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1. Einleitung

Das bullése Pemphigoid (BP) ist eine blasenbiléetdtoimmundermatose des alteren
Menschen (Schmidt et Zillikens, 2000; Zillikensatt 2005). Mit 6 Neuerkrankungen
pro 1 Mio Einwohner pro Jahr ist das BP mit Abstaled haufigste Vertreter dieser
Krankheitsgruppe (Zillikens et al, 1995). Die Inamd der Erkrankung steigt ab dem 60.
Lebensjahr deutlich an, wobei das ménnliche Gesbhleaufiger betroffen ist. In der
Gruppe der Uber 90-jahrigen Manner liegt die Inaimebei 400 jahrlichen
Neuerkrankungen pro 1 Mio Einwohner (Jung et &99).

In der direkten Immunfluoreszenz perilasionaler Hagigen sich Ablagerungen von
IgG und C3 an der dermo-epidermalen Junktionszoire. der indirekten
Immunfluoreszenz auf mit 1M NaCl separierter humataut konnen bei ca. 80% der
Patienten zirkulierende Autoantikorper nachgewieseerden, die v.a. der IgG-
Subklasse 4, gefolgt von IgG1l und IgG 3 angehoteelly et al, 1989). Diese
Autoantikdrper sind gegen zwei hemidesmosomale k&irproteine, BP180 und
BP230, gerichtet (Zillikens, 1999). Die Mehrzaldr dPatienten reagiert gegen beide
Antigene, jedoch werden Falle mit selektiver Reatdt gegen eines der beiden

Proteine beobachtet.

Bei BP230 handelt es sich um ein intrazellularestdin, das Bestandteil des
hemidesmosomalen Plaques ist. Es gehort zur Fardér Plakine, weist grof3e
Homologie mit Plakin auf und stellt eine Verbindungden Intermediarfilamenten des
Zytoskeletts her (Schmidt et al, 2000a). Seine Bedg wird v.a. im Zusammenhang
mit durch Autoantikérper gegen BP180 vorgeschadigiellen gesehen (Hall et al,
1993).



BP180, auch Kollagen Typ XVII genannt, ist dagegem transmembranoses
Glykoprotein mit Typ-1I-Orientierung, d.h. der N-fiminus befindet sich intra-, der C-
Terminus extrazellular (Zillikens, 1999). Es kongezeigt werden, dass dieses Molekl
aus einem globularen Kopfteil, einem stabartigentralen Anteil und einem flexiblen
Ende besteht (Hirako et al, 1996). Die intrazetielBoméane interagiert mit Proteinen
des hemidesmosomalen Plaques der basalen KerdgnoBje extrazellulare Domane
von BP180 besteht aus 15 unterbrochenen Kollagendben und 16 nicht-kollagenen
Domaéanen. Die Ektodoméane durchzieht die Lamina mud in die Lamina densa und
biegt sich dann wieder in die Lamina lucida zuridenaka et al, 2000). Die 16. direkt
aul3erhalb der Zellmembran gelegene nicht-kollag&meméane (NC16A) wurde in 5
Regionen zu je 15 Aminosauren (AS) unterteilt (Kahs et al, 1997). Sie wurde als
eine immundominante Region von BP180 identifizi€2d. 90% der BP-Patienten
bilden Autoantikorper gegen diese Region (Zillikestsal, 1997), 20% der Patienten
hingegen gegen andere Epitope der Ektodomane &Rkret al, 1999). Die gegen
NC16A gerichteten Antikorper gehotren v.a. der Ig@8asse 4 und IgE an (Dopp et
al, 2000).

Weitere Arbeiten zeigten, dass die Krankheitsatdivider Patienten mit den
Serumspiegeln der Autoantikorper gegen BP180 NCkéwkeliert, nicht jedoch mit

dem Autoantikorpertiter der indirekten Immunfluaresz auf NaCl-separierter
Spalthaut (Schmidt et al, 2000b). Diese Beobachkidmnte dadurch erklart werden,
dass beim BP die Immunfluoreszenz-Reaktivitat siegrLinie durch Antikbrper gegen
BP230 und nur zu einem geringeren Teil durch Ampkd gegen BP180 vermittelt wird
(Pas et al, 1995).

Es gibt experimentelle Hinweise darauf, dass inslerbasaler Keratinozyten BP180 in
zwei Formen vorliegt. In der basalen-ventralen mEmembran ist BP180 an

Keratinflamente gebunden und zusammen mit BP230 akmufbau der



Hemidesmosomen beteiligt. Desweiteren findet siam der apiko-lateralen
Plasmamembran eine Ansammlung von BP180, die aitliteratinfilamente gebunden
zu sein scheint und als eine Art ,Vorratslagerraetitet wird (Kitajima et al, 1992).
Calcium ist ein ,2“messenger®, dessen physiologische Effekte vomualiif der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen oBezymaktivitdten beruhen (Jensen
et al, 1990). Es ist essentiell fur die Zellteilwngd —differenzierung. Bei Keratinozyten
liegt das Optimum der Calciumkonzentration fur dedlteilung bei 0,3 mM; maximale
Stratifikation und Ausdifferenzierung werden bei0 InM Calcium im Medium

festgestellt (Boyce et al, 1983).

Neben der Bindung der Autoantikdrper sind beim BRders als beim Pemphigus,
weitere Faktoren fur die subepidermale Spaltbildwegantwortlich. Hierzu z&hlen
Komplementaktivierung, die Infiltration von Entziindyszellen und die Sekretion von
Proteasen und Entziindungsmediatoren (Schmidt @0@0a). Zuerst beobachtet man
eine Degranulation von Mastzellen in der Nahe dasaBnembran, gefolgt von der
Einwanderung mononuklearer Zellen. Diese bestelwem gro3ten Teil aus T-Zellen,
wobei das Verhaltnis CD4/CD8 etwa 2:1 betragt (Aafbat al, 1992). Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass die CD4-Zellen der I8ab& Th2 angehotren, deren
Zytokine Interleukin (IL)-4 und IL-5 in erster Liaifir das konsekutive Einwandern
von Eosinophilen und Neutrophilen verantwortlichmgeht werden. Die aus diesen
Zellen freigesetzten Enzyme werden als Ursache dig@ Entzindungsreaktion
betrachtet. In den Blasenfllissigkeiten von BP-Ré&ie fanden sich erhéhte Spiegel von
Zytokinen z.B. TNla (Zillikens et al, 1994; Ameglio et al, 1997), IFlAmeglio et al,
1998), IL-1B (Schmidt et al, 1996; Ameglio et al, 1998), I(ARmeglio et al, 1998),
IL-4 (Ameglio et al, 1998; Schmidt et al, 1994);3 (Ameglio et al, 1998), IL-6, IL-8
(Ameglio et al, 1998; Schmidt et al, 1996), IL-1®ckmidt et al, 1996) und sCD 23
(Schmidt et al, 1995), des weiteren vermehrt logliRezeptoren fir TNF(Zentner et
al, 1994) und IL-2 (Zillikens et al, 1994). Auch iB&erum von Patienten wurden erhthte



Interleukinwerte gemessen. Die Prasenz dieser afhélzvon inflammatorischen
Mediatoren kénnte das Einwandern von EntziUndunigsedliggern und somit ein
Mikromilieu fiir die Sekretion von Proteasen hetstel Es konnte bereits in zahlreichen
Arbeiten gezeigt werden, dass die Freisetzung vooteBsen wichtig bei der
Blasenentstehung des BP ist (Naito et al, 1982; i@amet al, 1982; Liu et al, 1998;
1999; 2000). Neben Gelatinase B (Liu et al, 1998) aul-Antitrypsin (Liu et al, 2000),
gab es auch bei Plasminogenaktivatoren (PA) Hireveisf ihre Beteiligung an der
Pathogenese des BP (Liu et al, 2005).

Unklar ist noch die Frage, welche Rolle basale Heoayten in diesem
Entzindungsprozess spielen. Nachdem bereits gemergien konnte, dass durch die
Stimulation kultivierter humaner Keratinonzyten nAittoantikbrpern gegen BP180
erhohte Spiegel von IL-6 und IL-8, aber nicht vdnlhk, IL-1B, TNFo, IL-10 oder
MCP-1 im Kulturmedium nachgewiesen werden konngehnidt et al, 2000c), stellte

sich die Frage nach der Sekretion von Proteasahdiiese Zellen.






2. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Pathogenitat Aatoantikorper von Patienten mit
bulldsem Pemphigoid (BP) zu untersuchen. Dabei éotmierten wir uns vor allem auf
die Reaktion kultivierter humaner Keratinozytere dnit affinitatsaufgereinigtem I1gG
von BP-Patienten und gesunden Normalpersonen iakuburden. Nach Stimulation
durch verschiedene Untergruppen von AutoantikOrgeestimmten wir zunéchst die
Menge von Gewebstyp Plasminogenaktivator (t-PA), okisrasetyp
Plasminogenaktivator (u-PA) und Plasminogenaktrnaldbitor-1 (PAI-1), sowie von
Gelatinase A und B (Matrixmetalloproteinase (MMP) 2ind 9) in
Zellkulturtiberstanden.

Im zweiten Teil der Arbeit gingen wir der Beobaaidgunach, dass Calcium die Bildung
von Desmosomen im Gegensatz zu Hemidesmosomen diggiilNachdem BP180
Bestandteil von Hemidesmosomen ist, stellte sick die Frage, ob Calcium die
Expression und Verteilung dieses Proteins in humdteratinozyten beeinflusst, und

ob sich daraus strukturelle und funktionelle Konsagen fur diese Zellen ergeben.



3. Material und Methoden

3.1.1 Patienten

Die Serumproben stammten von 5 BP-Patienten, berdgor Therapiebeginn mittels
direkter Immunfluoreszenz perilasionaler Haut IneeAblagerungen von IgG und C3
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone festiggesvorden waren. In der
indirketen Immunfluoreszenz auf mit 1 M NaCl Ldsuggspaltener humaner Haut
banden IgG Antikorper in Titerbereichen von 1: 618 1. 2560 auf der epidermalen
Seite. Im Immunoblott epidermaler Extrakte (Zillilsee et al, 1996) reagierten alle
Patientenseren ausschliel3lich mit BP180, nichtgedunit BP230. Aul3erdem zeigten
alle Patientenseren in der Western Blot Analys#iK&ns et al, 1997) Reaktivitat gegen
den rekombinanten extrazellularen Anteil der 1@htikollagenen (NC) Doméne von
BP180 (BP180 NC16A). Auswahlkriterium waren hoheie§pl an NC16A-

Antikorpern. Bei allen Patienten wurden die Seren3®0 U/min zentrifugiert und bis

zur Weiterverarbeitung bei —80° C aufbewabhrt.

3.1.2 Positiv- und Negativkontrollen

Bei der Messung von t-PA, u-PA und PAI-1 in Kerafigteniberstdnden wurden Seren
von zwei Kaninchen, R2296 und R8009, die gegen mékaantes humanes GST-
BP180 NC16A 2-4 (Aminosaurennummern 507-562) (Bajdet al, 1997; Sitaru et al,
2002) immunisiert worden waren, als Positivkon#oll verwendet. In den

Immunfluoreszenzversuchen wurden diese ebenfaitgesetzt.

Im Rahmen der Bestimmung von LAD-1, der l6slichektoHomé&ne von BP180,

verwendeten wir das Serum von einem Kaninchen (R18&lches mit einem

rekombinanten  C-terminalen  Abschnitt von BP180, @080 4575

(Aminosaurennummern 1365-1413), immunisiert worgan



In der Zymographie und den Western Blots von Gadat A und B diente ein 20-fach
aufkonzentrierter HT-1080-Uberstand (Zellen eineribrésarkom-Reihe) als
Positivkontrolle.

Zur Bestimmung der Hintergrundspiegel dienten inlemal Versuchen
Keratinozytenuberstéande, die nur mit Keratinocytev@h Medium mit Hydrocortison
(KGM+, Clonetics, La Jolla, CA, USA) inkubiert wad waren. Seren von gesunden
Kontrollpersonen und von zwei nicht immunisiertenarkhchen wurden als

Negativkontrollen benutzt.

3.1.3 Keratinozytenkultur

Die Isolation der Keratinozyten erfolgte aus nealet Vorhauten, die uns
freundlicherweise vom American Hospital Wirzburg Xerfigung gestellt wurden.
Bis zur Weiterverarbeitung konnten die Vorhauterfiaximal 48 Stunden unter sterilen
Bedingungen in Dulbecco’s Minimum Essential Medi(iEM; Clonetics, La Jolla,
CA, USA) gelagert werden. Zunachst mussten die &atdn unter sterilen Bedingungen
mit Phosphate Buffered Saline (PBS; 0,01 MoHRO;, 0,001 M NaHPO;,; (Merck,
Darmstadt), 0,15 M NacCl, (pH7,2) ) gewaschen undiiaicke von maximal 5x5mm
geschnitten werden. AnschlieRend wurden die Prégané der Epidermis nach oben
fur 10-12 h bei 4°C in 0,25% Trypsin (Merck, Darad) eingelegt, um die Epidermis
von der Dermis zu separieren. Die abgelOoste Epidewuarde steril zerkleinert und in
ein Gemisch aus 1 ml fetalem Kalberserum (FCS; 8§jg8t Louis, USA) und 5 ml
Keratinocyte Growth Medium ohne Hydrocortison (KGMElonetics) gegeben.
AnschlielRend wurden durch wiederholtes Resuspasrdieterzellulare Verbindungen
der Keratinozyten gelost, um eine Einzelzellsusipenszu erhalten. Durch
Zentrifugation fir 10 min bei 1000 U/min konnte déiverstand entfernt werden. Nach
Resuspension in 5 ml auf 37°C erwarmtem KGM- etfoldie Ubertragung der Zellen

einer Vorhaut in eine 25 dnZellkulturflasche (Becton Dickinson, USA). Es fceine



Kultivation bei 37°C und 5% CQObis zu einer Konfluenz von 70-80% und der
Umsetzung im Verhaltnis 1:3 in eine 75 T@ellkulturflasche (Beckton Dickinson,
USA). Bei den nachfolgenden Versuchen kamen ausfdich Keratinozyten der 3.
Passage zur Anwendung.

Die 3. Passage juveniler Keratinozyten wurde audrtier Slides (Nunc, Wiesbaden)
bis zu einer Dichte von 70-80% kultiviert. Jewdish vor Zugabe des Erstantikdrpers
erfolgte ein Mediumwechsel von KGM+ zu KGM- (Cladies, La Jolla, CA, USA), um
Wechselwirkungen mit der Produktion von Interlewkin(Kirnbauer et al, 1991)
auszuschlielen. KGM- weist eine Calciumkonzemrnatron 0,15 mmol/l auf und
reprasentiert somit Kulturbedingungen bei einendmgen Calciumspiegel. Bei der
Halfte der Proben wurde die Calciumkonzentratios tediums durch Zugabe von
sterilem Cad (auf 1 ml KGM- 15ul CaCbk) auf 1,65 mmol/l erhoht.

3.1.4 Antikorper

Aufreinigung von Gesamt-1gG

Die IgG-Fraktion wurde aus zentrifugierten (10 nbei 3550 U/min) und durch
Inkubation fiir 30 min bei 56°C Komplement-inaktinien Seren gewonnen.
Gesamt-IgG wurde mittels Protein G Sepharose 4e8ahfomatografie (Pharmacia
AB, Uppsala, Schweden) (Schmidt et al, 2000c) ausdnen Seren isoliert. Die 1gG-
Aufreinigungen erreichten in der indirekten Immuofleszenz auf 1 M NaCl Spalthaut
Titer von 1:640 bis 1:51280 und reagierten mit honema BP180 NC16A in
Verdinnungen von 1: 5000 bis 1: 50 000. Aus 2 Bieisevurden humane BP180-
spezifische Antikorper mittels des AminoLink Plusanhobilisationskits (Pierce,
Rockford, IL, USA) (Sitaru et al, 2002) affinitatdgereinigt. BP180 NC16A 2-4-
spezifische Antikérper wurden mit 0,1 M Glycinpuffed,2 M Glycin*HCI, pH 2,8)
eluiert und mit Tris-HCI (pH 9) neutralisiert. Zwollstandigen Entfernung dieser



Antikdrper waren mindestens vier Aufreinigungvorgémaotig. Die Aufkonzentration
des Eluats erfolgte bei 3200 U/min Uber eine Stundditrafree-30K Filtern (Milipore,
Bedford, USA). Die IgG-Konzentration bestimmten wahotometrisch bei 320nm
gegen PBS und mittels Bradford Protein Assay (BihRdercules, CA, USA). Das
Eluat mit den BP180 NC16A 2-4 spezifischen Antilgrpund der Flow-through mit
der BP180 NC16A 2-4 depletierten 1gG-Fraktion etmen auf 1 M NaCl-separierter
Spalthaut Titer von 1: 640 bis 1: 1280. AulRerdemnke mittels Immunoblott gezeigt
werden, dass eluiertes IgG seine Reaktivitat g&j@h80 NC16A behalten hatte. Wie
im ELISA gezeigt werden konnte, waren alle IgG-Airfiigungen frei von IL-8
Reaktivitat.

3.2 Methoden

3.2.1 Bestimmung von Plasminogenaktivatoren und I&minogenaktivator-
Inhibitor-1

Tissue-type Plasminogenaktivator (t-PA) ELISA

Zur quantitativen Bestimmung von t-PA wandten véndELISA Imulyse-tPA (Biopool
International, Umea, Schweden) an. Dieser arbertatdh dem Prinzip des doppelten
Antikorpers (Sandwich-Prinzip), d.h. die Mikrotipdatten wurden mit anti-humanem t-
PA beschichtet. Nach 16-18 h wurde die Halfte déwrditerplatte mit 150ul Ziege-
anti-human 1gG (Prefill N), die andere Halfte miutishuman-t-PA IgG (Prefill A)
gefullt. In den Vertiefungen mit Prefill N konntemnspezifische Bindungen
eingegangen wahrend in Vertiefungen mit Prefill Asdin Standards und Proben
enthaltene t-PA gebunden wurde. Dazu erstellten darch Verdinnung des
lyophilisierten Basisstandarts (500 ng einkettig&rA) mit dem im Kit enthaltenen
PBS-EDTA-Tween Puffer (PET-Puffer), eine Verdiungsmeihe aus acht Standards im
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Konzentrationsbereich von 0 ng/ml bis 30 ng/ml. Mellkulturiiberstdnde kamen
unverdinnt zum Einsatz. Nach einer Inkubationszait 3 h erfolgte die Zugabe des
Zweitantikorpers in Form von 5Ql Meerrettichperoxidase-markiertem (HRP) anti-
human-t-PA 1gG. Im nachsten Schritt wurde 2 h gpétel nach 4-maligem Waschen
mit PET-Puffer nicht gebundene Zweitantikbrper emtft und 200 pl
Orthophenylendiamin di-HCL (O.P.D.) als Substragefiigt. Eine halbe Stunde spéater
wurde die Reaktion durch 50 4,5 M H,SO, abgestoppt. Die Menge der Farbe, die
durch die Oxidation des Substrats durch die Peasddentstand, war proportional zur
gebundenen t-PA Menge. Die Werte der mit Prefillobschichteten Vertiefungen
mussten von den mit Prefill A beschichteten suiira werden. Die Absorption wurde
bei 492 nm (SLT SPECTRA Laborinstrumente, Ostenleigemessen. Der ELISA
misst Konzentrationen von 1,5-30 ng/ml t-PA.

Coaset-ELISA

Die Bestimmung der Aktivitat von t-PA wurde mit Hildes Assays COASET® t-PA
der Firma Biogenics (Napa, USA) durchgefihrt.

Plasminogen wird durch t-PA zu Plasmin aktiviertie DAktivationsrate ist in
Anwesenheit von t-PA-Stimulator signifikant erhobie t-PA-Menge wird anhand der
amidolytischen Wirkung von Plasmin auf das chronmeg8ubstrat S-2251 bestimmt.
Die Freisetzung von p-Nitroanilin (pNA) wird bei 3&im gemessen. Dabei besteht im
Konzentrationsbereich von 0,25 IU/ml bis 10 IU/mPA/ml Plasma eine lineare
Korrelation zwischen der Absorptions- und der Karte&tionsanderung.

Zunachst wurde eine halbe Stunde vor Versuchsbegime Mischung aus einem Teill
Plasminogen, einem Teil S-2251 und drei Teilen -Pusfer erstellt und bei 2-8°C
aufbewahrt. Zur Erstellung der Basisstandards wurageh Herstellerangaben 10@-
PA/PAI-freies Plasma, 200 Acetatpuffer und 2@l 1 mol/l HCI gemischt und 10 min
bei 20-25°C inkubiert. Die Anséauerung diente dafie, Inaktivation von t-PA durch

11



PAI zu blockieren. Durch anschlieende Zugabe vbpl 250 1U/ml t-PA und Transfer
des Gemischs in 3,5 ml steriles Wasser wurde deis8@andard von 10 [U/ml
hergestellt. Fir den Basisstandard von O IU/ml warder Mischung lediglich 20l
Tris-Puffer zugefugt und 20Ql der Lésung in 7,0 ml steriles Wasser transferiert
Anschlielend wurde eine Standardreihe von 0,25 5 IB/ml aus den beiden
Basisstandards hergestellt. Nach Mischen wurdedemnauf Eis aufbewahrten Proben
eine Vorverdinnung aus 1Q0 der jeweiligen Probe und 3,5 ml destilliertem \&&xs
gemacht. Verdinnung 1 wurde dann 1:2 mit 0 IlU/méiBstandard gemischt. In die
einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurd@weils 200 ul Probe oder
Standard, 200ul des Plasminogen-S2251-Tris-Puffer Gemischs un@ {l0t-PA-
Stimulator Arbeitslosung gegeben. Fir die Nullwewirde an Stelle des t-PA
Stimulators 100ul Tris-Puffer pipettiert. Nach wiederholtem Mischevurden die
Platten bei 37°C im Brutschrank fur 4 h inkubidfs folgte die Zugabe von 1Q0
20%iger Essigsaure. Die Farbintensitat wurde beb 4@m (SLT SPECTRA

Laborinstrumente, Osterreich) bestimmt und die Waitte abgezogen.

Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) ELISA

Die Bestimmung von u-PA erfolgte mit dem ELISA Hiize u-PA (Biopool, Umea,
Schweden). Das Testprinzip folgte dem des t-PA-¥ssiaitial mussten in die mit anti-
human u-PA beschichteten Vertiefungen jeweils ADBET-Puffer vorgelegt werden.
Anschlie3end wurden aus PET-Puffer und dem Basidata 6 Standardverdinnungen
im Konzentrationsbereich von 0 — 4,00 ng/ml hegts Die Zellkulturiberstande
setzten wir in einer Verdinnung mit demselben Puifen 1:80 ein. Es folgte eine
Inkubationszeit von 2 h. Die Sensitivitdtsgrenze Assays liegt bei 0,1 ng/ml.

Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI) ELISA

12



Zur Bestimmung von PAI-1 in Keratinozytentberstangerwendeten wir den ELISA
TintElize PAI-1 (Biopool, Umea, Schweden). Der Gpal PAI-1 ist ein Festphasen
Enzym-Immunoassay zum Nachweis von Plasminogeraktivhibitor-1 (PAI-1) in
biologischen Flussigkeiten. Mit monoklonalen andH2 Antikdrpern vorbeschichtete
Mikrotiterplatten wurden mit je 22l Proben oder PAI-1 Standardldsungen pro
Vertiefung in einer Verdinnung von 1:10 inkubieAls Verdinner diente ein
vorgefertigter Phosphatpuffer mit stabilisieren@nteinen und EDTA, konserviert mit
0,05% Kathon CG (Diluent S). Die sechs vorgefegtigtBasisstandards wiesen
Konzentrationen von 5-100 ng/ml auf. Bei diesenak®ensschritt wird der in den
Proben/Standardldsungen vorhandene PAI-1 wahrere Bkubationszeit von 60 min
bei 37°C an die feste Phase gebunden. UngebunddastaBzen wurden durch waschen
der Mikrotiterplatten mit einer Waschlésung aus §it7% Kathon CG konserviertem
Phosphatpuffer entfernt. Im zweiten Reaktionsschritvurden 200 pl
Meerrettichperoxidase-markiertes (HRP) monoklonaleti-PAl-1 (Konjugat) in einer
Verdinnung von 1:25 in die Mikrotiterplattenvertiajen gegeben. Als Verdinner
diente ein mit Proteinen stabilisierter und mit 33 Kathon CG konservierter
Phosphatpuffer (Diluent K). Bei einer Inkubatioeszvon 1 h bei 37°C bindet das
Konjugat an die im ersten Reaktionsschritt gebddeAntigen-Antikdrperkomplexe.
Ungebundenes Konjugat wurde durch 4-maliges WasahieiwWaschlosung entfernt.
Zuletzt wurden 200pl in Dimethylsulfoxid gelostes Tetramethylbenzidils
Enzymsubstrat in einer Verdinnung von 1:100 zugegebie Verdlinnung erfolgte
mittels eines Phosphat-Citratpuffers mit 0,006%0H(Diluent S). Die Interaktion des
gebundenen Enzyms und des Substrats lasst einéalang entstehen, welche sich
nach Abstoppen der Reaktion mit 30 2 M H,SO, in Gelb verwandelt. Die
Absorptionsmessung erfolgt bei 450 nm/690 nm (SIPESTRA Laborinstrumente,
Osterreich). Das AusmalR der Farbentwicklung ist déml-1 Gehalt der
Probe/Standardlésung proportional. Die Sensitisgénze des Assays liegt bei 2,5

ng/ml.
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RNA-Isolation und reverse Transkriptase-PCR

Die Isolation der m-RNA aus Keratinozyten erfolgi@ dem RNeasy Mini Easy Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Verwendungedehaltenen vorgefertigten Puffer.
Das Prinzip des RNeasy basiert auf einer Kombinatois der Mdglichkeit zur
selektiven Bindung von Membranen auf Silikonbasml wWer Geschwindigkeit der
Mikrospintechnik. Mit Hilfe eines speziellen stasklzhaltigen Puffersystems kdnnen
bis zu 100pg RNA von einer Ladnge Uber 200 Basen an die Sitijetmembranen
binden. Dadurch wird eine spezifische Anreicherung mRNA sichergestellt, da die
meisten RNA-Nukleotide unter 200 Basen, wie z.BS5tRNA, 5S rRNA oder tRNAs
ausgeschlossen werden. Bei der Lyse und Homogamsgjébiologischer Proben wird
durch die Anwesenheit von Guanidin-Isothiocyanafl(@ die sofortige Inaktivierung
von RNAsen und damit die Isolation intakter RNAhgogestellt.

Im Versuch wurden die Zellen mit 35@! RLT-Lysispuffer (mit 10 pl pB-
Mercaptoethanol pro ml Puffer) aus den je 24 Vertigen der Zellkulturplatten gelost
und in Eppendorfgefal3e Ubertragen. Nach ZugabeOy®nl PolyG zur Blockierung
unspezifischer Bindungen wurden die Zellen mecltdinilhomogenisiert. Das
anschlieBende Hinzufiigen von 3%0 70%igem Ethanol (Bio Rad Laboratories,
Hercules, USA) vor dem Transfer der Ldsung auf dniSpin-Saule sollte
angemessene Bindungkonditionen herstellen. Durcitrigegation (1 min bei 10 000
U/min) wurden uberflissige Bestandteile der Prabezin 2 ml Sammelgefald Gberfihrt
und verworfen. AnschlieBend wurde die Saule einmal 700 ul RW1 Puffer und
zweimal mit 500l RPE-Puffer, welcher durch 1:4 Verdinnung des efeiften
Konzentrats mit 95% Ethanol (Bio Rad Laboratorietercules, USA) hergestellt
worden war gewaschen, um Verunreinigungen zu emfeund in ein 1,5 ml Gefal3
gegeben. Die RNA-Eluation erfolgte durch wiederaaiugabe von 3@l RNAse-
freiem Wasser direkt auf die RNeasy-Membran undr#agation fir 1 min bei 10000
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U/min. Zur Ubersetzung in cDNA wurde SuperScripRIT (Life Techn., Karlsruhe)
verwendet. Pro 10l Probe kamen 3fl Mastermix (3421l RNAse freies Wasser, 1360
ul 5*Puffer, 180 ul DTT, 90 pl ANTP, 90 ul Oligo dT, 90 I Random, 108pl
Superscript 1) zum Einsatz.

Auf diesem Weg konnten cDNA-Konzentrationen zwisch&},9 ug/ml und 376,7
ug/ml erzielt werden. Die so gewonnene cDNAu{bwurde benutzt, um das fir t-PA
codierende Segment (234 Basenpaare) und das fi®x ceBierende Segment (276
Basenpaare) durch PCR zu vermehren. Die PCR wuededlicherweise von Dr. M.
Tabengwa im Labor der Abteilung fur kardiovaskul&mkrankungen der Universitat
von Alabama, Birmingham, AL, USA durchgefuhrt. Vied&rungen der t-PA und u-PA
MRNA Menge wurden im relativen Verhdaltnis zu GAPRE&lyceraldehydphosphat-
Dehydrogenase, einem im benachbarten DNA-Bereidieden Enzym, das als interne

Kontrolle verwendet wurde) mRNA ausgedriickt.

3.2.2 Bestimmung von Gelatinase A und B

Zymographie

Die zur Durchfihrung der Elektrophorese benotigieragenzien und Geratschaften
wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, von denaFBio Rad Laboratories
(Hercules, CA, USA) bezogen.

Fur Proteine von 50-100 kDa wurden 7,5%ige Trermdpdrgestellt. Pro Gel kamen
hierzu 1,25 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8, 5@ 10% SDS (Merck, Darmstadt), 1,25 ml
30% (Bis)acrylamid (Roth, Karlsruhe), 2,22 ml Aquaidest., 25 ul 10%
Ammoniumpersulfat und 2, TEMED (beides Sigma, St Louis, USA) zum Einsatz.
Zur Detektion der Gelatinasen wurden pro Trenngédl @l Gelatine (Sigma) nach
Erhitzen im 60°C heiRem Wasserbad zugegeben. Digetf/sammelgele setzten sich
aus je 1,25 ml 0,5M Tris/HCI pH 6,8, 501 10% SDS (Merck), 0,65 ml 30%
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(Bis)acrylamid (Roth), 3,05 ml Aqua bidest., @g610% Ammoniumpersulfat undub
TEMED (Sigma) zusammen. Zur Erstellung von 5-f&admzentriertem Laufpuffer
wurden 15 g Tris, 72 g Glycerin und 5 g SDS (Mertkeinem Liter Aqua bidest.
geldst und mit HCI auf pH 8,3 eingestellt. Es komirfach konzentrierter Laufpuffer
zum Einsatz. Bei 4°C wurde die Elektrophorese zsigftir 15 min bei 15 mA pro Gel
durchgefuhrt, dann Gber 1 h bei 20 mA pro Gel. AliseB8end wurden die Trenngele
dreimal fir 10 min in Waschpuffer 1 (12,5 ml Trit&100 in 500 ml Aqua bidest.)
und zweimal fir 10 min in Waschpuffer 2 (25 ml 1 T™s/HCl pH 7,8, 25 ml 1 M
CaCbkund 0,5 ml Triton-X-100 in 500 ml Aqua bidest) gesslaen. Nach Abgiel3en des
Waschpuffers wurden die Gele tber 45 min bei REdpef Dazu diente eine Mischung
aus 0,5 g Coomassie Blau R250, 20 ml Eisessig, BMathanol und 100 ml Aqua
bidest. Anschlieend wurden die Zymogramme zweih@l min mit Entfarber,
bestehend aus 30% Methanol, 10% Eisessig und 60&& Aglest., behandelt. Reste
des Entfarbers wurden durch 15-minttiges WaschenAguia bidest. entfernt, bevor
die Gele getrocknet wurden. Als Resultat erhalt kaftig blau gefarbte Gele. Stellen,
an denen Gelatinaseaktivitat vorhanden ist, zegjeh als farblose Banden. Somit
erlaubt die Zymographie eine Aussage zu Vorhandensal Aktivitat der Gelatinasen,
jedoch keine Quantifizierung derselben.

Sodiumdodecylsulfat-Polyakrylamidgelelektrophorese(SDS-PAGE) und Western
Blot von Gelatinase A und B

Es wurden 15%ige Sammelgele und 5%ige Trenngetgebtllt. Die bendtigten Gerate
und Substanzen stammten, wenn nicht anders beegichon Bio Rad Laboratories
(Hercules). Die Zusammensetzung der Polyacrylanedger wie folgt: Trenngele:
15% Acrylamid, 0,375 M Tris-(hydromethyl)-aminomath (Roth), 0,1%
Sodiumdodecylsulfat (SDS, Merck), 0,1% Tetrametiayldn (Sigma), 1gM
Ammoniumpersulfat (pH 8,8) (beide Sigma); Sammelgé&% Acrylamid, 0,125 M
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Tris-(hydromethyl)-aminomethan, 0,1% SDS, 0,2% dmethylendiamin, 24uM
Ammoniumpersulfat (pH 6,8). Die Proben wurden 1:% @®DS-LOsung verduinnt
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein HT-1d80erstand, als Marker wurde ein
Caleidoscope Prestained weight standard (Bio Rexdjesetzt. Die Gelelektrophorese
erfolgte Uber 2,5 h bei 30 mA pro Gel bei Raumteraijpe (RT); der Transfer auf
Nitrozellulose bei 4°C, 30 V und 150 mA ca. 16 reinem Transferpuffer aus 25 mM
Tris-(hydromethyl)-aminomethan, 192 mM Glycin, 20%ethanol (Mallinckrodt
Baker, Deventer, Holland) bei pH 8,3. Der Trangfielg konnte mittels Fast Green
Farbung (Sigma) Uber 1 min bei RT tberpruft werden.

AnschlieRend wurden die Nitrozellulosemembranen Blockierung unspezifischer
Bindungen 4 h bei RT in eine 4% LOsung aus Madehpulver (Merck) in tris-
buffered saline plus Tween-20 (TBST, Sigma) beifbl praadsorbiert. Nach 30 min
Waschen mit TBST erfolgte die Zugabe des Erstargia®. Es wurde ein
monoklonaler Maus-anti-human Antikorper (Merck) n8pezifitdt sowohl fur die
latente (72 kDa), als auch fur die aktive (66 kBaym von Gelatinase A verwendet.
Die Konzentration des Antikdrpers betrugu@/ml verdinnt in TBST + 1% bovines
Serumalbumin (BSA, Sigma). Der monoklonale Maus-animan MMP-9 Antikorper
(Onkogene Research Products) mit Spezifitat futatente (92 kDa) und die aktive (78
kDa) Form von Gelatinase B wurde in einer Konzéimnavon 2ug/ml in TBST + 1%
BSA eingesetzt. Die Inkubation dieser Antikoérpefolgte in getrennten Versuchen
jeweils fur 16 h bei 4°C. Nach 3-maligem Waschen Nigrozellulose fur 15 min mit
TBST folgte die Zugabe von HRP-markiertem Kaninchat-Maus 1gG (DAKO,
Glostrup, Danemark) in der Verdinnung 1:10 000 TEST + 1% BSA. Nach einer
Inkubationszeit des Zweitantikérpers von 2 h uneéderholtem 3-mal 10-minttigem
Waschen mit TBST, wurden die Membranen mit Diameraidin-Tetrahydrochlorid
(DAB, Sigma) entwickelt.

3.1.3 Einflu3 von Calcium auf basale humane Keratiozyten
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Interleukin-8 ELISA

Der quantitative Nachweis von IL-8 in Keratinozytéberstanden erfolgte
entsprechend den Angaben des Herstellers (Bioso&tearus, Belgien). Zusatzlich
bendtigte Chemikalien wurden, falls nicht anderadEhnet, von der Firma Sigma (St.
Louis, USA) bezogen. Alle Proben wurden 4-fach egejzt.

Dieser Assay arbeitet nach dem Prinzip des doppé@ltgikdrpers (Sandwich-Prinzip),
d.h. das Beschichten der Platte erfolgte fur 12h18or Versuchsbeginn mit einer
Mischung aus 10 ml PBS (pH 7,4) und@@Coating Antikoérper, von der 10d in jede
Mikrotiterplattenvertiefung pipettiert wurden. Nedreimaligen Waschen mit jeweils
200 ul Waschpuffer (500 ml PBS+ 500 Tween) wurden 30@l Blockierungslésung
(500 ml PBS + 2,5 g BSA, pH 7,4) zugegeben und Zuh bei RT inkubiert.
Zwischenzeitlich wurde durch Mischen des lyophdisen Basisstandards mit Assay
Diluent (500 ml PBS + 25 g BSA + 50 Tween20, pH 7,4) eine
Standardverdinnungsreihe von 0-1000 pg/ml herdiesiald die Proben 1:4 ebenfalls
mit dem Diluent verdinnt. Nach der Inkubationszeit finfmaligem Waschen wurden
100 ul Standards bzw. Proben hinzugefligt. Direkt im Aahsss hieran wurden 50
des in 800ul PBS gelosten und 1:4 mit Assay Diluent verdiunni2etektions-
Antikorpers zugegeben und 2 h auf dem Schiittlenbrdet. Nach erneutem Waschen
erfolgte die Enzymmarkierung mit je 1@0 einer Mischung aus 10 ml PBS undu¥4
Streptavidin-HRP. Nach 30 min Inkubation und ahe@dndem Waschen erfolgte die
Zugabe von je 10Ql des chromogenen Substrats S2251 (H-D-Val-Leuilya- *
2HCI) und nach 30 min Inkubation im Dunkeln fir dssstoppen 5Qu 2 M H2SOu.
Das Ergebnis wurde bei 405 nm mittels eines elaigohen Spektralphotometers (SLT
SPECTRA) abgelesen. Das Sensitivitatslimit des ys8agt bei 5,0 pg/ml.
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Immunfluoreszenz und konfokale Lasermikroskopie kutivierter Keratinozyten

Fur die folgenden Versuche wurde jeweils die dittssage neonataler Keratinozyten
verwendet, in welcher die eine Halfte der ZellenX@ h dem EinfluR® eines Mediums
mit einem Calciumgehalt von 1,65 mM ausgesetzt eurdhrend die zweite Halfte
weiterhin in Standardmedium mit 0,15 mM Calcium uhlert wurde. Um durch
unterschiedliche Wachstumsraten potentiell untéesiiiche Zellzahlen in den
einzelnen KulturgefalRen zu beriicksichtigen, wurdid® Versuche mindestens 3-fach
durchgefuhrt, wobei aul3erdem auf die Verwendung vdferatinozyten
unterschiedlicher Spender geachtet wurde. Nach 1zrfolgte unter sterilen
Bedingungen die Zugabe der IgG-Fraktionen in eK@nzentration von 4 mg/ml far
Gesamt-IgG und 2 mg/ml fur NC16A-spezifisches Ig&o Inkubationskammer
wurden 200ul der IgG-Losung eingesetzt. Jede Probe wurdeachrhufgetragen und
in 0,15 mM und 1,65 mM Calciummedium fir 30 min ode h inkubiert. Zur
Entfernung nicht gebundenen IgGs war es notig @iked vor der Fixierung dreimal
mit Tris-buffered Saline plus Tween 20 (TBST) zusal@en. Die Fixierung erfolgte fir
20 min bei —20°C mit Methanol. Nach wiederholtemsdfen mit TBST konnte der
Zweitantikorper aufgetragen werden. Hierbei hamd@s sich um FITC-markiertes
Schwein-anti-Kaninchen 1gG in einer Verdiunnung vo20 mit TBST bzw. FITC-
markiertes Ziege-anti-human IgG (beide Dako, Hambuimn einer Verdinnung von
1:100 mit TBST. Die Inkubationszeit von 30 min dgfe im Dunkeln, bevor mit TBST
gewaschen wurde. Die Herstellung mikroskopierfahigggédparate erfolgte durch
Ablosen der Kammern und Eindecken mit 20%iger Qipb&sung. Nach
lichtmikroskopischer Uberprifung konnten die Zellenit Hilfe eines konfokalen
Lasermikroskops (Leica Mikrosysteme, Bensheim) munterwendung der Software

Scanware (Scanware Electronics, Bickenbach) austsweerden.
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Bei diesem Verfahren werden nur Strukturen abgebildie sich unmittelbar in der
Brennebene des Mikroskopobjektivs befinden. In terseVersuchen wurde ein
40.0/1.00 Olobjektiv verwendet. Der Laserstrahldwior und nach Auftreffen auf das
Objekt jeweils durch eine Lochblende (Pinhole)eget. Dabei ist vor allem der
Durchmesser des zweiten Pinholes, welches die diretilen, die nicht aus einer
definierten Schichtdicke stammen zurtckhalt, fire diScharfe des Bildes
ausschlaggebend.

Zur Uberlagerungsfreien Darstellung der Zellstrudu erwies sich in unseren
Versuchen ein Pinhole von 80 nm als optimal. Diki&tdicke der Abbildungen betrug
maximal 5um in Abhéngigkeit von der Wellenlange des Lasehtstader Apertur des
verwendeten Objektivs und der GroRRe des Pinholesden Versuchen wurde die
Proteinverteilung im gesamten Volumen der Keratyp@z gescannt, wobei der
Abstand zwischen den Schichten in Abhangigkeit Vidarichmesser der betrachteten
Zelle zwischen 0,5 und 3m betrug. Die dargestellten Bildausschnitte hatit@n
Durchschnitt eine Seitenlédnde von dih, bzw. von 20Qum bei den Negativkontrollen

und wurden digital abgespeichert.

Herstellung von Keratinozytenextrakten und WesternBlot

Zur Bestimmung der Menge von BP180 in den zur Imilmoneszenz verwandten
Zellen wurden normale humane epidermale Keratirmozy{NHEK) in Kultur
genommen. Nach 24 h wurden die Zellen in 2% Sodadedylsulfat, 5% (3-
Mercaptoethanol, 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid ndu 2 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in 62,5 mM Tris-H@GIH 6,8) lysiert (s&amtliche
Chemikalien Sigma, St. Louis, USA) und mittels 6@SSPAGE fraktioniert bevor sie
elektrophoretisch auf Nitrozellulosemembranen temert wurden (Kromminga et al,
2004). Die Blockierung unspezifischer Bindungerolgte fir 17 h bei 4°C auf dem

Taumler mittels 5%iger Magermilchlésung. Kaninchees kamen 1:1000,
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Patientenseren und Negativkontrollen 1:100 mit PEB! mM NaCl, 20 mM KHP Oy,

pH 7,6) verdinnt zum Einsatz. Die Inkubation egfelfir 3,5 h bei RT auf einem
Schuttler. Die Blots wurden mit TBST gewaschen umi Meerrettichperoxidase-
markiertem Ziege-anti-Kaninchen IgG bzw. Kaninclen-Human 1gG (Dianova,
Hamburg) in einer Verdinnung von 1:500 fur 1 h R&i auf dem Schattler inkubiert.
Die Entwicklung der Blots erfolgte nach Waschen miBST mittels 3,3

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, Merck, Dastadt). Die Starke der Banden
wird densitometrisch mittels Image J Software (bladil Institute of Health, USA)

ausgewertet.

4. Ergebnisse

4.1 Bestimmung von Plasminogenaktivatoren und Plasminamnaktivatorinhibitor 1

in Uerstanden kultivierter humaner Keratinozyten

Gewebstyp Plasminogenaktivator (t-PA)

Die dritte Passage NHEK wurde bis 70-80% Konflukaltiviert und mit 4 mg/ml IgG
eines BP-Patienten oder einer gesunden Kontrobpeirskubiert. Nach 6, 9, und 12 h
konnten signifikant erhdhte t-PA-Spiegel in denliddturiberstanden nach Inkubation
mit BP-IgG im Vergleich zu normal IgG gemessen wardDas Maximum der t-PA
Freisetzung fand sich nach 9 h, wohingegen naclav@ B4 h keine erhdhten t-PA
Spiegel gezeigt werden konnten. Die folgenden Ewrparte wurden daher mit einer
Inkubationszeit von 9 h durchgefihrt. Die Stimwdatierfolgte mit der IgG-Fraktion
zweier gegen NC16A immunisierter Kaninchen, R229@ &R8009, mit einer IgG-
Konzentration von 4 mg/ml und 8 mg/ml. Als Negatwkrollen dienten zwei gesunde
Kaninchen (normales Kaninchen/rabbit Serum, NR8ie der Zellkulturiberstand
ohne IgG-Zugabe (KGM-). (Abb. 1)
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In einer zweiten Versuchsreihe wurden Keratinozyteih der anti-NC16A-Fraktion
eines BP-Patienten in einer Konzentration von 2mmhghkubiert und mit der anti-
NC16A depletierten IgG-Fraktion desselben Patienteverglichen. Als
Negativkontrollen dienten die IgG-Fraktionen gesemBErobanden (normales humanes
Serum, NHS) und der Zellkulturiiberstand ohne ZugairelgG (KGM-). (Abb. 2) In
allen Fallen konnte eine signifikante Erhohung t&A-Sekretion nach Stimulation

durch Antikérper gegen NC16A im Vergleich zu dekrollgruppe gemessen werden.
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Erhohte Sekretion von t-PA aus NHEK nach Inkubation mit Kaninchen
Antikérpern gegen die humane BP180 NC16A Doméne imVergleich zu
Inkubation mit praimmunisierten Kaninchen und Zellk ulturiberstdanden ohne
Zugabe von Kaninchen IgG
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Abbildung 1. Die schraffierten Balken zeigen diet-PA-Menge in
Keratinozytentberstdnden nach Inkubation mit IgGeiew gegen humanes BP180
immunisierter  Kaninchen (R2296, R8009). Daneben diSpiegel in
Keratinozytenuberstanden nach Inkubation mit d&-Kyaktion aus dem Serum nicht
immunisierter Kaninchen (NRS1, NRS2). Der weil3ekBalstellt die t-PA-Menge im
Zellkulturiberstand von NHEK ohne Zugabe von IgG5-) dar. Links entspricht
einer Antikdrperkonzentration von 8 mg/ml, rechitsee Antikdrperkonzentration von 4

mg/ml.
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t-PA (ng/ml)

Erhéhte Sekretion von t-PA aus NHEK nach Inkubationmit Antikérpern von BP-
Patienten gegen die humane BP180 NC16A Domane underdvon diesen
Antikérpern depletierten IgG-Fraktion im Vergleich zu IgG von gesunden
Probanden und Zellkulturiiberstand ohne Zugabe von imanem IgG

Abbildung 2. Die schraffierten Balken zeigen die t-PA-Menge in
Keratinozytentberstdnden nach Inkubation 1gG gdgeh80 NC16A eines Patienten
mit bulldsem Pemphigoid (anti-NC16A), sowie deri@R®180 NC16A depletierten
IgG-Fraktion (Rest-IgG) dieses Patienten. Danebere d-PA-Spiegel in
Keratinozyteniberstanden nach Inkubation mit IgGugéder Probanden (NHS1,
NHS2). Der weil3e Balken stellt die t-PA-Menge imlliddturiiberstand von NHEK
ohne Zugabe von IgG (KGM-) dar. Die Antikdrperkenration betrug 2 mg/ml.

Urokinasetyp Plasminogenaktivator (u-PA)
NHEK wurden analog zu den Versuchen mit t-PA Kkigtiv Die eingesetzten

Antikorper, sowie deren Konzentrationen entspraaimnfalls den Bedingungen, unter
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denen t-PA gemessen wurde. Auch in diesem Versatiud die Inkubationszeit 9 h.
Im Gegensatz zu den fur t-PA ermittelten Daten kerei u-PA im gleichen Versuch
in den Zellkulturiiberstanden keine erhohten Weetagssen werden. (Abb.3, Abb. 4)

u-PA (pg/ml)

Sekretion von u-PA aus NHEK nach Inkubation mit Kaninchen Antikdrpern
gegen die humane BP180 NC16A Domdane im Vergleich zimkubation mit
praimmunisierten Kaninchen und Zellkulturiiberstanden ohne Zugabe von
Kaninchen IgG

Abbildung 3. Die schraffierten Balken zeigen die u-PA-Menge In
Keratinozyteniberstanden nach Inkubation mit IgCeiew gegen humanes BP180
immunisierter  Kaninchen (R2296, R8009). Daneben diSpiegel in
Keratinozyteniberstanden nach Inkubation mit d&-Kyaktion aus dem Serum nicht
immunisierter Kaninchen (NRS1, NRS2). Der weil3ekBalstellt die u-PA-Menge im
Zellkulturiberstand ohne Zugabe von Kaninchen I¢&NI-) dar. Links entspricht
einer Antikdrperkonzentration von 8 mg/ml, rechitsee Antikdrperkonzentration von 4
mg/ml.

25



120 -
100 -

u-PA (pg/ml)

Sekretion von u-PA aus NHEK nach Inkubation mit Anrtikérpern von BP-
Patienten gegen die humane BP180 NC16A Domne und rdeon diesen
Antikdrpern depletierten IgG-Fraktion im Vergleich zu IgG von gesunden
Probanden und Zellkulturiiberstand ohne Zugabe von bmanem IgG

Abbildung 4. Die schraffierten Balken zeigen die u-PA-Menge In
Keratinozytenuberstanden nach Inkubation IgG gegféeh80 NC16A eines Patienten
mit bulldsem Pemphigoid (anti-NC16A), sowie deri#R180 NC16A depletierten
IgG-Fraktion (Rest-IgG). Daneben die u-PA-SpiegeKeratinozyteniberstanden nach
Inkubation mit IgG gesunder Probanden (NHS1, NHS2Y). weil3e Balken stellt die u-
PA-Menge im Zellkulturiberstand ohne Zugabe von &wem 1gG (KGM-) dar. Die
Antikorperkonzentration betrug 2 mg/ml.

Plasminogenaktivatorinhibitor 1 (PAI 1)

Parallel zur Bestimmung von t-PA bzw. u-PA wurde teun analogen
Versuchsbedingungen PAI 1 in Uberstanden kultigleNHEK gemessen. (Abb. 5,
Abb. 6)
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Sekretion von PAI 1 aus NHEK nach Inkubation mit Kaninchen Antikdrpern
gegen die humane BP180 NC16A Doméane im Vergleich zZmkubation mit
praimmunisierten Kaninchen und Zellkulturiiberstanden ohne Zugabe von
Kaninchen IgG

Abbildung 5. Die schraffierten Balken zeigen die PAI-1-Menge in
Keratinozyteniberstanden nach Inkubation mit IgCeiew gegen humanes BP180
immunisierter  Kaninchen (R2296, R8009). Daneben diSpiegel in
Keratinozytenuberstanden nach Inkubation mit d&-Kyaktion aus dem Serum nicht
immunisierter Kaninchen (NRS1, NRS2). Der weil3ekBalstellt die PAI-1-Menge im
Zellkulturiberstand ohne Zugabe von Kaninchen Ig&NI-) dar. Links entspricht
einer Antikdrperkonzentration von 8 mg/ml, rechitsee Antikdrperkonzentration von 4
mg/ml.
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Sekretion von PAI 1 aus NHEK nach Inkubation mit AntikGrpern von BP-
Patienten gegen die humane BP180 NC16A Domane underdvon diesen
Antikérpern depletierten IgG-Fraktion im Vergleich zu IgG von gesunden
Probanden und Zellkulturiiberstand ohne Zugabe von bmanem IgG

Abbildung 6. Die schraffierten Balken zeigen die PAI-1-Menge in
Keratinozyteniberstanden nach Inkubation 19G gegleh80 NC16A eines Patienten
mit bulldsem Pemphigoid (anti-NC16A), sowie deri#R180 NC16A depletierten
IgG-Fraktion (Rest-lgG) desselben Patienten. Dameltbe PAI-1-Spiegel in
Keratinozytentberstdnden nach Inkubation mit IgGugder Probanden (NHSI1,
NHS2). Der weil3e Balken stellt die PAI-1-Menge imllKulturiiberstand ohne Zugabe
von humanem IgG (KGM-) dar. Die Antikérperkonzetitra betrug 2 mg/ml.

4.2 Bestimmung von Gelatinase A und B in Uberstanaekultivierter NHEK

In einem Vorversuch wurden NHEK mit der IgG-Frakti@ines BP-Patienten im

Vergleich zu einer gesunden Kontrollperson inkubisach 1/, 3, 6, 9, 12, 24, 36 und
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48 h wurden mittels Zymographie Gelatinase A undinBZellkulturiberstanden
gemessen. Eine erhdhte Nachweisbarkeit jeweilsndétiven Form von Gelatinase A
und B fand sich von 9 bis 48 h. WAdbildung 7 zeigt, konnte jedoch kein Unterschied
bezlglich der Gelatinasenkonzentrationen in denatf®@zytentuberstdnden nach
Stimulation mit Patienten IgG im Vergleich zu notema IgG beobachtet werden.

1 2 3 5 67 8 9 10 11

43 kDa

Freisetzung von Gelatinase A und B aus NHEK nach kubation mit Kaninchen

Antikérpern gegen die humane BP180 NC16A DoOméne imVergleich zu

praimmunisierten Kaninchenseren und Zellkulturiberstanden ohne Zugabe von
Kaninchen IgG
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Abbildung 7. Folgende NHEK-Uberstande wurden untersucht: Spur eif
Keratinozyten-Uberstand nach 6 h Inkubation mit 829G, einem gegen NC16A
immunisierten Kaninchen; Spur 2, 6 h Inkubation pngimmunisiertem Kaninchen IgG
und Spur 3, nach 6 h Inkubation ohne 1gG (KGM-)akugy wurden die Proben in den
Spuren 6 bis 8 nach einer Inkubationszeit von @nd in 9 bis 11 nach 12 h
aufgetragen. Als Positivkontrolle diente ein 80Kfa@aufkonzentrierter HT1080-
Uberstand (Spur 5). Nach Stimulation mit R2296 ky@nten zwar die inaktiven 72
(**) bzw. 83 kDa (*) schweren, jedoch nicht di&tigen 66 (***) bzw. 92 kDa
schweren Formen von Gelatinase A und B nachgewiweseden. Des Weiteren konnte
kein Unterschied zwischen den mit R2296 IgG inkrbie NHEK und sowohl dem
praimmunen Kaninchen, als auch KGM- gezeigt werden.

In einem dritten Experiment wurden NHEK mit der Kg@ktion von 3 BP-Patienten,
sowie der von 2 gesunden Probanden stimuliert.ede@m BP-Patienten wurde der
Versuch zusatzlich mit anti-NC16A und der von @@i16A befreiten 1gG-Fraktion

durchgefihrt. Die Ergebnisse entsprachen denervVdesuche mit gegentber BP180
NC16A immunisierten Kaninchen (Daten nicht gezgigt.

In der Folge wurden von ausgewéhlten Versuchengemauen quantitativen Nachweis
der Matrixmetalloproteinasen Western Blots durcbhgeat Hier wurden NHEK-

Uberstande nach 9 h Inkubation getestet. Die inZgerographie dargestellten Formen
der Gelatinasen befanden sich jedoch ohne Ausnamtehalb der Nachweisgrenze

(Daten nicht gezeigt.)

4.3 Einflul3 von Calcium auf kultivierte humane Kerainozyten

IL-8 in Keratinozyten-Uberstanden unter Calciumeinflu

Die dritte Passage juveniler humaner Keratinozyterde bis zu einer Konfluenz von
70-80% kultiviert. Zwolf Stunden vor Versuchsbegimarde bei einem Teil der Zellen

die Calciumkonzentration im Medium von 0,15 mM al5 mM erhodht. Die

Stimulation erfolgte mit 4 mg/ml BP 1gG. Zuséatzliglurden die IgG-Fraktionen von
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Patienten mit Pemphigus vulgaris (PV) und Pemphigliaceus (PF) getestet. Als
Negativkontrolle diente die IgG-Fraktion gesundesifanden (NHS). Zur Bestimmung
der Hintergrundspiegel wurde ein Teil der Zellerhbimit Antikbrpern stimuliert
(KGM). Nach einer Inkubationszeit von 9 h wurde 8Lin den Keratinozyten-
Uberstanden mittels ELISA bestimmt.

Bei Zellen, die BP-1gG inkubiert worden waren, zeigich bei 0,15 mM Calcium nach
dieser Zeit eine 2,5-fache Erhdhung des IL-8 Speeme Vergleich zu NHS 1gG. Bei
Zellen, die hingegen einer Calciumkonzentration g5 mM ausgesetzt worden
waren, konnte keine erhohte IL-8-Menge im Verglemh NHS IgG festgestellt
werden. (Abb. 8) Gleichzeitig wurden in den mit RPémgus-IgG stimulierten NHEK-
Uberstanden in hohem Calcium (1,65 mM) gréRere Merig-8 gemessen, was zeigt,
dass diese Zellen auch unter der héheren Calciunekdration zur Freisetzung dieses

Zytokins in der Lage sind.

IL-8 (pg/ml

o o N O = Loy B Ao

o Qo agag Puw %

O 0 Qo I I ¢
< Zz Z
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Freisetzung von IL-8 aus NHEK nach Inkubation mit humanem BP IgG in
Abhangigkeit von der Calciumkonzentration im Vergldach zur Inkubation mit
humanem Pemphigus 1gG, der IgG-Fraktion gesunder Rsbanden und NHEK-
Uberstanden ohne Zugabe von IgG

Abbildung 8. Einfarbige Balken repréasentieren die IL-8-Menge in
Keratinozyteniberstanden bei einer Calciumkonzgairavon 0,15 mM. Bei den
schraffierten Saulen betrug die Calciumkonzentraties Mediums 1,65 mM. Die IL-8-
Mengen nach Stimulation mit der IgG-Fraktion einBatienten mit bullésem
Pemphigoid (BP 1, 2, 3) sind links dargestellt, etsan die nach Stimulation mit
Pemphigus-IgG (PV fur Pemphigus vulgaris; PF fumpleigus foliaceus). Zur
Negativkontrollen sind IL-8-Spiegel in Keratinozgtéerstanden, die mit dem IgG
gesunder Probanden (NHS1, NHS2) inkubiert wordenrema aufgefihrt.
Hintergrundspiegel, d.h. die IL-8-Menge in Zellkufiberstanden ohne Zugabe von
IgG sind ganz rechts dargestellt.

BP-180 Western-Blot

NHEK wurden fur 12 h mit 4 mg/ml IgG von immunigiem Kaninchen inkubiert.
Verwendet wurden Seren von Kaninchen R2296, daslenihumanen BP180 NC16A
Domé&ne immunisiert wurde und R136, welches mitrainekombinanten C-terminalen
Abschnitt von BP180 (AS 1365-1413) immunisiert wairder Calciumgehalt des
Kulturmediums betrug 0,15 oder 1,65 mM. Nach Hdistg von
Keratinozytenextrakten wurde der BP180-Gehalt im d@terschiedlich kultivierten
Zellpopulationen bestimmt. Hierbei zeigte sich egeringgradig hohere Expression
von BP180 in niedrigem Calcium. (Abb. 9)
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Hohere Expression von BP180 in normalen humanen eggrmalen Keratinozyten

(NHEK) bei niedriger (0,15 mM) Calciumkonzentration im Medium

Abbildung 8. Bei NHEK, die mit niedrigem Calcium (0,15mM) kuli&rt worden
waren, konnte im Vergleich zu NHEK, die in hohemldan (1,65mM) kultiviert
worden waren, eine geringgradig hohere ExpressosonBP180 beobachtet werden. Zur
Detektion wurden Kaninchen Antikdrper gegen die hnenBP180 NC16A Doméne
(R2296) und gegen einen C-terminalen Abschnitt @13sowie praimmunes
Kaninchenserum verwendet. Die mittlere Pixel Ini&&ngImage | Software) ist neben
den Banden ausgewiesen. Die Migrationspositionen Melekulargewichtsstandarts
sind auf der linken Seite, die Positionen von BPUB8A LAD-1 rechts dargestellt. Das
Muster wurde in Versuchen mit NHEK von zwei untéredlichen Spendern gesehen.
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Indirekte Immunfluoreszenz (1IF) kultivierter Kerat inozyten

Insgesamt wurden 14 Versuche durchgefuhrt, von rdeh& eine spezifische
Fluoreszenz zeigten und in die nachfolgende Auswgreingingen. In 9 Experimenten
wurden neben Kaninchen-anti-human BP180 NC16A Ig@halgG von 2 BP-
Patienten, sowie humanes anti-BP180 NC16A IgG umciati-NC16A depletiertes IgG
verwendet. Die Antikdrper wurden in allen Versuclideppelt eingesetzt, wodurch sich
unter Beriicksichtigung der Zahl mit der entspredean Probe durchgefihrten
Immunfluoreszenzen, die Gesamtzahl n der ausgeleeriBder ergibt.

Grundsatzlich wurden von uns verschiedene Fluonzszaster beobachtet. Zum einen
sahen wir die fur das BP typische membrantse FHuerez (MF) basaler
Keratinozyten. Daneben konnten intrazellulare, pidmknige Anreicherungen
spezifischer Fluoreszenz (Pkt) beobachtet werdienalteine oder in Kombination mit
der erwahnten MF auftraten. An Zellen, die mit derfgereinigten anti-NC16A-
Fraktion von BP-Patienten inkubiert worden waregigte sich dieses Muster in aller
Regel jedoch nicht. Schliel3lich stellte sich eimaizellulare, der Cytoplasmamembran
anliegende ringférmige Anordnung spezifischer, gfdmkniger Fluoreszenz (Ring) dar,
die ebenfalls alleine oder in Kombination mit def lsluftreten konnte.

Neben verschiedenen Verteilungsmustern der Fluengszzeigten sich bei der
Auswertung der Versuche auch Unterschiede in dérk& der membrandsen
Fluoreszenz. Diese nahm sowohl mit steigendem @atpehalt im Nahrmedium, als
auch mit steigender Inkubationszeit unabhéangig Gaiciumgehalt alfTabelle 1).

Es konnten keine Unterschiede in der FluoreszenBamug auf verschiedene BP-Seren
festgestellt werden. In der konfokalen Lasermikops& fanden sich keine Unterschiede
in den Mustern unterschiedlicher Zellebenen (swgsab mittig, apikall) (Daten nicht

gezeigt).

Die als Negativkontrollen verwendeten normalen huemaSeren (NHS) und normalen

Kaninchen Seren (NRS), sowie nicht mit Autoantilgirp inkubierte Zellen zeigten
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keine Fluoreszenz (Daten nicht gezeigt). Bei demurSproben kamen falsch positive

Ergebnisse mit einer Haufigkeit von 1:20 vor.

Die im Anschlul3 folgendeAbbildungen 10 und 11zeigen die Fluoreszenzmuster der

Konfokallaser-Mikroskopie.
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Haufigkeit der beobachteten Fluoreszenzmuster von NEK in Abhangigkeit von

Inkubationszeit und Calciumkonzentration des Mediuns

Tabellel. Nach einer Inkubationszeit von 30 min zeigten Zi#len in der Regel eine
membrandse Fluoreszenz (MF), oft in Kombination imitazellularen punktférmigen
Anreicherungen (Pkt). Zu diesem Zeitpunkt konnteinkeUnterschied des
Fluoreszenzmusters in Abh&ngigkeit vom Calciumgellgls Mediums festgestellt
werden. Nach einer Inkubationszeit von 12 h konite Proben mit hohem
Calciumgenhalt die fur das bulldse Pemphigoid typesmembrandse Fluoreszenz nicht
mehr nachgewiesen werden, stattdessen fand sich @itrazytoplasmatisches
ringférmiges Fluoreszenzmuster (Ring). In Probetmredriger Calciumkonzentration
trat die membrandse Fluoreszenz zwar selteneikanfte jedoch noch in mehr als der
Halfte der Falle beobachtet werden.

Lichtmikrosko- | Gesamt-IgG Gesamt-IgG Humanes Humanes

pische von !lvon anti-NC16A anti-NC16A

Auswertung R2296/8009 |BP*-Patienten |IgG depletiertes IgG
n°=22 n=18 n=18 n=18

FluoreszenzmutMF Pkt Ring | MF Pkt Ring | MF Pkt Ring] MF PRing

ster

0,15mM Cad (16 12 4 16 14 2 16 0 0]12 12 0
30 Minuten

1,65mM CaC] |20 20 0 14 14 0 14 00 14 14 0
30 Minuten

0,15mM Cad |13 6 7 11 10 1 12 03 10 9 1
12 Stunden

1,65mM Cad] | 2 12 4 4 14 O 0 1® 2 16 O
12 Stunden

! R2296/R8009= gegen BP180 NC16A immunisierte Karenc
2 h=Gesamtzahl der Proben
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0.15 mM
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1.65 mM
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0.15 mM
Ca?*

1.65 mM
Ca?*

% BP= bulléses Pemphigoid
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Verteilung von BP180 in NHEK nach Inkubation mit anti-BP180 1gG eines BP-
Patienten und eines immunisierten Kaninchens in Abéingigkeit von der
Inkubationszeit und dem Calciumgehalt des Mediums

Abbildung 9. Indirekte Immunfluoreszenz humaner Keratinozytaominkubation mit
IgG eines Patienten mit bulldosem Pemphigoid (Bilddd) bzw. mit der IgG-Fraktion
eines gegen BP180 NC16A immunisierten Kanincher2ORZBilder E-H). In beiden
Fallen zeigt sich nach 30 min kein Unterschied ilmoFeszenzmuster zwischen 0,15
mM und 1,65 mM Calcium (Bilder A, C, E, G). Der Haanteil der Fluoreszenz liegt
linear in der Zellmembran. Nach 12 h hingegen beloted man in hohem Calcium eine
Aufnahme des Proteins aus der Zellwand ins ZeltimnBie Plasmamembran ist nicht
mehr angefarbt, stattdessen sieht man punktforngjejeise ringférmig angeordnete
Fluoreszenz im Zytoplasma (Bilder D und H). Bei®mM Calcium hingegen ist auch
nach 12 h kein Unterschied festzustellen (BildeFB,

38



30 min 12 h

0.15 mM
Ca?*

1.65 mM
Ca?*

0.15mM §
Ca**

1.65 mM
Ca%

39



Verteilung von BP180 in NHEK nach Inkubation mit anti-BP180 NC16A IgG eines
BP Patienten und der anti-BP180 NC16A depletiertengG-Fraktion desselben
Patienten in Abhangigkeit von der Inkubationszeit und vom Calciumgehalt des
Mediums

Abbildung 10. Indirkete Immunfluoreszenz humaner Keratinozytechnénkubation
mit humanem anti-BP180 NC16A (Bilder A-D) bzw. nder anti-BP180 NC16A
depletierten 1gG-Fraktion eines Patienten mit ksdlin Pemphigoid (Bilder E-H).
Unabhé&ngig von der Calciumkonzentration kann marh dakubation mit humanem
anti-BP180 NC16A bei einer Inkubationszeit von 3@ gine membrandse Fluoreszenz
erkennen (Bilder A und C). Nach einer Inkubatiomszen 12 h ist bei einer
Calciumkonzentration von 0,15 mM die membrandseotielszenz noch deutlich zu
erkennen (Bild B). Die Keratinozyten, die unter 8. ®M Calcium kultiviert wurden
unterscheiden sich nach 12 h deutlich von den andétier lasst sich in der Zellwand
kein NC16A mehr nachweisen. Stattdessen finden Isfthig ringférmig angeordnete
fluoreszierende Punkte im Zellinneren (Bild D).

In den Bildern E bis H sind Keratinozyten dargdstedie mit der anti-NC16A
depletierten 1gG-Fraktion eines BP-Patienten in&rbivurden. Die auch hier deutlich
zu erkennende Fluoreszenz lasst den Schluss zg, dis Serum des Patienten
Antikorper enthalt, die mit anderen Doméanen von &Pieagieren. Hier wiederholt
sich die Beobachtung, die bei der Stimulation mit-BIC16A gemacht werden konnte.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min erkennt mare e@leutliche ununterbrochene
membrandse Fluoreszenz unabhéangig vom Calciumgg@dser E und G). Nach 12 h
lasst sich bei niedrigem Calcium weiter BP180 in dellmembran nachweisen (Bild
F), wohingegen das Protein in hohem Calcium ausZdi#wand verschwunden ist und
punktférmig im Zellinneren vorliegt (Bild H). Foligh ist das Zustandekommen dieses
Musters unabhangig vom angegriffenen Epitop.
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5. Diskussion

5.1 Bestimmung von tissue-type Plasminogenaktivatpurokinase-type
Plasminogenaktivator und Plasminogenaktivatorinhibtor 1 in

Uberstanden kultivierter humaner Keratinozyten

Beim bullésen Pemphigoid (BP ist die Bindung detcamtikorper an ihre Zielantigene
fur die Blasenbildung alleine nicht ausreichendhdssn muf durch die Aktivierung des
Komplementsystems und die Einwanderung von Entzigsizellen in die Hautlasionen
begleitet werden. Es konnte gezeigt werden, dassallem die Freisetzung von
Proteasen wichtig bei der Blasenentstehung isttgN#ial, 1982; Gammon et al, 1982;
Liu et al, 1998; 1999; 2000). Neben Gelatinase B @t al, 1998) undi1-Antitrypsin
(Liu et al, 2000), gab es auch bei Plasminogenatdren (PA) Hinweise auf ihre
Beteiligung an der Pathogenese des BP. Plasminkijeatar wandelt das Proenzym
Plasminogen in die Breitspektrumproteinase Plasimin Durch die weite Verbreitung
und hohe Konzentration von Plasminogen und digiveldnspezifitat von Plasmin,
reprasentiert das PA-Plasminogen-System ein breReservoir an potentieller
proteolytischer Aktivitat, die eine breite Anzahhysiologischer und pathologischer
Prozesse beeinflussen kann.

Es gibt zwei Formen von PA, den Urokinase-Typ (U-BAd den Gewebe-Typ (t-PA),
welche Produkte verschiedener Gene sind und kemmeunologische Kreuzreaktion
zeigen. Die Regulation dieser Enzyme ist durch M#sirken von mindestens drei
Inhibitoren und verschiedenen Formen einkettigesrMNaufer sehr komplex (Dano et
al, 1982; Saksela et al, 1985). T-PA ist nur iretaktion mit Fibrin (Hoylaerts et al,
1982) und moglicherweise anderen MatrixproteinetivalSilverstein et al, 1985). U-
PA wird als inaktive und gegen Inhibitoren unemghiche Vorlauferform sezerniert.
Nach dem Umbau in die aktive Form ist u-PA anféflig die Komplexbildung mit
endogenen Inhibitoren (Dano et al, 1982; Saksedé 4085).
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In der Blasenflissigkeit von BP-Patienten wurdeee@rhohte Plasminogenaktivitat
gefunden (Kramer et al, 1993) und t-PA im Gegenzata-PA Expression in lasionaler,
nicht aber in nicht betroffener Haut von BP-Pagenvder in Haut gesunder Probanden,
immunhistochemisch festgestellt (Gissler et al,2298nning et al, 1993).

Des weiteren wurde eine erhdhte Aktivitdt von t-Pdcht aber u-PA gemessen und
sowohl mit unbeteiligter Epidermis von BP-Patientats auch mit der Epidermis
gesunder Kontrollpersonen verglichen (Jensen etl@88). In der Haut gesunder
Probanden und in nicht befallenen Hautarealen vatieften mit BP und anderen
Dermatosen geht die dominierende PA-Aktivitdt veRAI und nur zu einem kleinen
Teil von t-PA aus. Im Gegensatz dazu stammt dieHaAptaktivitat in lasionaler Haut
bei Patienten mit BP und anderen Dermatosen grt#itenon t-PA und nur zu einem
kleinen Teil von u-PA. Auch auf m-RNA Ebene warahdhte Spiegel von t-PA in
Keratinozyten aus BP-Lasionen vorhanden, aber nichtKeratinozyten nicht-
betroffener Haut oder Haut normaler Kontrollpersor{Baird et al, 1990). Eigene
Beobachtungen zeigten in der Blasenflissigkeit BéhiPatienten im Vergleich mit
Saugblasen gesunder Probanden und Blasen von teatierit toxischer epidermaler
Nekrolyse (TEN) erhdhte Mengen von t-PA und Plasmicht aber von u-PA (Schmidt
et al, 2004). Die TEN-Blasen dienten als Beispieldine nicht infektiose Erkrankung,
die zwar immunologisch entsteht, aber nicht mitk@ierenden Autoantikérpern
assoziiert ist.

Zudem sind im Tiermodell PA-knock-out M&use nicleéimin der Lage nach Injektion
von Antikérpern gegen BP180 Blasen zu bilden (Ltiale 2000). Alle diese Befunde
weisen auf eine Bedeutung des PA-Systems in daoganese des BP hin.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob BAsSystem durch das Binden von
anti-BP180 Antikérpern an ihren Rezeptor an derdabelrflache beeinflusst werden
kann. Nachdem bereits bekannt war, dass humanetii@gen in der Lage sind,
sowohl t-PA, als auch u-PA zu produzieren (Jendeal, €1990) interessierte uns, ob

das PA-System direkt durch das Binden der Antikogegen BP180 an ihren Rezeptor
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an der Zelloberflache aktiviert wird. Zu diesem ZWebenutzten wie ein kirzlich
etabliertes experimentelles System, in dem kultigienormale humane epidermale
Keratinozyten (NHEK) mit affinitits-aufgereinigteigG von BP-Patienten oder mit
gegen rekombinante Fragmente von humanem BP180 nimsieden Kaninchen,
inkubiert wurden. Mit Hilfe dieses Keratinozytennetld konnten wir in friiheren
Experimenten beobachten, dass Autoantikdrper gdgeNC16A Doméne von BP180
zur Expression und Freisetzung von IL-6 und IL-8r&n (Schmidt et al, 2000). Wir
entwickelten dieses experimentelle Modell weiterd ubehandelten NHEK mit
aufgereinigtem IgG von drei BP-Patienten. Dabeirken in den Zellkulturiberstanden
erhdhte Spiegel von t-PA, nicht aber von u-PA n&tmulation mit BP-IgG gemessen
werden. Die Spezifitat dieses Fundes konnte duiea@tsache verifiziert werden, dass
Keratinozyten von Patienten mit generalisiertepg@tischer benigner Epidermiolysis
bullosa (GABEB), die kein BP180 exprimieren nadim8lation mit Antikdrpern
gegen BP180 keine erhdhte Freisetzung von t-PAeaeig@ur Kontrolle fihrten wir den
Nachweis, dass GABEB Keratinozyten zur Produkticof3gr Mengen von t-PA in der
Lage waren. Die PA-Spiegel in den Zellkulturiband&h unbehandelter Zellen
spiegeln, wie bereits in der Vergangenheit besbhrig die physiologische Sekretion
von t-PA und u-PA von NHEK wider (Jensen et al, @99nteressanterweise waren die
Hintergrundspiegel von u-PA gleichermalien nach ld&ubation von NHEK mit
reinem Medium, normalem IgG und BP-1gG wesentlichédr als die von t-PA. Diese
Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass ws®#&0ohl in NHEK, die in niedrigem
Calcium kultiviert wurden, als auch in normaler tamar Epidermis in viel groR3eren
Mengen exprimiert wird (Jensen et al, 1988;199@jrdBet al, 1990).

Die Tatsache, dass auch die anti-NC16A depletig@eFraktion zu einem erhohten t-
PA-Spiegel in Keratinozyten-Uberstanden fiihrte, teleudarauf hin, dass auch
Antikdrper gegen Epitope aulRerhalb der NC16A DonrinePA Freisetzung fuhren.
Bezuglich der Aktivitat von t-PA und u-PA lasstlsisagen, dass in unseren Versuchen

beide Proteasen enzymatisch aktiv waren. Dennochdigat-PA Aktivitat in den mit
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BP-IgG behandelten Kulturtiberstanden von NHEK nighbRer als in den mit
normalem IgG oder nur mit Medium inkubierten Ub&nmsten. Dieser Unterschied
konnte durch die Anwesenheit von PAI-1, dem nathidn Inhibitor von t-PA, erklart
werden, der in allen Uberstanden nachgewiesen wéalente.

In einem weiterfihrenden Versuch konnten wir anhari@hter mRNA Spiegel fir t-
PA, nicht aber fir u-PA nach der Stimulation von Bdmit anti-BP180 zeigen, dass
die Freisetzung von t-PA als Antwort auf das Bindem Antikrpern gegen BP180
zumindest teilweise auf eine Signaltransduktiotiskeuriickgefihrt werden kann, die
zu einer vermehrten t-PA Synthese fuhrt. Nachdeen Kteisetzung von Proteasen
bisher inflammatorischen Zellen, die in die BP-b&gn einwandern zugeschrieben
wurde (Naito et al, 1982; Gammon et al, 1982; Lliilale 1998; 2000), deuten unsere
Ergebnisse auf ein zweites, friheres Geschehenrhotlem die Freisetzung von t-PA
aus Keratinozyten wenige Stunden nach Binden devaktikdrper, eine Rolle innehat.
Von daher scheinen die Keratinozyten eine aktivBeRm Prozess der Blasenbildung
beim BP zu spielen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere &uat8tellen der Blasenbildung
beim BP hohe Spiegel fir t-PA zeigen. Das Bindem aoti-BP180 Antikdrpern an ihr
Antigen an der Zelloberflache bewirkt eine erhdé&ekretion von t-PA, nicht aber von
u-PA aus kultivierten NHEK. AuRerdem vermittelt @se Signaltransduktion, die zu
erhohten mRNA Spiegeln fir t-PA, nicht aber fur A-fh diesen Zellen fuhrt. Unsere
Ergebnisse legen sowohl eine aktive Rolle der HKmsyayten, als auch eine
Beeinflussung durch das PA-Systems bei der Blakknig des BP nahe.

5.2  Bestimmung von Gelatinase A und B in Zellkulturibestanden von

humanen Keratinozyten

Bei den Matrixmetalloproteinasen (MMP) handelt esch um eine Gruppe Zink-

abhangiger Endopeptidasen, die sich in die Untppgn der Kollagenasen, der
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Gelatinasen, der Stromalysine und der MembrantypRdMinterteilen lasst. Auf der
einen Seite spielen sie bei physiologischen Vorgangdie mit Gewebsabbau
einhergehen, wie z. B. Gewebsdifferenzierung, Weildhg und Angiogenese, eine
grof3e Rolle. Auf der anderen Seite sind sie anEméstehung zahlreicher Krankheiten
mit pathologisch gesteigertem Gewebeabbau, wienmha&ider Arthritis, multipler
Sklerose, sowie Tumorzellinvasion und Metastasigrubeteiligt. Auch bei
blasenbildenden Dermatosen lassen sich MMPs nasémeiSo wurden MMPs in
Blasenflissigkeiten von Patienten mit bullésemskrgl, Pompholyx und BP gefunden
(Kahari et al, 1997).

Unsere Untersuchungen konzentrierten sich nun auppf& der Gelatinasen, die im
Wesentlichen aus zwei Mitgliedern besteht. Die D&kselatinase A (MMP-2) kann
als aktive 66 kDa und als inaktive 72 kDa Form iegen. In der Haut wird sie von
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten produz@i¢. 92-kDa Gelatinase B (MMP-
9) kann ebenfalls als aktive 92 kDa und inaktivekB& Form vorliegen. MMP-9 wird
von Keratinozyten produziert und in den Granula Weutrophilen und Eosinophilen
gespeichert (Katz et al, 1998). AuRerdem findeh sihdhte Gelatinase B Spiegel in
Eosinophilen an Stellen der Blasenbildung bei BReRten (Stahle-Béckdahl et al,
1994). Von Gelatinase A ist bekannt, dass sie I§ellaTyp | spaltet. Gelatinase B
hingegen kann die Kollagene Typ I, Il und V angerifdaneben weil3 man, dass MMP-
9 die extrazellulare Doméane des 180 kDa BP Ant@g€BP180, Typ XVII Kollagen)
spaltet. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass elatiGase B bei der Pathogenese des
BP eine Rolle spielt. Wie gro3 der pathogenetiséieflu@ von MMP-9 ist,
veranschaulicht das Tiermodell von Liu et al. 1988]em sie zeigten, dass Gelatinase
B knock-out Mause gegen experimentelles BP registad.

Aufgrund der oben erwahnten Beobachtungen, priftenn der vorliegenden Arbeit
die Hypothese, ob es beim Binden der AutoantikbiguerBP-180 zu einer initialen
Freisetzung von Gelatinase A und/oder B kommtatieTlrigger fir die Produktion von
MMPs wirkt.
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Anhand der vorliegenden Resultate lie3 sich didseofiie jedoch nicht bestatigen. In
unseren Untersuchungen konnten wir geringe Mengen imbktiven Formen von

Gelatinase A und B in KC-Uberstanden nachweiseterdihgs konnten wir keinen

quantitativen Unterschied beziglich der Mengen aatrivinetalloproteinasen im

Vergleich von mit anti-BP180 inkubierten kultiviet NHEK und NHEK nach

Inkubation mit normalem IgG oder ohne Zugabe voG Ifeststellen. Bei den

gemessenen Mengen der Gelatinasen handelt es alufsalieinlich um Bestandteile
einer basalen Sekretion der NHEK und nicht um dagé des Einflusses von
Autoantikdrpern. Allerdings ist anzumerken, dasfyaund der sehr geringen Menge
der nachgewiesenen Gelatinasen eine exakte Qu#ertiing nicht moglich war.

Bezuglich der aktiven Formen von Gelatinase A unstdlten wir fest, dass diese in
den KC-Uberstanden prinzipiell nicht nachweisbarema

5.3 Einflul von Calcium auf die Expression und Verilung von BP180 in

kultivierten humanen Keratinozyten

Das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Diffiezierung der Keratinozyten (KC)

in der menschlichen Epidermis ist ein komplexesn wahlreichen extrazelluléaren
Regulatoren abhangiges System. So werden WachstdniReifung von NHEK unter
anderem von epidermal growth factor (EGF), tumoowgh factor a (TGFw),
keratinocyte growth factor (KGF), IL-6, ILelund Retinoiden kontrolliert. Wéhrend
TGFu proliferativ wirkt, ist TGP als negativer Wachstumsregulator anzusehen (Fuchs
et al, 1990). Calcium wiederum ist ein 2nd-messender vorwiegend physiologisch
auf die posttranlationale Modifikation von Proteinand Enzymaktivitdten einwirkt
(Jensen et al, 1990). Studien zeigen, dass CaldasnGleichgewicht zu Gunsten der
Differenzierung verschiebt. Eine hohe Calciumkordion in NHEK stimuliert z.B.

Phospholipase A und Transglutaminase, was zu eiegnehrten Freisetzung von

46



Prostaglandinen und Verhornungsprozessen fuhdinem in vitro Modell zeigte sich,
dass KC von Mausen bei Calciumkonzentrationen vg@2-0,1 mM einschichtig
wachsen, eine hohe Proliferationsrate aufweiseymka/erhornung zeigen und
schlie8lich an Stelle von Desmosomen durch Gaptitunsc miteinander verbunden
sind. Bei Calciumkonzentrationen im Bereich von-1,2 mM hingegen wuchsen die
Zellen in 4-6 Schichten und zeigten Merkmale déferierter KC wie z.B. Verhornung.
Die erste Veranderung bei Erhohung des Calciumsfgegt die asymmetrische
Formation von Desmosomen, welche bereits 5 min i@albiumzugabe sichtbar war
(Hennings et al, 1983). Fur humane KC konnten amalBeobachtungen gemacht
werden. Schlie3lich erwies sich eine Calciumkonzgian von 0,3 mM als Optimum
beziglich der Zellteilung. Maximale Stratifikatiamd Ausdifferenzierung wurden bei
1,0 mM Calciumgehalt im Medium festgestellt (Boyeteal, 1983). Dieser Effekt lasst
sich mdglicherweise durch die unterschiedliche Egpion der Desmogleine 1 und 3,
Strukturkomponenten des epidermalen Desmosoms, daasinteraktion zwischen
benachbarten KC vermittelt, erklaren: unter hoheaicildm ist die Expression von
Desmoglein 1 und 3 héher als in niedrigem CalciDanhing et al, 1998). Auch spielt
Calcium eine Rolle in der Expression hemidesmosenfaloteine, einschliel3lian634
Integrin, BP230 und BP180 (De Luca et al, 1992ajita et al, 1992; 1994; Matsuoka
et al, 2001).

Die Beobachtungen, dass Calcium die Differenzienomg KC und die Ausbildung von
Desmosomen beginstigt, legen nahe, dass dies aisshirRungen auf die Bildung und
Lokalisation von Hemidesmosomen und hemidesmosoniieteinen hat. BP-180, das
Hauptantigen des BP liegt in zwei Formen in bas&leratinozyten vor. In der apiko-
lateralen Plasmamembran, wo es nicht an Keratmélade gebunden ist und in der
basalen, ventralen Zellmembran an Keratinfilameygbunden, wo es zusammen mit
BP-230 in vivo Bestandteil von Hemidesmosomen lw. in vitro am Aufbau
Hemidesmosomen ahnlicher Strukturen beteiligt Zstsétzliche Untersuchungen bei
einer DJM-Zellreihe zeigten, dass BP-180 in hohaaitiGm (1,65 mM) in der basalen
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Plasmamembran eine ringformige Struktur aus graPenkten bildet. In niedrigem
Calcium hingegen wurde eine homogene Verteilungefer Punkte beobachtet.
Calciumzugabe fuhrte zur Reduzierung der BP180tigeni Areale um mehr als 50%
innerhalb von 10-15 min. Im Lauf von 4 h begaiuh £ine ringférmige Struktur, wie
sie bei mit hohem Calciumgehalt (1,65 mM) kultivegr Zellen beobachtet worden war,
zu bilden, die nach 24 h vollstandig ausgebildet. ig&i konfluenten Zellen war die
Ringform nicht darstellbar, stattdessen zeigte siamedrigem Calcium (0,15 mM) ein
grobfleckiges Muster (Kitajima et al, 1992). Aucki NHEK konnte nicht exakt die
gleiche ringférmige Struktur dargestellt werden.dash war ebenfalls eine
Vergroberung der Fluoreszenzpunkte unter Calciuftusis darstellbar. In einigen der
Zellen konnte bei hohem Calcium (1,65 mM) eine Rsddion der Fluoreszenz bis hin
zu Ringstrukturen &hnlich denen der DJM-Zellen gaghiesen werden. Eine
Veranderung des Calciumgehalts hatte auch hierRaaektion und Umverteilung von
BP180 an der ventralen Plasmamembran zur Folgejiiiia et al, 1992). Weitere
Studien mit DJM-Zellen konnten zeigen, dass es halalbation mit BP-Seren zu einer
Reduktion des apiko-lateralen BP180 Anteils kommbnach BP180 in Form von
Immunkomplexen intrazellular nachweisbar ist. Inm &elge von Calciumstimulation
kommt es jedoch nicht wie oben beschrieben zu ersgabhéangigen Ringbildung in
der ventralen Plasmamembran. Dieser Vorgang istdaufinternalisation von einem
Teil des BP180 ,Vorrats® zurtickzufuhren, der in #@mnsequenz bei der Neubildung
hemidesmosomaler Strukturen fehlt. Dies hat zug&adlass die Adharenz schon durch
kleine Traumata zerstort werden kann, was mogheeese zur Blasenbildung des BP
beitragt (Kitajima et al, 1994). Der Nachweis deternalisation konnte auch in vivo in
l&sionaler und perilasionaler Haut von BP-Patienteoht aber in unbefallener Haut
und in der Haut gesunder Probanden bestétigt weidiégima et al, 1998). Auch bei
Einsatz von Antikdrpern gegen die BP 180 NC16A-Dog)die in 90% der Félle das
Hauptepitop des BP ist, zeigte bei DIM-Zellen dtdiEffekte (Kitajima et al, 2000).
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Die bisherigen Daten beziglich des Einflusses valti@m auf die zellulare Verteilung
von BP180 nach Inkubation der Zellen mit BP180z#@ehen Antikdrpern bezogen
sich grol3tenteils auf Versuche mit einer DIJM-Zeli Unsere aktuelle Studie
untersuchte zunéchst, ob diese Beobachtungen auciNHEK gelten. Aul3erdem
konnte in friheren Arbeiten keine Aussage daribemagrht werden, ob die
Umverteilung von BP180 unter Calciumeinfluss undm&timulation mit anti-BP180
funktionelle Konsequenzen hat. Auch dieser Frafieatg gingen wir in unseren
aktuellen Versuchen nach.

Von IL-8 wird nach Versuchen im Modell mit neonat@alMausen angenommen, dass
es an der Pathogenese der Blasenbildung des BHgbest (Liu et al, 1997; 2000).
Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Antikorper apeg BP180 eine
Signaltransduktionskette in Gang setzen, die zyr&ssion und Freisetzung von IL-8
aus NHEK fuhren (Schmidt et al, 2000; 2001). Dieg\ghkeit zur Signaltransduktion
durch anti-BP180 Antikérper wurde von Suzuki et 28102 bekréaftigt. Allerdings
werden weitere Informationen bendtigt, um die friiligeignisse nach dem Binden der
Autoantikdrper gegen BP180 an ihre Rezeptoren aZeloberflache zu verstehen.

Zur Klarung der funktionellen Relevanz des Einfess/on Calcium auf Zellen im
Zusammenspiel mit Autoantikérpern gegen BP180 waresiner ersten Versuchsreihe
NHEK mit anti-BP180 Antikérpern stimuliert wordeNach 9 h Inkubationszeit mit 4
mg BP IgG/ml stiegen die IL-8 mMRNA Level um das -36he im Vergleich zu
Inkubation mit normalen IgG an (Schmidt et al, 2000 diesem Fall waren die NHEK
unter 0,15 mM Calcium kultiviert worden. In der {tegenden Arbeit konnte nach
Zugabe von Calcium keine signifikant erhohte IL-BiBetzung gemessen werden.
Durch die Stimulation der unter hohem Calciumgehaltivierten Keratinozyten mit
Pemphigus-1gG, woraufhin es zur Freisetzung ermdht8-Mengen kam, konnten wir
zeigen, dass diese Zellen prinzipiell in der Lai $nterleukine zu produzieren. Beli

der mangelnden Freisetzung von IL-8 durch NHEK, gieMedium mit hohem
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Calciumgehalt (1,65 mM) kultiviert worden waren halmkubation mit anti-BP180
IgG, handelt es sich also um ein BP180-spezifis€tgmomen.

Der Effekt von Pemphigus-lgG auf NHEK unter nieéng und hohem Calcium ist
ausfuhrlich untersucht (Kitajima et al, 1987; Satoal, 2000), allerdings finden sich
keine Daten Uber die Freisetzung von Zytokinen.ddm$Beobachtung von erhdhter
Freisetzung von IL-8 in hohem, nicht jedoch in migem Calcium, deckt sich mit der
Tatsache, dass nur unter hohem Calcium Desmosonsdmidet werden und
Desmoglein 1 und 3, die Zielantigene von Pemphigess in signifikanter Menge
exprimiert werden (Stanley et al, 1982; Denninglef998).

Im Umkehrschluss lasst sich aus der Beobachtungs NHEK nur in niedrigem
Calcium vermehrt IL-8 freisetzen folgern, dass Herflul3 von Calcium funktionelle
Konsequenzen fur NHEK im Rahmen der PathogenesBlésmt.

Nun versuchten wir den Angriffspunkt von Calcium NHEK nach Binden von
Antikdrpern gegen BP180 genauer zu identifizieréir zeigten, dass es in
Abhangigkeit vom Calciumgehalt des Mediums zu eungerschiedlichen Verteilung
von BP180 nach 12 h Inkubation mit anti-BP180 Ignknt. Die in niedrigem Calcium
(0,15 mM) unabhéangig von der Inkubationszeit bebteite membrandse Fluoreszenz
konnte durch die Konfokalaufnahmen in der apikedaien Plasmamembran lokalisiert
werden. Es ist also anzunehmen, dass die membrdfteeeszenz dem nicht mit
Keratinfilamenten assoziierten BP180 ,Vorrat® emtsipt. Unter Einflu3 von Calcium
kam es nach 12 h zu einem vollstandigen Verschwinlge membrandsen Fluoreszenz.
Stattdessen zeigte sich eine Zusammenlagerung Pa8®in Form kleiner Plaques in
Ringform intrazytoplasmatisch in der Nahe der Ps@mbran. Daneben konnte in der
basalen-ventralen Plasmamembran, also im Bereiclm de Aufbau der
Hemidesmosomen beteiligten BP180-Menge, eine Vbgguing des Musters unter
Calcium- und Antikorpereinfluss dargestellt werdeAuch das basale, mit
Keratinfilamenten assoziierte BP180 ist also von ®eranderungen betroffen. Nach

diesen Beobachtungen gingen wir davon aus, daddrdéhigkeit von NHEK in hohem
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Calcium nach Inkubation mit gegen BP180 spezifiachatikorpern IL-8 freizusetzen
von der veranderten zellularen Verteilung von BPa88genht.

Interessanterweise konnten wir durch die Uberprjifusler BP180 Menge in
Keratinozytenextrakten aus beiden Kulturen mittdlestern-Blot aber auch zeigen,
dass es in niedrigem Calcium zu einer geringgradigeren Expression von BP180 in
NHEK kommt. Bei der in hohem Calcium vermindertentBinmenge in NHEK kdnnte
es sich also auch um einen die Funktionalitat @édle£inschrankenden Faktor handeln.
Diese Beobachtung filhrte zu der Uberlegung nachevesi Angriffspunkten von
Calcium. Alternativ ist es denkbar, dass es unéen &influ? von Calcium zur Stérung
der Signaltransduktion von BP180, die durch dasd&mnvon BP180 spezifischen
Autoantikdrpern in Gang gesetzt wird kommt. Diesaesight deckt sich mit einem
Bericht Uber voribergehende Erhohung der intraZetn Calciumkonzentration in
DJM1-Zellen nach Inkubation mit Antikérpern gegeRIBO (Suzuki et al, 2002).
Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass diesExypreron BP180 in humanen
KC kein statisches Geschehen ist, sondern sowahlGalcium, als auch von gegen
BP180 spezifischen Autoantikdrpern beeinflusst witle Beobachtung, dass die
zellulare Verteilung und Menge von BP180 funktided€elevanz haben kénnte, bringt
uns einen Schritt ndher zum Verstandnis des epalenmHemidesmosoms und spielt
maoglicherweise eine Rolle in der Pathogenese bialsiemder Autoimmundermatosen,

die mit Antikbrpern gegen BP180 assoziiert sind.

51



6. Schlussfolgerung

Unsere Untersuchungen legen nahe, dass durch Aikiiger pathogene
Immunmechanismen in Keratinozyten ausgeltst werdienzur Blasenbildung des BP
beitragen.

Neben eingewanderten Eosinophilen, Neutrophiledgllen und Makrophagen, setzten
auch die Keratinozyten vor Ort Zytokine und Protea$rei. Bei experimenmtellem,
murinem BP konnte das u.a. fur t-PA und IL-8 getzeigrden ( Liu et al, 1995, 2000).
Im Rahmen unseres Keratinozytenmodells wurde ddeluktion von Interleukinen und
Proteasen an Kkultivierten neonatalen NHEK gemes&mi. den Untersuchungen
bezuglich der Matrixmetalloproteinasen (MMP) komteir geringe Mengen der
inaktiven Formen von MMP-2 und MMP-9 nachweisererHei handelte es sich jedoch
lediglich um Enzyme, die im Rahmen einer basaléiré®®n durch die Keratinozyten
freigesetzt werden. Eine erhodhte Freisetzung naehuation mit Autoantikdrpern
konnte nicht gezeigt werden. Bezuglich des Plasgenaktivatoren-Systems
bestimmten wir die Freisetzung von t-PA, u-PA umdl-P in kultivierten NHEK.
Wahrend u-PA nach Inkubation mit BP-IgG nicht vehmeaus Keratinozyten
freigesetzt wurde, sind die gemessenen erhohtehA-Sgtegel mdoglicherweise ein
wichtiger Schritt bei der Blasenbildung.

Bei Calcium handelt es sich um einen fir die Ddferierung und Proliferation
essentiellen Faktor. Unter Calciumeinfluld kommt ies Rahmen physiologischer
Prozesse zu einer Verminderung von BP180 in deamfdaembran von Keratinozyten.
Bei gleichzeitiger Stimulation mit Autoantikérpetkonnten wir das vollstandige
Verschwinden von BP180 aus der apiko-lateralen waeld beobachten. Dieser
Vorgang ist als Summationseffekt von Calcium unthd&nden von Autoantikérpern
an BP180 zu werten. Wahrend Calcium im Rahmen plogischer
Umstrukturierungen zur Reduktion von BP180 in deErsmamembran fihrt, legt die

von uns beobachtete intrazelluldre Fluoreszenz witernalisation von BP180 nach

52



Binden der Antikérper nahe. Treten beide Effekteidizeitig auf, kommt es im
Zeitverlauf zum vollstdndigen Verschwinden von B@1&us der Plasmamembran.
Nachdem es unter calciumreichen Bedingungen zu gareninderten Freisetzung von
IL-8 kommt, scheint das Zusammenwirken von Calcwrd Autoantikdrpern neben der
strukturellen auch eine funktionelle Relevanz zabdn. Unsere Ergebnisse der
erhdhten Freisetzung von t-PA und die Calcium-Algigkeit der vermehrten Sekretion
von IL-8 aus kultivierten NHEK nach Inkubation mBP-IgG unterstreichen die
Bedeutung der KC in der Pathogenese des BP. Sexnatern zudem die Relevanz
von anti-BP180 Antikoérpern bei der Blasenbildung &&.
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7. Zusammenfassung

Das bullose Pemphigoid (BP) ist eine subepidermalasembildende
Autoimmundermatose mit Autoantikérpern gegen dienidesmosomalen Proteine
BP180 und BP230. Die pathogenetische Relevanz vaik@&pern gegen BP180 wurde
zuvor sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesAnfRerdem war gezeigt worden,
dass Plasminogenaktivator (PA) und Matrixmetallograse-9 (MMP-9) knock-out
Mause nicht mehr in der Lage sind, nach Injekticn vanti-BP180 Antikdrpern
subepidermale Blasen auszubilden. Patienten miw&Ben erhéhte Spiegel von tissue-
type PA, nicht aber von urokinase-type PA, in laaler Haut und Blasenflissigkeiten
auf. Der Nachweis von erhbhten mRNA Spiegeln v&Atin Keratinozyten aus BP-
Lasionen legte diese Zellen als Quelle fir die tF¥Aduktion nahe. Im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit gingen wir daher der Fragehnabd die Bindung von anti-BP180
IgG an ihren Oberflachenrezeptor auf kultivienremmalen epidermalen Keratinozyten
(NHEK) zur Freisetzung von Plasminogenaktivatorem iMatrixmetalloproteinasen
fuhrt.

In Uberstanden kultivierter NHEK fanden wir nachin@tlation mit IgG von BP-
Patienten bzw. Kaninchen, die mit humanem BP180 @&¥Cimmunisiert worden
waren, erhdhte Spiegel von t-PA, nicht aber vorAu{Pie Tatsache, dass in weiteren
Untersuchungen mittels ELISA keine erhohte Plasgenaktivitdt nachgewiesen
werden konnte, lasst sich moglicherweise durch diddhten Spiegel von
Plasminogenaktivatorinhibitor 1 (PAI-1) erklaren.

Anders als bei t-PA beobachteten wir nach Inkulpatiit anti-BP180 Antikérpern eine
nur minimale Freisetzung von MMP-2 und MMP-9 ausB¥H Beide Proteasen waren
in der Zymographie darstellbar, nicht aber mitt¥igestern-Blot, was durch die
unterschiedliche Sensitivitat der Verfahren erldérist. Es ist somit denkbar, dass es
sich bei den in Keratinozyten-Uberstanden nachvaegsb MMP-2- und MMP-9-
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Konzentrationen um das Ergebnis einer basalen @akréandelt, die durch die

Bindung der BP180-spezifischen Autoantikérper nlmginflusst werden.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit basiert aef Beobachtung an kultivierten
DJM-1 Zellen, einer Spinaliomzelllinie, dass diepEession von BP180 sowohl durch
die Calciumkonzentration als auch durch die Bindwan BP180-spezifischen
Antikdrpern  beeinflusst wird. Wir untersuchten NHEKmit Hilfe der
Konfokallasermikroskopie und zeigten, dass nachuthakion mit normalem IgG BP180
unabhangig vom Calciumgehalt, hauptsachlich anZédioberflache exprimiert wird.
Nach 12 h Inkubation mit BP180-spezifischen Antg€in kam es jedoch zu einer
starken Verminderung von BP180 in der Cytoplasmabmamund einer punktférmigen
BP180-Anfarbung entlang der inneren ZellmembrannhVdie Keratinozyten unter
niedrigen Calciumbedingungen kultiviert wurden,gteisich eine geringgradig hdhere
Expression von BP180. In der Folge gingen wir dexgé nach, ob die beobachtete
veranderte BP180-Expression unter CalciumeinfluRuni¢tionellen Konsequenzen fir
die Zellen fuhrt. Unsere Versuche zeigten eine vierte Freisetzung von IL-8 aus
unter niedrigen Calciumbedingungen kultivierten N\|HEach Stimulation mit BP-IgG.
Da wir zeigen konnten, dass die Zellen prinzipiell der Lage waren, IL-8 zu
produzieren, schlossen wir, dass mdglicherweise diliech Calcium beeinflusste
zellulare Verteilung von BP180 fur die unterschig 1L-8 Freisetzung aus den

Keratinozyten verantwortlich ist.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass es duehBugidung von BP180-
spezifischen Antikérper zur Freisetzung von t-PAchh jedoch von u-PA aus
kultivierten NHEK kommt, und dass die BP180-vereitd Freisetzung von IL-8 aus
Keratinozyten von der extrazellularen Calciumkorneion abhangt. Somit scheint der
Keratinozyt nicht nur passiver Trager der Zielagtig zu sein, sondern vielmehr eine

aktive Rolle in der Pathogenese des BP zu spielen.
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9. Anhang

9.1 Abklrzungen

AG Antigen

AK Antikorper

BP bulléses Pemphigoid

bzw. beziehungsweise

C Complement

ca. circa

CaCb Calciumchlorid

CD cluster of differenciation
cDNA copy Desoxyribonukleinsaure
DIF direkte Immunfluoreszenz

DJM-Zellen Zellreihe eines Sichelzellkarzinoms

EGF epidermal growth factor
HRP horseraddish peroxidase
19G Immunglobulin G

lIF indirekte Immunfluoreszenz
IL Interleukin

kDa Kilodalton

KGF keratinocyte growth factor
KGM keratinocyte growth medium
MF membrandse Fluoreszenz
mg/ml Milligramm pro Milliliter

ml Milliliter

mm Millimeter

MMP Matrixmetalloproteinase
MRNA messenger Ribonukleinsaure
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MW
NaCl
NC
ng/mil
NHEK
NHS
NRS
PAI-1
PBS
PET
PF
pg/mi
Pkt
PNA
PV
Ring
RT
SD
TBST
TGF
TH
TNF
t-PA
u.a.
U/min
u-PA
v.a.
WB

Mittelwert

Natriumchlorid

non-collagenous

Nanogramm pro Milliliter

normale humane epidermale Keratinozyten
normales humanes Serum

normal rabbit serum
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
phosphate buffered saline
PBS-EDTA-Tween

Pemphigus foliaceus

Picogramm pro Milliliter

intrazellulare punktformige Fluoreszenz
p-Nitroanillin

Pemphigus vulgaris

intrazellulare ringformige punktuelle Verldtangen der Fluoreszenz
Raumtemperatur

Standardabweichung

tris buffered saline plus tween
transforming growth factor
T-Helferzellen

Tumornekrosefaktor

tissue-type plasminogenaktivator

unter anderem

Umdrehungen pro Minute
urokinase-type plasminogenaktivator
vor allem

Western Blot
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