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Summary

The experimental modeling of pemphigus vulgaris in animals

Pemphigus vulgaris is a severe disease that varies depending on clinical and epi-
demiological profile in different regions of the world. The bullous and ulcerative- :

erosive lesions of skin and the mucous membranes are the hallmarks of the disease.

Corticosteroids, immunosuppressive agents have remained the pillar of therapy in
patients with pemphigus vulgaris in spite of adverse effects. Under conditions of
current therapy, the prognosis of desease depends primarily on patient response to

corticosteroids and the complications that they induce long-term administration.

Over several decades animals have been used as models to study human diseases. In

essence, the small laboratory animals, particularl, mice are taken as an yardstick.

In order to develop new therapeutic strategies in pemphigus vulgaris we present :
the dates from the literature regarding the modeling of pemphigus vulgaris in the :
experimental animals to study the disease evolution and the identification of some :
new methods of the treatment before applying them in humans. We here review :
some mouse models that allow for investigation of one or more steps of pathogenic
events occurring in pemphigus vulgaris. Analysis of data from the literature on :
these models that reproduce the findings in pacients with autoimmune bullous skin :
diseases, offers the possibility to identify the future directions for research and to :
develop new experimental approach that opens new perspectives in the develop- :

ment of innovative therapeutic methods for these patients.

Keywords: pemphigus vulgaris, autoimmune disease, modeling, mouse, evaluation,
systemic degenerative lesions.

Pe3ome

Mooenuposanue 6ynvzapHoil ny3vipuamKu Ha IKCHEPEMEHMANLHBIX JHCUGOM-

HbIX

Bynbeaphas ny3elpuamKa A61Aemcs madicenblm 3a001e6aHUeM, KOMopoe 6 PAZHbIX
DE2UOHAX MUPA 6aPUPYem 6 3aGUCUMOCTIU OM KIUHUHECKO20 U INUOCMUOLOUHe-
cK020 npoguis. Bynesnvie u 3po3UBHO-A36EHHbLE NOPANCEHUS KONCU U CIUSUCTIbIX
0007104€eK ABNAIOMCA OMAULUNENLHBIMY NPUSHAKamu 3a0onesanus. Kopmuko- :
CcmepouoHble U UMMYHOCYRPECCOPHbIE NPENapambul, HeCMOMPS. HA C60U NODOUHbIE
agheKxmpl, OCMANUCh NUTOHOM MEPANUU NAYUEHINOS C 6)Ib2APHOU NY3bIpYamKoll. B

VCILOBUSAX AKNMYAIbHOL Mepanuu, RPOcHO3 O0AHHO2O0 3aD0NeBAHUS, 8 NEPBYI0 0uepeOb,
3a6ucum om omeemHoU peakyuy NAyueHma Ha KOpmMuKoCmepouobl U OCIONCHEHUS,

Komopbie Smu npenapamsi 8bi3bl6aiom npu OumensHoti mepanuu. JJoneoe epems
JICUBOMHbIE UCNONL30BATUCH 6 KAUeCmBe MO Ois U3YUEHUs YeN0BeUecKUX 3d-
Gonesaruii. M umenno 1a60pamopHuie Mol AGIAI0MCA SMATOHOM Ol NPOGEOCHUs.
aKcnepemenmanbHozo ucnedosanus. C yenvio pazeumus HObIX Mepanesmuseckux.
cmpame2uil npu 6y1b2apHOTL NY3bLIPUANIKe, NPEOCMAGNAIOMCS OAHHbLE U3 TUMepd-
Mypol 0 MOOETUPOBAHUL IMO20 3A60NEEHUS HA IKCNEPEMEHMATLHBIX HCUBOMHBIX

U 0 UOeHMuUpUKaAYUU HOBbLX MemOO08 1eueHUs neped UCNONb308AHUEM HA TH05X.

Mot coenanu 0630p 0 MbIUUHBIX MOOENSX GYLbEAPHOU NY3bIPYAMKU, YMO NO-

360/15em UCCIe006AMb SMANbL NAMO2EHHbIX UMEHEHU npu >mom 3abonesanuu.

Ananuz 0anHol aumepanypvl npedCcmasisien 803MONCHOCHb ONPEOeIUmb HOgble :

HanpasieHust 0151 UCCLe008aHULL U PA3BUNTb HOBblE IKCHEPeMeHMAIbHbLE NOOX00bI,

Komopble OmMKpOIOn nepcnekmuesl 6 pa3eumuu UHHO6AYUOHHbLX Memoooe ieuerus

mux nayuermaoes.

Kniouesvie cnosa: gynveaphas nysvipuamid, QymoummyHnoe 3aoneeanue, mooe-

JAupoesarnue, Mvlilb, OYEeHKdA, CUCMEMHble OezeHepamufmbze nopasicenus.
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Introducere

De mult timp animalele
sunt folosite ca modele pen-
tru a studia maladiile umane.
Animalele mici de laborator, in
special soarecii, au fost luate ca
etalon [11].

Cercetarea pemfigusului
s-a inceput in 1964, odata cu
descoperirea de catre Beutner
E.H.si Jordon R.E. a anticorpilor
circulanti in serul pacientilor
cu pemfigus vulgar [3]. Intre
maladiile autoimune buloase,
pemfigusul vulgar constituie
cea maiinaltdincidenta - 81,2%
[5]. Prin metode imunohistochi-
mice (imunoprecipitare si imu-
nobloting) au fost caracterizate
antigenele-tinta in pemfigus
[13]. Etiopatogenia acestei
maladii incrimineaza autoimu-
nitatea prin autoanticorpi de
tip IgG, directionati impotriva
suprafatei celulare a cheratino-
citelor, ceea ce conditioneaza
pierderea legaturii interchera-
tinocitare datorita fenomenu-
lui numit acantolizd, formand
spatii intercelulare ce se umplu
cu fluid si determinand vezicu-
larea sau chiar detasarea pielii.

in baza caracteristicilor evi-
dentiate prin imunofluorescen-
ta, se descriu trei forme majore:
pemfigusul vulgar, pemfigusul
foliaceu si pemfigusul parane-
oplazic [7]. Pemfigusul vulgar
se caracterizeaza prin aparitia
leziunilor buloase, mediate de
actiunea anticorpilor impotriva
desmogleinei 3. In pemfigusul
foliaceu sunt implicati IgG an-
tidesmogleina 1, determinand
un clivaj superficial la nivelul
epidermei. Pemfigusul parane-
oplazic reprezinta cea mai rar3,




dar si cea mai grava formd, luand in consideratie
asocierea unei tumori.

Raspandirea cronica a pemfigusului vulgar
alcatuieste panala 8% din populatia de varstaa doua
[10]. Maladia are tendinta de a avansa la persoanele
de varsta tanara, apte de munca. Importanta medico-
sociald este determinata de incidenta bolii (0,5-1,6
cazuri la 100 000 de locuitori), debut la varsta de
productivitate maxima (40-60 de ani), mortalitate
semnificativa (10% din pacienti in 10 ani) [6]. Pa-
tologia pemfigusului vulgar ocupa locul de frunte
printre cauzele de invalidizare in maladiile derma-
tologice, necesitand tratament cuimunosupresoare.
Contraindicatiile pentru corticoterapie trec insa pe
planul secundar in cazul pemfigusului vulgar care,
netratat, evolueaza spre decesin 1-2 ani de la debut.
in conditiile terapiei actuale, prognosticul depinde,
in primul rand, de raspunsul bolnavului la cortico-
terapie si la complicatiile pe care aceasta le induce
in administrarea pe termen lung [8].

Pemfigusul vulgar este o boald imunopatologica
pentru care, deocamdatd, medicina nu a gasit o
solutie de vindecare viabila. Prin urmare, este nec-
esar de a dezvolta noi strategii terapeutice pentru
medicina practicd. Modelele animale sunt necesare
pentru a studia aceasta problema si pot fi folosite
pentru a defini obiective terapeutice noi. Totodata,
strategiile terapeutice pot fi evaluate inainte de apli-
care la om si, ulterior, aceasta posibil ar mari speranta
de viata a bolnavilor cu pemfigus vulgar [9].

Scopul actualei lucrari este de a face o analiza
si de a sistematiza datele din literatura referitoare la
modelele animale care reproduc semnele clinico-
morfologice ale pemfigusului vulgar uman.

Materiale si metode

Conform datelor din literaturd [9], modelele
animale ale maladiilor autoimune buloase cutanate
ar putea reproduce si semnele clinico-morfologice
ale pemfigusului vulgar. Ele se clasifica in urmatoa-
rele categorii:

1. Modele obtinute prin transfer pasiv de anti-
corpi

2. Modele de maladie activa:

a). Transferul de limfocite autoreactive,

b). Modele transgenice,

¢). Modele imunizate fortat.

Fiecare model dintre aceste categorii per-
mite investigarea unei sau a mai multor etape ale
schimbarilor patogenice succesive ce au loc in
pemfigusul vulgar.

Primul model de animal obtinut prin transfer
pasiv de anticorpi pentru pemfigus a fost descris
in 1982 de catre G. Anhalt si colegii lui [2]. Tn acea
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perioada, desmogleinele nu au fost identificate
ca tinte antigenice relevante ale autoanticorpilor.
Prin precipitarea anticorpilor fractiei IgG din serul
pacientilor cu pemfigus vulgar si cromatografia cu
schimb deioni, G. Anhalt le-a purificat si le-a injectat
zilnic intraperitoneal soarecilor nou-nascuti BALB/c
in doze de 1,5-16 mg/g corp al soarecelui si, in
consecintd, a indus aparitia la ei a veziculelor si ero-
ziunilor cu caracteristicile histologice, imunologice
si ultrastructurale ale maladiei umane [2].

in functie de doza injectats, in decursul a 18-72
de ore au fost observate vezicule cutanate discrete
si detasare extensivd a epidermului. Injectarea in
continuare a IgG la soareci mai mari a indus dezvol-
tarea continua a eroziunilor si crustelor, insa dupa
intreruperea administrarii de IgG, leziunile cutanate
s-au epitelizat. Dozele raportate de IgG obtinutd de
la pacient si care sunt necesare pentru a induce pa-
tologia au variat de la 50 ug pana la 10 mg/g corp al
soarecelui [15, 16]. Aceasta diferenta a fost cauzata
probabil de calitatea diferitd a serurilor izolate de la
pacienti pentru a induce patologia.

Buschard K. [4] descrie metoda transferului
pasiv de anticorpi ce se asociaza cu o grefd mucoasa
umana. Aceastd abordare i-a permis sa analizeze
interactiunile autoanticorpilor umani cu mucoasa
umana grefata soarecilor. O grefa mucoasa a cavitatii
bucale a fost transplantata soarecilor nuzi atimici
BALB/c/BOM, urmata de injectarea serului de la
pacientii cu pemfigus vulgar. Mai recent, s-a reusit a
demonstra modelul maladiei la soarecii micsti grav
imunodeficienti, carora li s-a grefat pielea umana de
grosime completd de la voluntari sanatosi, urmata
de injectarea anticorpilor fractiei IgG (doza totala
20 mg) de la pacienti cu pemfigus vulgar si a serului
de la persoane sanatoase [16]. Aceasta metoda, de
asemenea, a demonstrat formarea acantolizei in
straturile suprabazale ale epidermului. Limitarile
acestui model au constat in efectele epitalizarii
plagilor induse de grefa ce pot influenta rezultatele
studiului.

Conform datelor din literatura [1, 12], a fost
obtinut un model de maladie activa. Un fenotip clinic
sever de pemfigus vulgar a fost dezvoltat la soarecii
recipienti Rag 2-/- prin transferul limfocitelor auto-
reactive, generate la soarecii knouck-out. Aceasta
a permis sa fie analizate mecanismele de pierdere
a tolerantei imune. Soarecii Dsg3-deficienti au fost
imunizati prin injectarea intraperitoneala a Dsg3, re-
combinante murine. Peste 32 de zile de la prima imu-
nizare, soarecilor Rag2-/- intravenos li s-au introdus
limfocite (1¥107) din splina soarecilor Dsg3-deficienti.
Pe acest model a fost studiat raspunsul terapeutic la
unele preparate imunosupresoare, utilizate in trata-
mentul pacientilor cu pemfigus vulgar [14].
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Transferul pasiv de autoanticorpila soareci, cu scopul modeldrii maladiilor cutanate buloase. Injectarea de
IgG de la pacientii cu pemfigus vulgar sau pemfigus foliaceu induce formarea bulelor atunci cdnd sunt injectate la
soarecii nou-ndscuti. (a) Prezentare generald a modelelor disponibile. (b) Imunofluorescenta indirectd, examenul
histologic prin colorare cu hematoxeind-eozind si prezentarea clinicd a unui soarece nou-ndscut, injectat cu IgGg

purificate de la un pacient cu pemfigus vulgar [9]

Rezultate si discutii

Noi am revizuit modelele animale care repro-
duc semnele clinice si morfologice ale pemfigusu-
lui vulgar. Fiecare model dintre aceste categorii
permite investigarea unei sau a mai multor etape
ale schimbarilor patogenice succesive ce au loc in
pemfigusul vulgar.

Modelul obtinut pe animal prin transfer pasiv
de anticorpi pentru pemfigus de asemenea a fost
folosit intr-un studiu experimental al modificarilor
imunologice, clinice, ultrastructurale, precum si al
celor citochimice, efectuat de catre Y. Takahashi pe
soareci nou-nascuti BALB/c, in 1985. A fost studiata
patofiziologia leziunilor cutanate provocate de pem-
figusul vulgar si a fost demonstrat rolul patogenetic
al autoanticorpilor in geneza leziunilor cutanate in
aceasta maladie. Prin acest model a fost posibila
analiza in dinamica a acestor leziuni la animale. G.
Anhalt siY. Takahashi au demonstrat existenta unei
corelatiiintre eruptiile cutanate si leziunile ultrastruc-
turale observate prin microscopie electronica [15].

Principiul de injectare a autoanticorpilor pato-
geni la soarecii nou-nascuti a fost utilizat cu succes
pentru modelarea mai multor maladii autoimune

2

buloase cutanate. Soarecii consangvini nou-nascuti
BALB/c (cu varsta mai mica de 24 ore) au fost obtinuti
prin cresterea tulpinilor care au fost mentinute in
laborator. Fractiile purificate ale IgG (o dozd unicd de
10 mg de IgG/gram corp) au fost injectate intraperi-
toneal acestor soareci, folosind acul (M 30).

Katja Bieber [9] subliniaza ca transferul de
anticorpi fractiei IgG are avantajele si dezavantajele
lui. Acest model faciliteaza studiile asupra leziunilor
tisulare induse si mentinerea maladiei o perioada
mai lungd, ceea ce permite analiza efectelor inde-
lungate ale autoanticorpilor asupra dezvoltarii bolii
si evaluarea interventiilor terapeutice. Dezavantajele
au constat in faptul ca pielea soarecilor nou-nascuti
si @ oamenilor poate diferi de pielea matura, ceea
ce poate duce la interpretari gresite atunci cand
maladia se modeleaza la maturi. Pentru a induce
boala soarecilor adulti, este necesara o cantitate
considerabil mai mare de anticorpi.

Modelele de maladie activa ne ajuta sa
intelegem mecanismele medierii raspunsului imun
de catre celulele sistemului imunitar fata de com-
ponentele structurale ale pielii si permit elaborarea
unei terapii celulare in maladiile autoimune buloase
cutanate.




Concluzie

Analiza datelor din literatura privind modelele
animale care reproduc maladiile autoimune buloase
cutanate ne permite sa identificam viitoarele directii
pentru cercetari.

De-a lungul ultimelor decenii, corticosteroizii,
imunosupresoarele, desi au efecte adverse, au ramas
pilonul terapiei pacientilor cu pemfigus vulgar. Pen-
tru a depasi acest obstacol si pentru a creste speranta
de viata a acestor pacienti sunt necesare noi abordari
experimentale, care ar deschide perspective in dez-
voltarea metodelor terapeutice inovatoare pentru
bolnavii cu pemfigus vulgar.
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