathioprin

e Mycophenolat Mofetil (MMF)

e Methotrexat

13
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Interferone
Anti-IgE
Laktobazillen
Phototherapie

(AWMEF (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER WISSENSCHAFTLICHEN MEDIZINISCHEN
FACHGESELLSCHAFTEN), 2011

Nichtmedikamentdse Verfahren:

Neurodermitisschulung

Eliminationsdidten

Essentielle Fettsduren

Hausstaubmilbenreduktion

Stufentherapie der Neurodermitis:

Die Wahl der Therapie muss fiir jeden AD-Patienten individuell getroffen werden.
Sie ist abhdngig von Ausbreitung und Intensitdt der Hautldsionen, Alter und dem
Leidensdruck der Patienten. Es wird ein mehrstufiger Plan erstellt, der an Patienten
individuell angepasst werden muss. Beispielhaft zu sehen an der Empfehlung der
AWMF in Abbildung
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e Erforderliche MaRnahmen der )

. vorigen Stufen
Persistierende, . R .
¢ Systemische immunmodulierende
schwer

ausgepragte Therapie
Ekzeme * ausgepragte Ekzeme(z.B. Cyclosporin

A)*
A ¢ Erforderliche MaRRnahmen der vorigen Stufen
Stufe 3: e topische Glukokortikosteroide (Klasse 2 bis 3)

Moderate und/oder
/ Ekzeme e topische Calcineurininhibitoren**(ab 3.

Lebensjahr)*

Stufe 4:

AN

A

~
Stufe 2: ¢ Erforderliche MaRnahmen der vorigen Stufe

Leichte e antiprurigindse und antiseptische Wirkstoffe,
e topische Glukokortikosteroide (Klasse 1 bis 2) und/oder
Ekzeme

e topische Calcineurininhibitoren**(ab 3. Lebensjahr)*

A

A

Stufe 1:
Trockene
Haut

* Topische Basistherapie, Hydratation der Haut, Emollientien
*Vermeidung oder Reduktion von Triggerfaktoren

Abbildung 2.3 Stufenplan Therapie

*Eine UV- Therapie ist hdufig ab Stufe 2 unter Berticksichtigung der
Altersbeschrankung (nicht im Kindesalter) indiziert.

**Firstline Therapie: In der Regel topische Glukokotikosteroide, bei
Unvertraglichkeit/Nichtwirksamkeit und an besonderen Lokalisationen (Gesicht,
Intertrigines) topische Calcineurininhibitoren (Second-Line-Medikamente)
(AWMEF (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER WISSENSCHAFTLICHEN MEDIZINISCHEN
FACHGESELLSCHAFTEN),[2011)
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2.4 Tiermodelle Atopische Dermatitis

Bisher sind viele verschiedene Tiermodelle zur AD entwickelt und beschrieben
worden. Jedes einzelne zeigt eine spezielle Auspragung von AD-dhnlichen Sym-

ptomen.

2.4.1 Spontane Entwicklung von Atopischer Dermatitis

Zu diesen Modellen gehoren Tiermodelle, die spontane Mutationen zeigen, zum
Beispiel die Nc/Nga Maus (MATSUDA et al., 1997, KAWAKAMI et al., 2007). Bei die-
sem Modell kommt es bei den Tieren unter nicht sterilen Haltungsbedingungen zu
spontanen Verdnderungen der Haut. Die klinischen und histologischen Symptome
sind denen des Menschen mit AD sehr dhnlich. Die Hautverdnderungen zeigen sich
im Gesicht, Nacken, an den Ohren und an der dorsalen Haut. In den verdnderten
Hautarealen wurden vermehrt Mastzellen und CD4+ T-Zellen gefunden. In diesem
Modell zeigen sich, dhnlich wie beim Menschen, ab der achten Lebenswoche
erhohte IgE-Serumwerte. Unter Haltungsbedingungen, die spezifisch pathogen
frei sind entwickeln diese Tiere keine Symptome (MATSUDA et al.,[1997).

2.4.2 Transgene Mause mit Uber- oder Unterexpressionen

Durch eine Uberexpression von IL-4 — einem wichtigen Zytokin von Th2-Zellen —
in der Epidermis kann eine Hautentziindung ausgelost werden. Diese Tiere zeigen
alle Schliisselphdnomene der AD. Die typischen Hautverdnderungen zeigten sich
bei einem Grof$teil der Tiere an den diinn behaarten Hautstellen wie Ohren, Nacken,
Augen und Gesicht. Weitere Verdnderungen, die beobachtet werden konnten, sind
Konjunktivitis und Staphylococcus aureus Infektion. In der Histopathologie zeigten
sich die typischen AD-Symptome: Infiltration der Haut mit T-Zellen, Mastzellen,
Makrophagen und Eosinophilen. Im Serum konnten erhchte Werte fiir IgE und
IgG1 gefunden werden (CHAN et al., 2001).
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Auflerdem wurden genetisch veranderte Tiere mit einer Uberproduktion vom SC
chymotropic Enzym entwickelt. Dieses Enzym ist in chronischen Ldsionen von
AD- und Psoriasispatienten erhoht. Transgene Tiere, die in ihren suprabaselen
epidermalen Keratonocyten eine Uberexpression des SC chymotropic Enzym
zeigen, entwickeln spontan charakteristische AD-Verdnderungen. Diese Méduse
entwickeln verdickte Haut, Hautentziindungen und Juckreiz (HANSSON et al.,
2002).

2.4.3 Chemisch- oder allergen-induzierte Modelle

Des Weiteren wurden Tiermodelle, in denen der Effekt durch wiederholte Applika-
tion von Allergenen und haptenierenden Argenzien erzeugt wird, entwickelt. Zu
nennen sind hier unter anderem Hausstaubantigene. Kawakami et al. haben das
Modell von Matsuda (MATSUDA et al.,[1997) dahingehend verbessert, dass unter
SPE-Bedingungen bei Nc/Nga Mausen AD ausgeldst werden konnte. Die gezielte
wiederholte Konfrontation mit Hausstaub und Staphylococcen Enterotoxin B 16st
die fiir AD charakteristischen Effekte, z.B. Anstieg von IgE und Hautldsionen, aus
(KAWAKAMI et al., 2007).

2,4,6-Trinitro-1-chlorobenzene (TNCB) wurde in verschiedenen Mausstimmen,
z.B. BALB/c und NC/Nga, als haptenierendes Argens eingesetzt. In diesen Tieren
zeigten sich die erwiinschten Verdnderungen. Matsumoto et al. haben TNCB bei
Nacktmdusen angewendet, um die Haut ohne Fell intensiver beobachten zu konnen.
Die Haut wurde jeden zweiten Tag tiber 36 Tage mit 1% TNCB behandelt. Dieses
Vorgehen fiihrte zu reduzierter Hautfeuchte, erhohtem trans-epidermalen Wasser-
verlust und gesteigerter Hautdicke. In histopathologischen Untersuchungen zeigte
sich ein Verringerung der Grofle jedes einzelnen Keratinocyten sowie vermehrte
Anwesenheit von CD4 und CD8 positiven T-Zellen, Mastzellen und Eosinophilen.
(MATSUMOTO et al., 2004).

Ein weiteres haptenierendes Argens, das unter anderem auch in Tiermodellen
fiir akute Kontaktdermatitis eingesetzt wird, ist Oxazolon. Oxazolon bewirkt
eine chronische Th2 Zell-dhnliche hypersensitive Reaktion. Durch wiederholte

Applikation werden Symptome und pathologische Verdnderungen induziert, die
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der menschlichen Krankheit dhneln. Neun- bis zehnmaliges Auftragen der Oxazo-
lonlosung auf die Haut von Nacktmédusen fiihrte zu einer chronischen TH2-Zell
lastigen hypersensitiven Reaktion. Die Expression von Proteinen zur Differenzie-
rung von Fillagrin, Loricrin und Involucrin wurde durch dieses Vorgehen gestort.
Der vermehrte trans-epidermale Wasserverlust, bedingt durch die verdnderte
Hautbarriere sowie der verminderte Anteil von Ceramiden im Stratum Corneum
waren miteinander assoziiert. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Aktivitdt von

Serin-Protease im Stratum corneum erhoht ist.

Durch die Vielzahl der Tiermodelle ist es moglich, immunologische und strukturelle
Verdnderungen unter verschiedenen Bedingungen in der Haut zu beobachten.
Durch die Untersuchung in diesen Mausen sollen neue Erkenntnisse iiber die
pathologischen Mechanismen, die im Menschen wirken, gewonnen werden.

2.5 Mause mit humanem Immunsystem

Zur Verbesserung der Tiermodelle war es notwendig, Maus-Mensch-Chiméren zu
erzeugen. Dies ist entweder durch transgene Tiere oder Tiere, die nach der Geburt
mit menschlichen Zellen besiedelt werden, geschehen. Drei grofie wissenschaftliche
Fortschritte in der Ziichtung von Mausinzuchtstimmen haben es ermoglicht,

Méiuse mit einem humanisierten Immunsystem zu generieren.

Der erste Meilenstein war 1983 die Entdeckung der Prkdc*? in CD17 Méusen
(BOSMA et al., 1983). Weitere Versuche mit diesem Stamm zeigten, dass sich in
diesen Madusen humane Zellen ansiedeln konnen. Dies konnte durch humane
PBMC (MOSIER et al., 1988)), fetale hamapoetische Zellen (MCCUNE et al., 1988)
oder HSC (LAPIDOT et al., 1992) erfolgen. Allerdings reichte der Spiegel der
Rekonstitution, bedingt durch noch Vorhandensein von Maus B und T Zellen
sowie NK-Zellen, nicht fiir ein funktionsfdhiges Immunsystem aus (GREINER et al.,
1998).

1995 folgte durch Kreuzungsversuche die Entdeckung, dass die Scid-Mutation
in Verbindung mit Nod-Hintergrund ein besonders hohes Rekonstitutionslevel
erlaubt. Die Vereinigung dieser beiden Erkenntnisse stellte sich als die beste Basis
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tiir ein erfolgreiche Rekonstitution heraus. In dieser Kombination ist die Aktivitat
der NK-Zellen deutlich geringer als in CB17-scid-Méausen (SHULTZ et al., 1995;
HESSELTON et al., 1995;|CHRISTIANSON et al.,[1996). Dennoch konnten auch durch
weitere genetische Varianten einige Beschrankungen nicht iiberwunden werden.
Weiterhin war die Lebenszeit relativ begrenzt und die Restaktivitdt der NK-Zellen

sowie andere Teile des Immunsystems beeinflussten die Rekonstitution.

Abschliefiend konnte das Rekonstitutionslevel durch gezielte Mutation des Interleukin-
2 vy-chain locus nochmals stark verbessert werden. Diese Kette ist eine wichtige
Komponente in Rezeptoren fiir IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 und wirkt bei
der Signaliibertragung durch diese Rezeptoren mit (SUGAMURA et al., [1996). T-
und B-Zellen konnen sich bei Abwesenheit der Interleukin-2 y-Kette nicht korrekt
entwickeln und nicht ihre Funktion erfiillen. Ein weiterer grofier Vorteil ist die kom-
plett gestorte Entwicklung von NK-Zellen, sodass diese nicht mehr nachgewiesen
werden konnen (OHBO et al.,[1996;|SHULTZ et al., 2007; ITO et al., 2002).

2.5.1 Nod-scid IL2 Ry-chain"!

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm wurde 2005 von Leonard D. Shultz et
al. in den Jackson Laboratories in Bar Harbor geziichtet und beschrieben. Der
NOD.Cg-Prkdc*dIL2rg™Wil /Sz (abgekiirzt als Nod-scid IL2 Ry-chain™!') Stamm
wurde durch mehrere Zuchtschritte erzeugt.

Als erstes wurden weibliche NOD-scid mit méannlichen B6.129S4-TL2R~™Wil/J
verpaart. Da das IL2Ry Mutation auf dem X Chromosom lokalisiert ist, wurde im
nachsten Schritt die Generation (NOD X B6) F} + scid IL2 Ry-chain™!) mit NOD-
scid-Weibchen zuriickgekreuzt. Nach zwei weiteren Riickkreuzungsgenerationen
wurden die weiblichen Tiere, die homozygot fiir scid und heterozygot die Mutation
am IL2R~ tragen, durch Durchflusszytometrie und PCR identifiziert. Es wurden
acht weitere Generationen, durch Riickkreuzung des IL2R~y Allels auf den NOD-
scid Hintergrund, erzeugt.
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NOD.Cg-Prkdcscid IL2RyT™Wil/’Sz Weibchen wurden mit NOD-scid IL2Ry"™! /Y
Minnchen verpaart. Die Nachkommen mit den erwiinschten Eigenschaften wur-
den durch PCR identifiziert und das Ergebnis mittels Durchflusszytometrie besta-
tigt. Die Abwesenheit von der Expression der IL-2Ry Kette auf Blutzellen konnte
auf diese Weise nachgewiesen werden. Durch Inzucht mit NOD-scid IL2Ry™!! Weib-
chen und NOD-scid IL2Ry™! /Y Ménnchen wurde dieser genetische Hintergrund
im neuen Stamm etabliert (SHULTZ et al., 2005).

Dieser Stamm zeichnet sich durch folgende phédnotypische, histologische und
funktionale Eigenschaften des Immunsystems aus:

In der Histologie zeigen sich im Thymus nur noch Stromazellen mit sporadischen
zystischen Strukturen.

In der Milz kénnen keine Follikel mehr nachgewiesen werden.

Des Weiteren sind die Lymphknoten deutlich kleiner als bei den Ursprungslinien.

Die Lebenszeit der Tiere betrdgt Median >89 Wochen. Sie sterben deutlich seltener
als die Ursprungslinien und wenn, dann spater an Lymphomen. Verglichen mit
NOD-scid Tieren zeigt der neue Stamm eine um den Faktor 2 geringere Anzahl
von kernhaltigen Zellen in der Milz. Es konnen keine reifen (CD3*CD4* und
CD3*CD8") T Zellen und B220*Igx* B Zellen gefunden werden. Alle Zellen in der
Milz exprimieren MHC I Rezeptoren, aber nur in geringen Teilen MHC Klasse II.
Im Blut sind deutlich weniger Leukozyten zu finden und es ist kein Immunglobulin
im Serum nachweisbar. Wie bereits durch die Selektion erwiinscht, zeigt sich auch
eine deutlich verminderte NK-Zell-Zytotoxizitdt. DC Zellen von Nod-scid IL2
Ry-chain™!! Tieren zeigen in Zellkultur eine abnormal geringe Produktion von
TNF-af und CD86" DC Zellen. Aufierdem ist es ihnen nicht moglich, IL-12p40 oder
IFN-+v zu produzieren (SHULTZ et al., 2005).

2.5.2 Rekonstitution

Bereits 1988 gelang es Mosier et al. in Mdusen ein funktionales humanes Immun-
system zu erzeugen. Dies wurde durch den Transfer von humanen peripheren
hiamatopoetischen Zellen erreicht (MOSIER et al., 1988). Darauf folgend wurde dies

mit verschiedenen Zellisolaten und Behandlungskonzepten der Tiere durchgefiihrt.
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Die HSC fiir die Rekonstitution konnen auf unterschiedliche Weise gewonnen
werden. Es besteht die Moglichkeit, aus Knochenmark — durch Zytokine mobili-
sierte Zellen —, aus peripherem Blut oder aus Nabelschnurblut HSC zu gewinnen
(SCHMITZ und BARRETT, 2002). Eine weitere Option ist, die Rekonstitution mit
humanen PBMC durchzufiihren (BERNEY et al., 2001).

Um das Ergebnis zu verbessern, werden hdufig die Empfangertiere vorbereitet.
Durch Bestrahlung der Tiere vor der Zellinjektion, die intravends, intraperitoneal
oder bei sehr jungen Tieren intrakardial erfolgt, kann der Erfolg der Rekonstitution
verbessert werden (SHULTZ et al.,2005). Es konnen Antikorper gegen NK-Zellen,
anti GM1 oder TM-531 (LAZARUS et al., 1997), monoklonale Antikdrper gegen
Granulocyten (SANTINI et al., 1998) oder chemische Mittel gegen Makrophagen
verabreicht werden (SHIBATA et al., 1998).
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SUMMARY

Animal models mimicking human diseases have been used extensively to study the pathogenesis of autoimmune diseases and the efficacy of
potential therapeutics. They are, however, limited with regard to their similarity to the human disease and cannot be used if the antagonist and its
cognate receptor require high similarity in structure or binding. Here, we examine the induction of oxazolone-mediated features of atopic dermatitis
(AD) in NOD-scid IL2Ry”“” mice engrafted with human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). The mice developed the same symptoms as
immunocompetent BALB/c mice. Histological alterations induced by oxazolone were characterized by keratosis, epithelial hyperplasia and influx of
inflammatory cells into the dermis and epidermis. The cellular infiltrate was identified as human leukocytes, with T cells being the major constituent.
In addition, oxazolone increased human serum IgE levels. The response, however, required the engraftment of PBMC derived from patients suffering
from AD, which suggests that this model reflects the immunological status of the donor. Taken together, the model described here has the potential
to evaluate the efficacy of therapeutics targeting human lymphocytes in vivo and, in addition, might be developed further to elucidate molecular

mechanisms inducing and sustaining flares of the disease.

INTRODUCTION

A large number of new drug candidates fail in clinical trials for a
variety of reasons, including insufficient activity or unforeseen
toxicity. This most probably reflects the predictive quality of the
preclinical animal models and the difficulty in translating positive
data in animal models to the patient. The pathophysiological
mechanisms in the genetically heterogeneous and often aged
patient population differ markedly from those observed in animals.
This is particularly relevant for the 12-week-old inbred specific
pathogen-free (SPF)-bred mouse, which is used widely for the
development of disease models and efficacy profiling of new drugs
to include potential treatment of chronic immuno-inflammatory
disorders.

Atopic dermatitis (AD) is a relapsing chronic inflammatory
disease of the skin characterized by rash, pruritus, eczema, xerosis
and lichenification (Elias and Steinhoff, 2008; Elias et al., 2010). AD
is a T-helper cell type 2 (Ty2)-driven inflammation, with
interleukin-4 (IL-4) and interleukin-13 (IL-13) playing key roles in
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the early edematous phase (Wollenberg et al., 2000; Kaminishi et
al., 2002; Obara et al.,, 2002). Both interleukins activate the type II
IL-4 receptor complex, which consists of IL-4 receptor o and IL-
13 receptor a1, resulting in the generation of phenotypic symptoms
such as IgM-IgE switch, fibrosis, epithelial hyperplasia and barrier
dysfunction (Grewe et al., 1994; Mueller et al., 2002; Elias et al.,
2003).

One animal model that closely reflects these features is the
oxazolone-induced AD in hairless mice (Man et al., 2008). When
applied to the skin of hairless mice in low doses for a period of 3
weeks, mice develop symptoms characteristic for AD including
barrier dysfunction, secretion of IgE, epithelial cell hyperplasia,
fibrosis and infiltration of inflammatory cells into the dermis and
epidermis and secretion of T2 cytokines. Although this model is
useful in many respects, it does not reflect the variability observed
in patients and cannot be used when murine protein structures
and binding mechanism significantly differ from their human
counterparts.

NOD-scid IL2Ry™! mice engrafted with human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) are an attractive model for the
study of human diseases (Shultz et al., 2007b; King et al., 2008). So
far, humanized mice have been used to study autoimmune type 1
diabetes (Shultz et al., 2007a), thyroiditis (D’Eufemia et al., 1992)
and rheumatoid arthritis (Tighe et al., 1990; Davis et al., 2002). Here,
we report the development of oxazolone-induced AD-like features
in NOD-scid IL2Ry™! mice engrafted with PBMC derived from
patients suffering from AD. Mice developed the same features as
those previously observed in immunocompetent mice. Challenge
with oxazolone resulted in epithelial hyperplasia, keratosis and
infiltration of inflammatory cells (consisting mainly of human T
cells) into the dermis and epidermis. Engraftment alone without
further treatment was not sufficient to induce AD. However, in
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TRANSLATIONAL IMPACT

Clinical issue

Atopic dermatitis (AD) is a relapsing, chronic inflammatory skin disease
characterized by rash, pruritus, eczema, xerosis and lichenification. Many
animal models have been developed to study the disease in vivo; one involves
exposing the skin of hairless mice to oxazolone, a haptenizing agent that
induces many features of human AD. However, this model does not
recapitulate the variability observed in human AD patients, and it cannot be
used to study mechanisms or test drugs that involve human-specific
molecules or mechanisms. Thus, similar to many other disease models, better
models of AD are required to increase the potential of preclinical trials to test
new drug candidates for activity and toxicity.

Results

This study describes a new model of AD involving oxazolone-induced
pathology in immune-compromised mice engrafted with human peripheral
mononuclear cells (PBMCs). On treatment with oxazolone, mice engrafted with
PBMCs from AD patients - but not with PBMCs from healthy donors -
developed the same pathological signs as observed in immunocompetent
oxazolone-exposed mice, including epithelial hyperplasia, IgE secretion and
infiltration of inflammatory cells into the dermis and epidermis. Importantly,
however, the cellular infiltrate was of human origin, predominantly T cells, as
was the IgE. Unlike the model involving immunocompetent mice, symptoms
were also observed in response to ethanol (used as a control) in the new
model, suggesting that primed lymphocytes from AD patients respond to
ethanol as a contact allergic.

Implications and future directions

This report introduces a new in vivo model of AD involving cells from patients,
opening up opportunities to study human-specific molecules and mechanisms
in this disease. The data suggest that applying this model in AD research
might improve the predictability of future phase Il clinical trials, as it more
closely represents the heterogeneity and complexity of AD patients than
previously established models.

contrast to the results obtained in immunocompetent mice, ethanol
alone induced AD-like symptoms albeit milder than observed with
oxazolone. Mice engrafted with PBMC derived from healthy
volunteers and non-engrafted mice did not respond to oxazolone
challenge, which suggests that in this specific model development
of AD is dependent on the presence of lymphocytes from patients
with a history of AD.

RESULTS

Selection of donors

In light of the previous observation that atopic milieus support
immunological responses (Reichle et al., 2011), we decided to use
PBMC isolated from patients suffering from AD for engraftment.
Three patients were selected who exhibited a SCORAD (severity
scoring of atopic dermatitis) index between 16 and 48. The cells
were first analyzed in vitro with regard to their capacity for IL-4-
mediated IgE secretion, which was a requirement for their use in
the mouse study. PBMC were isolated and incubated as previously
described (Kobayashi et al., 2009). Some 4 X 10° cells were incubated
for 14 days in the presence (50 ng/ml) or absence of IL-4. The
induction of human IgE (hIgE) and human IgG (hIgG) synthesis
was measured in the supernatant by immunoassay and
turbidimetric measurement, respectively. PBMC from all three
patients responded to the exposure of IL-4 with increased synthesis
of hIgE, whereas higG levels remained unaffected. IgE levels
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increased by a factor of 166 from 2.13+1.8 ng/ml in the control
sample to 332+87.2 in the treated sample. A group of healthy
volunteers without any known history of atopic diseases served as
control. We also observed the responsiveness of PBMC to IL-4 in
this group. Expression levels increased from 0.92+1 ng/ml to
104+85 ng/ml. For the animal studies, we selected one donor with
no responsiveness to IL-4 and one donor who responded to IL-4
with similar elevated hIgE levels as the AD patients.

Engraftment of NOD-scid IL2Ry™" mice with PBMC and induction
of immunological responses

In all experiments NOD-scid IL2Ry"!! mice were divided into two
groups: those engrafted with PBMC derived from patients suffering
from AD and those engrafted with PBMC from healthy volunteers
without any history of atopic diseases (non-AD). On day one, NOD-
scid IL2RY™!! mice were engrafted with 4x10° PBMC from the
selected donors as described in Methods.

Animals were treated with IL-4 (AD n=5; non-AD n=8), ethanol
(AD n=16; non-AD 1n=9) or oxazolone (AD n=17; non-AD n=9) as
described in Methods. For the challenge, engrafted animals were
divided into two cohorts: animals treated with oxazolone and
animals treated with ethanol (AD1, oxazolone #=8 or ethanol n=7;
AD2, oxazolone n=6 or ethanol #n=5; AD3, oxazolone n=3 or ethanol
n=4; non-AD1, oxazolone n=4 or ethanol #=4; non-AD2, oxazolone
=5 or ethanol #=5). A cohort of non-engrafted NOD-scid IL2Ry™!!
mice challenged with oxazolone served as control (n=4). To
compare the immunological responses to those of
immunocompetent mice, a cohort of BALB/c mice challenged with
oxazolone (n=9) and ethanol (n=9) according to the same regimen
as the engrafted NOD-scid IL2Ry™"! mice was included in this study.

Appearance of the skin, weight loss and behavioral changes and
hlgG and hIgE were monitored throughout the experiment. In the
oxazolone-treated cohort of BALB/c mice we observed pruritus,
reddening of the skin and mild scaling, whereas the ethanol group
was unaffected (data not shown). However, the pathomorphological
changes seemed less pronounced than in hairless mice. In the group
of engrafted NOD-scid IL2Ry™! mice we observed reddening of
the skin and the appearance of scales and eczema upon treatment
only in rare cases, suggesting that the inflammatory response was
less pronounced than in immunocompetent mice.

Neither the BALB/c nor the engrafted NOD-scid IL2Ry"!! mice
developed epithelial barrier loss, as indicated by transepithelial
water loss levels, which did not change throughout the experiment
(data not shown).

None of the engrafted NOD-scid IL2Ry™!" mice developed
symptoms of AD spontaneously, nor did they show any symptoms
of graft versus host disease (GVHD). The behavior of all mice was
normal and they did not lose weight throughout the experiment;
on the contrary, most of the animals gained weight. The median
weight gain in the oxazolone-challenged group was +2.1% and
+0.8% in the ethanol-challenged group.

Histological analysis of the skin

In order to clarify whether oxazolone had an effect on the
architecture of the skin, skin sections from BALB/c mice and
engrafted NOD-scid IL2Ry"!! mice treated with oxazolone or
ethanol were analyzed. Non-challenged BALB/c mice, BALB/c mice
challenged with ethanol and non-engrafted SCID mice treated with
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oxazolone served as controls in this experiment. As shown in Fig.
1E, NOD-scid IL2Ry™! mice engrafted with PBMC derived from
a patient suffering from AD displayed the same morphological
changes as the immunocompetent counterpart (Fig. 1C). Epithelial
hyperplasia was accompanied by influx of inflammatory cells and
keratosis. By contrast, non-engrafted NOD-scid IL2Ry™! mice
treated with oxazolone did not display any alterations (Fig. 1E) and
looked similar to the skin of untreated and non-engrafted NOD-
scid IL2Ry™! mice (Fig. 1D). BALB/c mice challenged with ethanol
as carrier showed slightly increased keratosis.

In order to identify the cellular infiltrate as human leukocytes,
sections from the skin were stained with an antibody directed
against human CD45 (Fig. 2A). Human leukocytes infiltrated the
epidermis and dermis in engrafted NOD-scid IL2Ry™!" mice
challenged with oxazolone (Fig. 2Ad). As expected, leukocytes in
skin sections of BALB/c challenged with ethanol or oxazolone (Fig.
2Aa,Ac) and of non-engrafted NOD-scid IL2Ry"!! mice (Fig. 2Ab)
were not stained with this antibody. The cellular infiltrate consisted
mainly of T cells (Fig. 2B). An antibody directed against murine
and human CD3 identified T cells in the epidermis and dermis of
both, oxazolone treated BALB/c and engrafted NOD-scid IL2Ry™!
mice (Fig. 2Bc,Bd). BALB/c mice treated with ethanol displayed a
scarce infiltration of cells into the dermis and epidermis (Fig. 2Ba).
No cells were stained in the skin of non-engrafted controls (Fig.
2Bb).

Stained sections of skin samples from all treated groups were
classified according to a histological score as described in Methods.
NOD-scid IL2Ry™!' mice engrafted with PBMC derived from a
donor with no atopic history served as control. This analysis
revealed a major difference between immunocompetent mice and
mice with a humanized immune system. The control group treated
with carrier alone did not respond to the challenge. By contrast,
in engrafted NOD-scid IL2Ry™" mice, we observed histological
alterations in the ethanol-challenged group, albeit in most cases
less severe than in the oxazolone-challenged group (Fig. 3). The
median value of the assessed histological score in the oxazolone-
treated group was 2 (#=12) as compared with 0 in the ethanol-
challenged group (#=13). Surprisingly, in the cohort engrafted with
PBMC with no atopic history almost no alterations were visible
(oxazolone n=9, ethanol #=9). Statistical analysis (Kruskal-Wallis
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Fig. 1. Challenge with oxazolone results in
epithelial hyperplasia and influx of
inflammatory cells into the epidermis and
dermis and keratosis as observed in
immunocompetent mice. (A-C) HE-stained
photomicrographs of skin sections from BALB/C
mice: (A) no treatment, (B) challenged with
ethanol and (C) challenged with oxazolone.
(D-F) HE-stained skin sections from NOD-scid
IL2Ry™ " mice: (D) non-engrafted no treatment,
(E) non-engrafted challenged with oxazolone
and (F) engrafted challenged with oxazolone.
Arrows indicate epithelial hyperplasia. Scale bars:
50 um.

followed by multiple comparisons) revealed a statistically significant
difference between the oxazolone-treated groups with and without
atopic history (P<0.001 for AD versus non-AD mice treated with
oxazolone). In the ethanol-challenged group, the difference was
statistically insignificant (P=0.22 for AD versus non-AD mice
treated with ethanol).

Secretion of human IgG and human IgE in response to challenge
with ethanol and oxazolone

In order to analyze hIgG and hIgE levels, blood samples were taken
from engrafted mice at day 23 and these immunoglobulins were
measured by turbidimetric immunoassay in the serum of the mice.
Human IgG levels were also taken as a proof of successful
engraftment of the animals. Human IgG concentrations below
detection levels (<0.2 pg/ml) were considered as indicative of non-
engraftment and respective animals were excluded from the study
(AD, oxazolone n=3, ethanol #n=3; non-AD, n=0). All measurements
were performed in two groups: mice engrafted with PBMC derived
from patients suffering from AD and mice engrafted with PBMC
derived from two healthy volunteers without any history of atopic
diseases. All PBMC were analyzed simultaneously in vitro for their
capacity to respond to IL-4. Fig. 4 depicts individual levels of hIgE
of the respective donors in response to IL-4 under cell culture
conditions. In order to compare the responsiveness of PBMC in
vitro and in vivo, a cohort of animals was treated with IL-4 in
addition to the cohorts treated with ethanol or oxazolone. As shown
in Fig. 4A, engrafted animals treated with IL-4 in both groups (AD
and non-AD) showed similar hIgG levels as observed previously
(King et al., 2008). We observed a high variability, with levels
reaching a mean value of 66.8+81 ig/ml versus 63.0+86 Lg/ml in
the non-AD group. There was no difference between these values
and those from engrafted animals without any treatment (data not
shown). Administration of ethanol or oxazolone apparently had an
impact on hIgG levels in the AD and non-AD groups, although the
change in levels did not reach statistical significance. The variability
was high; some animals did not show a rise in higG levels like the
untreated group and some animals responded significantly. The
ethanol-treated group reached values of 907+1834 ug/ml and the
oxazolone-treated group values of 304+395 ug/ml. There was,
however, no correlation between the observed histological score
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Fig. 2. Upon challenge with oxazolone, human leukocytes (mainly
consisting of T cells) infiltrate the dermis and epidermis.

(A,B) Photomicrographs of immunohistochemically stained paraffin sections
of the skin: (A) stained with anti-hCD45 antibody and (B) stained with anti-CD3
antibody. Skin samples for both A and B were taken from the following mice:
BALB/c mouse challenged with ethanol (a); non-engrafted NOD-scid IL2Ry™!
mouse (b); BALB/c mouse challenged with oxazolone (c); and engrafted NOD-
scid IL2Ry™" mouse treated with oxazolone (d). Arrows indicate invaded
human leukocytes. Scale bars: 100 um; 10 um (insets).

and the IgG levels, indicating that IgG levels were not related to
pathomorphological changes. Pearson product moment analysis
revealed a correlation coefficient of —0.0065 and a P value of 0.66.

In contrast to exposure to IL-4 in vitro, where hIgE levels of
PBMC derived from patients with AD increased by a factor of 166
from 2.13+1.8 ng/ml in the control sample to 332+87.2 ng/ml in
the IL-4-treated sample, hIgE levels did not increase in engrafted
animals treated with IL-4 (Fig. 4B). In the AD and non-AD groups,
hIgE concentrations leveled at 1+1.6 ng/ml and 0.27+0.54 ng/ml,
respectively. Values did not differ from values obtained in non-
treated animals. The pattern, however, changed significantly when
animals were challenged with oxazolone or ethanol. In the non-
AD group, neither treatment had an impact on hIgE levels, which
remained as low as in the IL-4-treated group. By contrast, oxazolone
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and ethanol induced the secretion of hIgE in the AD group.
Although some animals remained irresponsive and the variability
was high, IgE levels in the four different groups were significantly
different. Kruskal-Wallis test followed by multiple comparisons
revealed a significant difference between the oxazolone- and
ethanol-treated groups and the IL-4-treated group (P=0.01 and
P=0.01, respectively). In addition, there was a correlation between
hIgE levels and the histological score. Pearson product moment
analysis revealed a correlation coefficient of —0.511 and a P value
of 6X107°.

This observation was in contrast to results obtained in BALB/c
mice treated with oxazolone and ethanol. As previously observed
in hairless mice, murine IgE levels remained unaffected in ethanol-
treated mice and increased significantly in the oxazolone-treated
group. In this study, BALB/c mice exhibited basal IgE levels of
495+252 ng/ml prior to treatment and reached values of 2671+830
ng/ml in the oxazolone-treated group (P<0.05, compared with
untreated mice) and 721+384 ng/ml in the ethanol-treated group
(P=0.5, compared with untreated mice) at day 23 post treatment.

FACS analysis of lymphocytes in blood, skin and spleen

In order to analyze engraftment levels and the ratio of CD4 to CD8
T cells in peripheral blood, skin and spleen, lymphocytes from
engrafted mice were subjected to FACS analysis at day 30 post
engraftment, which corresponded to day 23 post treatment.
Engraftment levels varied considerably ranging from 0.2 to 73%,
with a median engraftment level of 1.5%. As expected, there was
astrong correlation of engraftment levels and hIgG levels (P=0.001);
however, there was no correlation between engraftment levels and
hIgE (P=0.15), engraftment levels and histological score (P=0.3) and
hIgG levels and hIgE levels (P=0.32). In addition, there was no
negative correlation between engraftment levels and weight
changes. High and low level engrafted animals gained weight
similarly, indicating that there was no onset of GVHD.

The ratio of CD4 to CD8 was compared to the original ratio in
peripheral blood of the respective donors. The ratio was determined
in three different donors. One donor suffered from AD and
displayed a ratio of 2.1 at time of engraftment. The two healthy
volunteers (non-AD1 and non-AD2) differed with respect to the
capacity of the isolated PBMC to secrete IgE in vitro (Fig. 4B) and
in their respective CD4:CD8 ratio at time of engraftment. PBMC
from non-AD1 secreted low levels of IgE and displayed a CD4:CD8
ratio of 1.4, whereas PBMC from non-AD2 secreted IgE at similar
levels to PBMC isolated from the AD patient and also exhibited a
similar CD4:CDS8 ratio of 2.4. As shown in Fig. 5, this pattern was
preserved in engrafted mice. CD4:CD8 ratios of human
lymphocytes in the spleen and peripheral blood reflect the ratio
detected in the whole blood at time of engraftment. The challenge
with oxazolone did not influence the ratio in mice engrafted with
PBMC derived from non-ADI.

DISCUSSION

In this study we describe the induction of oxazolone-mediated
features of AD in immune-compromised NOD-scid IL2Ry™! mice
engrafted with human PBMC derived from patients with AD. Upon
treatment with oxazolone, engrafted mice developed the same
characteristics as previously observed in immunocompetent mice,
which include epithelial hyperplasia, infiltration of inflammatory
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Fig. 3. Challenge with oxazolone results in histological changes
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cells into the dermis and epidermis and IgE secretion (Man et al.,
2008) and effects also seen in our experiments using BALB/c mice.
As shown by immunohistochemistry and FACS analysis, the
cellular infiltrate was of human origin with T cells being the major
constituent.

Of note, the presence of human lymphocytes was alone not
sufficient to induce AD-like features. Mice engrafted with PBMC
derived from patients suffering from AD without any further
treatment neither developed any symptoms of AD spontaneously
nor exhibited increased IgE levels. Additional stimulation by
irritation of the skin by treatment with oxazolone or ethanol was
necessary to produce an effect. Furthermore, treatment with
oxazolone without engraftment did not induce any alterations in
the skin architecture. Non-engrafted NOD-scid IL2Ry™! mice
treated with oxazolone displayed no epithelial hyperplasia or
keratosis. Thus, epithelial hyperplasia was strictly dependent on
the presence of PBMC.

Impact of the immunological background of the donor
Our results strongly suggest that the immunological background
and phenotype of the engrafted cells are important with respect to
mounting an immunological response resulting in AD-like features.
Mice engrafted with PBMC derived from individuals without any
history of atopic diseases did not react to treatment. These mice
were unresponsive to treatment with regard to IgG and IgE
secretion, cellular infiltration and epithelial hyperplasia.
Furthermore, an elevated CD4:CDS8 ratio is not sufficient to induce
atopic dermatitis like features. Engraftment with PBMC derived
from a healthy donor who displayed a similar ratio as the AD donor
did not result in the development of phenotypic symptoms in
response to challenge with oxazolone. These results suggest that
the immunological status of the donor was not influenced by the
challenge but that the engrafted cells were only able to execute what
they had previously ‘learned’ Thus, in these experiments the
development of AD-like features was dependent on the presence
of PBMC derived from patients with AD.

This is in contrast to our results from experiments with BALB/c
mice and to previous results obtained in hairless mice (Man et al.,
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2008). Both are immunologically naive strains with respect to AD
and were able to elicit an immunological response upon challenge
with oxazolone. Oxazolone is thought to have a dual function,
acting as a haptenizing agent in addition to activating STAT6-
mediated secretion of chemokines (Koeper et al., 2007). Because
engrafted PBMC are incompetent to generate a robust immune
response de novo (Shultz et al., 2007b), the function of oxazolone
might be restricted to its role as an activator of previously primed
lymphocytes via activation of keratinocytes. The absence of
peripheral lymph nodes and dendritic cells, which constrain the
development of a peripheral immune system, might limit the
potential of PBMC in this experimental setting. Hence, the model
depends on previously primed immune cells.

The FACS analysis of T cells in peripheral blood, splenic and
skin lymphocytes corroborates the results obtained from the
analysis of hIgE secretion and the histological score. In either organ
the ratio of CD4 to CD8 cells reflected the disease status of the
donor. In T cell populations of peripheral blood from the healthy
donor, the ratio remained unaffected in splenic lymphocytes upon
engraftment. Challenge with oxazolone did not affect this ratio,
suggesting that the status of the cell remained unchanged and that,
unlike BALB/c mice, the engrafted immune cells were resistant to
immunological stimulation.

The CD4:CDS8 ratio of peripheral blood from the patient or of
engrafted T cells isolated from spleen, peripheral blood and skin
from engrafted mice indicated a CD4-dominated immunological
background vigilant to mount an allergic response. However, we
would not conclude from these results that only PBMC primed by
a history of AD have the capacity to induce these features. Further
experiments are required to investigate whether an atopic
background such as, for example, found in allergies is sufficient to
elicit similar responses.

Under these conditions, stimulation with IL-4 in vivo did not
result in the development of symptoms or hIgG and hIgE secretion
in engrafted mice. This is in contrast to previous results that showed
induction of IgE secretion in response to IL-4 in vivo (Spiegelberg
et al., 1994; Mayer et al,, 2000). Both protocols involve the
intraperitoneal application of 10 ng/day for 5 consecutive days. The
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Fig. 4. Treatment-dependent human
1gG and IgE secretion. (A,B) PBMC
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results in both experiments differed significantly with respect to
detected IgE levels (11.915 ng/ml and 200-1000 ng/ml, respectively).
The clearance in mice is very fast. In normal mice, the IL-4 serum
level was ~600 ng at 5 hours after injection of 10 pg IL-4 and
declined with a half-life of 20 minutes (Spiegelberg et al., 1994),
indicating that approximately after 6-7 hours the serum level was
below the required concentration. The lack of response in our
experiments was not due to the incapability of the engrafted PBMC
to respond to IL-4, as shown by in vitro experiments. Here, the
same cells that failed to respond to IL-4 in vivo, secreted IgE upon
exposure to IL-4. We observed, however, that a single incubation
with 50 ng IL-4 for 24 hours was not sufficient to induce IgE
secretion. Without continuous exposure to IL-4 the cells were
unable to secrete IgE (data not shown). Because the group of IL-
4-treated mice displayed the same pattern as untreated engrafted
mice and did not display IgG levels beyond basal levels, the
irresponsiveness is most probably due to the short half-life of IL-
4 and the limited exposure to IL-4 in vivo. One explanation for the
discrepancy of our results to those of Spiegelberg and Mayer might
be that the required exposure times to IL-4 are different in different
mouse strains or dependant on the number of engrafted cells. In

130

N o » ~
,éé’ *,,<\° o\é‘e & ,éé’ &
¢ &

> ]
o
& 3
& P
o o

previous experiments, CB.17 scid mice were used for in vivo
induction of hIgE and six to ten times more PBMC were engrafted.

The fact that Biedermann et al. observed the activation of
dendritic cells in BALB/c mice in response to a single application
of 0.1 or 1 ug of IL-4 (Biedermann et al., 2001) suggests that long-
term exposure might only be required for the IgM-IgE class switch.
Bioavailability of IL-4 is still an unsolved problem in the use of IL-
4 and IL-4 muteins as therapeutic agents in diseases like psoriasis
and AD (Rocken, 2010) and slow release formulations might
improve the in vivo induction of IgE in our experimental setting.

Differences in responses of immunocompetent BALB/c mice

Although the NOD-scid IL2Ry™! mice engrafted with PBMC
derived from patients suffering from AD showed the same
features of AD as observed in immunocompetent mice, there were
some differences in the results obtained in BALB/c mice. First of
all, the immunological response in BALB/c mice was restricted
to the oxazolone-treated group. Levels of IgE increased
throughout challenge with oxazolone and hardly changed upon
ethanol challenge. In engrafted NOD-scid IL2R ul hice, however,
an immunological response could also be observed in ethanol-
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Fig. 5. Immunological background of the donor determines the CD4:CD8 ratio in organs of engrafted NOD-scid IL2Ry"" mice. (A,B) CD4:CD8 ratio of
human T cells in the spleen, blood and skin of mice engrafted with PBMC derived from a patient suffering from AD and two healthy volunteers (non-AD) was
compared with the CD4:CD8 ratio in whole blood from the respective donors prior to engraftment. (A) Representative flow cytometric analysis of human T cells
stained with anti-human CD4 and CD8. (B) Quantitative analysis of CD4:CD8 ratio. Sample sizes: AD n=4, non-AD1 n=4 and non-AD2 n=7.

treated mice. At the end of the experiment, the level of IgE
expression varied considerably in both groups (oxazolone- or
ethanol-treated), reaching from levels below detection level up
to 1286 ng/ml regardless of treatment. The observation that
treatment with ethanol did statistically change IgE levels might
reflect the milder capacity of ethanol as an irritant. Even shaving
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and depilation seemed to sufficiently irritate the skin in some
cases. In addition, in every cohort there were mice that did not
respond at all to treatment. In 4 out of 12 animals, levels of hIgE
remained below detection level, as seen in the IL-4-treated or
untreated groups, suggesting that either the stimulus was not
sufficient under these conditions or that the response was delayed.
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Because the response in BALB/c mice was also not as pronounced
as observed in hairless mice, differences in the robustness of hairy
skin as compared with hairless skin might also lower susceptibility.

The secretion of hIgE was paralleled by the secretion of hIgG.
Most mice with hIgG levels beyond basal levels also expressed hIgE.
Basal levels were similar to those previously observed (King et al.,
2008). In this analysis we also observed a high variability in each
cohort, ranging from 18 pug/ml to a maximum of even 6680 pg/ml
regardless of the treatment. It might therefore be expected that
increases in histological scores would have been observed in both
the oxazolone- and ethanol-treated groups. Indeed, in some mice
treated with ethanol alone we observed an influx of inflammatory
cells and alterations of the skin architecture similar to the
oxazolone-challenged mice, albeit milder, suggesting that exposure
to ethanol might be sufficient to elicit an immunological response
in PBMC bearing a lifelong history of exposure to allergens.

A further important discrepancy between the results obtained
in BALB/c mice and those obtained in NOD-scid IL2Ry™!! mice
was the observed high variability of the histological score and levels
of IgE secretion in the oxazolone-challenged group. Unexpectedly,
treatment resulted in the development of symptoms or left mice
unaffected. In every cohort of mice engrafted with PBMC derived
from patients, we observed mice with basal IgG levels and IgE levels
below detection limit.

In summary, we have shown that in engrafted NOD-scid IL2R
mice human lymphocytes perform similar functions as resident
lymphocytes in immunocompetent BALB/c and hairless mice.
Thus, this model might be useful for studying the efficacy of
therapeutics targeting human lymphocytes in vivo. Furthermore,
it might be a useful substitute for studies that have to be performed
in primates due to the requirement for a high homology of protein
structures. In light of the immunological and phenotypic
background of engrafted PBMC produced by exposure to allergens
and/or disease, we feel confident that this model could eventually
be developed into a model with greater similarity and translatability
to the human disease, to potentially include elucidation of cellular
mechanisms inducing and sustaining flares of the disease.

ull

METHODS

Isolation and engraftment of human PBMC

Peripheral blood was collected from three patients suffering from
AD and two healthy volunteers. All donors gave informed written
consent and the study was approved by the ethic commission of
the University of Munich.

PBMC were isolated following a protocol established at the
Helmbholtz Zentrum Munich. 30 ml of blood in trisodium citrate
solution was diluted with 30 ml of HANKS Balanced Salt Solution
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) and loaded on Leucosep
Tubes (Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany). Cells were
separated at 800 g for 15 minutes according to the manufacturer’s
instruction. PBMC were isolated, washed in HANKS Balanced Salt
Solution supplemented with 2500 IE Heparin Natrium (Braun) and
resuspended in PBS at a concentration of 20X10°/ml.

At least 6-week-old NOD-scid IL2Ry™! mice were engrafted with
200 ul of the cell suspension by intravenal injection. The animals
were rested for 7 days prior to first challenge with oxazolone. The
mean age was 15.5+5.51 weeks and the mean weight 25.2+3.3 g.
Animals were randomized for age and sex.
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Cell culture and stimulation assay

PBMC (4X10° cells) were resuspended in 2 ml RPMI containing
10% ECS, 1% sodium pyruvate, 1% penicillin/streptomycin and 1%
glutamine (Sigma) and incubated for 14 days in 24-well flat-
bottom cell culture plates (Greiner Bio-One) with IL-4 (50 ng/ml)
and 1 pl anti-CD40 (1 pg/ml; BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) in a humidified incubator at 37°C with 5% CO, as
previously described (Kobayashi et al., 2009).

Production of wild-type IL-4

Wild-type human IL-4 was produced in Escherichia coli as
described (Kruse et al., 1991). Briefly, the cDNA encoding for the
mature part of human IL-4 was cloned into the E. coli expression
vector RBSIIPyps5x/0 (Stueber et al., 1984). Transformed E. coli cells
of the strain BL21(DE3) were grown in Luria-Bertani (LB) medium
to an optical density of 0.6 at 600 nm. Protein expression was
induced by addition of 1 mM isopropyl-B-thiogalactoside (IPTG),
expression was continued for further 3 hours. Cells were harvested
by centrifugation and lysed by ultrasonication. IL-4 was expressed
in insoluble form as inclusion bodies, which were dissolved in 20
volumes (v/w) of 6 M guanidinium hydrochloride (GuHCl), 50 mM
Tris-HCI pH 8.0. The denatured protein was refolded by a two-
step protocol, the first step being a rapid fivefold dilution of the
protein solution in 6 M GuHCl in ice-cold water. The solution was
stirred for 15 minutes and then dialyzed against 20 volumes PBS
(20 mM sodium phosphate, 120 mM NaCl and 2 mM KCl, pH 7.4)
for 24 hours at 4°C. Insoluble protein precipitate was removed by
centrifugation and clear supernatant was loaded onto an cation
exchange column (CM Sepharose FF; GE Healthcare). IL-4 was
eluted by applying a linear gradient of 0-1 M sodium chloride in
20 mM Tris-HCI, pH 8.0. IL-4-containing fractions were pooled
and subjected to a second purification employing reversed phase
HPLC chromatography. High purity IL-4 protein was eluted using
a linear gradient of 0.1% trifluoroacetic acid to 100% acetonitrile.
Purity was checked by SDS-PAGE and ESI-FT-ICR mass
spectrometry. Biological activity and receptor binding properties
were examined by measuring the IL-4 dose dependency of TF-1
cell proliferation as described (Tony et al., 1994) and by determining
the binding affinity of the recombinant IL-4 protein to its high-
affinity receptor IL-4Ro. via surface plasmon resonance as published
(Shen et al., 1996).

Study protocol

BALB/cJ@Rf mice were obtained from Janvier Europe.
NOD/LtSz-scid (abbreviated as NOD) IL2RY“”lll mice were
obtained from Charles River Laboratories (Sulzfeld, Germany).
The mice were kept under conventional SPF conditions in
individually ventilated cages. The facility is controlled by FELASA
guidelines. All animal studies were approved by the Ethics
Committee for animal use of the government of Upper Bavaria,
Germany and performed in compliance with German animal
welfare laws and policies.

At least 6-week-old BALB/c mice or NOD-scid IL2Ry™! mice
at 7 days post engraftment were treated as previously described
(Man et al., 2008). Following anesthesia with isoflurane, a 2X2 cm
of the regio lumbalis dexter and sinister was shaved and depilated
on day 1 and animals were presensitized by topical application of
20 ul 5% oxazolone (4-ethoxymethylene-2-phenyl-oxazolin-5-one)
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(Sigma-Aldrich) in 100% ethanol. From day 8, mice were
rechallenged with 200 pl 0.1% oxazolone in 100% ethanol by topical
application every other day. Animals were sacrificed on day 23.
Control groups were challenged according the same protocol using
ethanol or isotonic sodium chloride solution. Mice were inspected
daily and the weight was controlled on day 1, and from day 8 on
every other day.

For analysis of IL-4 induction, 200 pl of IL-4 (50 pg/ml) in
isotonic in sodium chloride solution was administered
intraperitoneally from day 8 to day 12 post engraftment (Spiegelberg
et al., 1994; Mayer et al., 2000).

Histological score

Skin regions in the regio lumbalis dexter and sinister of the mice,
which had direct contact with the agents, were fixed for 24 hours
in formalin, followed by preservation in 70% ethanol prior to
paraffin embedding. Sections were stained with hematoxilin and
eosin (HE) and Giemsa. Inflammation was scored as follows: (0)
infiltration of few inflammatory cells into dermis, (2) major
infiltration of inflammatory cells into the dermis and (3) infiltration
of the epidermis. Alterations of skin architecture were scored as
follows: (0) no alteration, (1) epithelial hyperplasia, (0) no fibrosis,
(1) fibrosis. The resulting score parameters were added in a total
histological score ranging from 0 (healthy) to 5 (maximal
histological damage). The determination of the score was supported
by a trained pathologist ignorant of the treatment status of the
animals.

Serum IgG and IgE levels
Samples were blinded and human serum IgG levels were measured
turbidimetrically with COBAS INTEGRA 800 (Roche, Penzberg,
Germany). Human serum IgE levels were measured by the Elecsys
2010 Immunoassay (Roche). Murine IgE levels were analyzed by
ELISA (BD Biosciences).

Immunohistochemistry

Tissue samples of the skin were fixed for 24 hours in 4% neutral
buffered formalin, and embedded in paraffin. Antigen retrieval was
performed by incubating slides for 30 minutes at 95-100°C in Tris-
EDTA buffer (10 mM Tris, 0.5 mM EDTA, pH 9). Non-specific
binding was blocked with normal goat serum (1:10; MP
Biomedicals, Solon, OH). Sections were incubated with rabbit anti-
human CD3 (1:100; Dako, Hamburg, Germany) for 1 hour at room
temperature in TBS (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.6) and
rabbit anti-human CD45 (1:400 in TBS; Antibody Online, Aachen,
Germany) for 1 hour at room temperature. A biotin-conjugated
goat anti-rabbit IgG was used as secondary antibody (1:100 in TBS;
Dako), DAB served as chromogen. Sections were analyzed by a Leitz
microscope (10X) and micrographs were taken with a Leitz camera
DFC 295.

Analysis of lymphocytes by flow cytometry

Anti-human CD3-FITC (clone SK7), anti-human CD4-PE (clone
SK3), anti-human CD8-APC (clone SK1), anti-human CD45-APC-
H7 (clone 2D1) and anti-mouse CD45-PE-Cy7 (clone 30-F11) were
purchased from BD Biosciences. To analyze human and murine
lymphocytes, multicolor cytometric analysis was performed using
a FACS Canto (BD Biosciences) and FACS Diva software.
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Human peripheral blood was taken from the vein in EDTA tubes.
At time of sacrifice peripheral mouse blood was collected in EDTA
tubes from the anesthetized mouse by cardiocentesis. Blood (100
ul) was stained with appropriated antibodies and incubated for 15
minutes at room temperature and in darkness. The erythrocytes
were removed from the samples using 1 X BD FACS Lysing Solution
(BD Biosciences) for 10 minutes at room temperature and in
darkness.

Single cell suspensions were prepared from the spleen in RPMI-
1640 containing 10% FCS by mincing with a metal mesh followed
by a 100 um cell strainer (BD Biosciences). The cells were treated
by 1X BD Pharm Lyse (BD Biosciences) for 10 minutes at room
temperature. After a washing process in 2% RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich), 10° cells/ml were labeled with appropriated antibodies.

Skin lymphocytes were isolated as previously described
(Gebhardt et al., 2009). Shaved mouse skin (1-2 cm) was cut into
small pieces and incubated for 1.2-2 hours at 37°C in Eagle’s
minimum essential medium containing 2% FCS (Gibco BRL),
collagenase type I (6 mg/ml; Worthington) and DNase (5 mg/ml;
Sigma-Aldrich) with occasional swirling, followed by filtering
through a 70-um cell strainer (BD Biosciences). The cells were
collected in 10% RPMI-1640 and were stained with appropriate
antibodies.

After staining, the cells were washed in FACS buffer (PBS
containing 2% FCS) and resuspended in 500 pl of the same buffer.
For all analyses, anti-mouse CD45 staining was performed to
exclude murine host cells and only human CD45+ cells were
included in the analyses. At least 10,000 events were measured using
FACS Canto (BD Biosciences). Post-acquisition data was analysed
using the FlowJo 7.6.5 software (Tree Star, Ashland, OR).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using R, a free software
environment for statistical computing and graphing. The Kruskal-
Wallis test was performed to evaluate statistical significance.
Correlations were analysed by Person-Product-moment analysis.
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4 Diskussion

Diese Arbeit beschreibt ein Tiermodell fiir Atopische Dermatitis in Nod-scid IL2
Ry-chain™!" Mausen, die mit humanen PBMC rekonstituiert wurden. Durch die
Rekonstitution dieser Tiere mit PBMC von AD-Patienten und durch die Stimulie-
rung mit Oxazolon konnten Dermatitis dhnliche Merkmale hervorgerufen werden
wie Hyperplasie der Epidermis, Einstrom von Entziindungszellen in Dermis
und Epidermis und erhohte Spiegel von hIgE im Serum. Der hierbei bestimmte
histologische Score war in der Gruppe der Oxazolon behandelten Tiere signifikant
erhoht. Es konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem hIgE
Spiegel und dem histologischen Score festgestellt werden. Bei den infiltrierenden
Zellen handelte es sich vorwiegend um T-Zellen, wie durch Durchflusszytometrie
und Immunhistochemie gezeigt werden konnte. In dem in dieser Arbeit unter-
suchten Modell deckten sich die beobachteten Verdnderungen der phanotypischen
Merkmale mit denen, die in immunkompetenten Madusen beobachtet wurden,
(MAN et al., 2008), sowie fritheren Ergebnissen in BALB/c Tieren. Kontrolltiere,
die nicht rekonstituiert waren und mit Oxazolon stimuliert wurden, zeigten keine
dieser Charakteristika. Dies bedeutet, dass zur Entwicklung der Merkmale die
Rekonstituion mit PBMC notwendig war. Bemerkenswert ist, dass die alleinige
Anwesenheit der humanen Zellen nicht ausreichend ist. Die Kontrolle mit Tieren,
die rekonstituiert waren aber nicht behandelt wurden, zeigte keine Veranderungen.
In dieser Gruppe konnte weder hIgE im Serum, Hyperplasie der Epidermis oder
der Einstrom von Entziindungszellen in die Haut beobachtet werden. Das Versuchs-
regime zur Induktion mit Oxazolon schein in diesem Modell notwendig zu sein.
Des Weiteren konnten unter diesen Versuchsbedingungen keine Anzeichen von
GVHD beobachtet werden. Diese wiren zum Beispiel Gewichtsverlust, struppiges

Fell und spezifische Abstoflungsreaktionen in der Haut.
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4.1 Die Rolle des Spenders

Eine interessante Entdeckung der durchgefiihrten Versuche war, dass der immuno-
logische Hintergrund der transplantierten Zellen einen entscheidenden Einfluss
auf das Ergebnis hat. Mit diesem Stimulierungsregime waren nur die Zellen von
AD-Patienten in der Lage die durch die Versuche in immunkompetenten Tieren zu
erwartenden Ergebnisse zu erzeugen. Jene Tiere, die PBMC von Spendern ohne
diagnostizierte atopische Erkrankung bekamen, zeigten keine Verdnderungen.
Diese Tiere zeigten keine epitheliale Hyperplasie, zelluldre Infiltration oder eine
vermehrte hIgG/hIgE Ausschiittung. Die Vermutung liegt nahe, dass die Zellen
nur das ausfithren konnen, was sie bereits , gelernt” haben. Die Stimulierung
mit Oxazolon allein ist nicht ausreichend. Eine Erklarung hierfiir ist, dass die
rekonstituierten Maduse nur eingeschriankt in der Lage sind, eine Immunantwort
zu generieren (SHULTZ et al., 2005). Rekonstituierte Nod-scid IL2 Ry-chain™! sind
nicht in der Lage ein peripheres Inmunsystem aufzubauen und eine vollwertige
Immunantwort zu generieren. Eine mogliche Erklarung fiir die Aktivierung des
Immunsystems in rekonstituierten Médusen findet sich in der Wirkungsweise
von Oxazolon. Oxazolon ist in der Lage, STAT 6 vermittelt, die Freisetzung von
Chemokinen in Keratinocyten zu aktivieren. Den Lymphozyten ist es daraufhin
moglich, auf diese zu reagieren (KOEPER et al., 2007).

Die Beobachtung, dass dieses Tiermodell von PBMC von AD-Patienten abhéngig
ist, wird durch die Ergebnisse der Durchflusszytometrie unterstiitzt. Durch die
Stimulierung konnte keine Verdnderung des CD4/CD8-Verhiltnisses, im Vergleich
zum Ausgangswert im Blut des Spenders, gefunden werden. Die Untersuchung
wurde an Zellisolaten aus Milz, Haut und Blut durchgefiihrt. Dies bedeutet,
dass die Stimulierung den immunologischen Status der Zellpopulation seit der
Rekonstitution nicht verdndern konnte. Es erscheint spekulativ, anzunehmen, dass
nur durch AD vorgepragte PBMC brauchbar fiir dieses AD-Modell sind. Weitere
Untersuchungen mit atopischen Spendern sind erforderlich, um zu ergriinden,

welche Eigenschaften fiir die Entwicklung des Phanotyps notwendig sind.
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4.2 Unterschiede zu Untersuchungen mit
immunkompetenten Mausen

4.2.1 Die Stimulierung durch Ethanol

In immunkompetenten Tieren war die Entwicklung von charakteristischen Merk-
malen der Atopischen Dermatitis lediglich an die Behandlung mit Oxazolon ge-
koppelt. In den bereits durchgefiihrten Versuchen in BALB/c Tieren und von Man
et al. in Nacktmédusen, konnten durch Oxazolon die gewiinschten Verdnderungen
verursacht werden (MAN et al., 2008). Beide Stimme sind immunologisch naiv
in Bezug auf AD und waren in der Lage, eine vollstindige Immunantwort zu
generieren. Die Kontrollgruppen dieser Versuche, die nur mit der Tragersubstanz
Ethanol behandelt wurden, zeigten keine phanotypischen Verdnderungen. Dies
war in den rekonstituierten Tieren dieses Modells anders. Die gemessenen higE
Werte waren sowohl in der Ethanol- als auch in der Oxazolon-Gruppe erhoht. Die
Serumwerte von hIgE am Ende des Beobachtungszeitraums schwankten in beiden
Gruppen zwischen Werten, die nicht nachweisbar waren, und 1286 ng/ml hIgE.
Wie in der Oxazolon-Gruppe war die Reaktion auf Ethanol von der Rekonstitution
mit AD gepragten PBMC abhidngig und ebenso wie in der Oxazolon-Gruppe
wurde auch eine Verdnderung des histologischen Scores beobachtet. Es zeigte
sich der Einstrom von Entziindungszellen in die Dermis und Epidermis sowie
eine Verdnderung der Hautstruktur. Diese Effekte zeigten sich allerdings nicht
so ausgepragt wie in der Oxazolon-Gruppe. Ethanol ist dafiir bekannt, milde
Hautreaktionen auslosen zu konnen. Dies kann die Ursache fiir die gestiegenen
hIgE Serumwerte und fiir die Erh6hung des histologischen Scores sein. In einigen
seltenen Fillen schien das alleinige Scheren und Enthaaren ausreichend zu sein,

um Hautirritationen auszuldsen.

4.2.2 Erhohte Variabilitat

Im Vergleich zu den Experimenten mit BALB/c Madusen wurde beobachtet, dass

eine wesentlich hohere Variabilitdt beziiglich der gemessenen hIgE Werte und des
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histologischen Scores vorliegt. In allen Kohorten von Nod-scid IL2 Ry-chain™!

Mausen, die mit PBMC von AD-Patienten rekonstituiert waren, gab es Tiere, die
nicht auf die Behandlung reagierten und solche, die eine starke Reaktion zeigten.
Es war nicht vorherzusehen, welche Tiere eine Reaktion zeigen und welche nicht.
Die wesentlich hohere Variabilitiat konnte mit dem stark schwankenden Ausmaf
der Besiedlung durch PBMC erklédrt werden. Die Rekonstitutionswerte schwankten
zwischen 0,2% und 73%, Median 1,5%. Diese Variabilitit spiegelt sich auch in den
beobachteten IgG-Werten wider. Auch bei den hIgG-Werten zeigte sich eine grofe
Spannbreite der Serumwerte in allen Versuchsgruppen. Sie reichte von 18 pg/ml
bis 6680 pg/ml als hochsten gemessenen Wert.Die Basalspiegel bewegten sich
in einer Grofienordnung, die bereits beobachtet wurde (KING et al., 2008). Wie
erwartet konnte eine Korrelation zwischen dem Ausmaf der der Rekonstitution
und dem IgG-Spiegel festgestellt werden. Wenn die Sekretion von hlgG das
Basallevel, das alle Tiere erreichten, tiberschritt, kam es fast immer auch zu einer
Sekretion von hIgE. Es konnte jedoch keine Korrelation von hIgE- und hlgG-
Spiegeln festgestellt werden. Dies bedeutet, dass eine ausreichende Rekonstitution
nicht allein nur die Stimulierung der allergischen Reaktion verantwortlich ist.
Die starke Erhohung der hIgG-Werte kann auch in Hinweis darauf sein, dass bei
einigen Tieren der IgM/IgG4/IgE switch noch nicht vollstandig ist. Eine weitere
Erklarung fiir die beobachtete Variabilitdt kann also auch in einer verzogerten oder
nicht ausreichenden Stimulierung in diesem Modell liegen. Zusétzlich konnten
stammspezifische Eigenschaften wie die Beschaffenheit der Haut eine Rolle spielen.
Nacktmause zeigten beispielsweise eine deutlich starkere Reaktionen als BALB/c
Tiere. Die deutlich geringere Hautdicke und das vollkommene Fehlen von Haaren
konnen eine Erklarung dafiir liefern. Nod-scid IL2 Ry-chain™! Tiere sind wie
BALB/c Mause behaart.

4.2.3 Stimmulierung mit hiL-4

Es war nicht moéglich, im Mausmodell durch Injektion von hIL-4 Symptome der
AD oder eine Ausschiittung von hlgG und hlIgE zu induzieren. In Zellkulturexpe-
rimenten mit den gleichen Zellen, die zur Rekonstitution genutzt wurden, haben
die Zellen auf die Gabe von IL-4 mit der Produktion von hIgE reagiert. In vivo

zeigten die mit IL-4 behandelten Tiere die gleichen Serumwerte von hIgE und
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hlgG wie die génzlich unbehandelten Tiere, die als Kontrollgruppe fungierten. Eine
der Ursachen fiir diese Beobachtungen ist in der kurzen Halbwertszeit von IL-4
zu suchen. Spiegelberg und Mitarbeiter konnten zeigen, dass IL-4 im Serum, fiinf
Stunden nach der Injektion von 10 pg IL-4, noch in einer Gréfienordnung von 600 ng
nachgewiesen werden. Bei einer angenommenen Halbwertszeit von ca. 20 min ist
davon auszugehen, dass nach 6-7 Stunden nicht mehr die benétigte Konzentration
vorhanden ist (SPIEGELBERG et al., 1994). Es konnte in Zellkultureperimenten ge-
zeigt werden, dass fiir die Sekretion von hIgE eine Dauerstuimulierung notwendig
ist und dass die einmalige Stimulierung fiir 24 Stunden fiir die Produktion von
IgE nicht ausreichend ist. Die hier beschriebenen Ergebnisse stehen allerdings im
Gegensatz zu Ergebnissen, die in anderen Arbeitsgruppen erzielt wurden. In den
vorherigen Arbeiten unterschieden sich die beobachteten IgE-Spiegel sehr stark.
Sie bewegten sich in einer Bandbreite von 200 ng/ml bis 1000 ng/ml und 11915
ng/ml (MAYER et al, 2000; |SPIEGELBERG et al 1994). Da das Behandlungsregime
identisch mit dem unsrigen war, konnte der Unterschied in den verwendeten
Stammen und in der Anzahl der rekonstituierten Zellen liegen. Beide Gruppen
fithrten ihre Versuche mit CB.17 scid durch und verwendeten die zehnfache
Menge der Zellen. Zurzeit ist die Bioverfiigbarkeit von IL-4 und IL-4 Mutanten ein
Problem in der Therapie, das noch geldst werden muss, um diesen Therapieansatz
vielversprechend gestalten zu konnen. Formulierungen, die eine langsame Abgabe
des Wirkstoffs ermoglichen, sollten dieses Modell in diesem Punkt wesentlich
verbessern konnen.

37



5 Zusammenfassung

Atopische Dermatitis ist eine nicht ansteckende chronische oder chronisch rezidi-
vierende Hauterkrankung. AD ist eine der hdufigsten chronischen Erkrankungen
in der industrialisierten Welt. Eine grofie Zahl an Sauglingen, Jugendlichen und
Erwachsenen leiden an den zum Teil starken Symptomen. Pruritis, Ekzeme in
charakteristischer Morphologie und Lokalisation, chronischer oder rezidivierender
Verlauf und positive Atopie-Anamnese sind die Hauptsymptome der AD.

Die Atiologie der Erkrankung ist nicht geklirt. Es gibt zwei Hypothesen fiir die
Entstehung von AD. Zum einen die Inside-Outside-Theorie, bei der davon ausge-
gangen wird, dass der primédre Defekt in einer Fehlregulation des Immunsystems
liegt; und zum anderen die Outside-Inside-Theorie, deren Grundlage die Annahme
ist, dass die zuerst gestorte Hautbarriere der auslosende Faktor ist. Beide Theorien
werden durch Beweise gestiitzt.

Der hier verwendete Mausstamm Nod-scid IL2 Ry-chain™!! bietet die Moglichkeit,
Tiere mit humanisiertem Immunsystem zu untersuchen. Die Rekonstitution des
Immunsystems erfolgte mit PBMC aus AD-Patienten und gesunden Menschen,
ohne bekannte atopische Vorerkrankung. In dieser Arbeit wurde versucht, in
diesen Mdusen ein Oxazolon vermitteltes Modell fiir AD zu entwickeln. Die
Tiere zeigten die gleichen Symptome wie immunkompetente BALB/c Mause.
Hyperplasie der Dermis, Einstrom von Lymphozyten in Dermis und Epidermis
sowie eine Erhohung des im Serum befindlichen hIgE konnten erzielt werden.
T-Zellen stellen den Hauptteil der in die Dermis und Epidermis einwandernden
Zellen dar. Diese Beobachtungen waren abhidngig von PBMC, die aus AD-Patienten
gewonnen wurden und somit den zum Zeitpunkt der Injektion vorgefundenen
Immunstatus repradsentierten. Es wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass in Nod-

scid IL2 Ry-chain™' Mausen humane Lymphozyten in der Lage sind, dhnliche
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Funktionen wie Lymphozyten in immunkompetenten Tieren zu erfiillen. Dies bietet
die Moglichkeit, in diesem Modell in Zukunft neue Substanzen zur Behandlung
von AD zu testen.
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6 Summary

Atopic dermatitis is a non contagious chronic or recurring chronic inflammatory
skin disease. AD is one of the most frequent chronic diseases in the industrial
world. A high number of infants, children and adults suffer from the partly severe
symptoms. The main symptoms of AD are pruritus, eczema with characteristic
morphology and localization, chronic or recurring chronic courses and positive

atopic histories.

The etiology of the disease is not clear. There are two hypotheses for the develop-
ment of AD. According to the inside-outside-theory it is assumed that the primary
defect lies in a defective regulation of the immune system. The outside-inside-
theory is based on the assumption that the disordered skin barrier represents the
main factor. For both theories supporting evidences were found.

The mouse strain Nod-scid IL2 Ry-chain™!! provides the possibility to investigate
animals with a humanized immune system. Therefore, PBMC of patients with AD
and patients without any known atopic disease were engrafted. In this work we
tried to establish an oxazelone mediated model for AD. The animals showed the
same features as immunocompetent BALB/c mice. Epithelial hyperplasia, keratosis
and infiltration of dermis and epidermis as well as an increase of hIgE in the serum
were achieved. T-cells are the main component of the cells which infiltrate the
dermis and epidermis. The development of atopic like features was only observed
when PBMC of AD patients were used for engraftment. Engrafted PBMC reflect
the immunological status at time of engraftment. In Nod-scid IL2 Ry-chain™!!
mice human lymphocytes were able to fulfill similar functions as lymphocytes in
immunocompetent mice. With this research and this model the possibility for a

future investigation of new substances for the treatment of AD is given.
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