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1 Einleitung 
 

Das Schleimhautpemphigoid (SHP) (im englischen mucous membrane pemphigoid, 

[MMP]) ist eine chronische, subepidermal blasenbildende Autoimmundermatose, die 

hauptsächlich die Schleimhäute betrifft. Außerhalb der Mundhöhle heilen die Blasen 

charakteristischerweise unter Ausbildung von Narben ab, weshalb bis vor kurzem die 

Bezeichnung vernarbendes Pemphigoid gewählt wurde (Chan et al, 2002). 

 

Schon 1794 beschrieben Wichmann et al den ersten Fall eines okulären vernarbenden 

Pemphigoid (Wichmann, 1794). Auf Grund mangelnder diagnostischer Methoden wurde 

diese Erkrankung lange zu anderen blasenbildenden Krankheiten gezählt. Erst 1943 

trennten Civatte und 1951 Lever et al das Schleimhautpemphigoid vom Pemphigus 

vulgaris auf Grund histopathologischer Untersuchungen (Civatte et al, 1943; Civatte et al, 

1949; Lever 1951). 

 

Klinik 

Das SHP betrifft vor allem die Konjunktiven sowie die Schleimhäute von Mundhöhle, 

Nase, Ösophagus und Genitale; bei 30% der Patienten ist auch das verhornende 

Integument befallen. Bei manchen Patienten bildet sich nur eine einzelne Läsion, andere 

zeigen ein generalisiertes progressives Erscheinungsbild mit dem chronischen Befall 

unterschiedlicher Schleimhäute. Charakteristischerweise verheilen die Läsionen außerhalb 

der Mundhöhle unter Ausbildung von Narben (Übersicht in Yancey, 2003; Mutasim, 

2004). Der Begriff des benignen SHP, der in weiten Teilen des 20. Jahrhunderts verwendet 

wurde, ist irreführend, da die Narbenbildung z.B. am Auge zur Erblindung führen kann, in 

der Speiseröhre zur Störung der Nahrungsaufnahme bis hin zur Kachexie und durch 

Narben in der Trachea zu vital bedrohlichen Atemproblemen. Gegen Ende des letzten 

Jahrhunderts setzte sich deshalb der Begriff vernarbendes Pemphigoid durch. Im Laufe der 

Zeit wurden einige andere blasenbildende Autoimmundermatosen mit einem ähnlichen 

klinischen (Befall der Schleimhäute) und immunhistochemischen Erscheinungsbild 

(Immunglobulin-Ablagerung entlang der Basalmembranzone) unterschieden, die sich 

hauptsächlich in ihrer Pathogenese (d.h. unterschiedliche Autoantikörper und –antigene) 

von einander abgrenzten. 
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In einer Consensus-Arbeit (Chan et al, 2002) wurden alle chronischen, subepidermal 

blasenbildenden Autoimmundermatosen mit überwiegendem Befall der Schleimhäute zum 

SHP zusammengefasst, bei denen IgG, IgA oder C3 entlang der Basalmembran in der 

direkten immunfluoreszensoptischen Untersuchung gefunden wird. Das SHP schließt 

daher auch die Epidermolysis bullosa acquisita und die Lineare IgA Dermatose ein, wenn 

überwiegender Schleimhautbefall vorliegt. 

 

Epidemiologie 

Das SHP betrifft häufiger Frauen als Männer (2,27:1) (Ahmed et al, 1991). Die Inzidenz 

beträgt in Deutschland 0,87 Neuerkrankungen pro eine Millionen Einwohner, in 

Frankreich 1,16 pro eine Millionen Einwohner (Zillikens et al, 1995; Bernard et al, 1995). 

Es wird über eine Assoziation mit HLA-DR4 und HLA-DQw7 für das okuläre und mit 

HLA-DQB1*0301 für das orale und okuläre SHP berichtet (Übersicht in Yancey, 2003; 

Mutasim, 2004). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in der Mitte des 6. 

Lebensjahrzehnts (Lascaris et al, 1982), es wurden aber auch Fälle von SHP bei Kindern 

beschrieben (Rosenbaum et al, 1984). 

 

Histologie und Immunfluoreszenz 

Mikroskopisch findet man eine subepidermale Spaltbildung mit einem gemischten 

perivaskulären Entzündungsinfiltrat in der Dermis. Akantholyse ist nicht vorhanden 

(Übersicht in Ahmed et al, 1991). Die Spaltbildung erfolgt dabei in der Lamina lucida oder 

am Übergang zur Lamina densa (Bedane et al, 1997; Shimizu et al, 1995; Bernard et al, 

1990; Bedane et al, 1991). 

In der direkten Immunfluoreszenz (DIF) einer periläsionaler Biopsie werden  

gewebsgebundene Autoantikörper oder Komplement an der Basalmembranzone 

nachgewiesen. Typischerweise erkennt man lineare Ablagerungen von Komplementfaktor 

C3, IgG oder IgA, oder eine Kombination daraus. (Übersicht in Ahmed et al, 1991) 

In der indirekten Immunfluoreszenz (IIF) auf humaner Spalthaut lassen sich zirkulierende 

Autoantikörper gegen Strukturen der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) im Serum 

der Erkrankten nur in etwa der Hälfte der Fälle nachweisen (Yancey, 2003; Kelly et al, 

1988; Balding et al, 1996; Murakami et al, 1998). Auch hier wird die Heterogenität der 

Erkrankung offenbar. Die Autoantikörper binden zum einen im Dach der artifiziellen 
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Blase, dies weist auf BP180, BP230 oder �6�4-Integrin als Zielantigene hin. Zum anderen 

werden aber auch lineare IgG-Ablagerungen am Blasenboden gefunden, was durch 

Antikörper gegen Laminin 5, Laminin 6 oder Typ VII Kollagen erklärt werden kann. 

Einige Patientenseren reagieren mit beiden obengenannten Lokalisationen (Yancey, 2003). 

 

Autoantikörper und Antigene 

Dantzig (1973) konnte als Erster IgG-Autoantikörper im Serum eines Patienten mit SHP 

nachweisen. Verschiedene Strukturproteine der DEJ wurden als spezifische 

Autoantikörperziele beschrieben. Am häufigsten werden dabei Autoantikörper gegen das 

180 kD schwere bullöse Pemphigoid Antigen 2 (BP180), auch Typ XVII-Kollagen 

genannt, nachgewiesen (Bernard et al, 1990 und 1992; Nie et al, 1999; Murakami et al, 

1998; Balding et al, 1996). Zusätzlich wurde Reaktivität mit BP230 gefunden (Balding et 

al, 1996, Murakmai et al, 1998). Aber auch Patienten mit einer Reaktivität gegen Laminin 

5 bilden eine substantielle Gruppe von ca. 20 % der SHP-Patienten (Leverkus et al, 1999; 

Domloge-Hultsch et al, 1992 und 1994). Desweiteren wurden Antikörper gegen Laminin 6 

(Chan et al, 1997; Leverkus et al. 1999) und �4- Integrin (Tyagi et al, 1996) gefunden. 

Gegen das Lineare IgA Dermatose-Antigen 1 (LAD-1), ursprünglich als Autoantigen der 

linearen IgA- Dermatose  beschrieben, wurden ebenfalls Antikörper im Serum von SHP-

Patienten gefunden (Roh et al, 2000; Schumann et al, 2000). Später wurde jedoch klar, wie 

unten angeführt, daß LAD-1 dem abgespaltenen extrazellulären Anteil von BP180 

entspricht. Ebenfalls wurden Antikörper gegen �6-Integrin bei Patienten mit oralem SHP 

nachgewiesen (Bhol et al, 2001). 

 

Die genannten Proteine sind alle Bestandteile der DEJ, welche die Epidermis mit der 

Dermis verbindet. Durch Interaktionen untereinander und mit anderen Strukturproteinen 

bilden sie ein Netzwerk, das einen wichtigen Beitrag zur mechanischen Belastbarkeit der 

Haut leistet. Die Bedeutung dieser Strukturproteine für die Integrität der DEJ wird zudem 

durch die hereditären bullösen Epidermolysen verdeutlicht. Durch die Mutation der Gene, 

die für diese Proteine kodieren, kommt es ebenfalls zur Blasenbildung (Schmidt et 

Zillikens, 2000). 
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der dermoepidermalen Junktionszone (DEJ) 

Unterhalb der basalen Keratinozyten (BK) lässt sich elektronenmikroskopisch die Lamina lucida, gefolgt von 

der Lamina densa und der Lamina subdensa darstellen. Als Bestandteil des hemidesmosomalen Plaques (HP) 

trägt BP230 zur  Verankerung des Zytoskeletts am desmosomalen Plaque des basalen Keratinozyten bei. 

Vom HP gehen BP180 und �6�4 aus und verlaufen transmembranös in die Lamina lucida und Lamina densa 

hinein. Dabei interagieren sie untereinander und mit Laminin 5 und stehen dadurch und auch direkt mit 

Kollagen Typ VII in Verbindung. Dieses festigt als Ankerfibrille die Adhäsion der Lamina densa an der 

Verankerungsplaque der Lamina subdensa. Es wurden lediglich die in dieser Arbeit erwähnten Zielantigene 

berücksichtigt.  

 
 
BP180, auch als Kollagen Typ XVII klassifiziert, ist ursprünglich als Zielantigen des 

bullösen Pemphigoids (BP) beschrieben worden (Labib et al, 1986). Inzwischen wurde 

aber auch bei anderen Dermatosen aus der Pemphigoidgruppe Autoantikörper gegen dieses 

Protein gefunden. Neben SHP sind dies Lichen planus pemphigoides (LPP) (Davis et al, 

1991; Tamada et al, 1995), die lineare IgA Dermatose (LAD) (Ghohestani et al, 1997) 

sowie das Pemphigoid gestationis (PG) (Morrison et al, 1988).  

BP180 ist ein 180 kDa schweres transmembranöses Glykoprotein der basalen 

Keratinozyten. Es liegt als Homotrimer vor und hat eine Typ II Orientierung, d.h. der 

Amino- (N)-Terminus liegt zytoplasmatisch, der Carboxy- (C)-Terminus ragt extrazellulär 
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bis in die Lamina densa der DEJ, bevor es in die Lamina lucida zurück knickt (Nonaka et 

al, 2000). Die Ektodomäne besteht aus 15 Kollagendomänen, die durch 16 nicht-kollagene 

Abschnitte unterbrochen werden. Typischerweise sind die Kollagendomänen in jeder 

dritten Position mit Glycin besetzt und haben einen hohen Prolin-Anteil (Giudice et al, 

1992). Innerhalb der 16. nicht-kollagenen Domäne (NC16A), die unmittelbar an die 

Transmembranregion anschließt, wurde eine immundominante Region identifiziert. Sie ist 

Ziel von Autoantikörpern bei Patienten mit BP, LAD, LPP und PG (Giudice et al, 1993; 

Zillikens et al, 1997a, 1999a und 1999b). In einem Tiermodell zeigten Liu et al 1993 die 

pathogenetische Relevanz von Kaninchen-Antikörpern gegen murines BP180 für die 

Entstehung von subepidermalen Blasen in neonatalen Mäusen. Die Blasenbildung ist aber 

u.a. auch von der Komplement- und Neutrophilen-Aktivierung abhängig (Liu et al, 1995 

und 1997). Hinweise für die pathogenetische Bedeutung von Antikörpern gegen BP180 

beim humanen BP gelangen an Kulturen humaner Keratinozyten und Kryostatschnitten 

humaner Haut. Nach Inkubation mit anti-BP180 NC16A-Antikörpern zeigten sich die 

erhöhte Freisetzung und Expression von IL-6 und IL-8 aus kultivierten Keratinozyten bzw. 

eine subepidermale Spaltbildung der Kryostatschnitte (Schmidt et al, 2000; Sitaru et al, 

2002).  
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2 Fragestellung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Autoantikörper gegen Strukturen der DEJ im Serum von 

Patienten mit SHP näher zu charakterisieren, um Unterschiede zu bzw. Gemeinsamkeiten 

mit der Autoantikörper-Reaktivität anderer subepidermal blasenbildender Autoimmun-

dermatosen zu erkennen. Außerdem gibt es mit den gängigen Methoden der 

Immunfluoreszenz gerade beim SHP häufig Schwierigkeiten, Autoantikörper im Serum der 

Patienten nachzuweisen. In der IIF auf humaner Spalthaut lassen sich zirkulierende 

Autoantikörper gegen Strukturen der DEJ im Serum der Erkrankten nur in etwa der Hälfte 

der Fälle detektieren (Yancey, 2003; Kelly et al, 1988; Balding et al, 1996; Murakami et al, 

1998). Gerade bei SHP ist die Gewinnung von periläsionalen Biopsien zur DIF z.B. am 

Auge deutlich erschwert. Deshalb war es auch Ziel dieser Arbeit, neue Nachweismethoden 

miteinander zu vergleichen, um die Detektion zirkulierender Autoantikörper gegen BP180 

und Laminin 5 in der Routinediagnostik zu verbessern.  
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Patienten und Seren 
 

In dieser Arbeit wurden Seren von 26 Patienten mit SHP hinsichtlich ihrer 

Autoantikörperreaktivität gegen native und rekombinante Formen von BP180, Laminin 5  

und gegen Kollagen Typ VII untersucht. Bei allen Patienten waren überwiegend die 

Schleimhäute  betroffen (Tabelle 1); besonders an den Augen zeigte sich häufig eine 

Vernarbung der Läsionen. Daneben kam es in 38% der Fälle auch zu Beteiligung der 

normalen Haut. Bis auf zwei Ausnahmen, zeigten alle Patienten in der direkten 

Immunfluoreszenz-Mikroskopie periläsionaler Haut/Schleimhaut lineare Ablagerungen 

von C3, IgG und/oder IgA an der dermo-epidermalen Junktionszone (Tabelle 1). Die 

beiden in der DIF negativen Patienten wiesen zirkulierende Autoantikörper gegen BP180 

auf (Tabelle 4) und konnten somit als SHP identifiziert werden. 

Acht Patienten waren männlich, 18 weiblich. Der Altersdurchschnitt der Patienten war 

76,6 Jahre, wobei das Alter von 59 bis 90 Jahren reichte. Die Blutproben wurden vor 

Therapiebeginn entnommen, bei 3000 U/min zentrifugiert und das Serum bei –20°C bis 

zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

Als Negativkontrollgruppe dienten 20 Seren von Patienten unserer Allergieabteilung. 

Außerdem wurden vorcharakterisierte Seren von BP- und LAD- Patienten als 

Positivkontrollen im Immunoblot mit verschiedenen rekombinanten Fragmenten von 

BP180 verwendet (Kromminga et al, 2000; Georgi et al, 2001). 

Zum Nachweis der für den Immnoblot verwendeten Proteine wurden außerdem vier 

tierische Seren verwendet. Einmal das polyklonale Serum (R594) eines Kaninchens, das 

mit einem Teil der NC16A Region auf der Ektodomäne von BP180 (Abbildung 1), 

NC16A 2-4 gekoppelt an Gluthation-S-Transferase (GST), immunisiert worden war 

(Balding et al, 1997). Damit konnten NC16A, 1050, ein rekombinantes zellmembrannahes 

Fragment der Ektodomäne von BP180 (Abbildung 2), und LAD-1 detektiert werden. 

Desweiteren ein polyklonales Kaninchenserum (R136), das mit dem GST-Fusionsprotein 

4575 (Abbildung 2) immunisiert wurde (Balding et al, 1996, 1997). Neben BP180 4575 

kann damit das Protein 915 nachgewiesen werden, ein GST-Fusionsprotein, welches den 

C-Terminus von BP180 darstellt. Der dritte Antikörper ist der murine monoklonale 
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Antikörper LH 7.2 (Sigma, Deisenhofen) gegen Kollagen Typ VII. Desweiteren wurde ein 

polyklonales Kaninchenserum gegen rekombinantes GST (Sigma, Deisenhofen) zum 

Nachweis aller GST- Fusionsproteine und GST eingesetzt.  

 
Tabelle 1 Ergebnis der direkten Immunfluoreszenz (DIF) sowie Befall der 

verschiedenen Schleimhäute und der normalen Haut der 26 Patienten dieser 

Untersuchung. 

Patient DIF Auge Mund Ösophagus Genital Nase Haut 
 IgG IgA C3       

SHP-1 + - + + + - - - - 
SHP-2 + + + + + - - - - 
SHP-3 + + - - + + - - - 
SHP-4 + + + - + - - - + 
SHP-5 + + + + + - - + - 
SHP-6 + + + + + - + - + 
SHP-7 + + + - + + - - + 
SHP-8 + - + - + + - - - 
SHP-9 + - + + + - + - + 

SHP-10 + - + + + - + - + 
SHP-11 - + + + + - + - + 
SHP-12 - + + + + - + + + 
SHP-13 + + - - + - - - - 
SHP-14 + - + - + - + - - 
SHP-15 - + + + - - - - - 
SHP-16 + - + + - - - - - 
SHP-17 - + - + + - - - - 
SHP-18 + - + + - - - - + 
SHP-19 + - + + - + - + - 
SHP-20 + + - + - - - - - 
SHP-21 + + + + - - - - - 
SHP-22 - - - + + + - - - 
SHP-23 + + + + - - - - - 
SHP-24 + - + + - - + - + 
SHP-25 - - - + - - - - + 
SHP-26 - + + + + - + - - 

 IgG IgA C3 Auge Mund Ösophagus Genitale Nase Haut 
Summe 19 15 20 20 17 5 8 3 10 
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3.2 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 
 

Durch die indirekte Immunfluoreszenz (IIF) auf humaner Spalthaut wurden Antikörper im 

Serum der Patienten gegen Bestandteile der DEJ nachgewiesen (Zillikens et al; 1996). 

Zunächst wird ein Stück humaner Haut in 1 M NaCl- Lösung inkubiert, wodurch ein 

subepidermaler Spalt entsteht. Von diesem Hautpräparat wurden Gefrierschnitte 

angefertigt, die mit dem Patientenserum inkubiert wurden. Durch Sekundärantikörper 

gegen humanes IgG (Binding site, Birmingham, UK) oder IgA (Kallestad Diagnostics, 

Chaska, USA), die an Fluoreszin-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt sind, liessen sich im 

Fluoreszenzmikroskop die gebundenen Antikörper an der DEJ nachweisen. 

 

3.3 Proteinherstellung 
 

3.3.1 Rekombinante Proteine 
 

3.3.1.1 Expression der GST- BP180 Fusionsproteine 
 
Folgende rekombinanten Fragmente von BP180 wurden in dieser Arbeit als GST-

Fusionsproteine verwendet: GST-NC16A (Aminosäurenummer 490-562), GST-4575 

(Aminosäurenummer 1365-1413), GST-1050 (Aminosäurenummer 507-857), GST-963 

(Aminosäurenummer 850-1171) sowie GST-915 (Aminosäurenummer 1192-1497) 

(Zillikens et al, 1997a; Georgi et al, 2001). 

Außerdem wurde noch die rekombinante Form von GST verwendet. Zur Synthese dieser 

Proteine wurde mit dem bakteriellen Expressionssystem pGex (Pharmacia, Piscataway, 

USA) gearbeitet. Zeiten, Mengen, Temperaturen und Besonderheiten in der 

Zusammensetzung des Extraktionspuffers bei der Expression der verschiedenen Proteine 

sind der Tabelle 2 zu entnehmen.  

Für die Anzucht des benötigten E. coli- Stamms wurde ein Kulturmedium von Luria-

Bertani nach Miller verwendet (LBM) [1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt (beide Difco 

Laboratories, Detroit, USA), 0,17 M Natriumchlorid (NaCl) (Merk, Darmstadt), pH 7,5]. 

Der pH-Wert wurde mit Natron- (NaOH)- Lauge bzw. Salzsäure (HCl) (Merk) eingestellt. 

Dann wurden das Kulturmedium autoklaviert, um eine Verunreinigung mit Bakterien zu 

verhindern und bei +4°C gelagert. 
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Abbildung 2 Schematische Darstellung von BP180 und der verwendeten rekombinanten und nativen 

Fragmente 

BP180 ist ein transmembranöses Protein des basalen Keratinozyten (BK) mit einer Typ-II Orientierung, d.h. 

der Amino- (N)-Terminus befindet sich intrazellulär und der Carboxy- (C)-Terminus extrazellulär. Die 

rekombinanten Fragmente der BP180-Ektodomäne waren aus technischen Gründen an Glutathion-S-

Transferase (GST) gekoppelt (nicht dargestellt). Folgende GST-Fusionsproteine wurden eingesetzt: das 

membrannahe NC16A, das C- terminale 4575, sowie die Proteine 1050, 963 und 915, die ungefähr die 

extrazelluläre Domäne von BP180 abdecken. Die Zahlen unterhalb der Enden der Proteine bezeichnen die 

Aminosäurepositionen. 

 

 

Zur Präparation der Primärkultur wurden die entsprechende Menge an autoklaviertem 

LBM-Medium in ein Falcon-Röhrchen gegeben, Carbencillin (Sigma) in der Konzentration 

50 mg/ml im Verhältnis 1:1000 hinzugefügt und mit dem bei –80°C gelagerten E. coli- 

Stamm inokkuliert. Das Kulturröhrchen wurde im Schüttelinkubator über Nacht bei 220 

U/min. und der entsprechenden Temperatur inkubiert. Die Primärkultur wurde am nächsten 

Morgen in einen Erlenmeier-Kolben gegeben, und mit LBM- Medium im Verhältnis 1:50 

(Ausnahmen 1. BP915: Verdünnungsverhältnis 1:10; 2. BP963: Verdünnungsverhältnis 

1:33 zur Sekundärkultur) verdünnt unter Zusatz von Carbencillin (50mg/ml) (Sigma) im 

Verhältnis 1:1000. Der Kolben wurde solange im Schüttelinkubator (220 U/min., entspr. 

Temp.) belassen, bis die Extinktion zwischen 0,5-0,6 im Photometer (Spektralphotometer, 

Modell PMQ 3, Zeiss, Jena) bei einer Wellenlänge von �=600 nm gegen LBM als 

Referenzwert erreicht hatte. Daraufhin wurde die Proteinsynthese in den E. coli- Bakterien 

BP 180 

NC16A 4575 
C N

915 

LAD-1 

BK 

524 1497 

1192 1497 

490 562 1365 1413 

T
M 

507 857 
1050 

963 
1171 850 
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durch die Hinzugabe von Isopropyl-�-D-Thiogalactopyranoside (IPTG) (0,5M) (Sigma) im 

Verhältnis 1:1000 induziert für die entsprechende Zeit und Temperatur bei 220 U/min. im 

Schüttelinkubator. 

Die Bakterien wurden bei 6000 U/min. und 4°C, 10 min. abzentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und der Bodensatz mit einem Extraktionspuffer [5 �g/ml Pepstatin  A, 

0,01 mg/ml Leupeptinhemisulfat, 0,01 mg/ml Antipainhydrochlorid, 5mM 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (alle Sigma) in phospate-buffered saline (PBS) [0,15 M 

NaCl, 7,75 mM Na2HPO4, 1,16 mM NaH2PO4 (alle Merk), pH 7,2)] resuspendiert.  Je 

nach Protein wurde der Extraktionspuffer modifiziert (siehe Tabelle 2). Mit dem 

Ultrasonikator (Sonoplus HD-70, Bandelin, Berlin) (60s; Level 10; duty 50%) wurden 

unter Zugabe von 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma) die Bakterien 

zerstört und das Protein in den Puffer freigesetzt. Durch die abschließende Zentrifugation 

(Suprafuge 22, Heraeus, Osterode, 16000 U/min., 4°C, 30 min.) wurde das Protein von den 

übrigen Zellbestandteilen getrennt. Der Überstand wurde bei –80°C bis zur weiteren 

Bearbeitung aufbewahrt. 

 

Tabelle 2: Expression der verwendeten rekombinanten Proteine 

*Triton (Sigma) 

 

 

Protein E. coli 

Stamm 

Primär-

kultur 

Primär 

Kultur 

Temp. 

Sekundär 

Kultur 

Temp. 

IPTG-

Induktion 

Induktions-

temp. 

Extraktions-

puffer 

GST DH5� 5 ml 37°C 37°C 4 h 37°C s. o. 

NC16A DH5� 5 ml 37°C 37°C 4 h 37°C s. o. 

4575 DH5� 5 ml 37°C 37°C 4 h 37°C s. o. 

BP1050 XL-

Blue 

5 ml 37°C 30°C 2 h 30°C + 1% 

Triton* 

BP963 TG1 15 ml 30°C 30°C 5 h 20°C + 1% 

Triton* 

BP915 BL21 50 ml 20°C 20°C 7 h 14°C + 1% 

Triton* 
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3.3.1.2 Affinitätsaufreinigung der GST- Fusionsproteine 
 
Das jeweilige rekombinante Protein wurde durch eine säulenchromatographische 

Affinitätsaufreinigung extrahiert (Zillikens et al 1997a; Georgi et al, 2001; Kromminga et 

al, 2000). Dazu wurden Glutathion-Agarose-Beads (Sigma) verwendet. Die Beads wurden 

auf eine chromatographische Säule (BioRad Laboratories, Hercules, USA) gegeben und 

dreimal mit PBS gespült. Zehn ml des aufzureinigenden Zellextrakts wurde auf Eis von –

80°C aufgetaut, zu den Beads auf die Säule gegeben und 1 h auf dem Taumler bei 4°C 

inkubiert, damit die GST-Fusionsproteine an die Gluthation-Beads binden konnten. Der 

nicht gebundene Rest wurde aus der Säule abgelassen. Anschließend wurde die Säule 

viermal mit PBS gewaschen. Bei jedem Durchgang wurde dabei spektralphotometrisch die 

Extinktion gegen PBS bei �=280 nm bestimmt. Ab Werten von < 0,2 wurde das an den 

Glutathion Beads gebundene GST-Fusionsprotein mit 20 ml Glutathionlösung [20 mM 

Glutathion (Sigma) in PBS, pH 7,5] ausgewaschen. Das Eluat wurde aliquotiert und für 

jede Portion spektralphotometrisch die Extinktion gegen reine Glutathionlösung  bestimmt. 

Die Proben mit der höchsten Dichte wurden gepoolt, mit SDS-Lösung im Verhältnis 1:4 

versetzt und bis zur Immunoblotuntersuchung bei –80°C aufbewahrt.  

 

3.3.2 Native Proteine und Extrakte 
 

3.3.2.1 Dermales Extrakt 
 
Aus der Dermis neonataler humaner Vorhäute wurde ein Extrakt gewonnen, das natives 

Kollagen Typ VII enthält (Zillikens et al, 1996). Dazu wurde von der Vorhaut zuerst das 

subkutane Fettgewebe entfernt, dann wurde sie 45s in einem Wasserbad bei 57°C erhitzt, 

damit anschließend die Epidermis von den darrunterliegenden dermalen Proteinen mit 

Hilfe von feinen Pinzetten entfernt werden konnte. Die Dermis wurde für 1 h bei 

Raumtemperatur in einem Extraktionspuffer der folgenden Zusammensetzung inkubiert: 8 

M Harnstoff (Pharmacia), 2% SDS (Merk), 12,5 mM Tris-HCl (Roth, Karlsruhe), 0,1 M 

Dithiotheitol (DTT), 1 mM PMSF, 2 mM EDTA (alle Sigma) in dH2O. Die Vorhaut 

wurde herausgenommen, das Extrakt mit einer SDS- Lösung versetzt, 2 min. gekocht und 

2 min. bei 14000 U/min. zentrifugiert. Die Probe wurde in einer 6% SDS-PAGE 

aufgetrennt und elektrophoretisch auf Nitrozellulose transferiert. Im Immunoblot mit dem 
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monoklonalen Mausantikörper LH 7,2 (1:100) (Sigma) als Positivkontrolle gelang der 

Nachweis des 290-kDa schweren Kollagen Typ VII. 

 

3.3.2.2 Keratinozyten-Extrakt 
 
Humane Keratinozyten wurden aus der Epidermis von humanen neonatalen Vorhäuten, 

wie beschrieben, gewonnen (Zillikens et al, 1996). 

Aus einer dicht bewachsenen Zellkulturflasche wurde zuerst das Medium (KGM-Medium, 

BioWhittaker, Walkersville, USA) abgenommen. Die Keratinozyten in der Flasche wurden 

2 mal mit PBS gespült, bevor sie mit einem Extraktionspuffer [62,5mM Tris-HCl-Lösung 

(Roth), 2% SDS, 5% Betamercaptoethanol (beide Merck), 0,1 mM PMSF, 1mM EGTA, 

1mM DTT, Pepstatin A, Antipainhydrochlorid, Leupeptinhemisulfat (alle Sigma)] benetzt 

wurden. Mit einem Zellschaber wurde der Boden nun gründlich abgeschabt und die 

Zellsuspension mit dem Ultrasonikator (Sonoplus HD-70, Bandelin, Berlin) behandelt 

(5*10 Schläge, 60% Power, Cycle 50; 1*10 Schläge, 100% Power, Cycle 50). Vor jedem 

Sonikiervorgang wurden 0,1 M PMSF (Sigma) dazugeben. Nach einer Zentrifugation 

(5000 U/min., 10 min., 4°C) wurde der Überstand abgenommen, mit SDS- Lösung im 

Verhältnis 1:4 versetzt und 2 min. gekocht. Das native BP180 konnte dann mit Hilfe des 

polyklonalen Kaninchenserums R594 (1:1000) im Immunoblot nachgewiesen werden. 

 

3.3.2.3 HaCaT-Überstand 
 
LAD-1 wurde aus dem konzentrierten Kulturüberstand einer humanen Keratinozytenlinie 

(HaCaT) gewonnen (Boukamp et al, 1988; Kromminga et al, 2000). Die HaCaT Zellen 

wurden dazu in einem serumfreien Keratinozytenwachstumsmedium (KGM, 

BioWhittaker) mit niedrigem Kalziumgehalt angezüchtet, zu dem außerdem bovines 

Hypophysenextrakt, Epidermal Growth Factor, Insulin und Hydrocortison (alle 

BioWhittaker)  gegeben wurden. Ab einer 70%-igen Konfluenz der Zellen wurden sie für 

48h mit L-Ascorbat (Sigma) in einer Konzentration von 100 �g/ml inkubiert. Das Medium 

wurde gesammelt und sofort mit den Proteaseinhibitoren EDTA (5 mM) und PMSF (1 

mM) (Sigma) versetzt. Die zellulären Reste wurden bei 2000 U/min. für 7 min. bei +4°C 

abzentrifugiert, der Überstand bis zur weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. 

Der Kulturüberstand wurde nun konzentriert. Zuerst wurden die Proteine im Medium in 

einer 30% Ammoniumsulfatlösung (Merck) für 2 h auf Eis ausgefällt. Dieses Gemisch 
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wurde für 90 min. bei 16000 U/min. zentrifugiert, der Überstand abgeschüttet und der 

proteinhaltige Bodensatz mit einem Puffer der folgenden Zusammensetzung resuspendiert: 

25 mM Tris (pH 7,8) (Roth), 65 mM NaCl (Merck), 5 mM EDTA, 1 mM 

Aminoethylbenzensufonylfluorid (AEBSF) (alle Sigma). 

Nach 2 h auf Eis wurde die Suspension 16 h lang gegen kalten Resuspensionspuffer 

dialysiert (Spectra/Por 2 Dialysis Membrane, Spectrum Laboratories, Greensboro, USA), 

um das Ammoniumsulfat aus der Suspension zu entfernen. Das Dialysat wurde 

zentrifugiert (10000 U/min., 20 min., 4°C) und mit EDTA (5mM), PMSF (1mM) und 

AEBSF (1mM) (alle Sigma) versetzt. LAD-1 konnte im Immunoblot mit Hilfe des 

polyklonalen Kaninchenserums R594 (1:1000) nachgewiesen werden. 

 

3.4 Westernblot-Untersuchungen 
 

Mit Hilfe der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

wurden die verschiedenen nativen und rekombinanten Proteine aufgetrennt (BioRad 

Laboratories, Hercules, USA) (Zillikens et al, 1997a). Die verschiedenen Proteine wurden 

in das entsprechende Polyacrylamidgel (Tabelle 3) geladen. Um später aus der 

Migrationspositon des Proteins auf das Molekulargewicht schließen zu können, wurde 

außerdem jeweils ein Broad Range SDS-PAGE Standard (BioRad Laboratories) geladen. 

Die Gelapparatur (BioRad Laboratories) wurde in einen Puffer [25mM Tris, 192mM 

Glycin (beide Roth), 1% SDS (Merck), pH 8,3] gestellt und die Elektrophorese bei 90 mA, 

RT, durchgeführt. Danach wurden sie elektrophoretisch auf Nitrozellulose transferiert. In 

einem Transferpuffer [25mM Tris, 192 mM Glycin (beide Roth), 20% Methanol 

(Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland), pH 8,39] wurden die Proteine bei 35 V, 135mA 

und 4°C elektrophoretisch auf die Nitrozellulose übertragen. Der Erfolg des Verfahrens 

wurde mittels einer Fast-Green-Färbung [2 min. anfärben mit 0,1% Fast Green FSF 

(Sigma), 10% Methanol (Mallinckrodt Baker), 5% Essigsäure (Roth); danach 2 min. 

waschen mit dH2O] der Nitrozellulose überprüft. 

Zur Westernblotuntersuchung wurde die Nitrozellulose 45 min. bei RT mit einer 

Magermilchlösung (3% Magermilchpulver (Merck) in TBST) inkubiert, um eventuelle 

unspezifische Antikörperreaktionen zu blockieren, und dann 25 min. mit TBST 

gewaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit den Seren bei RT auf dem Taumler. 
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Nach einem Waschgang mit TBST für 25 min. wurden sie mit einem 

Peroxidasekonjugiertem Sekundärantikörper bei RT für 1 h inkubiert. 

 

Tabelle 3 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele bei der Separation der verschiedenen 

Proteine 

Reagenz Trenngel Sammelgel* 

 6% 8% 10% 15% 4% 5% 

destilliertes Wasser (ml) 5,38 4,71 4,08 2,35 3,01 2,85 

1,5 M Tris (pH 8,8) 

(Roth) (ml) 

2,5 2,5 2,5 2,5 --- --- 

0,5 M Tris (pH 6,8) (ml) --- --- --- --- 1,25 1,25 

30% Acrylamid 

(BioRad Laboratories) (ml) 

2,0 2,67 3,3 5,0 0,67 0,83 

10% SDS (Merk) (�l) 100 100 100 100 50 50 

Tetramethylethylendiamin 

(Sigma) (�l) 
12 12 12 12 12 12 

10% Ammoniumpersulfat 

(Sigma) (�l) 

50 40 35 30 50 25 

       

Protein KC-E, 

DE 

LAD-1 915, 963, 

1050 

NC16A, 

4575, GST 

  

* 4% Sammelgele wurden mit 6-8% Trenngelen, 5% mit 10-15% Trenngelen kombiniert. 
DE, dermales Extrakt; KC-E, Keratinozytenextrakt. 

 

Folgende Sekundärantikörper wurden in den zugehörigen Verdünnungen (in 1% BSA-

TBST) eingesetzt:  Ziege-anti-Kaninchen polyklonale Immunglobuline 1:5000, 

Kaninchen-anti-Maus 1:10000; Kaninchen-anti-humanes IgG 1:15000 (alle DAKO, 

Glostrup, Dänemark); Kaninchen-anti-humanes IgA 1:20000 (Jackson Immunoresearch 

Laboratories, West Grove, USA);  

Nach einem weiteren Waschschritt (TBST, 25min., RT) wurden die gebundenen 

Antikörper mit Hilfe eines enhanced chemolumineszens– Systems (ECL) (Amersham, 

Little Chalfont,  Birminghamshire, UK) mittels eines Chemofluoreszenzfilms (Hyperfilm 
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ECL, Amersham) visualisiert. Die Ergebnisse wurden bei optimaler Exposition 

dokumentiert und ausgewertet. 

 

3.5 Immunadsorptionen 
 

Bei der Testung der menschlichen Seren hinsichtlich ihrer Reaktivität gegen die GST-

Fusionsproteine NC16A, 4575, 1050, 963 und 915 wurden die Seren vorher mit 

rekombinantem GST präadsorbiert, um eine unspezifische Reaktivität gegen den GST- 

Anteil des Fusionsproteins zu verhindern (Zillikens et 1997a; Georgi et al, 2001; 

Kromminga et al, 2000). 

Dazu wurde zuerst mittels Immunoblot für jedes Serum die Menge an unaufgereinigtem 

rekombinanten GST bestimmt, bei der keine Antikörperbindung mehr auf einer mit 

rekombinanten GST überladenen Nitrozellulose nachweisbar war. Die Seren wurden mit 

unaufgereinigtem GST- haltigen Zellysat und 1% BSA (Sigma) in tris-buffered saline plus 

tween Puffer (TBST) [0,02 M Tris (Roth), 0,15 NaCl, 0,01 % Tween-20 (Sigma), pH 7,5] 

im Verhältnis 1:100 für den IgG- Nachweis und 1:20 für den IgA-Nachweis verdünnt. 

Über Nacht wurden sie bei 4°C auf dem Taumler inkubiert. Am nächsten Morgen  wurden 

die gebildeten Immunkomplexe bei 14000 U/min. und 4°C abzentrifugiert. Der Anteil des 

unaufgereinigten GST an der Verdünnung der Seren wurde solange gesteigert, bis keine 

Reaktivität mit GST im Immunoblot mehr nachweisbar war. In dieser Verdünnung wurden 

die Seren in der Immunoblotanalyse mit den verschiedenen GST- Fusionsproteinen 

eingesetzt. 

 

3.6 Immunpräzipitation mit Laminin 5 
 

Die Immunpräzipitationsuntersuchungen wurden im Labor von Dr. Kim Yancey, Milwau-

kee, durchgeführt und bereits detailliert beschrieben (Leverkus et al, 1999; Stanley et al, 

1981; Basset-Segiun et al, 1990). 
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4  Ergebnisse 
 

In dieser Arbeit wurden die Serumautoantikörper von 26 Patienten mit SHP charakterisiert. 

Im Immunoblot wurde die Reaktivität der Seren mit dem 180-kDa schweren BP-Antigen 

BP180 getestet. Dabei wurden zum einen verschiedene rekombinante Formen von BP180 

verwendet. Die GST-Fusionsproteine GST- NC16A, GST- 4575, GST- 1050, GST- 963 

und GST- 915 wurden in E. coli exprimiert und im Westernblot eingesetzt (Abbildung 2). 

Zusätzlich zu den rekombinanten Abschnitten wurde die native Form der BP180-

Ektodomäne (LAD-1) verwendet, die aus einem Extrakt kultivierter humaner 

Keratinozyten gewonnen wurde. Ferner wurden die Patientenseren im Immunoblot mit 

einem dermalen Extrakt auf ihre Reaktivität gegen Kollagen Typ VII und mittels 

Immunpräzipitation radioaktiv-markierter humaner Keratinozyten auf Reaktivität gegen 

Laminin 5 untersucht. Die Ergebnisse der einzelnen Patientenseren in der IIF, im 

Immunoblot mit den verwendeten BP180-Fragmenten bzw. mit Kollagen VII und die 

Laminin 5 Reaktivität können der Tabelle 4 entnommen werden. 

 

Autoantikörper gegen die NC16A-Region enthalten 50% der getesteten Seren. Mit 11 von 

26 Patienten (42%) fand sich die höchste IgG-Reaktivität gegen NC16A, nur 5 (19%) 

zeigten IgA-Antikörper gegen diesen Abschnitt von BP180. Mit dem 49 Aminosäuren 

langen C-terminalen Protein 4575 reagierten 7 von 26 Seren (27%). Dabei fanden sich bei 

5 der Seren (19%) IgG- und bei 4 (15%) IgA- Antikörper. 

IgG-Antikörper gegen GST-1050, GST-963 und GST-915 wurden bei 3 (11%), 2 (7,5%) 

bzw. bei 4 (15%) gefunden werden. IgA- Antikörper wurden bei 4 (15%), 4 (15%) bzw. 

bei 6 (23%) Patienten gefunden. Beispielhaft wird die Reaktivität von drei Patientenseren 

mit den rekombinanten BP180-Fragmenten in Abbildung 3 dargestellt. 
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Tabelle 4 Ergebnisse der Patientenseren in der indirekten Immunfluoreszenz auf Spalthaut (IIF auf SpH),  im 

Immunoblot mit rekombinanten Fragmenten von BP 180 (915, 963, 1050, 4575 und NC16A) und nativem 

BP 180 (LAD-1 und KC-E [Keratinozytenextrakt]), Kollagen Typ VII (DE: dermales Extrakt) und mittels 

Immunpräzipitation (Laminin 5 [LAM5]) 

Pat.-Nr. IIF auf SpH 915 963 1050 4575 NC16A KC-E LAD-1 DE LAM 
5 

 IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG IgA IgG 
                    

SHP-1 1:20 - - - - - - - - - + - - - - - - - - 
SHP-2 - 1:10 - + - - - + - - - - - - - + - - - 
SHP-3 1:20* 1:10 - - - + - - + + + + - - - - - - - 
SHP-4  1:40 - - - - - + + - - + - + - - - - - - 
SHP-5 1:40 - - - - - - - - - - - - - + + - - - 
SHP-6 1:320* - + - - - - + - - - - - - - - - - + 
SHP-7  - - - - - - - - - - - - - - - + - - - 
SHP-8 1:2* - + - - - - - - - + - - - - - - - + 
SHP-9 1:20* - - + - + - - + - - + - + - - - - + 

SHP-10   1:40 - - - - - - - - - - - - + - - - - + 
SHP-11  - - + - - - - - - - - - - - - + - - - 
SHP-12 1:40* - - + - - - - - - - - - - - - - - + 
SHP-13  - - - - - - - - + - + - - - - - - - - 
SHP-14 1:160 - - - + - - - - - + - - - + - - - - 
SHP-15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 
SHP-16 - - - - - - - - - - - - - - + + - - - 
SHP-17 - - - - - - + - + - + - - - - - - - - 
SHP-18 - 1:320 - - - - - - - - + - - - - - - - - 
SHP-19 - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 
SHP-20 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - 
SHP-21 - - - - - - - - - - + - - - - - - - - 
SHP-22 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - 
SHP-23 - 1:20 - + - + - - - + - + - - - + - - - 
SHP-24  1:80  1:40 - + + - + - + + + + + - - - - - - 
SHP-25 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - 
SHP-26  1:20 1:10 - - -  + - + - - + + - - - + - - - 

                    
Summe 12 6 4 6 2 4 3 4 5 4 11 5 2 2 3 7 0 0 7 

% 46 23 15 23 8 15 11 15 19 15 42 19 8 8 11 27 0 0 27 
* Reaktivität im Blasenboden nachgewiesen, bei SHP-8 zusätzlich im Blasendach. 

 

Reaktivität mit der nativen vollen Länge von BP180 aus kultivierten humanen 

Keratinozyten wurde nur bei insgesamt 4 Patienten gefunden. Jeweils 2 hatten IgG bzw. 

IgA-Antikörper. Ein Patient reagierte nur mit dem nativen BP180, nicht jedoch mit den 

rekombinanten Formen oder LAD-1. 

Reaktivität gegen LAD-1 wurde in insgesamt 8 der 26 (30%) Patientenseren im 

Immunoblot gefunden, in 7 Fällen (27%) IgA- und in 3 Fällen (12%) IgG-Reaktivität. 3 

Seren zeigten Antikörper gegen LAD-1, nicht jedoch gegen BP180. Beispielhaft wird die 
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Reaktivität von drei Patientenseren mit den rekombinanten BP180-Fragmenten in 

Abbildung 4 dargestellt.  

 

  
Abbildung 3. Extrazelluläre Epitope von BP180 werden sowohl von IgG- als auch von IgA- 

Antikörpern erkannt.   

Die GST- Fusionsproteine NC16A und 4575 (Spur 1 und 2) wurden mittels 15%, 1050, 963 und 915 (Spur 3, 

4 und 5) mittels 10% SDS- PAGE aufgetrennt und anschließend auf Nitrozellulose transferriert. 

Die unterschiedlichen Reaktivitätsmuster der Seren mit verschiedenen rekombinanten Abschnitten von 

BP180 werden beispielhaft an Hand von 3 Schleimhautpemphigoid (SHP)-Patienten gezeigt. Im Serum von 

SHP-17 fanden sich IgG- Antikörper gegen NC16A, 4575 und 1050. Dagegen zeigt SHP-23 nur IgA- 

Antikörper, die gegen NC16A, 4575, 963 und 915 gerichtet sind. SHP-24 hat sowohl IgG- als auch IgA- 

Reaktivität gegen BP180. In jedem Kasten sind die Molekulargewichtsmarker gezeigt, die sich aufgrund 

unterschiedlicher SDS-PAGE (Spur 1 und 2 in 15%-Gel, Spur 3, 4 und 5 in 10%) verschieden aufgetrennt 

haben. Sie stellen jeweils 200, 116, 97, 66 und 45 kDa dar.  

 

 

Keines der untersuchten Seren wies Immunoblotreaktivität mit Typ VII Kollagen auf. 

 

Durch Immunpräzipitation radioaktiv markierter Keratinozyten konnte bei 7 Patienten 

Autoantikörper gegen Laminin 5 nachgewiesen werden. Bei 4 der 7 Seren zeigte sich eine 

Antikörperreaktion im Blasenboden in der IIF. Bei SHP-8 wurde zusätzlich eine Reaktion 

im Blasendach gefunden. Fünf dieser Patienten wiesen zusätzlich eine Antikörper-

reaktivität im Immunoblot gegen BP180 auf. 

 

SHP-17 SHP-23 

IgG IgG IgG IgA IgA IgA 

1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 23 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 1 
SHP-24 

5 
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Durch Kombination der Westernblotuntersuchungen mit den rekombinanten BP180-

Fragmenten NC16A, 4575 und 915 sowie LAD-1 waren bei jedem der 19 SHP-Patienten, 

die keine Laminin 5 Reaktivität zeigten,  Autoantikörper gegen BP180 detektierbar. Mit 

Hilfe der Fragmente NC16A und LAD-1 gelang der Nachweis von anti-BP180-

Antikörpern bei 16 der 19 (84%) SHP-Patienten ohne Laminin 5 Reaktivität. Zwei 

Patientenseren reagierten alleine mit dem C-terminalen Abschnitt der BP180 Ektodömäne. 

Die Ergebnisse der 19 SHP-Patienten, die keine Laminin 5 Reaktivität zeigten, sind in 

Tabelle 5 zusammengefasst. 

 

Tabelle 5. Nachweis von IgG- und IgA-Autoantikörpern in der direkten IF (DIF) periläsionaler Haut, 

indirekten IF auf humaner NaCl-separierter Spalthaut (IIF) und im Immunoblot mit verschiedenern 

rekombinanten Fragmenten von BP180 bei den 19 Schleimhautpemphigoid-Patienten ohne Laminin 5 

Reaktivität 

 DIF IIF NC16A LAD-1 4575 915 

IgG 14 7 10 3 4 2 

 74% 37% 53% 16% 21% 11% 

IgA 12 6 4 7 4 4 

 63% 32% 21% 37% 21% 21% 

Total 17 10 11 8 6 6 

 90% 53% 58% 42% 32% 32% 

   Zusammen 16 
(84%) 

  

DIF, direkte Immunfluoreszenz; IIF, indirekte Immunfluoreszenz.; Westernblotuntersuchung mit 

rekombinanten BP180-Fragmente NC16A, 4575 und 915 sowie löslicher BP180-Ektodomäne LAD-1 

 

 

Insgesamt wurden durch die Immunoblotuntersuchung bei 24 der 26 Patientenseren, also 

bei 92%,  IgG- oder IgA-Autoantikörper gegen BP180 gefunden; dabei ist der Anteil an 

IgG- und IgA- Reaktivität gleich hoch, nämlich jeweils 65% der Fälle. 

Im Gegensatz dazu wurden bei der IIF nur in 15 der 26 Fälle (58%) Antikörper gegen 

Strukturen der DEJ detektiert. 12 Seren (46%) zeigen IgG gegen Strukturen der DEJ, 7 

davon banden im Dach der Blase, 5 am Boden. Ein Patient (SHP-8) zeigte eine Reaktion 

an beiden Lokalisationen. IgA-Immunglobuline wurden in 6 Fällen (23%) im Dach der 

Blase gefunden. Die Titer reichten von 1:2 bis 1:320. 
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Abbildung 4. Die lösliche native Ektodomäne von BP180 wird hauptsächlich von IgA-Antikörpern bei 

Patienten mit SHP erkannt. 

LAD-1 wurde mittels 8% SDS PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferriert. Im Immunoblot 

reagierten mit LAD-1 der monoklonale Mausantikörper mAb123, polyklonales Kaninchenserum R594 

(gegen BP180 NC16A), Seren von Patienten mit bullösem Pemphigoid und Linearer IgA-Dermatose sowie 3 

repräsentative Schleimhautpemphigoid-Patientenseren (SHP-16, SHP-14, SHP-3). Als Kontrollen dienten der 

monoklonale Mausantikörper mCD45 (gegen humanes CD45), ein normales Kaninchenserum und 2 Seren 

gesunder Kontrollpersonen (NHS-1 und NHS-2). Der Pfeil (rechts) markiert die Migrationsposition von 

LAD-1. Die Molekulargewichtsmarker (links) entsprechen 200, 116, 97, 66 und 45 kDa. 

 

In dieser Arbeit wurden bei allen Patienten mit SHP zirkulierende Autoantikörper 

nachgewiesen und das jeweilige Antigen spezifiziert. Bei 19 Patienten wurden 

Autoantikörper gegen BP180 detektiert; 7 Patienten zeigten Laminin 5 Reaktivität, wobei 

bei 5 Patienten Antikörper sowohl gegen BP180 als auch gegen Laminin 5 nachgewiesen 

wurden (Abbildung 5). 
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Abbildung 5. Prozentuale Ergebnisse der IgG-, IgA- und der Gesamtreaktivität der 26 SHP-

Patientenseren im Immunobot mit den verschiedenen nativen (nBP180 und LAD-1) und rekombinanten 

(NC16A, 4575, 1050, 963 und 915) Formen von BP180, durch Immunpräzipitation radioaktiv 

markierter Keratinozyten (Laminin 5) und in der IIF. Ges. BP180, Gesamtreaktivität mit BP180. 
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In der Vergangenheit war es oft schwierig, bei Patienten mit SHP das jeweilige Zielantigen 

der Autoantikörper zu identifizieren. Nur in etwa der Hälfte der Fälle konnten durch die 

IIF Antikörper im Serum nachgewiesen werden (Übersicht in Yancey, 2003). Auch in 

Immunoblotuntersuchungen wurden bei einem Teil der Patienten keine Autoantikörper 

gefunden. Das häufigste Antigen, gegen das man beim SHP Autoantikörperreaktivtität 

findet, ist BP180 (Balding et al, 1996; Murakami et al, 1998; Nie et al, 1999).  

Das 180 kDa schwere BP-Antigen BP180, auch Typ XVII Kollagen genannt, wurde in der 

Vergangenheit als Zielantigen verschiedener subepidermal blasenbildender 

Autoimmundermatosen identifiziert, nämlich BP, LLP, PG, LAD und SHP. Deshalb stellte 

sich die Frage, wie Antikörper gegen dasselbe Protein zu der unterschiedlichen klinischen 

Ausprägung dieser Hautkrankheiten führen. In mehreren Arbeiten wurde die Vermutung 

geäußert, daß die Ursache dafür durch Unterschiede der Feinspezifität der Autoantikörper 

bedingt sein könnte, die unterschiedliche Epitope auf BP180 erkennen (Bedane et al, 

1997). Andererseits könnte die Zugehörigkeit der Autoantikörper zu unterschiedlichen 

Immunglobulinklassen die unterschiedliche Klinik bedingen. Diese Vermutungen werden 

durch verschiedene Beobachtungen gestützt. Durch Immunelektronenmikroskopie fanden 

Bedane et al (1997), daß BP-Antikörper in der Lamina lucida nahe der Zellmembran 

binden. Außerdem wurde im Immunoblot eine immundominante Region innerhalb der 16. 

nichtkollagenen Domäne (NC16A) der BP180 Ektodomäne für BP und PG-Patienten 

identifiziert (Giudice et al, 1993; Zillikens et al, 1997b), die unmittelbar an den 

transmembranösen Teil anschließt. Beim SHP dagegen binden die Antikörper 

immunelektronenmikroskopisch am Übergang der Lamina lucida zur Lamina densa 

(Bernard et al, 1990). In Arbeiten von Balding et al. (1996), Murakami et al. (1998) und 

Nie et al. (1999) wurde deutlich, daß neben der NC16A-Domäne auch ein C-terminales 

Epitop von Antikörpern im Serum eines Großteils der SHP-Patienten erkannt wird.  

 

Zur Charakterisierung der Autoantikörper wurden in der vorliegenden Arbeit 26 Patienten 

mit dem klinischen und immunfluoreszenzoptischen Bild des SHP hinsichtlich ihrer 

Autoantikörperreaktivität gegen das native BP180, gegen 5 sich teilweise überlappende 

rekombinante Abschnitte von BP180 und gegen LAD-1 untersucht. Dabei wurden in 24 
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von 26 Seren Autoantikörper gegen BP180 detektiert. Es zeigten jeweils 17 Patienten IgG- 

bzw. IgA- Antikörper. Dadurch wird deutlich, daß beim SHP sowohl auf IgG- als auch auf 

IgA-Reaktivität getestet werden sollte. Alleine durch den Einsatz von NC16A, LAD-1 und 

dem Protein 915 konnten in 22 (84%) der 26 Patientenseren anti-BP180-Antikörper 

nachgewiesen werden.  

Obwohl im Immunoblot insgesamt bei 92% aller Patienten Antikörper gegen BP180 

gefunden wurde, zeigte der Immunoblot unter Verwendung von Keratinozytenextrakt, in 

dem nachweislich natives BP180 vorhanden war, eine geringere Sensitivität. Bei jeweils 2 

Patienten wurden IgG bzw. IgA Antikörper nachgewiesen. Dies kann durch die geringere 

Proteinmenge des nativen BP180 im Extrakt im Gegensatz zur Verwendung rekombinanter 

Formen erklärt werden. Eines unserer Seren (SHP-10) zeigte dagegen nur im Westernblot 

des Keratinozytenextrakts eine Reaktivität mit BP180, nicht jedoch mit den rekombinanten 

Teilabschnitten. Eine mögliche Erklärung dafür ist, daß dieser Patient Antikörper gegen 

ein Epitop entwickelt hat, das nicht auf den rekombinanten Formen von BP180 vorhanden 

ist (vgl. Abb. 2).  

In mehreren Arbeiten wurden bisher Autoantikörper gegen BP180 in Patienten mit SHP 

untersucht. Es fanden sich zwei immundominante Regionen auf der BP180-Ektodomäne. 

Balding et al (1996) zeigten, daß 70% der untersuchten Seren entweder mit einem 

zellmembrannahen rekombinanten Abschnitt der Ektodomäne von BP180 (NC16A) 

reagieren oder mit einem rekombinanten C-terminalen Abschnitt, oder mit beiden. 

Murakami et al (1998) fanden bei 44% von 50 untersuchten SHP-Seren auch IgA-

Antikörper, die in der indirekten IF an der epidermale Seite der Blase banden, im 

Immunoblot aber kaum Reaktivität zeigten. Außerdem beobachteten sie im Immunoblot 

IgG-Antikörper gegen NC16A und den C-Terminus in 36% bzw. 40% der Seren. Nie et al 

(1999) teilten die Ektodomäne von BP180 in drei rekombinante Proteine auf und testeten 

damit 10 Seren von SHP- Patienten. Jeweils 50% hatten IgG- Antikörper gegen das 

zellmembrannahe oder das C- terminale Protein, 40% gegen beide. Außerdem zeigten 40% 

der Seren IgA- Antikörper gegen den BP180 C- Terminus.  

Durch die Verwendung der rekombinanten Abschnitte NC16A, 4575, 915, 963 und 1050, 

die ungefähr dem gesamten extrazelluläre Anteil von BP180 entsprechen, konnten in 20 

der 26 SHP-Seren anti-BP180-Autoantikörper detektiert werden. Gegen das mittlere 

BP180-Drittel (Fragment 963) zeigten sich nur bei 6 Patienten Antikörper. Im Einklang 
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mit der o. g. Literatur konnten zwei immundominante Regionen auf den restlichen 

Abschnitten festgestellt werden. Zum einen die NC16A-Region, gegen die 11 Seren IgG- 

Antikörper, und 5 Seren IgA- Antikörper aufwiesen. Die Tatsache, daß dagegen durch das 

1050-Fragment, das einen Teil der NC16A-Domäne enthält, nur in 3 bzw. 4 Patientenseren 

IgG- bzw. IgA- Autoantikörper nachgewiesen wurde, legt die Vermutung nahe, daß die 

anti-NC16A-Antikörper ein Epitop innerhalb der N- terminalen 28 Aminosäuren von 

NC16A erkennen, das im 1050-Protein nicht enthalten ist (vgl. Abb. 2). Dies konnte 

inzwischen von Kromminga et al (2002) gezeigt werden. Im Vergleich zu BP stellt die 

Immundominanz der NC16A- Region eine Gemeinsamkeit mit dem SHP dar (Zillikens et 

al 1997a, 1997b; Kromminga et al 2000), auch wenn bei BP in über 90% der Seren 

Antikörper dagegen gefunden werden. 

Die weitere immundominante Region stellt der BP180-C-Terminus dar. Eine Reaktivität 

gegen die rekombinanten Fragmente 4575 und 915 ergab sich bei 14 unserer SHP-

Patienten (54%). Dieses Ergebnis bestätigt Arbeiten von Balding et al. (1996), Murakami 

et al. (1998) und Nie et al. (1999), die neben der NC16A-Domäne auch ein C- terminales 

Epitop auf der BP180-Ektodomäne beschreiben. Unsere Seren wiesen eine Diskrepanz 

hinsichtlich der Reaktivität mit 915 und 4575 auf. Die IgG-Reaktivität gegen 4575 ließ 

sich in 5 Fällen an Hand von 915 nicht nachvollziehen, die IgA-Reaktivität nur in 2 Fällen. 

Dies ist wahrscheinlich auf unterschiedliche Konzentrationen der Proteine im Immunoblot 

zurück zu führen. 

Die Rolle der Autoantikörper gegen den C-Terminus von BP180 in der Pathogenese des 

SHP ist noch nicht klar. Man vermutet jedoch, daß sie für die tiefere Spaltbildung im 

Vergleich zu BP- nämlich am Übergang zur Lamina densa (Bernard et al, 1990)-  

verantwortlich sind und dadurch die Vernarbung der Läsionen entsteht. In der Tat ist beim 

BP eine präferenzielle Reaktivität der Autoantikörper mit dem BP180 C- Terminus nicht 

beschrieben. Dagegen berichten Georgi et al. (2001), daß Seren von Patienten mit LAD vor 

allem IgA-Antikörper gegen den C-Terminus von BP180 enthalten. Interessanterweise 

zeigte ein Teil dieser Patienten auch eine Vernarbung der Läsionen.  

Über das Potential von Antikörpern gegen den C-Terminus von BP180 Blasen zu bilden, 

kann im Moment nur spekuliert werden. Immerhin stellt diese Region der Ektodomäne von 

BP180 einen wichtigen Abschnitt mit Blick auf Interaktionen mit anderen Proteinen der 

DEJ dar. Reddy et al (1998) berichten, daß die �3-Untereinheit von Laminin 5 mit dem C-
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Terminus von BP180 interagiert und diese Interaktion in vitro durch anti-BP180-

Antikörper unterbunden werden kann. Diese Beobachtung bedarf jedoch noch einer 

Bestätigung. Erst kürzlich wurde gezeigt, daß humane anti-Laminin 5-Antikörper 

unabhängig von Komplement- und Neutrophilenaktivierung eine subepidermale 

Blasenbildung bewirken können (Lazarova et al 2000). Aufschlussreich wäre zu erfahren, 

ob die Blasenbildung auch durch Autoantikörper gegen den C-Terminus von BP180 

möglich ist, und ob sie ebenso unabhängig von der Komplement- und 

Neutrophilenaktivierung geschieht. 

 

Das LAD-1-Protein wurde ursprünglich als Autoantigen der linearen IgA-Dermatose 

(LAD) beschrieben (Marinkovich et al, 1996). Später wurde klar, daß LAD-1 die lösliche 

Ektodomäne von BP180 darstellt (Pas et al, 1997; Schäcke et al, 1998), deren N-Terminus 

im Bereich der NC16A-Domäne liegt (Hirako et al., 2003) (vgl. Abb. 2). Deshalb ist es 

nicht überraschend, daß auch in Seren von Patienten mit BP oder SHP Antikörper gegen 

LAD-1 gefunden wurden (Kromminga et al, 2000; Schuhmann et al, 2000; Roh et al 

2000). Von unseren 26 SHP- Patienten, die im Immunoblot mit diesem Protein untersucht 

wurden, hatten 8 (30%) Antikörper gegen LAD-1. Interessanterweise fanden sich in 7 

(27%) Seren IgA- Autoantikörper gegen LAD-1. Diese Ergebnisse zeigen, daß das 

ursprünglich als Autoantigen der LAD beschriebene Protein auch von Immunglobulinen 

im Serum von Patienten mit SHP erkannt wird und bestätigt die Ergebnisse anderer 

Arbeiten. So konnten Schuhmann et al (2000) bei allen 6 untersuchten SHP- Seren IgG- 

Antikörper gegen die abgespaltene Ektodomäne und auch gegen das native BP180 

nachweisen. Roh et al (2000) fanden bei 4 von 11 SHP-Seren durch Immunopräzipitation 

IgG-Antikörperreaktivität gegen LAD-1. Die Unterschiede in der Häufigkeit zu anderen 

Arbeiten sind am ehesten durch technische Unterschiede (z.B. Antikörperkonzentration, 

Verdünnung der Seren, Menge des verwendeten Proteins im Immunoblot) und die zum 

Teil geringe Zahl untersuchter Seren zu erklären. Drei unserer Seren zeigten ausschließlich 

LAD-1 Reaktivität. Dies ist möglicherweise auf eine spezifische Antikörperreaktivität 

gegen Epitope zurückzuführen, die nicht auf den rekombinanten Fragmenten vorhanden 

sind. Andererseits könnten die Antikörper auch gegen Neoepitope gerichtet sein, die bei 

der proteolytischen Abspaltung der BP180-Ektodomäne entstehen (Marinkovich et al, 

1996; Pas et al, 1997; Zone et al, 1990 und 1998; Hirako et al, 1998). 
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Im Gegensatz zu den Immunoblotuntersuchungen und im Einklang mit anderen 

Untersuchungen (Yancey, 2003; Kelly et al, 1988; Balding et al, 1996; Murakami et al, 

1998) wiesen unsere Patienten in der IIF auf humaner Spalthaut nur in 15 Fällen (58%) 

Autoantikörper gegen Strukturen der DEJ auf. Bei 3 Seren (SHP-6, SHP-9 und SHP-12) 

konnte nur Reaktivität mit der dermalen Seite der Spalthaut beobachtet werden, während in 

den  Immunoblotuntersuchungen Antikörper gegen BP180 nachgewiesen wurden. Diese 

Ergebnisse weisen einerseits auf  eine höhere Sensitivität der Westernblotuntersuchungen 

gegenüber der IIF hin; andererseits gelang es uns bei einem Patienten (SHP-3) nicht, unter 

Verwendung von dermalem Extrakt oder der Immunpräzipitation humaner Keratinozyten 

Autoantikörper gegen das p200 Antigen, Typ VII Kollagen oder Laminin 5 zu detektieren. 

Das Zielantigen der dermal bindenden Autoantikörper dieses SHP-Patienten blieb also 

unklar.  

Reaktivität gegen die dermale Seite der artifiziellen Blase in der IIF auf humaner Spalthaut 

wurde bei Patienten mit anti p200-Pemphigoid (Zillikens et al, 1996), EBA (Woodley et al, 

1984) und Patienten mit SHP und Laminin 5 Reaktivität gefunden (Leverkus et al, 1999). 

Nachdem keiner unserer dermal bindenden Patienten mit p200 oder Typ VII Kollagen im 

Westernblot mit dermalem Extrakt reagierte, wurden alle Seren durch zusätzliche 

Immunpräzipitationsuntersuchungen radioaktiv markierter Keratinozyten auf Reaktivität 

gegen Laminin 5 getestet. Dabei konnte bei 7 Patienten Antikörper gegen Laminin 5 

gefunden werden, 5 dieser Seren reagierten mit der dermalen Seite in der IIF. Ebenfalls 

konnte bei diesen 5 Seren Immunglobuline gegen BP 180 gefunden werden. Dies könnte 

ein weiteres Beispiel für ein immunologisches Phänomen sein, das „epitope- spreading“ 

genannt wird. Dabei wird eine Entzündungsreaktion durch Antikörper gegen ein 

bestimmtes Protein ausgelöst. Durch die Zellschädigung können dann weitere Proteine 

oder auch andere Epitope desselben Proteins dem Immunsystem als Antigene präsentiert 

werden und als weiterer Angriffspunkt genutzt werden (Chan, 1998). Obwohl „epitope- 

spreading“ eigentlich ein schützender Mechanismus ist, der die Immunantwort gegen 

Tumor- und mikrobiologische Antigene verstärkt, wird sein Mitwirken in der Pathogenese 

einiger Autoimmunerkrankungen diskutiert, z.B. bei multipler Sklerose, systemischem 

Lupus erythematodes oder der Antikörperreaktion gegen BP180 und BP230 beim BP 

(Vanderlugt et al, 2002;Chan et al 1998). Das kombinierte Auftreten von Autoantikörpern 
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gegen dermale und epidermale Strukturen der DEJ bei SHP ist mehrfach beschrieben 

(Bernard, 1990; Caux, 1996; Yancey, 2003). 

Das kombinierte Auftreten von Autoantikörpern gegen BP180 und Laminin 5 wurde bisher 

bei 2 Patienten beobachtet. Ein  Patient litt unter einem SHP (Kawahara et al, 1998), bei 

dem anderen zeigte sich klinisch ein großflächiges vernarbendes Pemphigoid mit 

minimaler Schleimhautbeteiligung (Mulyowa et al, 2006). 

Das Auftreten eines Laminin 5 Pemphigoid in Verbindung mit einer Krebserkrankung, 

insbesondere mit einem Adenokarzinom, wurde bereits mehrfach in Einzelfällen 

beschrieben. Egan et al, 2001 fanden bei 10 von 35 (29%) US-amerikanischen Patienten 

mit Laminin 5-SHP ein Adenokarzinom 14 Monate vor oder nach Auftreten der 

Hauterkrankung. Eine japanische Arbeitsgruppe berichtet von dem Auftreten einer 

Krebserkrankung bei 5 von 16 (31%) Patienten mit Laminin 5 Pemphigoid (Matsushima et 

al, 2004). 2 von 7 unserer Patienten (SHP-8 und SHP-9) mit Laminin 5- Reaktivität litten 

gleichzeitig an einem Karzinom (Kolon- bzw. Endometrium-karzinom). Angesicht der 

Tatsache, dass bis zu 30% der SHP Laminin 5 Pemphigoide sind (Leverkus et al, 1999), ist 

deshalb der Nachweis von Laminin 5 Antikörpern von entscheidender Bedeutung mit 

Blick auf das weitere diagnostische und therapeutische Vorgehen. 

 

Für den klinischen Alltag bedeuten die Ergebnisse, dass durch die Kombination der 

Westernblotuntersuchungen mit den rekombinanten Abschnitten von BP180 NC16A, 4575 

und 915 sowie mit der nativen Ektodomäne LAD-1  bei allen Patienten, die keine Laminin 

5- Reaktivität aufweisen, Autoantikörper gegen BP180 nachgewiesen werden können. 

Schon durch die Kombination von NC16A und LAD-1 wurden im Westernblot bei 84% 

der Patienten BP180-Reaktivität detektiert. Dies könnte die Autoimmundiagnostik 

vereinfachen und bei Therapieentscheidungen oder im Krankheitsverlauf hilfreich sein. 

 

Die EBA ist eine subepidermal blasenbildende Autoimmundermatose, die klinisch unter 

dem Bild eines SHP verlaufen kann (Gammon et al, 1984). Die EBA mit überwiegendem 

Schleimhautbefall wird seit kurzem zum SHP gezählt (Chan et al., 2002). Typischerweise 

finden sich im Serum der EBA-Patienten Autoantikörper gegen Kollagen Typ VII, das der 

Hauptbestandteil der Ankerfibrillen in der Sublamina densa Region ist (Woodley et al, 

1984; Gammon et al, 1993). Kollagen Typ VII ist ein homotrimeres Glykoprotein, das aus 
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drei �1-Ketten besteht. Die erste nicht-kollagene (NC1)-Domäne jeder Kette formt den 

großen globulären N-Terminus. Dieser wird durch eine triplehelikale Kollagendomäne mit 

der kleineren globulären NC2-Domäne, dem C-Terminus, verbunden.  Die Ankerfibrillen 

entstehen durch Aggregation mehrerer Kollagen Typ VII-Dimere, wobei die NC2-Domäne 

abgespalten wird (Übersicht in Bruckner-Tuderman 1994 und 1999). Die Enden bestehen 

aus den NC1-Domänen und interagieren u. a. mit Laminin 5 (Chen et al, 1999). 

Um die Reaktivität und Typ VII Kollagen bei unseren 26 SHP-Seren zu untersuchen, 

führten wir Immunoblot-Untersuchungen und dermale Extrakte durch. Obwohl 5 Seren in 

der IIF mit der dermalen Seite reagierten, wurden im Immunoblot in keinem Serum 

Antikörper gegen Typ VII Kollagen nachgewiesen. Angesichts der relativ großen Zahl an 

untersuchten SHP-Seren scheinen Antikörper gegen Typ VII Kollagen bei Patienten mit 

SHP, im Einklang mit der Literatur (Yancey, 2003; Mutasim 2004), nur selten 

vorzukommen.  

  

Zusammengenommen konnte in dieser Arbeit bei allen Seren von Patienten mit SHP, die 

keine Antikörper gegen Laminin 5 aufwiesen, Antikörperreaktivität gegen BP180 im 

Immunoblot nachgewiesen werden. Dem gegenüber zeigte die IIF humaner Spalthaut mit 

58% eine deutlich niedrigere Sensitivität. Durch die Kombination von 

Westernblotuntersuchungen mit verschiedenen rekombinanten und nativen Fragmenten 

von BP180 wurde der Nachweis von zirkulierenden Autoantikörpern deutlich sensitiver. 

Das könnte bei Therapieentscheidungen und im Krankheitsverlauf hilfreich sein. Durch 

ergänzende Immunpräzipitationsuntersuchungen konnten bei 7 Patienten Antikörper gegen 

Laminin 5 gefunden werden, 5 davon zeigten ebenfalls BP180-Reaktivität. Insgesamt wird 

auch deutlich, daß beim SHP nach IgG- und IgA-Reaktivität gesucht werden sollte. Mit 

Blick auf die Feinspezifität der Autoantikörper stellt die Immundominanz des BP180 C- 

Terminus einen Unterschied zum BP dar und lässt Ähnlichkeiten der Pathogenese von SHP 

und LAD erkennen. 
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6 Zusammenfassung 
 
Das Schleimhautpemphigoid (SHP) ist eine chronische, subepidermal blasenbildende 

Autoimmundermatose des älteren Menschen mit überwiegendem Schleimhautbefall. 

Typischerweise lassen sich im Serum und in der Haut der Patienten Autoantikörper der 

IgG- und/ oder IgA- Klasse gegen Strukturproteine der dermo-epidermalen Junktionszone 

nachweisen. Am häufigsten sind diese Antikörper gegen das 180 kDa schweren bullöse 

Pemphigoid Autoantigen 2 (BP180) gerichtet, bei ca. 30% der Patienten findet sich 

Reaktivität gegen Laminin 5. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Autoantikörper im Serum von Patienten mit SHP näher zu 

charakterisieren. Dazu wurden 26 Seren von Patienten mit dem klinischen und 

immunfluoreszenzoptischen Bild des SHP mittels indirekter Immunfluoreszenz-

mikroskopie auf humaner Spalthaut, mittels Immunoblot mit nativen und rekombinanten 

Formen von BP180 und Typ VII Kollagen sowie mittels Immunpräzipitation radioaktiv 

markierter Keratinozyten auf Reaktivität gegen Laminin 5  untersucht. 

 

In der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie auf humaner Spalthaut konnten in etwa 

der Hälfte der Fälle zirkulierende Autoantikörper im Serum der Patienten nachgewiesen 

werden. Durch den kombinierten Einsatz verschiedener Proteine im Immunoblot wurden in 

allen Seren, die nicht Antikörper gegen Laminin 5 enthielten, Autoantikörper gegen BP180 

gefunden. Dabei zeigte sich, daß die IgA- und IgG- Immunglobulinklassen zu etwa 

gleichen Teilen vorhanden waren. Außerdem wurde eine immundominante Rolle der 

NC16A-Region und des C- Terminus innerhalb der Ektodomäne von BP180 

nachgewiesen. In keinem der untersuchten Seren zeigten sich Antikörper gegen Typ VII  

Kollagen im Immunoblot mit einem dermalen Extrakt. Ergänzende 

Immunpräzipitationsuntersuchungen radioaktiv markierter Keratinozyten ergaben bei 7 

Patienten Antikörper gegen Laminin 5, davon  zeigten 5 Seren zusätzlich BP180-

Reaktivität. 

 

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass durch die Kombination von verschiedenen 

Westernblotuntersuchungen unter Verwendung verschiedener rekombinanter und nativer 

Fragmente von BP180 sowie der Immunpräzipitation humaner Keratinozyten bei allen 

Patienten zirkulierende Autoantikörper nachgewiesen werden konnten. Darüber hinaus 
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verdeutlichen unsere Untersuchungen die Notwendigkeit beim Verdacht auf ein SHP nicht 

nur hinsichtlich IgG-, sondern auch hinsichtlich IgA-Autoantikörpern zu untersuchen.  
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8 Anhang 
 
8.1 Verzeichnis wichtiger Abkürzungen 
 

AEBSF     Aminoethylbenzensufonylfluorid 

BP      Bullöses Pemphigoid 

BSA      Rinderserumalbumin 

C- Terminus/terminal   Carboxy- Terminus/terminal 

SHP     Vernarbendes Pemphigoid (cicatricial Pemphigoid) 

DE     dermales Extrakt 

DEJ     dermoepidermale Junktionszone 

DTT     Dithiotheitol 

DIF     direkte Immunfluoreszenz 

E. coli     Escherichia coli 

EBA     Epidermolysis bullosa acquisita 

ECL     enhanced chemolumineszenz 

EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

FITC     Fluoreszein- Isothiocyanat 

GST     Glutathion- S- Transferase 

HCl     Salzsäure 

HLA     Humanes Leukozyten Antigen 

Ig     Immunglobulin 

IIF     indirekte Immunfluoreszenz 

IPTG     Isopropyl- �- D- Thiogalactopyranosid 

KC-E     Keratinozyten-Extrakt 

kDa    Kilodalton 

LAD     lineare IgA Dermatose 

LAD-1    lineare IgA Dermatose Antigen 1 (entspricht der löslichen 

BP180 Ektodomäne) 

LPP     Lichen planus pemphigoides 

N- Terminus/terminal  Amino-Terminus/terminal 

NaCl     Natriumchlorid  

NaOH     Natronlauge 
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NC     nicht-kollagen 

PBS     phosphate-buffered saline 

PG     Pemphigoid gestationis 

PMSF     Phenylmethylsulfonylfluorid 

RT     Raumtemperatur 

SDS-PAGE   Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

TBS     Tris-buffered saline 

TBST     Tris-buffered saline plus Tween 

U/min.    Umdrehung pro Minute 
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