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1.1. EINLEITUNG

1.1. KlinischesBild

Die lineare IgA Dermatose (LAD) ist eine blasenbildende Autoimmunerkrankung, die
durch subepidermale Blasen und lineare IgA-Ablagerungen an der kutanen
Basalmembranzone (BMZ) charakterisiert ist (Chorzelski und Jablonska, 1979). Es gibt
zwei Gruppen der linearen IgA Dermatose, die klinisch voneinander abzugrenzen sind:
1) die lineare IgA Dermatose des Erwachsenenalters und 2) die lineare IgA Dermatose
des Kindesalters, auch CBDC (chronic bullous disease of childhood) genannt.

Die CBDC ist charakterisiert durch die Prédominanz von Eruptionen an Stamm, Leiste,
im Bereich von Pelvis, Perineum und auch perioral. Es treten sowohl in Gruppen
stehende oder auch anulér angeordnete gefillte Vesikel as auch Blasen auf. Bel der
LAD des Erwachsenendters findet man gehauft gruppierte Papulovesikel an den
Streckseiten, die den Lasionen der Dermatitis Herpetiformis Duhring (DH) oder auch
denen des bulldsen Pemphigoid (BP) dhneln kénnen (Peters et al, 1989; Wojnarowska
et al, 1988; Chorzelski et al, 1979; Marsden et a, 1980; Hwang et al, 1985). Es gibt
LAD-Patienten, deren Blasen ohne Narben abheilen und deren Erkrankung eine gute
Prognose hat. Andere dagegen zeigen einen Befall der Schleimhaut, v. a. auch der
Konjunktiva (Wojnarowska et al, 1988; Aultbrinker et al; 1988; Leonard et a, 1984).
Lasionen der Mundschleimhaut und der Konjunktiven konnen unter starker
Narbenbildung abheilen (Wojnarowksa et al, 1988). Differentialdiagnostisch sind beim
vernarbenden Phanotyp v.a. das vernarbende Pemphigoid (CP) und die Epidermolysis
bullosa acquisita (EBA) (Zillikens et al, 1994) abzugrenzen. Die Prognose der LAD
anhand des klinischen Bildes und die Abgrenzung zu anderen blasenbildenden
Erkrankungen ist jedoch oft schwierig (Peters et al, 1989).

1.2. Immunhistologie

Histologisch und immunhistologisch finden sich lineare IgA-Ablagerungen an der
Basalmembranzone mit einer Prédominanz von Neutrophilen in den dermalen Papillen
wie bel DH, mitunter auch eine Anreicherung von Eosinophilen wie bel BP (Dabrowski
et a, 1979; Darling et al, 1995; Blenkinopp et a, 1983). Die Abgrenzung zu anderen



bullosen Erkrankungen erfolgt durch den Nachweis von zirkulierenden IgA-
Autoantikdrpern in der indirekten Immunfluoreszenz (11F) auf Natriumchlorid (NaCl)-
separierter humaner Spathaut (Willsteed et a, 1990) oder in der direkten
Immunfluoreszenz (DIF) auf perildsionaler Haut. Zusétzlich weisen einige Patienten in
der DIF auch Ablagerungen von IgG und C3 auf (Peters et al, 1989; Leonard et 4,
1982; Wilson et al, 1985; Faber et al, 1973; Marsden et al, 1980). Zone und Mitarbeiter
(1994) schlugen fir diese Patienten die Bezeichnung ,linear IgA/IgG bullous

dermatosis* vor.

1.3. Immunelektronenmikroskopie

Immunelektronenmikroskopische Studien haben gezeigt, dal3 es offensichtlich eine
Heterogenitdt der Autoimmunantwort bel LAD-Patienten gibt. Einige LAD-
Patientenseren zeigen IgA-Ablagerungen innerhalb der Lamina lucida, andere erkennen
die Sublamina densa-Region, und wiederum andere weisen Ablagerungen in beiden
Lokalisationen auf (Yaoita und Katz, 1977; Bhoga et al, 1987; Prost et al, 1989;
Karpati et al, 1992; Ishiko et al, 1996; Dabrowski et al, 1979).

1.4. Zielantigene

Es wurden viele Zielantigene beschrieben, die mit der linearen IgA Dermatose assoziiert
sind. Die Mehrzahl der LAD-Seren bindet an ein epidermales Antigen. Eine Minderheit
von ca. 20 % erkennt allerdings ein dermales Antigen (Wojnarowska et a, 1995). Es
wurde berichtet, daf3 diese LAD-Seren mit einem 255 kDa Polypeptid aus dermalem
Extrakt reagieren (Dmochowski et al, 1993). Eine weitere Autoantikérpergruppe der
dermal bindenden Seren stellt Typ VII Kollagen dar, das Autoantigen der EBA und die
hauptséchliche Komponente der Ankerfibrillen (Zambruno et al, 1994; Hashimoto et al,
1996; Allen et al, 1997; Caux et al, 1997; Wakelin et al, 1998; Rusenko et al, 1989;
Sakai et al, 1986). Wojnarowska et al. (1991 und 1994 ) berichteten Uber die Reaktivitét
von LAD-Seren mit einem dermalen 285 kDa Protein, das bislang jedoch nicht weiter
charakterisiert wurde. Zone et a. konnten as erste zeigen, dal3 IgA-Antikérper des
Lamina lucida-Typ der adulten und juvenilen Form der LAD mit einem 97 kDa Protein



(LABD 97) aus epidermaen Extrakten reagieren (Zone et al, 1990 und 1996;
Dmochowski et al, 1993). Marinkovich et al. (1996) zeigten, dal3 LAD-Seren, wie der
monoklonale Antikérper 123, ein 120 kDa Protein erkennen, das von kultivierten
Keratinozyten in den Zellkulturiiberstand sezerniert wird. In letzter Zeit hauften sich
Berichte, dal3 Antikoérper von LAD-Patienten auch das BP180 und BP230 Protein
erkennen (Ghohestani et al, 1997; Zone et a, 1994).

1.5. BP180, LAD-1 und BP180 NC16A

BP180, auch bekannt als BP Antigen 2 oder Typ XVII Kollagen wurde zunéchst a's das
Hauptantigen von 1gG-Antikdrpern bei Patienten mit bulldsem Pemphigoid, einer
weiteren Erkrankung mit subepidermaler Blasenbildung, beschrieben. Diese
Erkrankung weist as Charakteristikum lineare 1gG-Ablagerungen an der Dermo-
epidermalen Junktionszone (DEJ) auf (Labib et a, 1986; Diaz et al, 1990; Giudice et al,
1992). BP180 ist ein transmembrandses Glykoprotein der basalen Keratinozyten (BK)
mit einer Typ Il Ausrichtung, d.h. seine amino-terminae (NH,;) Domane liegt im
Zytoplasma, wéahrend die carboxy-terminale (COOH) Doméne in den extrazelluldren
Raum reicht und die Lamina lucida der DEJ Uberbrtckt (Zillikens und Guidice, 1998).
Die amino-terminale NC16C Domaéne ist im Zytoplasma lokalisiert. Daran schliefét die
transmembrandse Doméane (NC16B) an. Rotary Shadowing Analysen zeigten, dal3 der
zytoplasmatische Teil des BP180 Molekils zusammen mit der transmembrandsen
Domaéne die Form eines globuldren Kopfes hat. Der transmembrandsen Doméane folgt
C-terminal die aus einer kollagen-ghnlichen Tripelhelix bestehende extrazellulére
Domane. Unmittelbar an der Zytoplasmamembran befindet sich die NC16A Domaéne,
der ein aus 15 kollagenen Domanen (Abbildung 1, schwarze Box) bestehender Tell
folgt. Die NC16A Domaéne bildet zusammen mit der 15. kollagenen Doméne einen
rigiden Stab. Die restlichen 14 kollagendsen Abschnitte sind von nicht-kollagendsen
Abschnitten unterbrochen und formen einen flexiblen Schwanz. Mit seinem C-
terminalen Anteil reicht dieser in die Lamina densa der DEJ (Hirako et a, 1996 und
1998; Balding et al, 1997; Bedane et a, 1997; Masunaga et a, 1997).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des BP180, des epidermalen 97 kDa
Antigen (LABD 97) und desvon Keratinozyten stammenden 120 kDa Protein.

BP180 ist ein transmembrandres Protein basaler Keratinozyten (BK, basder
Keratinozyt) mit einer grof3en Ektodoméne aus 15 kollagenen Doméanen (schwarze
Box). Die grof3e nicht-kollagene extrazellul&re Doméne (NC16A) schliefdt sich der
transmembranaren Doméane (NC16B) an. Die amino-terminale NC16C Domane ist im
Zytoplasma lokalisiert. Die Aminosdurenummern stehen jewells Gber den Boxen. Der
Amino-Terminus von LABD97, wie von Zone et a (1998) sequenziert, folgt 42
Aminosaurennummern abwaérts der transmembrandren Domane [innerhalb der Region 3
von NC16A, (Zillikens et a, 1997)]. Anscheinend fehlen ihm auch 288 Aminosauren
des C-Terminus von BP180. Bisher ist weder der N- noch der C-Terminus fur das 120
kDA LAD-1 Antigen exakt definiert. Man nimmt an, dal3 der N-Terminus direkt am
oder in der Nahe des N-Terminus von LABD97 lokalisiert ist. Der LAD-1 C-Terminus
ist eventuell der gleiche wie der des BP180 Proteinsin seiner vollen Lange.

L1

In einem passiven Transfer-Mausmodell konnte gezeigt werden, dal3 Antikorper gegen
BP180 eine subepidermae Blasenbildung hervorrufen, die durch Komplement
vermittelt wird (Liu et a, 1993, 1995). Biochemischen Untersuchungen und
Peptidsequenzanalysen zufolge scheinen LABD 97 und LAD-1 proteolytische
Spaltprodukte der extrazellulére Doméane von BP180 darzustellen. Das 97 kDa Protein
wurde in Extrakten humaner Haut und das 120 kDa Protein in konditioniertem Medium
von Zellen einer Sguamous Carcinoma Cell Line (Plattenepithelkarzinomlinie)
gefunden (Marinkovich et a, 1992 und 1996). Derzeit wird davon ausgegangen, dai3
LABD97 eine degradierte Form von LAD-1 darstellt (Marinkovich et al, 1992 und
1996; Zonet a, 1998; Pas et al, 1997; Schacke et al, 1998; Hirako et al, 1998).



BP-Seren erkennen innerhalb der BP180-Ektodomane v.a. vier verschiedene Epitope
innerhalb der NC16A Doméne (MCW-0, MCW-1, MCW-2 und MCW-3). Diese
Epitope liegen eng aneinandergereiht innerhalb der N-terminalen 45 Aminosduren von
NC16A (Guidice et a, 1993; Zillikens et al, 1997). Unter Verwendung von
rekombinanten Formen des NC16A wurden sensitive und spezifische
Untersuchungssysteme fur den Nachwels von Antikorpern gegen BP180 entwickelt
(Matsumura et a, 1996; Zillikens et al, 1997; Haase et al, 1998). Zusétzlich konnte die
Reaktivitét von BP-Seren mit anderen intra- und extrazelluldren Epitopen des BP180
nachgewiesen werden (Murakami et al, 1998; Egan et a, 1999; Nie und Hashimoto,
1999; Perriard et al, 1999; Kromminga et al, 2000).



2. FRAGESTELLUNG

Die vorliegende Arbeit geht der Frage nach, ob AutoantikOrper der linearen IgA
Dermatose mit der immundominanten NC16A Doméne von BP180 reagieren. Unsere
Hypothese war, dal? ale oder zumindest ein Teil der Patienten die NC16A Domane
erkennen. Weiter interessierte uns, ob es zwischen LAD-Patienten, die die NC16A
Domane erkennen und solchen, die sie nicht erkennen, hinsichtlich Alter, Geschlecht
und der Bildung von IgG-Antikorpern zusétzlich zu IgA-Antikdrpern Unterschiede gibt.



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patientenseren

In dieser Arbeit wurden die Seren von 50 Patienten mit linearer IgA Dermatose
untersucht. 41 Seren stammten von Erwachsenen, 7 stammten von Kindern und zwei
von Jugendlichen. Die Seren der Kinder und Jugendlichen rechneten wir zur Gruppe der
CBDC. Ein grof3er Teil der Seren wurde uns freundlicherweise aus Forschungslabors
aus dem In- und Ausland zur Verfligung gestellt.

Der Goldstandard fur die Diagnose der LAD war der Nachweis von linearen IgA-
Ablagerungen an der DEJ in der direkten Immunfluoreszenz auf peril&sionaler Haui.
Zusétzlich wurden alle Seren auch auf Reaktivitédt in der indirekten Immunfluoreszenz
mit 1M NaCl-separierter Spalthaut untersucht, wobei nur solche Seren in die Studie
aufgenommen wurden, die an der epidermalen Seite des Spaltes banden (Gammon et d,
1984, Zillikens et a, 1996). Zur Serumgewinnung wurden die Blutproben bel 3.000
U/min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, aliquotiert und bis zur weiteren
Verarbeitung bel —20°C gelagert. Als Kontrollen verwendeten wir 16 gut
charakterisierte Seren von Patienten mit Dermatitis herpetiformis. Diese Seren
enthielten IgA-Antikorper, die an Endomysium von Affendsophagus banden (Rose et al,
1999). Als Negativkontrollen dienten uns 50 Seren von gesunden Freiwilligen.

3.2. Direkte Immunfluoreszenz

Die direkte Immunfluoreszenz wurde an Biopsien perilasionaler Haut durchgefihrt. Die
frisch entnommene unfixierte Biopsie wurde direkt nach der Entnahme in flissigem
Stickstoff eingefroren. Zur Verarbeitung wurden 6 pm dicke Schnitte mit dem Kryostat
bei -25°C gefertigt. Die Schnitte wurden auf Super Frost Plus Adhéasionsobjekttrégern
[15 min Beschichtungszeit, (Menzel, Deutschland)] aufgefangen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. Am néchsten Tag wurden die Schnitte 10 min in Aceton
fixiert und fr 30 min luftgetrocknet. Daraufhin wurden die Objekttrager mit
Fluoreszenzfarbstoff [Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) (Sanofi, Freiburg)] konjugiertem
Anti-Human 1gG, IgA, C3 beschichtet. Der Antikoérper wurde dazu mit phosphat
buffered saline (PBS) [7,75 mM NaHPO,, 1,16 mM NaH,PO4 (Merck, Darmstadt),



0,15 M NaCl, in Aqua destillata, pH 7,2] im Verhdltnis 1:100 verdinnt. Nach einer
Inkubationszeit von 45 min bel Raumtemperatur (RT) und Lichtschutz wurden die
Schnitte 2x10 min lang in PBS gewaschen und danach mit einer Losung aus Glycerin in
PBS (1:5) eingedeckt. Die so geférbten Schnitte perilésionaler Haut wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Firma Leitz Wetzlar, Modell Laborlux S) beurteilt.

3.3. Indirekte Immunfluoreszenz

Als Spalthaut fur die IIF wurde menschliche Haut von der Ful3sohle oder
Unterarmstreckseite verwendet. Die Haut wurde in 1 cm? grofRe Stiicke geschnitten und
in 1 M NaCl Lésung ca. 5 h lang eingelegt. Wenn sich eine Spaltbildung zeigte, wurden
6 um dicke Gefrierschnitte angefertigt, Uber Nacht getrocknet, am néchsten Tag 10 min
lang in Aceton gelegt und dann luftgetrocknet. Anschlief?end wurden die Schnitte mit
verdinntem Serum (1:10 in PBS, pH 7.2) 30 min lang bei 37°C inkubiert, daraufhin
2x10 min mit PBS Puffer (pH 7.2) gewaschen und mit FITC-konjugiertem Anti-
Humanglobulin Antikorper vom Kaninchen [Verdinnung 1:100 in PBS (Sanofi,
Freiburg), pH 7.2] nochmals fir 30 min bel 37°C inkubiert. Nach einem erneuten
Waschvorgang wurden die Schnitte mit Glycerin PBS (1:5) eingedeckt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

34. Herstellung von rekombinantem humanem GST-BP180
NC16A1-5und GST

In dieser Arbeit wurde kirzlich hergestelltes Glutathion S-Transferase (GST)
Fusionsprotein verwendet, das die volle Lange der BP180ONC16A Domane GST-
NC16A1-5 enthdlt (Zillikens et a, 1997).

Zur Préparation der bakteriellen Primérkultur der Klone mit rekombinantem GST und
GST-NC16A benutzten wir bel -80°C gelagerte plasmidtragende Escherichia coli
DH5¢. Der jeweilige Klon wurde in 20 ml autoklaviertem Luria Betani nach Miller
(LBM)-Medium [1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt (Difco Laboratories, Detroit, USA),
0,15 M NaCl (Merck, Darmstad) in Aqua destillata, pH 7,5] gelost und bis zu einer
Endkonzentration von 50ug/ml mit steril filtriertem Ampicillin (Sigma, St. Louis, USA)
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versetzt. Diese Primérkultur wurde auf dem konizentralen Schittler mit 220 U/min bei
37 °C uber Nacht inkubiert. Danach wurde die Primérkultur im Verhaltnis von 1:25 in
(auf Inkubationstemperatur vorgewarmtem) LBM-Medium verdinnt und Ampicillin bis
zur Endkonzentration von 50 pg/ml hinzugefigt. Die so entstandene Sekundarkultur
wurde erneut bel 37°C und 220 U/min inkubiert. Nach ca. 2,5 - 3 h wurde die
Bakteriendichte mit Hilfe eines Spektralphotometers bei OD 600 gegen den Eichwert
von LBM-Medium bestimmt (Spektralphotometer der Firma Zeiss, Modell PMQ 3,
Jena). Sobald die Extinktionswerte 0,5 - 0,6 erreichten, wurde der Sekundarkultur 2 ml
Isopropyl-3-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) (Sigma) in einer Endkonzentration 0,5
mM zur Induktion der Proteinsynthese zugegeben. Nach erneuter Inkubation bei 37°C
und 220 U/min Uber 4 h wurde die Kultur bei 4°C und 6.000 U/min fir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Bodensatz wurde in Extraktionspuffer
bei 4°C (auf Eis) resuspendiert. Dieser Extraktionspuffer bestand aus 5 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,05 mg/ml Chymostatin, 0,5 pug/ml Pepstatin A,
0,01 mg/ml Antipainhydrochlorid, 0,01 mg/ml Leupeptinhemisulfat (alle von der Firma
Sigma), gelost in PBS [7,75 mM NaHPO,4, 1,15 mM NaH,PO, (Merck, Darmstadt),
0,15 M NaCl, pH 7,2]. Nun muf}e das synthetisierte Protein aus den Bakterien
freigesetzt werden. Dazu wurde das  gewonnene Extrakt mit
Phenylmethylsulfonylfluorid [PM SF, Endkonzentration 1mM (Sigma)] versetzt und bei
4°C sonikiert (60s, Level 10, duty 50%, Sonopuls HD-70, Bandelin, Berlin). Das
Ultrasonikat wurde bei 10.000 U/min und 4°C firr 30 min zentrifugiert, der Uberstand
portioniert und bei —80°C tiefgefroren.

3.5. Affinitatsaufreinigung der Proteine

GST-NC16A1-5 und GST wurden unter Verwendung von Glutathion Agarose Beads
[kleine Agarose Kiigelchen (Sigma)] aufgereinigt (Giucide et al, 1993). Zuerst wurden
die bei —20°C gefrorenen Beads (4 g) in 50 ml sterilem destillierten Wasser
resuspendiert und dann bei 4°C Uber Nacht stehen gelassen. Die Beads fillte man am
néchsten Tag in eine chromatographische Séule (Bio Rad Laboratories, Hercules, USA).
Danach wurden die Beads dreimal mit PBS gewaschen. Wahrenddessen wurde bei -80

°C tiefgefrorener Zellextrakt (10 ml) auf Eis aufgetaut und nach dem Waschvorgang auf



die Saule gegeben. Die Saule wurde nun fest verschlossen und fir 1 h bei 4°C auf dem
Taumler bewegt. Wahrend dieses Inkubationsvorgangs wurde der GST-Antell des
Fusionsproteins an Glutathion gebunden. Danach wurde das ungebundene Material
verworfen, die Saule viermal mit PBS bei 4°C gewaschen und kontrolliert, ob der
Waschvorgang erfolgreich abgeschlossen war, indem eine entnommene Probe bei OD
280 nm gegen den Leerwert von PBS im Spektralphotometer gemessen wurde. Sobald
die Extinktionswerte auf Werte unter 0,2 abfielen, begannen wir mit der Elution des an
die Beads gebundenen GST oder GST-Fusionsproteins. Zu diesem Zweck gab man 20
ml Elutionspuffer [0,01 M Glutathion (Sigma) in PBS, pH 7,5] Uber die Saule. Das
Eluat wurde zu Portionen von 1 ml aiquotiert und die Extinktionswerte der einzelnen
Proben bei OD 280 nm gegen den Leerwert (0,01 M Glutathion) bestimmt. Die Proben
mit den hdchsten Extinktionswerten wurden vereinigt, gemischt, wiederum aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Bevor ein weiteres GST-
Fusionsprotein mit der Saule aufgereinigt werden konnte, wurden die Beads regeneriert.
Dazu wurde einmal mit Glutathion, zweimal mit PBS und dreimal mit Boratpuffer [0,1
M NaB4O; x 10 H,0 (Sigma), NaCl 0,5 M, pH 8,5], dreimal mit Essigpuffer [0,1 M
Essigsaure (Roth, Karlsruhe), 0,5 M NaCl, pH 4,0] und zuletzt noch dreimal mit PBS
gewaschen. Bis zur erneuten Verwendung wurden die regenerierten Agarose Beads in
0,05% NaN3 Losung (Merck, Darmstadt) in PBS bei 4°C gelagert.

Anschlief3end wurde mittels 15% SDS-PAGE (s.h. Kapitel 3.7.) das hergestellte Protein
nachgewiesen und die Reinheit des Proteins Uberprift. Dazu wurden Portionen der
Sekundérkultur jeweils vor und nach IPTG-Zusatz, vor und nach der Aufreinigung des
Proteins, sowie nach dem 1.Wachvorgang und nach dem Pooling der Portionen

untersucht.

3.6. Bestimmung der Proteinkonzentration

3.6.1. BioRad Protein Assay

Dieser Assay basiert auf der Methode von Bradford. Durch die Addition eines sauren
Farbstoffs [Coomassie Brilliant Blue G 250 (Merck), bel Proteinbindung
Absorptionsmaximum bei 465-595 nm| stellt dieses System eine Moglichkeit der
Konzentrationsbestimmung von |6sichen Proteinen dar, deren Extinktion man im
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Spektralphotometer bestimmen kann. Die Proteinlésung wurde mit 1 ml 1:5 verdiinnter
Bio Rad-LOsung versetzt und nach 5 min Inkubationszeit wurde die Extinktion im
Spektralphotometer gemessen. Die Proteinmengen wurden dann gegen eine
Standardkurve mit Proteinlésung bekannter Konzentration (Bio Rad Protein Assay
Standard I1) ermittelt.

3.6.2. OD 280-Bestimmung

Die Konzentration des direkt aus der Sdule getropften Proteins wurde in je 1 ml
Fraktionen bei einer optischen Dichte von 280 nm gemessen. Indem wir anschlief3end
die ermittelten Werte durch die Konstante 1,35 dividierten, erhielten wir ein relatives
Mal3 fur die Proteinkonzentration.

3.6.3. Coomassie-Farbung des Gels

Dieses Verfahren verglich 4-5 verschiedene Verdinnungen von GST bzw. GST-BP180
NC16A mit 5 verschiedenen Verdinnungen von bovinem Serumabumin [BSA,
(Sigma)] auf einem Polyacrylamidgel. BSA stellte dabei ein Mal3 fir die Proteinmenge
in pg/ml dar. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 20 min auf dem Schittler in
Coomassie-Ldsung (0,2% Coomassie in Entfarbelosung s.u.) gefarbt. Anschlief?end
wurde das Gel mit einer Entfarbel 6sung aus Methanol und Essigsaure (45% Methanol,
10% Essigsdure in Aqua destillata) entfarbt, mit Wasser abgespiilt und in enen
speziellen Rahmen zum Trocknen eingespannt. Durch den Vergleich der Dicke der
BSA-Banden mit der Dicke der GST bzw. GST-NC16A Banden, konnte die Menge des

geladenen Proteins semiquantitativ evaluiert werden.

3.7. SDS-PAGE und Immunoblot
Die Reaktivitat der LAD-Seren sowie der Kontrollen an DH-Seren und der

Negativkontrollen gesunder Freiwilliger (normale humane Spender, NHS) wurde
mittels Immunoblot-Analyse mit rekombinantem affinitétsaufgereinigtem GST-NC16A

bestimmt. Wenn nicht speziell vermerkt, stammten die meisten der fir diese Verfahren
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notwendigen Gerétschaften und Reagenzien von Bio Rad Laboratories (Hercules,
USA).

Das rekombinante Protein wurde mit Hilfe von Sodiumdodecyl Sulfat-
Polyacrylamigelelektrophorese (SDS-PAGE) fraktioniert und elektrophoretisch auf
Nitrozellulose transferiert (Giudice et a, 1993; Zillikens et al, 1997). Dazu wurde ein
Polyacrylamidgel gegossen, das sich aus einem 15% Trenngel und einem 5%
Sammelgel zusammensetzte.

Tabellel. Zusammensetzung von Trenn - und Sammelgel

Sammelgel Trennge

5% 4%* 15% 8%*
30% Acrylamid [ml] 0.83 0.67 5.0 2.67
Aquadestillata[ml] 2.85 3.01 2.35 471
0.5M Tris (pH 6.8) [ml] 1.25 1.25
M Tris (pH 8.8) [ml] 25 25
10% SDS [pl] 50 50 100 100
Tetramethylendiamin [pl] 12 12 12 12
(Sigma)
10% Amoniumpersulfat [pl] 25 50 30 40
(Sigma)

*Zur Verwendung der 8% und 4% Gele siehe Unterpunkt 4.1.

Das bei —-80°C eingefrorene Protein wurde in der Zwischenzeit langsam auf Eis
aufgetaut. Der Broad Molecular Weight Standard und das GST-BP180 NC16A Protein
wurden im Verhdltnis 4:1 mit funffach SDS(+)-Lésung [10 %-(hydromethyl)-
aminomethan, 50% Glyerol (Roth, Karlsruhe), 10% SDS, 0,01% Bromphenol (Merck,
Darmstadt), 25% p-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt), 312 mM Tris, pH 6,8]
versetzt und zum Auffillen der Geltasche mit einfach SDS nach Bedarf weiterverdinnt.
Zur Denaturierung der Proteine wurde die Lésung vor dem Laden bei 100°C fur 2 min
gekocht. Nach dem Laden der Gele wurden diese in Laufpuffer (25 mM Tris
(hydromethyl)-aminomethan, 192 mM Glycin, 1% SDS in Aqua destillata, pH 8,3)
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versenkt. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA und 499 V bei Raumtemperatur in ca.
1 h, d.h. solange bis die Farbstoffbande aus dem Gel herausgelaufen war. Danach wurde
das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt und das Trenngel auf Nitrozellulose
transferiert. Hierzu wurde das Gel in ener mit Transferpuffer [25mM Tris
(hydromethyl)-aminomethan, 192 mM Glycin destillata, 20% Methanol in Aqua
destillata (Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland), pH 8,3] gefillten Wanne auf die
Nitrozellulose gelegt und zwischen zwei Bléttern Blottingpapier und zwel Faserkissen
in die speziellen Kassetten eingeklemmt. Dieses Sandwich wurde anschlief3end in eine
spezielle Elektrophoresekammer Uberfthrt und in Transferpuffer versenkt. Der Transfer
erfolgte bei 35 V, 150 mA und 4°C fur 4 h. Ob der Transfer erfolgreich war, konnte
man durch Fast-Green-Féarbung [0,1% Fast Green FSF (Sigma), 10 % Methanol, 5%
Essigsdure (Roth, Karlsruhe) in Aqua destillata] der Nitrozellulose kontrollieren. Die
Farbezeit betrug bel Raumtemperatur ca. 1 min. Danach wurde die Nitrozellulose mit
Aqua destillata abgesptilt und getrocknet. Aul3erdem wurde das Gel fur 20 min in
Coomassie-Losung gefarbt, danach entfarbt und somit nachgewiesen, ob der Transfer
des Proteins vollstéandig erfolgt war. Fir die Entwicklungsmethode mit
Diaminodiphenylbenzol (DAB) wurden die Seren 1:20 in 3% Magermilchpulver-
Losung (MMP) in TBST [0,02 M Tris-(hydromethyl)-aminomethan, 0,15 M NaCl,
0,01% Tween-20 (Sigma) in Aqua destillata, pH 7,5] verdinnt.

Um die unspezifische Reaktivitdt mit dem GST-Tell von GST-BP180 NC16A zu
beseitigen, wurde jedes Serum zuvor mit rekombinantem unaufgereinigtem GST
(bakterielles Zellysat) 1.5 préadsorbiert und bel 4°C dber Nacht inkubiert
(Flussigphaseprotokoll aus Zillikens et a, 1997). Am nachsten Morgen wurden die
Seren bei 4°C und 15.000 U/min fir 15 min zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert
und der Bodensatz aus Antigen-Antikérper Komplexen und MMP verworfen.

Nach dem Transfer wurde eine Bande des Broad Molecular Weight Standard auf der
Nitrozellulose markiert, um so spéter die Migration auf den einzelnen
Nitrozellulosestreifen besser miteinander vergleichen zu konnen. Danach wurde die
Nitrozellulose in Streifen geschnitten und mit je 1 ml 3% MMP-L6sung fur eine Stunde
auf dem Schuttler geblockt, um so unspezifische Bindungen der Antikorper an Protein
und Nitrozellulose zu reduzieren. Anschlief3end wurde der Nitrozellulosestreifen mit

den préadsorbierten Serumverdinnungen Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem
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Schittler geschwenkt. Am néchsten Morgen wurden die Seren abpippetiert und zur
gegebenenfalls erneuten Verwendung im Kihlschrank gelagert. Die Streifen wurden mit
TBST 5x4 min lang gewaschen und anschlieffend fir weitere 15 min geblockt.
Wahrendessen wurde die Verdiinnung des Sekundarantikorpers Kaninchen Anti-Human
IgA (Jackson Immunosearch Laboratories, USA) von 1:1.000 in 3% MMP-LAsung
hergestellt. Daraufhin folgte die Inkubation der Streifen mit jeweils 1 ml dieser
Verdinnung des zweiten Antikorpers fur eine weitere Stunde bel Raumtemperatur.
Nach dem Abschlul3 der Inkubation mit dem Sekundarantikdrper wurden die
Nitrozellulosestreifen fir 5x4 min in TBST gewaschen. Danach folgte der
Farbevorgang mit je 1 ml Diaminodiphenylbenzol (DAB) a's chromogenem Substrat [1
Tablette DAB, 1:1.000 H,0, (Merck, Darmstadt) in Aqua destillata]. Zu beachten war,
da} die Auflosung der DAB-Tabletten auf Grund der Lichtempfindlichkeit des
Farbstoffes unter abgedunkelten Bedingungen stattfinden sollte. Der Férbevorgang
wurde mit je 1 ml 0,1% Natriumacid in Aqua destillata gestoppt (Reaktionszeit 30 sec).
Die Reaktionszeit des Farbevorgangs lag im algemeinen bel 30 Sekunden. Es wurde
genau der Zeitpunkt ermittelt, zu dem die Negativkontrollen gerade eben noch negativ
und die Positivkontrolle aber bereits positiv geworden war. Danach wurden die Streifen
in Aqua destillata gespuilt, getrocknet und fur die Auswertung auf Papier aufgeklebt.

Alternativ zur oben beschriebenen Farbemethode wurden Immunoblots nach der
Methode des Enhanced Chemiluminescence (ECL) (Amersham Life Science Ltd, Little
Chalfont, England) geféarbt. Da die gesamte Nitrozellulose spéter in die ECL Multi
Screen Apparatur eingespannt werden mufdte, wurden diesmal keine Streifen
geschnitten. Mit diesem System erfolgte die Verdinnung der praadsorbierten Seren
(Verdinnung erneut 1:20) mit TBST in 1% BSA (fur ca. 20 min gerihrt). Als
Blockingpuffer verwendeten wir 5 % MMP-Losung (Reaktionszeit 45 min). Dabei war
zu beachten, dal3 der Blockingpuffer ca. 1 h vor der Verwendung angesetzt werden und
gut durchmischt sein mufdte, da ansonsten der Hintergrund bel der nachfolgenden
Entwicklung zunahm. Anschlie?end wurde zweimal kurz, 1x15 und 2x5 min lang
gewaschen. Dann wurden die préadsorbierten Seren auf die in den Apparat eingespannte
Nitrzellulose gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
erneuten Waschvorgang wurde die Nitrozellulose mit ener 1:12.000-fachen

Verdinnung des zweiten Antikorpers [Peroxidase konjugierter Kaninchen Anti-Human
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IgA (Jackson Immunosearch Laboratories, USA) in TBST + 1% BSA] fur eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem letzten Waschvorgang mit TBST folgte die
Entwicklung mit der ECL-L6sung aus Luminol und Peroxid im Verhdltnis 1:1. Die fir
1 min in ECL-L6sung inkubierte Nitrozellulose wurde in eine Rontgenkassette gelegt
und danach mit Hilfe eines Chemifluoreszenzfilms (Hyperfilm ECL, Amersham, Little
Chalfont, Grofbritannien) in der Dunkelkammer fur einige Sekunden belichtet.
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4. Reaultate

4.1. Uberprifung der Spezifitat des Peroxidase konjungierten

Kaninchen Anti-Human IgA-Antikor per

Um die Spezifitét des in unserer Arbeit verwendeten sekundéren Antikorpers zu
Uberprifen, Uberluden wir SDS-Gele (8% Trenngel und 4% Sammelgel) mit
affinitdtsaufgereinigtem humanen IgA und 1gG (Dako, Glostrup, Danemark). Diese
Proteine wurden anschlief3end auf Nitrozellulose transferriert und mit dem in dieser
Arbeit verwendeten Peroxidase konjugierten affinitétsaufgereinigten F(ab).-Fragment
Kaninchen Anti-Human Serum IgA (Jackson Immunosearch Laboratories, USA)
inkubiert. Wie erwartet reagierte der Kaninchen Anti-Human IgA-AntikOrper mit
aufgereinigtem IgA, aber nicht mit aufgereinigtem IgG. Die gleiche Kontrolle fuhrten
wir auch mit affinitétsaufgereinigtem humanem 1gG und IgA (Dako) und Peroxidase
konjugiertem affinitétsaufgereinigtem Anti-Human 1gG (Dako) durch. Auch hier fand
sich, wie erwartet, eine Reaktion von humanem 1gG mit Anti-Human IgG und keine
Reaktion mit humanem IgA und Anti-Human 1gG.

4.2. Bestimmung der relativen Senstivitdt des Peroxidase
konjugierten Kaninchen Anti-Human IgA-Antikor pers

Die optimale Sensitivitét unseres Antikorper wurde mittels Immunoblot von einem stark
positiven LAD-Serum und einem normalen humanen Serum gegen GST-NC16A1-5
etabliert. Anféanglich hatten wir mit dem gleichen Antikérper der Firma Dako gearbeitet
und hatten fur diesen Antikorper mittels einer Verdinnungsreihe eine optimae
Verdinnung von 1:50 ermittelt. Auf Grund von Lieferschwierigkeiten der Firma stellten
wir gpéater unsere Versuche auf den Antikorper der Firma Jackson Immunosearch

Laboratories um, den wir bel einer Verdiinnung von 1:1.000 einsetzten.
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4.3. Vergleich der Entwicklungsmethode ECL mit DAB
Das ECL-System war fur den Nachweis von Immunoblots mit IgG as erstem
Antikorper von unserer Arbeitsgruppe gut etabliert worden. Trotz langwieriger
Versuche mit dem ECL-System gelang es nicht, konsistente und reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, so dal’ dieses Ziel nicht weiter verfolgt wurde.
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4.4. Eine Untergruppe von LAD-Patienten zeigt Reaktivitat mit
BP180 NC16A5

Wir untersuchten 50 LAD hinsichtlich ihrer Reaktivitdt im Immunoblot mit BP180
Fusionsprotein, GST-NC16A1-5, das die gesamte NC16A Doméne von BP 180 enthdlt.
Um eine mogliche Immunreaktivitdét mit dem GST-Teil dieses Fusionsproteins zu
eliminieren, wurden die Patienten- und Kontrollseren mit dem bakteriellen Lysat, das
rekombinantes GST enthélt, préadsorbiert. 11 der 50 getesteten LAD-Seren wiesen eine
spezifische Immunreaktivitdt auf. (Abbildung 2). Alle 50 getesteten Seren gesunder
Freiwilliger (NHS), sowie alle 16 getesteten Dermatitis Herpetiformis-Seren wiesen
keine spezifische Immunreaktivitét mit BP180 NC16A auf.

LAD NHS
- .- - -i

l-i-l II -

| 111k _
N |

i 11 _
K 11

1723 45678 910 M1M121

Abbildung 2: Eine Untergruppevon LAD Seren reagiert mit dem rekombinanten
BP180 NC16A.

Affinitatsaufgereinigtes BP180 NC16A wurde mit 15% SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferriert. Die Streifen wurden mit LAD-Seren (Reihe 1-10) und Seren
gesunder Freiwilliger (NHS, Reihe 11-13) inkubiert. Die Seren wurden in ener
Verdinnung von 1:20 verwendet und mit rekombinantem GST préadsorbiert, um
unspezifische Reaktivitdt mit dem GST Anteil des Fusionsproteins zu vermeiden. GST-
NC16A in seiner vollen Lange hat ein Molekulargewicht von 355 kDa. Die
darunterliegenden Banden repréasentieren Degradationsprodukte des intakten Proteins.
Die Migrationspositionen der Molekulargewichtmarker von 45, 31, 21 und 14 kDa sind
rechts angezeigt.
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Zwei der 11 Seren, die IgA-Antikorper gegen NC16A aufweisen, waren CBDC-
Patienten. Keine IgA-Reaktivitét mit BP180 NC16A1-5 wurde bei 16 Seren von

Patienten mit Dermatitis herpetiformis oder 50 Seren gesunder Kontrollen gefunden.

Die folgende Tabelle faldt die Angaben zu Alter, Geschlecht sowie Ergebnissen in der
direkten und indirekten Immunfluoreszenz mit IgA zusammen.

Uns interessierte welterhin, ob anhand der uns zur Verfiigung stehenden Daten
Unterschiede zwischen der Gruppe der LAD-Patienten, die Autoantikdrper gegen
BP180 NC16A aufwies, und dem Rest der Patienten bestehen. Wir fanden allerdings
beziglich Alter, Geschlecht und dem Auftreten von 1gG zusétzlich zu IgA in der
Immunfluoreszenz zwischen der Gruppe von BP18ONC16A-positiven Seren gegentiber
der Gruppe von BP18ONC16A-negativen keine statistisch signifikanten Unterschiede
feststellen (gepruft wurde mit dem exakten Test nach Fischer). Die vollsténdige Tabelle
aler Patientendaten inklusive der Ergebnisse einiger Patientenseren in der direkten
Immunfluoreszenz mit C3 befindet sich im Anhang.
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Tabellell: IgA-Immunablotreaktivitat mit BP180 NC16A bel den verschiedenen Untergruppen von L AD-Patienten

[gA-Immunoblot mit Anzahl Alter Geschlecht Nachweis von IgA-Autoantikorpern in der

BP18ONC16A der Patienten in Jahren indirekte Immunfluoreszenz
mit IgA +

LADe 9 60 4m/5w 7/9

im Immunoblot +

LADk 2 2 2m/0w 12

im Immunoblot +

LADe 32 65 14 m/18 w 20/32

im Immunoblot -

LADk 7 7,4 3m/idw 6/6

im Immunoblot -

LADe 41 64 18 m/23 w 27/41

insgesamt getestet

LADg 9 6,2 5m/4w 7/8

insgesamt getestet

LADE + bzw.-: Lineare IgA Dermatose des Erwachsenen: im IgA-Immunoblot mit BP180 NC16A positiv bzw. negativ
LADk +bzw.-: Lineare IgA Dermatose des Kindes (chronisch bull 6se Dermatose des Kindesalters, CBDC):

im IgA-Immunoblot mit BP180 NC16A positiv bzw. negativ
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Die anschlieffenden Tabellen fassen die Daten der Patienten zusammen, die auf IgA als
Antikorper in der direkten und indirekten Immunfluoreszenz getestet wurden und im
Immunaoblot mit BP180 NC16A positiv bzw. negativ getestet wurden. Daein Teil der
Patienten nicht getestet wurde und so nicht eindeutig einer der beiden Gruppen
zugeordnet werden konnten, sind diese Patienten in der folgenden Tabelle nicht mehr
aufgefuhrt.

Tabellelll: IgA-Immunoblot Reaktivitéat mit BP180 NC16A der verschiedenen
Untergruppen von Patienten mit LAD hinsichtlich der 1gA- bzw. IgA- und 1gG-
Reaktivitat an der DEJ in der direkten und/oder indirekten | mmunfluoreszenz
Direkte Direkte Summe
Immunfluoreszenz Immunfluoreszenz
und/oder indirekte und/oder indirekte

Immunfluorenz Immunfluorenz mit
mit Nachweis von | Nachweis von sowohl IgA
IgA ander DEJ | asauchlgG ander DEJ

LADgim 4 4 8
Immunoblot +
LADk im 2 0 2
Immunoblot +
LADgim 17 11 28
Immunoblot -
LADgim 4 2 6
Immunoblot -
Summe 27 17 44
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5. DISKUSSION

5.1. BP180 alsZielantigen bei ver schiedenen klinischen

Varianten blasenbildender Erkrankungen

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal3 BP180 ein Zielantigen fur Antikorper
verschiedener blasenbildender Autoimmunerkrankungen darstellt. Dazu gehéren das
bullése Pemphigoid, das Pemphigoid gestationis, das vernarbende Pemphigoid, der
Lichen planus pemphigoides und das Zentrum unserer Studie die lineare IgA Dermatose
(Zillikens et al, 1997 und 1999; Giudice et al, 1993; Morrison et al, 1988; Balding et al,
1996; Bedane et a, 1997; Nie und Hashimoto 1999). NC16A stellt die
immundominante Domane der IgG-Antikérper beim bullésen Pemphigoid, Pemphigoid
gestationis und Lichen planus pemphigoides dar (Zillikens et al, 1997 und 1999). Die
hier vorgelegte Studie demonstriert, dal? eine Untergruppe von LAD-Patienten (11 von
50) die BP180 NC16A Domaéne erkennen. Die Frage nach der Feinspezifitét der Anti-
BP180 Autoantikorper bei LAD sowie deren Subklassenzugehorigkeit ist Gegenstand
weiterer Untersuchungen.

5.2. Biosynthetische Beziehung zwischen BP180, LAD-1 und BP180
NC16A

Neueste biochemische und immunologische Forschungsergebnisse dokumentieren
signifikante Unterschiede dieser Proteine. Es ist seit langem bekannt, dal3 LAD-Seren
mit LABD 97 und LAD-1 (genauso wie mit epidermalen oder von Keratinozyten
stammenden Antigenen von 97 und 120 kDa) reagieren. Allerdings erkennen sie aus
Epidermis isoliertes BP180 nicht (Marinkovich et al, 1996; Zone et al, 1998).
Mittlerweile gibt es Uberzeugende Beweise dafir, dal3 sowohl das 97 kDa wie auch das
LAD-1 Antigen Segmenten der extrazelluldren Domane von BP180 entsprechen (Pas et
al, 1997 und 1999; Hirako et al, 1998, Schacke et al, 1998; Zone et al, 1998).
Biochemischen und molekularbiol ogischen Untersuchungen zufolge wird das 120 kDa
Protein in der N&he der membrantberbriickenden Doméne des BP180 Antigen, aso

wahrscheinlich in der Nahe der NC16 A Region, proteolytisch abgespalten. Das von
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BP180 abgespaltene 120 kDa Fragment wird anscheinend von der Oberflache basaler
Keratinozyten ins Medium abgesondert. Das 97 kDa Protein dirfte en
Degradationsprodukt des 120 kDa Proteins darstellen, wodurch es zum Verlust des C-
terminalen Segment von BP180 kommt (Balding et al, 1997; Hirako et al, 1998;
Marinkovich et a, 1996; Zone et al, 1996 und 1998).

Da die meisten LAD-Seren mit LABD97 bzw. LAD-1 reagieren, nicht aber mit der
vollen Lange von BP180, kénnte es bei der proteolytischen Abspaltung dieser beiden

Fragmente zur Bildung von Neoepitopen kommen.

5.3. WelcheRolle spielt BP180 NC16A als Zielantigen?

Bisher ist von einigen blasenbildenden Autoimmunerkrankungen, die BP180 NC16A
erkennen, bekannt, dal3 sie gegen verschiedene Epitope auf BP180 NC16A gerichtet
sind. 1gG-Autoantikdrper von BP-Seren erkennen vier eng aneinandergereihte Epitope
innerhalb der N-terminalen 45 Aminosauren der BP180 NC16A Doméne (NC16A1,;
NC16A; NC16A2,5; NC16A3) (Zillikens et al, 1997). Gegen die verbleibenden 28
Aminosauren des C-terminalen Anteils (NC16A4 und NC16A5) fand sich im Serum
von BP-Patienten keine nennenswerte Reaktivitét (Zillikens et a, 1997). Die gleichen
Epitope werden von Autoantikérpern im Serum von Patienten mit Pemphigoid
gestationis-Seren erkannt (Chimanovitch et a, 1999). Lichen planus pemphigoides-
Seren dagegen erkennen zusétzlich ein Epitop im C-terminalen Anteil von NC16A, die
den BP-assoziierten Epitopen direkt benachbart sind (NC16A4) (Zillikens et al, 1999).
Interessanterweise zeigt die von Zone et al. (1998) durchgefiihrte Sequenzanalyse, dal3
dem LABD97 Antigen die N-terminalen 41 Aminosauren des NC16A fehlen. Die N-
terminale Sequenz des 97 kDa Proteins beginnt 42 AS stromabwérts der
transmembrandren Doméne bei Aminosdure 532 des BP180 Proteins und schliefdt das
C-terminale Ende von Region 3 und die Regionen 4 und 5 mit ein (Schmidt und
Herzele, 1999). Folglich fehlt dem LABD97 Protein die hauptséchliche Zielregion von
1gG-Antikorpern im Serum von BP und Pemphigoid gestationis-Seren.

In dieser Studie konnten wir zeigen, dal3 eine Untergruppe von LAD-Patienten (11 von
50 Patienten) ebenfalls mit der NC16A Domane reagiert. Die Epitope NC16A1;
NC16A2; NC16A2,5 und der N-terminale Abschnitt von NC16A3 sind nicht auf dem
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97 kDa Antigen reprasentiert. Daraus ergibt sich die Frage, ob LAD-Antigene mit
diesen Epitopen reagieren, und/oder ob sie mit den auf dem 97 kDa reprasentierten
Epitopen NC16A4 und NC16A5 reagieren. Dieser Frage sollte durch ein
Epitopmapping mit LAD-Seren nachgegangen werden. Es wére interessant, ob manche
LAD-Seren weitere spezifische Epitope von Junktionszonen zwischen den bekannten
GST-NC16A Fusionsproteinen erkennen. Zu diesem Zweck miften weitere
rekombinante Proteine mit wie NC16A1,5; NC16A3,5 und NC16A4,5 hergestellt
werden. Da nur ein kleiner Teil von LAD-Seren die NC16A Doméne erkennt, ist
anzunehmen, dal’ es weitere LAD-assoziierte Epitope auf der BP180 Ektodoméne gibt
(Balding et al, 1996).

Weliterhin gilt es zu erforschen, wie viele der in dieser Arbeit im Immunaoblot mit
NC16A getesteten Seren das 120 kDa bzw. das 97 kDa Protein erkennen. Fur den Fall,
dald die mit NC16A reaktiven Seren nicht mit diesen beiden Proteinen reagieren, muf
der antigene Abschnitt innerhalb der N-terminalen 42 AS von NC16A liegen, die dem
120 bzw. 97 KkDa Protein fehlen. Durch diese Ergebnisse und die
Sequenzierungsanalyse des 120 kDa Proteins konnte man in Zukunft mehr Uber die

Epitope, die von LAD-Seren erkannt werden, erfahren.

5.4. Heterogenes Erkennungsmuster von Autoantigenen bei

L AD-Patienten

Bisher wurde oft berichtet, dal’ einige LAD-Seren das (von Keratinozyten stammende
bzw. epidermale) LAD-1 und LABD97, aber nicht das aus Epidermis isolierte BP180
erkennen (Marinkovich et a, 1996; Zone et a, 1998). Entgegen fruherer Berichte
konnte man vor kurzem zeigen, dal3 es durchaus Seren von Patienten mit dem klinischen
Bild und den typischen Befunden einer linearen IgA Dermatose in der
Immunfluoreszenz gibt, die ein 180 kDa Protein, das aus Haut und Keratinozyten
extrahiert wurde, erkennen. Dieses 180 kDa Protein komigriert mit dem BP180 Protein
(Berard et a, 1996; Ghohestani et al, 1997; Arechalde et al, 1999; Schmidt und Herzele,
1999). Es gibt Seren, die BP180 NC16A erkennen, aber oft nicht BP180 in seiner
gesamten Lange (Zillikens et al, 1999).
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Eine Erkl&rung dafir, warum manche Seren nur ein Fragment der extrazelluléren
Domane (97 bzw. 120 kDa Protein) erkennen, konnte sein, dal3 sowohl LAD wie auch
BP-Seren in einzelnen Féallen konformationelle Epitope erkennen, die erst nach der
Abspaltung der Fragmente von Autoantikérpern erkannt werden (Schmidt und Herzele,
1999).

Einige Patienten erkennen zwar BP180 NC16A, aber nicht das aus Keratinozyten
extrahierte BP180. Eine Ursache dafir konnte sein, da3 der Immunoblot Assay
sensitiver im Nachweis von anti-BP180 Antikorpern ist, wenn rekombinantes BP180
eingesetzt wurde, als der Immunoblot mit BP180, das aus Epidermis oder Keratinozyten
isoliert wurde (Zillikens et al, 1997). Das konnte darin begriindet sein, dal3 einerseits
mehr Protein vorhanden ist, oder, dal3 andererseits Epitope leichter zuganglich sind
(Matsumura et al, 1996).

Egan et a. (1999) erklart das Phanomen des heterogenen Erkennungsmusters von
Autoantigenen bel BP-Patienten damit, dal3 es nach einer initialen Antikdrperanwort
gegen BP180 durch Epitope spreading zu einer Ausbreitung auf andere Epitope wie das
97 kDa Protein (das auch von manchen BP-Seren erkannt wird) kommen kénnte. Der
gleiche Mechanismus konnte auch fir die lineare IgA Dermatose von Bedeutung sein.
Es gibt Hinweise, dal3 wahrend des Verlaufs einer Immunerkrankung die B- und T-
Zelantwort nicht auf ein einzigartiges immundominantes Epitop beschrankt ist, sondern
dai’ im Verlauf der Erkrankung weitere Epitope innerhalb des gleichen Proteins erkannt
werden (Chan et al, 1998). Dieses Phanomen wird Epitope spreading genannt und
konnte fur die Aufrechterhaltung und die Progression der Erkrankung wichtig sein
(Chan et al, 1998, Gordon et al, 1994; Vanderlugt and Miller, 1996). Durch das
Phanomen des Epitope spreading kénnte erklart werden, warum es bel einer Reihe von
Patienten zwei verschiedene Isotypen an Antikdrpern (IgA und IgG) gegen das gleiche
Antigen gibt. Verschiedene Epitope kdnnten das Immunsystem durch verschiedene
Wege stimulieren mit der Folge der Sekretion von unterschiedlichen Zytokinen, die eine
wichtige Rolle beim Immunglobulinklassenwechsel spielen (Esser und Radbruch,
1990). Petersen et al. (1986) beschrieben einen Patienten, bel dem es zu einem
Immunglobulinklassenwechsel von IgA zu 1gG im Laufe der Erkrankung kam. Erst
kirzlich wurde Uber einen Patienten unserer Klinik berichtet, der sowohl IgA wie auch
IgG-Reaktivitdt im Immunoblot mit BP180 NC16A aufwies. Zu Beginn seiner
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Erkrankung zeigten sich sowohl lineare IgA as auch, wenn auch in geringerem
Ausmal, 1gG-Antikérper in der Immunfluoreszenz. Im weiteren Verlauf befiel die
Erkrankung bei diesem Patienten auch die Schleimhaute. Zu diesem Zeitpunkt konnte
man in der direkten und indirekten Immunfluoreszenz nur noch IgA-Antikérper
nachweisen (Schmidt et a, 1999). Setterfield et a. (1998) zeigten fur das
Schleimhautpemphigoid, dal3 mit dem gemeinsamen Auftreten von IgA und IgG-
Antikorpern ein schwererer Krankheitsverlauf einhergeht. Inwieweit ein Epitopwechsel
und/oder ein Immunklassenwechsel mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung

korreliert, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.

5.5. Gibt esUnterschiedeim klinischen Bild bei der gegen

BP180 NC16A reagierenden LAD-Untergruppe ?

Wie schon fir Patienten mit vernarbendem Schleimhautpemphigoid gezeigt, besteht
auch bel LAD-Patienten die Moglichkelt, dald sie mit verschiedenen Epitopen auf der
BP180 Ektodomane reagieren. Bedane et a. (1997) stellten die Frage, ob im Falle von
Patienten mit vernarbendem Schleimhautpemphigoid anhand der unterschiedlichen
Bindungsmuster verschiedener blasenbildender Erkrankungen auch das jeweilige
klinische Bild erklart werden konnte, wie es z.B. fUr das Schleimhautpemphigoid versus
bull6sem Pemphigoid bekannt ist. Eventuell 183t sich somit erkléren, wann und ob es zu
Mukosebeteiligung oder Narbenbildung kommt. Mukosabeteiligung mit narbiger
Abheilung wird sowohl bel CP-Patienten (Balding et a, 1996) als auch bei LAD-
Patienten gefunden (Wojnarowska et al, 1988).

Auf Grund dieser Uberlegungen fanden wir anhand der uns zur Verfiigung stehenden
Daten , dal3 bezlglich Alter, Geschlecht und des Auftretens von IgG zusétzlich zu IgA
in der Immunfluoreszenz zwischen der Gruppe von BP180ONC16A-positiven Seren und
der Gruppe von BP180ONC16A-negativen keine statistisch signifikanten Unterschiede
bestehen. Dennoch ist es durchaus mdglich, dal3 bei eingehender Prifung weiterer
Klinischer Untersuchungsbefunde wie z.B. Mukosabeteiligung sowie einer geeignet
grofRen Stichprobengréfe, signifikante Unterschiede auftreten. Nicht in alen Féllen
standen uns jedoch detaillierte Ergebnisse der klinischen Untersuchung zur Verfligung.
Eine prospektive Studie, die multizentrisch durchgefthrt wird, geht derzeit der
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moglichen Korrelation zwischen dem klinischen Phénotyp und der Spezifitét der
Autoantikdrper nach.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

In der vorgelegten Studie konnte gezeigt werden, dal? eine Untergruppe von LAD bzw.
CBDC-Patienten (11 von 50) im Immmunoblot mit BP180 NC16A reagiert. IgA-
Antikorper dieser Untergruppe von LAD-Patienten reagieren somit mit dem gleichem
immunodominanten Abschnitt, der auch von IgG-Antikérpern beim bullésen
Pemphigoid und Pemphigoid gestationis erkannt wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stitzen die bisherige Hypothese, dal3 es sich bel der LAD-Erkrankung um eine
heterogene Erkrankungsgruppe handelt. Ziel weiterer Untersuchungen sollte die
Klérung der pathogenetischen Relevanz von IgA-Antikérpern gegen BP180 NC16A
sein. Die Frage nach der Feinspezifitdt der Anti-BP180 NC16A Autoantikorper bei
LAD sowie deren Subklassenzugehorigkeit ist Gegenstand weiterer derzeitiger

Untersuchungen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die lineare IgA Dermatose (LAD) ist eine subepidermal blasenbildende Erkrankung,
die durch IgA-Ablagerungen an der kutanen Basalmembran charakterisiert ist. Die IgA-
Antikorper von LAD-Seren reagieren mit einem 97 kDa Protein, das aus der Epidermis
extrahiert werden kann, und einem 120 kDa Protein, das von kultivierten Keratinozyten
in das Zellkulturmedium sezerniert wird. Beide Antigene stellen Fragmente der
extrazelluldren Doméane des 180 kDa bulldsen Pemphigoid-Autoantigens (BP180,Typ
XVII Kollagen) dar. Die vorliegende Studie ging der Frage nach, ob LAD-Seren mit der
immunodominanten Region von BP180 (NC16A Region) unmittelbar an der
Zellmembran der basalen Keratinozyten reagieren. Diese Region ist das Zidl der 1gG-
Antikorper im Serum der meisten Patienten mit bull6sem Pemphigoid und Pemphigoid
gestationis. Tatsachlich zeigte sich im Immunoblot bei 11 von 50 LAD-Patienten eine
Reaktivitét von IgA-Antikorpern mit einer rekombinanten Form von BP180 NC16A.
Wir fanden beziglich Alter, Geschlecht und immunfluoreszenzoptischer Befunde keine
signifikanten Unterschiede zwischen der BP180 NC16A-positiven Gruppe verglichen
mit der Gruppe von LAD-Patienten, die keine Reaktivitdt mit NC16A aufwiesen.
Weitere Studien sollten die pathogenetische Relevanz der gegen BP180 NC16A

gerichteten IgA-Autoantikdrper im Serum von LAD-Patienten untersuchen.
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0.

9.1. Tabellealler LAD-Seren

Anhang

Patient mit|Diagnose |Geschlecht |Alter [IgA-Immunoblot |Direkte IF Indirekte IF auf NaCl- |Direkte IF Direkte IF Indirekte IF auf NaCl-
Nummer mit BP180 mit Nachweis |separierter Spalthaut |mit Nachweis [mit Nachweis |separierter Spalthaut
NC16A von IgA an der |mit Nachweis von IgA|von IgG an der [von C3 an der |mit Nachweis von IgG
DEJ an der epidermalen [DEJ DEJ an der epidermalen
Seite Seite
1 LAD m 757 |+++ + 1:40 + + perifollikular |+ +
2 LAD w 55J |+ + + - + (+-)
3 LAD w 63J |+ + + + +
4 LAD w 727 |+ +++ + - - -
5 LAD m 2J |+ + - -
6 LAD w 60J |+ + + -
7 LAD m 437 |+ + +
8 LAD m 66J |+ + - -
9 LAD w 547 |+ + + +
10 LAD m 50J |+ + - +
11 LAD m 2J |+ ++/+++ + - +
12 LAD w 68J |- +++ + + - -
13 LAD w 1J |- + ++ -
14 LAD w 43 |- + ++ -
15 LAD m 9J |- + +++ -
16 LAD w 700 |- + -
17 LAD m 72J |- + ++
18 LAD w 76J |- + + - + -
19 LAD m 51J |- + - -
20 LAD w 60J |- ++ + ++ + granular -
21 LAD m 63J |- + (+-) - + -
22 LAD w 32J |- + - - +
23 LAD m 62J |- + 1:80 ++ - ++ Gefalle -
24 LAD w 703 |- + 1:40 ++ - +
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25 LAD w 54 ] ++ 1:40 + +
26 LAD w 81J + + -
27 LAD m 753 + (+-) -
28 LAD m 88J + (+-) +
29 LAD m 72 + - -
30 LAD m 713 + - -
31 LAD m 69J + - -
32 LAD w 457 + +

33 LAD w 77 J + + -
34 LAD m 45] + +

35 LAD w 75J + + -
36 LAD m 17J + + 1.2+
37 LAD w 45 + - +
38 LAD w 66 J + + -
39 LAD w 2] + 1:320 + -
40 LAD w 8J + ++ +
41 LAD w 64 J + ++

42 LAD w 74 J + 1:20 + +
43 LAD w 69 J ++ (+) +
44 LAD m 77 J + +++ (+-)
45 LAD m 89J + + -
46 LAD w 79 J + +

47 LAD m 13J + + -
48 LAD m 46 J + + -
49 LAD w 3J + kein Serum

50 LAD w 42 ] ++ (+-) -

IF steht fUr Immunfluoreszenz.
-/(+-)stehen fir negative oder nicht eindeutig positve und damit als negativ gewertete Befunde.
+/++/+++ stehen fUr schwach positiv, positiv, stark positiv, sehr stark positiv in dem jeweiligen Test.

Zusétzliche Angaben wie z.B. 1:40 + bedeuten, dal? hier der jewellige Test z.B. bis zu einer Verdinnung von 1:40 positiv war.

Wenn keine Angaben gemacht wurden, bezieht sich das Ergebnis auf eine Verdiinnung von 1:10.
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9.2. Tabedlealler DH-Seren

Patient mit [Diagnose |Geschlecht |Alter [lg A-Immunoblot Direkte Immunfluoreszenz |Indirekte Immunfluoreszenz |Indirekte Immunfluoreszenz

Nummer mit BP180 NC16A |mit Nachweis von IgA in  |mit Nachweis von IgA an mit Nachweis von IgG an
den Papillenspitzen Endomysium Endomysium

1 M. Duhring - + -

2 M. Duhring - + -

3 M. Duhring - + -

4 M. Duhring - ++ -

5 M. Duhring - + -

6 M. Duhring |m 237 |- + +

7 M. Duhring |w 247 |- - +

8 M. Duhring |m 217 |- + +

9 M. Duhring |m 62J |- + +

10 M. Duhring |m 56J |- + +

11 M. Duhring |m 400 |- + +

12 M. Duhring |m 31J |- + +

13 M. Duhring |m 65J |- - +

14 M. Duhring |w 347 |- +

15 M. Duhring |m - + (+)

16 M. Duhring |m 217 |- - +
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