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Proteine ist das PV-Mausmodell, welches eine in vivo-Charakterisierung der Pathogene-
se dieser Autoimmunerkrankung erlaubt (Anhalt et al., 1982; Amagai et al., 2000;
Eming et al., in Vorbereitung). Darliber hinaus sind Untersuchungen zur Pathogenitit
epitopspezifischer Dsg3-Autoantikorper im Keratinozyten-Dissoziations-Assay denkbar
(Ishii et al., 2005).

Neben diagnostischen Fortschritten konnten die fiir die vorliegende Arbeit hergestellten
rekombinanten Proteine auch zur Optimierung der Therapie beitragen. Die extrakorpo-
rale Immunadsorption dient der selektiven Eliminierung zirkulierender,
pathogenetischer Antikorper, ohne den fiir die Plasmapherese typischen Verlust weiterer
Plasmakomponenten. In Kombination mit Immunsuppression ist sie bereits als effizien-
te und nebenwirkungsarme therapeutische Option beim PV erkannt worden (Eming und
Hertl, 2006a; Eming et al., 2006b). Die Grundlage fiir diesen Therapieansatz bieten
Experimente von Amagai et al., welche zeigten, dass eine Adsorption von Antikérpern
aus PV-Patientenseren durch die gesamte extrazellulire Doméne von Dsg3 zu einem
Pathogenitétsverlust dieser Seren fiihrt (Amagai et al., 1994). Die Verfiigbarkeit spezifi-
scher Dsg3-Proteine sowie eine detaillierte Kenntnis iiber die
krankheitsaktivititsabhéngige Erkennung PV-relevanter Epitope konnte mittels antigen-
spezifischer Immunadsorption zu einer noch gezielteren Eliminierung von

Autoantikérpern beitragen.

Immunadsorption

Entfernen pathogener Autoantikérper

WPy 5.9% i‘* pathogene Autoantikérper 0 Keratinozyt

Abb. 4.1: Eliminierung pathogener Autoantikorper durch Immunadsorption

Durch extrakorporale Immunadsorption kdnnen zirkulierende, pathogenetische Antikorper selektiv aus
peripherem Patientenblut entfernt werden. Dazu erfolgt eine Passage der Plasma-Fraktion {iber eine mit
Protein-A-Sepharose oder Tryptophan- bzw. Penylalanin-PVA (polyvinyl alcohol) versehene, Affinitéts-
Saule. (BMZ) Basalmembranzone. (nach Hertl, 2001)
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5 Zusammenfassung

Der Pemphigus vulgaris (PV) ist eine durch intraepidermale Blasenbildung gekenn-
zeichnete Autoimmundermatose, deren Pathogenese durch die Bildung von
Immunglobulin G (IgG)-Autoantikdrpern gegen das desmosomale Adhésionsprotein,
Desmoglein 3 (Dsg3), initiiert wird. Vorausgehende Studien zeigten, dass pathogene
Autoantikdrper vorwiegend konformationelle Epitope innerhalb der aminoterminalen
Ektodoméne von Dsg3 erkennen.

Zielsetzung der vorgelegten Arbeit war es, die I[gG-Reaktivitit der Seren eines kli-
nisch gut charakterisierten Kollektivs an PV-Patienten gegen definierte Bereiche der
extrazelluliren Domidne von Dsg3 mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (E-
LISA) zu analysieren. Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob die Interaktion von
PV-spezifischen Autoantikorpern mit Dsg3-Epitopen konformationsabhéngig ist.

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der ELISA-Experimente stellte die Pro-
duktion der gesamten Dsg3-Ektodoméne, Dsg3EC1-5, sowie ihrer fiinf Subdoménen im
Baculovirusexpessionssystem dar. Im Anschluss an die Klonierung der extrazelluldren
Dsg3-Doménen in einen geeigneten Baculovirustransfervektor erfolgte eine Kotransfek-
tion mit Baculovirus-DNA in Insektenzellen. Nach Amplifizierung des Virus-Titers
konnten die rekombinanten Proteine exprimiert und affinitdtschromatographisch aufge-
reinigt werden. Insgesamt wurden eine Kohorte von 94 PV-Patienten, charakterisiert
durch die jeweilige Krankheitsaktivitidt (akut (n=39), chronisch (n=42), Remission
(n=13)) und den klinischen Phénotyp (mukosal (n=21), mukokutan (n=62), kutan
(n=11)) untersucht. Dartliber hinaus erfolgte die Analyse der Seren von zwei einzelnen
PV-Patienten im Krankheitsverlauf.

Innerhalb dieser Kohorte zeigten 91 % der Seren IgG-Reaktivitit gegen die voll-
standige extrazellulire Doméne, wihrend jeweils 15 % bis 50 % der Autoantikdrper
auch einzelne Dsg3-Subdomiénen erkannten. Die IgG-Autoantikdrperantwort und IgG-
Titer gegen die gesamte Dsg3-Ektodoméne korrelierten dabei mit der Krankheitsaktivi-
tit der PV-Patienten. Weiterhin war die IgG-Reaktivitit gegen den NH,-Terminus
(Dsg3EC1) im Krankheitsverlauf einzelner PV-Patienten sowie gegen die extrazelluli-
ren Doménen Dsg3EC2, Dsg3EC3 und Dsg3EC4 in der Gesamtkohorte mit aktiven
Krankheitsstadien des PV assoziiert. Die Autoantikdrperantwort gegen die vier NH;-
terminalen Subdoménen wies auflerdem eine Assoziation mit einem schleimhautdomi-

nanten Phénotyp auf. ELISA-Experimente mit nativen und denaturierten rekombinanten
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Dsg3-Proteinen demonstrierten, dass IgG-Autoantikdrper aus PV-Seren sowohl mit
konformationellen als auch mit nicht-konformationellen Epitopen innerhalb der Dsg3-
Ektodoméne reagieren.

Insgesamt zeigte die Auswertung der AutoantikOrperprofile, dass die IgG-
Reaktivitdt mit verschiedenen, vornechmlich aminoterminalen, nicht-konformationellen
Epitopen hauptsidchlich mit einem schleimhautdominanten Phénotyp assoziiert ist und
mit der Krankheitsaktivitit von PV-Patienten korreliert. Diese Resultate deuten darauf
hin, dass wihrend des ,,natiirlichen Krankheitsverlaufs® beim PV von der mukosalen
zur vorwiegend kutanen Manifestation der Lasionen eine Verschiebung der Epitop-
Erkennung von NHs-terminalen Bereichen zu anderen antigenen Determinanten der
Dsg3-Ektodoméne stattfindet. Dieses Phdnomen des ,, Epitope spreading ““ wird auch bei
anderen Autoimmunkrankheiten beobachtet.

Die Verfiigbarkeit der rekombinanten Dsg3-Proteine konnte, anhand einer detaillier-
ten Charakterisierung des Dsg3-Autoantikorperprofils im ELISA, verfeinerte
serologische Kriterien zur Erfassung der Krankheitsaktivitdt von PV-Patienten definie-

ren.
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6 Summary

Pemphigus vulgaris (PV) is an autoimmune bullous disease which is characterized by
intraepidermal blister formation. It is caused by production of immunoglobulin G (IgG)
autoantibodies against the desmosomal adhesion proteins desmoglein 3 (Dsg3) and
desmoglein 1 (Dsgl). It has been proposed that pathogenic autoantibodies predomi-
nantly recognize conformational epitopes within the aminoterminal ectodomain of
Dsg3.

The aim of this study was to analyse IgG reactivity against defined subdomains of
the Dsg3 ectodomain in the sera from a cohort of clinically well-characterized PV pa-
tients by enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA). Further experiments intended
to characterize the interaction of PV autoantibodies with conformational and non-
conformational Dsg3 epitopes.

For the establishment of the ELISA assays, the entire ectodomain Dsg3EC1-5 and
its five individual subdomains were expressed utilizing a baculovirus system. Cloning
of the extracellular Dsg3 domains into a suitable transfer vector was followed by co-
transfection with baculovirus DNA into insect cells. Subsequently, the virus titres were
amplified and recombinant Dsg3 proteins were expressed and purified by affinity chro-
matography. A cohort of 94 PV patients was clustered by disease activity, acute (n=39),
chronic (n=42), remittend (n=13), and clinical phenotype, mucosal (n=21), mucocuta-
neous (n=62) and cutaneous (n=11) and their sera were analysed. Furthermore, the
course of the disease was followed up serologically in two individual PV patients.

In this cohort, 91 % of the sera showed IgG reactivity against the entire ectodomain,
while the IgG recognition of single Dsg3 subdomains ranged between 15 % and 50 %.
IgG autoantibody titres reacting with the entire ectodomain correlated with disease ac-
tivity. Reactivity with the extracellular domains (Dsg3EC2, Dsg3EC3 and Dsg3EC4)
and the NH,-terminus (Dsg3EC1) was related with disease severity in the entire cohort
and individual PV patients, respectively. Furthermore, autoantibodies against the four
NH,-terminal subdomains were associated with a mucosal dominant phenotype. ELISA
with native and denaturated Dsg3 proteins demonstrated that PV specific IgG reacts
with both conformational and non-conformational epitopes within the Dsg3 ectodo-

main.
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The present analysis of IgG autoantibody profiles of the studied PV sera demonstrates
that recognition of distinct, preferentially aminoterminal, non-conformational epitopes
is generally related to a mucosal dominant phenotype and correlates with the disease
activity in PV patients. These findings suggest that during the “natural course” from
mucosal dominant to mucocutaneous PV, there may be a shifted epitope recognition of
IgG against NH,-terminal epitopes to other antigenetic determinants of the Dsg3 ecto-
domain. This phenomenon, called “epitope spreading”, is consistent with findings in
other autoimmune diseases.

The availability of recombinant Dsg3 subdomains may have clinical potential, by
defining more refined serological markers and determining patient's Dsg3 autoantibody

profile for improved diagnosis.
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8 Anhang

Tab. 8.1: IgG-Reaktivitit (OD-Werte) der Pemphigus vulgaris-Patienten-Kohorte im ELISA

PV-Patient | Stadium | Phiinotyp | Dsg3EC1-5 | Dsg3ECl1p | Dsg3EC1 | Dsg3EC2 | Dsg3EC3 | Dsg3EC4 | Dsg3ECS

P23 a m 0,602 0,25 0,902 0,516 0,317 0,213 0,128
P245 a m 0,386 0,211 0,251 0,207 0,181 0,189 0,146
P254 a m 0,924 0,149 0,399 0,158 0,146 0,352 0,142
P261 a m 0,998 0,255 0,569 0,3 0,207 0,324 0,129
P537 a m 0,273 0,195 0,276 0,531 0,32 0,292 0,216
P1305 a m 0,596 0,292 0,373 0,219 0,197 0,196 0,106
P1698 a m 1,275 0,522 1,077 0,483 0,35 0,821 0,252
AC115 a mc 1,129 0,205 0,641 0,641 0,225 0,173 0,81
P34 a mc 0,932 0,621 0,703 0,905 0,364 0,526 0,338
P62 a mc 0,992 0,167 0,343 0,148 0,136 0,313 0,126
P74 a mc 0,721 0,141 0,306 0,255 0,21 0,174 0,163
P83 a mc 0,443 0,177 0,301 0,206 0,226 0,337 0,17
P189 a mc 0,605 0,295 0,314 0,207 0,144 0,151 0,135
P200 a mc 0,716 0,264 0,495 1,108 0,904 1,21 0,489
P206 a mc 0,892 0,347 0,502 0,598 0,518 0,48 0,266
P207 a mc 0,924 0,218 0,329 0,234 0,211 0,158 0,119
P236 a mc 1,138 0,36 0,532 0,467 0,447 1,17 0,279
P238 a mc 0,583 0,336 0,498 0,245 0,258 0,248 0,232
P240 a mc 1,01 0,254 0,486 0,268 0,256 0,878 1,489
P250 a mc 0,543 0,186 0,281 0,191 0,161 0,324 0,108
P257 a mc 0,858 0,223 0,516 0,601 0,559 0,237 0,115
P260 a mc 0,925 0,154 0,41 0,23 0,167 0,244 0,18
P325 a mc 0,884 0,275 0,233 0,646 0,278 0,272 0,923
P326 a mc 0,838 0,207 0,357 0,178 0,155 0,153 0,115
P441 a mc 0,958 0,197 0,356 0,213 0,196 0,205 0,18
P463 a mc 1,173 0,228 0,468 0,406 0,327 0,24 0,916
P489 a mc 0,751 0,178 0,454 0,425 0,369 0,341 0,52
P700 a mc 0,663 0,253 0,577 0,318 0,293 0,27 0,196
P1053 a mc 0,65 0,252 0,353 0,504 0,513 0,408 0,266
P1092 a mc 1,031 0,18 0,347 0,155 0,145 0,211 0,128
P1535 a mc 0,853 0,188 0,331 0,247 0,185 0,178 0,107
P1699 a mc 0,812 0,345 0,47 0,451 0,395 0,422 0,451
P1712 a mc 0,803 0,332 0,41 0,36 0,303 0,232 0,185
P1721 a mc 0,738 0,181 0,219 0,151 0,152 0,161 0,128
P1729 a me 0,988 0,261 0,253 0,227 0,419 0,378 0,241
P1740 a mc 1,232 0,558 0,495 0,493 0,444 0,547 0,45
P1742 a mc 0,403 0,297 0,301 0,25 0,258 0,239 0,198
P35 a c 0,885 0,125 0,258 0,136 0,134 0,149 0,108
P246 a c 0,626 0,242 0,295 0,137 0,121 0,199 0,097
P75 c m 0,742 0,213 0,333 0,262 0,389 0,238 0,207
P138 c m 0,42 0,291 0,535 0,258 0,213 0,195 0,111
P192 c m 0,895 0,249 0,315 0,213 0,135 0,192 0,183
P193 c m 0,629 0,155 0,322 0,32 0,224 0,156 0,177
P197 c m 0,968 0,134 0,353 0,118 0,116 0,096 0,095
P198 c m 0,888 0,141 0,246 0,113 0,115 0,101 0,097
P202 c m 0,67 0,24 0,309 0,28 0,244 0,214 0,124
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P203 c m 0,653 0,146 0,361 0,133 0,138 0,097 0,093
P234 c m 0,647 0,143 0,195 0,111 0,136 0,11 0,116
P569 c m 0,499 0,131 0,456 0,311 0,242 0,144 0,115
P823 c m 0,952 0,303 0,844 0,561 0,279 0,187 0,749
P1538 c m 0,871 0,806 0,956 1,118 1,002 0,94 0,384
P1739 ¢ m 0,487 0,525 0,709 0,644 0,568 0,655 0,326

P55 c mc 1,088 0,178 0,298 0,234 0,18 0,183 0,181

P87 c mc 0,693 0,239 0,707 0,246 0,278 0,434 0,12

P92 c mc 0,652 0,231 0,314 0,174 0,122 0,116 0,162
P187 c mc 0,902 0,445 0,66 0,318 0,364 0,655 0,168
P191 c mc 0,859 0,167 0,389 0,116 0,115 0,156 0,098
P194 c mc 0,805 0,119 0,369 0,156 0,127 0,204 0,106
P196 c mc 0,967 0,162 0,391 0,163 0,158 0,151 0,147
P201 c mc 0,813 0,423 0,665 0,435 0,506 0,243 0,244
P235 c mc 0,907 0,192 0,381 0,239 0,214 0,276 0,145
P237 c mc 0,724 0,222 0,364 0,31 0,308 0,606 0,303
P241 c mc 0,704 0,246 0,436 0,455 0,454 0,466 0,451
P247 c mc 0,728 0,351 0,582 0,422 0,291 0,265 0,298
P251 c mc 0,897 0,198 0,525 0,298 0,095 0,117 0,519
P492 c mc 1,011 0,175 0,373 0,165 0,162 0,252 0,136
P525 c mc 1,092 0,174 0,293 0,25 0,141 0,231 0,236
P565 c mc 1,495 0,179 0,406 0,206 0,227 0,455 0,177
P605 ¢ mc 0,602 0,235 0,422 0,419 0,402 0,205 0,137
P646 ¢ mc 0,648 0,129 0,466 0,272 0,285 0,565 0,188
P717 ¢ me 0,818 0,325 0,478 0,36 0,28 0,462 0,172
P893 ¢ mc 0,871 0,275 0,524 0,326 0,311 0,33 0,235
P1675 c mc 0,782 0,268 0,372 0,395 0,299 0,232 0,155

P66 c c 0,345 0,255 0,742 0,25 0,186 0,155 0,123

P93 c c 0,671 0,151 0,258 0,171 0,166 0,212 0,269
P104 c c 0,939 0,166 0,198 0,275 0,143 0,532 0,379
P204 c c 0,901 0,168 0,213 0,418 0,14 0,24 0,696
P253 c c 0,342 0,253 0,386 0,161 0,16 0,261 0,105
P255 c c 0,765 0,205 0,262 0,197 0,198 0,169 0,101
P338 c c 0,795 0,194 0,329 0,248 0,231 0,18 0,126
P562 c c 0,252 0,235 0,341 0,222 0,205 0,221 0,134
P123 r m 0,504 0,289 0,256 0,249 0,296 0,228 0,167

P12 r mc 0,593 0,227 0,261 0,299 0,271 0,221 0,127

P43 r mc 0,556 0,296 0,456 0,284 0,21 0,226 0,152

P96 r mc 0,553 0,331 0,319 0,166 0,165 0,169 0,137
P133 r mc 1,418 0,227 0,367 0,188 0,198 0,356 0,231
P256 r mc 0,786 0,246 0,532 0,28 0,269 0,3 0,167
P505 r mc 0,224 0,321 0,451 0,298 0,263 0,255 0,234
P538 r mc 0,212 0,18 0,393 0,202 0,141 0,335 0,106
P644 r mc 0,227 0,229 0,413 0,265 0,266 0,202 0,186
P647 r me 0,175 0,127 0,189 0,342 0,193 0,262 0,141
P709 r mc 0,941 0,285 0,424 0,312 0,285 0,284 0,473
P1154 r mc 0,871 0,287 0,756 0,326 0,238 0,184 0,612

P44 r c 0,64 0,165 0,257 0,183 0,19 0,169 0,147

Die Tab. gibt die infolge Zweifachmessung gemittelten OD-Werte der 94 im ELISA untersuchten PV-
Patienten gegen die verschiedenen Desmoglein 3-Doménen an. Krankheitsstadien: (a) akut, (c) chronisch,

(r) Remission. Phéanotyp: (m) mukosal, (mc) mukokutan, (¢) kutan. (vgl. Tab. 3.2, 3.3; Abb. 3.7, 3.8)
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Tab. 8.2: IgG-Reaktivitit (OD-Werte) der Kontrollseren im ELISA

Kontrolle Dsg3EC1-5 Dsg3ECl1p Dsg3EC1 Dsg3EC2 Dsg3EC3 Dsg3EC4 Dsg3ECS5
K12 0,241 0,156 0,216 0,41 0,42 0,389 0,387
K17 0,313 0,345 0,3 0,28 0,294 0,153 0,166
K18 0,228 0,199 0,326 0,154 0,232 0,135 0,106
K19 0,165 0,213 0,18 0,119 0,118 0,121 0,109
K22 0,213 0,224 0,223 0,201 0,2 0,186 0,205
K23 0,216 0,322 0,342 0,311 0,312 0,3 0,355
K24 0,224 0,202 0,224 0,199 0,19 0,185 0,164
K25 0,218 0,19 0,306 0,186 0,185 0,167 0,143
K26 0,192 0,19 0,255 0,153 0,197 0,144 0,12
K27 0,16 0,129 0,23 0,163 0,184 0,123 0,131
K28 0,254 0,219 0,299 0,242 0,215 0,153 0,134
K30 0,145 0,192 0,212 0,191 0,183 0,169 0,161
K34 0,251 0,231 0,261 0,267 0,241 0,316 0,146
K36 0,288 0,368 0,357 0,368 0,321 0,304 0,204
K37 0,215 0,236 0,281 0,173 0,191 0,217 0,119
K39 0,164 0,148 0,177 0,161 0,173 0,184 0,156
K41 0,39 0,167 0,402 0,237 0,246 0,198 0,121
K42 0,223 0,155 0,263 0,139 0,117 0,131 0,113
K45 0,224 0,146 0,266 0,151 0,14 0,38 0,099
K46 0,213 0,162 0,349 0,202 0,186 0,146 0,118
K48 0,22 0,147 0,241 0,252 0,228 0,217 0,186
K49 0,212 0,146 0,192 0,152 0,154 0,159 0,124
K50 0,398 0,201 0,239 0,239 0,184 0,266 0,125
K52 0,3 0,189 0,394 0,21 0,205 0,303 0,143

Die Tab. gibt die infolge Zweifachmessung gemittelten OD-Werte der im ELISA untersuchten 24 Kon-
trollseren von gesunden Personen gegen die verschiedenen Desmoglein 3-Doménen an. (vgl. Abb. 3.7,

3.8)

Tab. 8.3 A, B: IgG-Reaktivitit (OD-Werte) individueller Pemphigus vulgaris-
Patienten im ELISA

Proteine do dis d23 d28 dé4 d120 d162 d169 d206
Dsg3EC1-5 0,641 0,566 0,618 0,439 0,69 0,667 0,597 0,667 0,597
Dsg3EC1p 0,246 0,218 0,267 0,171 0,282 0,262 0,239 0,262 0,239
Dsg3EC1 0,449 0,39 0,446 0,301 0,534 0,491 0,407 0,491 0,407
Dsg3EC2 0,375 0,294 0,336 0,26 0,545 0,455 0,351 0,455 0,351
Dsg3EC3 0,319 0,273 0,301 0,264 0,349 0,323 0,284 0,323 0,284
Dsg3EC4 0,326 0,3 0,298 0,279 0,33 0,325 0,261 0,325 0,261
Dsg3ECS5 0,204 0,18 0,193 0,191 0,206 0,198 0,174 0,198 0,174

A- gemittelte OD-Werte von Patient A gegen Desmoglein 3-Proteine im Beobachtungszeitraum, (d) Tag
(vgl. Abb. 3.9 A)
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Proteine do d8 d15 d22 d48 di11
Dsg3EC1-5 0,915 1,16 0,987 1,136 1,044 0,96
Dsg3EClp 0,166 0,2 0,178 0,208 0,313 0,275
Dsg3EC1 0,366 0,819 0,46 0,759 0,454 0,342
Dsg3EC2 0,177 0,271 0,201 0,242 0,333 0,295
Dsg3EC3 0,357 0,567 0,375 0,493 0,427 0,387
Dsg3EC4 0,518 0,904 0,593 0,985 0,441 0,361
Dsg3EC5 0,255 0,367 0,283 0,444 0,355 0,342

B- gemittelte OD-Werte von Patient B gegen Desmoglein 3-Proteine im Beobachtungszeitraum, (d) Tag
(vgl. Abb. 3.9 B)

Tab. 8.4 A, B, C: OD-Werte fiir Anti-E-Tag Reaktivitiit (A) und IgG-Reaktivitiit ein-

zelner PV-Seren (B, C) gegen native und denaturierte Desmoglein 3-Proteine im

ELISA

E-Tag Dsg3EC1-5 Dsg3ECl1p Dsg3EC1 Dsg3EC2 Dsg3EC3 Dsg3EC4 Dsg3EC5

Nativ 1,096 1,004 0,984 0,817 1,026 1,007 1,031
Urea 1,139 0,916 1,002 1,053 1,313 1,024 1,003

EDTA 1,539 1,085 1,001 1,028 1,199 1,081 1,035
A- Anti-E-Tag-Reaktivitdt (vgl. Abb. 3.10 A)
P325 Dsg3EC1-5 Dsg3EC1 Dsg3EC2 Dsg3EC3 Dsg3EC4 Dsg3EC5
Nativ 0,87 0,414 0,414 0,794 0,328 0,676
Urea 0,85 0,383 0,378 0,431 0,331 0,665
EDTA 0,736 0,37 0,358 0,346 0,345 0,697
B- IgG-Reaktivitdt von Patient P 325 (vgl. Abb. 3.10 B)

P1698 Dsg3EC1-5 Dsg3EC1p Dsg3EC1 Dsg3EC2 Dsg3EC3 Dsg3EC4 Dsg3EC5
Nativ 0,68 0,499 0,576 0,421 0,349 0,506 0,353
Urea 0,681 0,51 0,608 0,448 0,395 0,575 0,376

EDTA 0,315 0,482 0,592 0,397 0,366 0,54 0,352

C- IgG-Reaktivitit von Patient P 1698 (vgl. Abb. 3.10 C)







