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Storungen der Zelladhésion bei autoimmunen bullésen

Hautkrankheiten

E. Miiller, R. Caldelari, A. de Bruin, M. M. Suter

Institut fir Tierpathologie der Universitat Bern

Zusammenfassung

Autoimmune bullose Dermatosen sind schwer— |
\megende Hauterkrankungen die jedoch nur

selten im Praxisalltag vorkommen. Da sie nur
mit langwieriger immunsuppressiver Therapie

 unter Kontrolle gebraucht werden konnen und
da die versclnedenen Formen sich inVerlaufund

Prognose unterscheiden, ist eine genaue Abkla-

rung notwendig, In den letzten Jahren wurde
erkannt, dass die Autoantlgene Proteine der Ad-

hisionsstrukturen des mehrschichtigen Platten-
epithels der Epidermis und der Schleimhiute

sind, und dass die Reaktion der Autoantikérpef

mit diesen Antigenen zu einem Adhisionsver-
lust fithrt. Anhand immunpathologischer

‘Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Loka-
lisation der Antigene mit der Tiefe der Blasen-

bildung im Epithel und mit derVertellung der
Lisionen am Kérper korreliert. So konnen

intraepidermale und subepldermale Lamonen’ .

unterschieden werden.
Die vorliegende Arbeit fasst die heute bei Haus—

tieren bekannten bullosen Dermatosen zusam-

men und zeigt die Korrelation der Art und Ver-
teilung der Lisionen mit der Lokalisation des

‘Autoantlgens auf, In einem zweztenTell stellesie
den neuerdmgs beschriebenen paraneoplastl—

schen Pemphigus vor. Diese Form des Pemphl—
gus geht mit einer mahgnen Neoplasle, meistens

‘Lymphosarkomen oder Karzmomen, einher. |

Die nachgew1esenen Antigene unterscheiden
sich von denen der klassischen Formen des

- Pemphigus und erkliren -mdglicherweise die

Therapleresmtenz dieser Erkrankung Der letzte
Teil der Arbeit gibt einen Einblick in die mole-
kulare Pathogenese des Pemphigus vulgaris.

Schliisselworter: autoimmune Dermatosen —
Paraneoplastischer Pamphigus - Pemphlgus
vulgaris - Armadillo-Proteine

Perturbation de I'adhésion cellulaire dans
les dermatoses bulleuses autoimmune

* Les dermatoses bulleuses d’origine auto-

immune sont des maladies cutanées graves mais

rares. Une évaluation clinique précise de ces

maladies est indispensable, puisqu’elles ne
peuvent étre controlées qu’a I'aide d’une
thérapie immunosuppressive de longue durée,

et que les différentes formes different dans leur
 évolution et pronosthue

Ces derniéres années beaucoup de progres ont

été faits dans la caractérisation des autoantigénes

_ impliqués dans la pathogénése. Les protéines

antigéniques sont des molécules d’adhésion pré-
sentes entre les cellules qui constituent I'épithé-
lium squameux stratifié de I'épiderme et des
membranes fnuqueuées. Linteraction de l'auto-

anticorps avec les molécules d’adhésion induit

des Iésions di a la perte de Pinteraction entre les

 cellules. La localisation des lesxons est donc dé-

pendante de celle de P'antigéne, ce qui permet
de distinguer entre lésions 1ntraep1dermales et

0 ‘subepldermales

Le travail présenté ici résume dans une premiere
partie les dermatoses bulleuses connues chez les

. animaux domesﬂques et retrace la correlanon‘
 entre la forme etla répartition des lésions avecla

localisation de 'autoantigene. Dans la deuxieme
partie, nous presentons le pemphlgus paranéo-

. plasique que nous avons décrit récemment pour

la premiere fc ,'5' Cette forme de pemphigus est
associée avec un neoplasme malin, principale-

. ment ]ymphosarcome ou carcinome. Les antige-
‘nes 1dent1ﬁes Jusqu A maintenant different en

partie de ceux de la forme classique du pemphi-
gus, ce qui exphque peut—etre la résistance a la

: ‘theraple dans le cas du pemphlgus paranéoplasi-

que. Dans la derniére partie nous donnons un
résumé du méchanisme pathogénique du pem-

‘ phigus vulgaris.

Mots-clés: dermatoses autoimmune — Pemphi-

gus paranéoplasique — Pemphigus vulgans -

Protéines Armadillo
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Zelladhasion bei bullosen Hautkrankheiten

Einleitung

Autoimmune bullése Dermatosen sind als seltene,
meist schwerwiegende Erkrankungen bei Haustie-
ren und Mensch beschrieben worden (Amagi,
1995; Suter et al., 1995;Yancey, 1995). Die Lisionen
betreffen das mehrschichtige Plattenepithel der
Epidermis und der Schleimhiute, das zu 85% aus
eng aneinander haftenden Keratinozyten besteht.
Das Binden von Autoantikdrpern fiihrt zum Verlust
der Adhision der Keratinozyten zur Nachbarzelle
oder zur Basalmembran. Die Kenntnis um die Ad-
hisionsstrukturen und die Definition der Autoanti-
gene ist notwendig, um die Differentialdiagnosen
durch eine histo- und immunpathologische Abkli-
rung einengen und damit die Prognose der Krank-
heit abschitzen zu kénnen. Ein besseres Verstindnis
der Funktion dieser Antigene ermdglicht zudem
das Studium der pathogenetischen Mechanismen,
die zur Blasenbildung fiihren, und eréffnet mogli-
cherweise neue spezifische Therapiestrategien.

Die Autoantigene der Epidermis und
der Schleimhéaute

Autoantikorper bulloser Dermatosen sind gegen
Adhisionsstrukturen in der Epidermis und in den
Schleimhiduten gerichtet (Tab. 1). Diese Adhdsions-
strukturen konnen, wie Abbildung 1 zeigt, in zwei
Gruppen unterteilt werden: a) die Hemidesmosomen,
die die Basalzellen verankern und b) die Desmoso-

Tabelle 1: Autoimmune Hautkrankheiten der Haustiere.

KollagenTypVH ’
‘Ko]lagen TypVIlL
Antlgene der Desmosom >

Desmogleine (Dsg)
. Dsg 1 -

. ~ panepid. pust. Pemph:gus
Dsg3 (+/-Dsgl) ~ Pemphigus vulgaris (PV)
sl . —mukdserPV.
~Dsg3undDsg1 - _ — mukokutaner PV aut und Schl 1m ) 'yut]
Plakine

bes. Envo- und Periplakin
[Msch: auch Dsg 3 + Desmoplakin]

Abkiirzungen: BPAG =

emphigus foliaceus (PF)
plus PE-Varianten: .
‘Pemphigus erythematodes

paxaneOplastiscliEr Pemphiguér o

men, die die Zwischenzelladhision gewihrleisten
(Borradori and Sonnenberg, 1999; Kowalczyk et al.,
1999). Bindung der Autoantikrper an die erste
Struktur fihrt zu subepidermalen Spaltbildungen,
wihrend die Bindung im zweiten Fall intraepider-
male Pusteln oder Blasen verursacht (Abb. 2). Anhand
von Immunfluoreszenzuntersuchungen an frischen
Primirldsionen lisst sich die Lokalisation der Auto-
antikdrper und damit indirekt der Autoantigene er-
uieren und damit die Differentialdiagnose betrich-
lich einengen. Wihrend Autoantikdrper gegen
Molekiile des hemidesmosomalen Adhisionskom-
plexes eine Fluoreszenz entlang der Basalmembran
ergeben, erkennt man die antidesmosomalen Anti-
korper an ihrer Fluoreszenz entlang der Kera-
tinozytenoberfliche («chicken wire pattern»). Fiir
die Difterenzierung der subepidermalen bullésen
Dermatosen wird zudem die Untersuchung an so
genannter «salt split skin» angewandt (Abb. 2), da sie
die oberflichlichen, oberhalb der Lamina densa ge-
legenen, von den tieferen, unterhalb der Lamina
densa gelegenen Spaltbildungen unterscheidet.

Autoantigene der Verankerungsstrukturen zur Basal-
membran: Der hemidesmosomale Adhisionskom-
plex (Abb. 1a) ist eine der wichtigsten Strukturen,
welche das mehrschichtige Plattenepithel auf der
Basalmembran verankert (Borradori und Sonnen-
berg, 1999).Verankerungen des Plattenepithels zur
Basalmembran oder zur Nachbarzelle beruhen ge-
nerell auf dem Prinzip, dass eine Verbindung zwi-
schen dem Zytoskelett und der zu adhirierenden
Struktur ausserhalb der Zelle erstellt wird. So be-

' | suprabasal (und apoptousche '
~ Keratinozyten)

bullgses Pemph1g01d—Ant1gen, SLE = systemischer Lupus erythematodes, panep1d pust

Pemphigus = panepidermaler pustuldser Pemphigus; Angaben in [ ] beziehen sich auf den Menschen.
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Zelladhasion bei bullésen Hautkrankheiten

a. Hemidesmosomaler
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Keratmf lamente

Plectin
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Kollagen | und Il
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Plakoglobin

Desmoplakin
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4 Keratinfilamente

fMé‘rﬁirsc‘hicht‘.: )
Plattenepithel | &/

Sublamma/
‘» densa

steht der hemidesmosomale Adhisionskomplex aus
der Verankerung der Keratinfilamente an den He-
midesmosomen und der Verbindung der hemides-
mosomalen transmembranen Molekiile mit spezifi-
schen Fasern der Basalmembran (Abb. 1a). Diese
konnen in die oberflichlichen Ankerfilamente (La-
minin 5) und die tieferen Ankerfibrillen (Kollagen
VII) eingeteilt werden.

Das Kollagen Typ XVII der Hemidesmosomen
wurde als Autoantigen beim bullosen Pemphigoid
(BP) bei Hund, Katze und Schwein beschrieben
(Tab. 1; Iwasaki et al., 1995; Olivry, personliche Mit-
teilung; Olivry et al., 1999). Diese seltene Erkran-

Intraepidermale
bullése

- Dermatosen

- (Pemphigus-

- komplex)

~ oberflachliche
subepidermale

- bullése

~ Dermatosen

tiefe .
subepidermale
bullose

%% K% @,‘k Dermatosen

kung bleibt in der Regel auf den Kopf beschrinkt
und hat einen milden Verlauf. Ein 16sliches Frag-
ment dieses Kollagens, das LAD, wurde bei der
ebenfalls sehr seltenen und bisher nur beim Hund
nachgewiesenen linear IgA bullous Dermatosis nach-
gewiesen (Olivry, personliche Mitteilung). Diese
Erkrankung zeigt dem BP ihnliche Symptome.
Weiter bilden die Ankerfibrillen der Sublamina
densa (Kollagen VII) das Antigen der Epidermolysis
bullosa acquisita (EBA) (Tab. 1; Olivry et al., 1998).
Die EBA ist beim Hund die hiufigste der subepi-
dermalen bullésen Dermatosen (ca. 25%), geht mit
schwereren Symptomen, wie Fieber und Lethargie,
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Abbildunge 1:
Schematische Dar-
stellung der mole-
kularen Struktur a)
des hemidesmoso-
malen Adhdsions-
komplexes und b)
eines Desmosomes.
Bei beiden Struk-
turen werden die
Keratinfilamente des
Zytoskeletts mit
Plaqueproteinen
verbunden. Diese
sind an transmem-
branen Molekiilen
verankert, welche
ausserhalb der Zelle
entweder an Fasern
der Basalmembran
(in a) oder an ein
Halb-Desmosom
der Nachbarzellen
(in b) binden.
BPAG = bullsses
Pemphigoid
Antigen.

Abbildung 2:
Schematische Dar-
stellung der verschie-
denen Formen der
bullésen Dermato-
sen. Nach Lokali-
sation der Spalt-
bildung werden a)
die intraepidermalen
bullosen Dermato-
sen des Pemphigus-
komplexes sowie b)
die oberflichlichen
(iiber der Lamina
densa der Basal-
membran gelegenen)
und c) die tiefen
(unter der Lamina
densa gelegenen)
subepidermalen
bullosen Dermato-
sen unterschieden.
Die Lokalisation
der Autoantigene in
diesen Strukturen
entspricht dem Ort
der Spaltbildung.
Ak = Antikdrper.



Zelladhasion bei bullosen Hautkrankheiten

einher und hat eine schlechtere Prognose. Autoan-
tikorper gegen die Ankerfibrillen kénnen zudem
zur seltenen bullésen Form des systemischen Lupus
erythematodes (SLE) fithren (Olivry et al., 1999).
Neben den Hautblasen treten andere SLE-typische
Symptome auf.

Autoantigene der Desmosomen: Die Desmosomen
bilden eine von zwei wichtigen interzelluliren
Strukturen, die eine starke Adhision zwischen den
Keratinozyten bewirken (Kowalczyk et al., 1999).
Durch sie werden die Keratinfilamente des Zyto-
skeletts iiber Plaqueproteine und transmembranire
Molekiile mit dem Halb-Desmosom der Nachbar-
zellen verbunden (Abb. 1b). Die transmembraniren
Molekiile der Desmosomen nennt man Desmog-
leine (Dsg) und Desmocolline. Zu den Plaquepro-
teinen gehoren besonders das Plakoglobin, das Pla-
kophilin und die Plakine. Das Binden von Autoan-
tikorpern an Molekiile der Desmosomen flihrt zu
Erkrankungen des Pemphiguskomplexes.

Der Pemphiguskomplex

Die verschiedenen Formen der Pemphiguserkran-
kungen (Tab. 1) werden durch Autoantikorper gegen
desmosomale Proteine verursacht. Dabei sind die
Desmogleine bei den klassischen Formen des Pem-
phigus und die Plaqueproteine der Familie der Pla-
kine beim neu beschriebenen paraneoplastischen
Pemphigus betroffen (de Bruin etal.,1999; Lemmens
et al., 1998; Miiller et al.,in press; Suter et al., 1998).

Pemphigus foliaceus (PF)

Die hiufigste Pemphigusform bei den Haustieren
ist der PF, eine Dermatose, die am Kopf beginnt
und sich iiber den Korper ausbreitet und mit
Schuppen und Krusten einhergeht. Pemphigus
erythematodes wird als eine auf den Kopf be-
schrinkteVariante des PF angesehen. Ebenfalls eine
Variante des PF ist der selten auftretende panepi-
dermale, pustulose Pemphigus, bei welchem
eine stirkere Epithelhyperplasie und tiefere intra-
epidermale Pusteln auftreten. Bei PF und seinenVa-
rianten bildet das Dsg 1 das Hauptautoantigen
(Miiller et al., in press; Suter et al., 1998).

Paraneoplastischer Pemphigus (PNP)

Der PNP, der beim Menschen seit 1990 bekanntist,
steht immer im Zusammenhang mit einer Neo-
plasie (Amagi et al., 1998;Anhalt et al., 1990; Anhalt,
1997). Meistens handelt es sich um Lymphosarkome
oder Karzinome. Wir haben den ersten Fall beim
Hund 1998 beschrieben (Lemmens et al., 1998).Die
Erkrankung begann mit therapieresistenten oralen

Abbildung 3: Paraneoplastischer Pemphigus: Ausgedehnte Ulzera-
tionen betreffen die ganze Schnauze und die periorbitale Haut.
(aus Lemmens P et al.:Vet. Dermatol. 9, 127—134, 1998.
Reproduziert mit Erlaubnis des Blackwell Science Verlags).

Ulzerationen und breitete sich schnell auf die Haut
des Kopfes und weitere Teile des Korpers aus (Abb.
3). Die erste Biopsie der Maulschleimhaut wurde als
Erythema multiforme diagnostiziert. Die Hautl4sio-
nen zeigten dann eine suprabasale Spaltbildung wie
bei PV. Dieser Verlauf ist beim Menschen typisch.
Wegen schlechter Prognose wurde das Tier eutha-
nasiert. Bei der Sektion wurde ein mediastinales
Lymphosarkom mit einer Lebermetastase gefunden.
Als Autoantigene konnten wir Envo- und Peripla-
kin, beides Molekiile der desmosomalen Plaques
(Abb. 1b) wie sie beim Menschen gefunden werden,
nachweisen (de Bruin et al., 1999). Plakine sind
nicht wie Desmogleine spezifisch flir das mehr-
schichtige Plattenepithel,sondern werden auch vom
Harnblasen- und Respirationsepithel exprimiert.
Aus diesem Grund kann mittels der Immunfluores-
zenz das PNP-Serum auch im Harnblasenepithel
nachgewiesen werden (Abb. 4). Auch die Lisionen
der Nasenschleimhaut, die beim Menschen be-
schrieben werden, konnen so erklirt werden.

Pemphigus vulgaris (PV) und dessen Pathogenese

PV ist im Gegensatz zum Menschen beim Haustier
eine sehr seltene Form. Beim Menschen werden
zwei Formen unterschieden: die mukdse und die
mukokutane Form. Auch hier korreliert die Loka-
lisation der Autoantigene mit der klinischen Er-
scheinungsform. Die orale Schleimhaut exprimiert
weit mehr Dsg 3, wihrend in der Haut mehr Dsg 1
vorhanden ist. Somit erklart sich, warum die Auto-
antikdrper in der mukdsen Form hauptsichlich ge-
gen Dsg 3 gerichtet sind, wihrend sie in der muko-
kutanen Form mit Dsg 1 und Dsg 3 reagieren
(Amagi et al., 1999).

Wihrend die Antigene der Pemphigusformen be-
kannt sind, weiss man noch sehr wenig iiber die mo-
lekularen Mechanismen, die zur Entstehung der
Pusteln oder Blasen fithren. Erst ein umfassendes
Verstindnis dieser pathogenetischen Mechanismen
erlaubt die Entwicklung allfilliger neuer Therapie-

formen.
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Zelladhasion bei bull6sen Hautkrankheiten

Hundelippe

Unsere vor kurzem durchgefiihrte Studie hat ge-
zeigt, dass das Binden von PV-Autoantikdrpern an
Keratinozyten intrazellulire Signale auslost, die
dann zum Verlust der interzelluliren Adhision fiih-
ren. Die humanen PV-Seren, die in dieser Studie
verwendet wurden, sind hauptsichlich gegen Dsg 3
gerichtet (Abb. 52) und erzeugen Blasen in der «In-
vitro-Haut» von Hundezellen (Abb. 5b; Crameri
and Suter, 1993; Suter et al., 1991). Anhand von
Untersuchungen mit diesen Antikérpern an Miu-
sezellen, denen das Plaqueprotein Plakoglobin fehlt
(PG-), konnten wir nachweisen, dass Plakoglobin
in der Pathogenese von PV eine zentrale Rolle
spielt. Wir stellten fest, dass in PG/~ Zellen das Bin-
den von Autoantikérpern an die Zelloberfliche
keine Retraktion der Keratinfilamente von der

Zellmembran bewirkt, wie wir sie bei normalen

Menschl. Haut

Bovine Blase

Miusezellen als Zeichen des Adhasionsverlustes
nachweisen konnten (Abb. 6). Die Bedeutung des
Plakoglobins in der Pathogenese von PV konnten
wir weiter untermauern, indem wir die Keratinre-
traktion und den Adhisionsverlust durch Wieder-
einflihren von exogenem Plakoglobin in PG/~ Zel-
len mit PV IgG wieder ausl6sen konnten. Plakoglo-
bin hat als Plaqueprotein nicht nur eine Adhisions-
funktion, sondern gehort auch zu den Arma-
dillo-Proteinen, die Signale in der Zelle weiterleiten
koénnen. Durch Messungen der Plakoglobinmenge
im Zytoplasma und im Zellkern haben wir nachge-
wiesen, dass diese intrazellulire Signaltransduk-
tionsfunktion des Plakoglobins durch PV-Antikor-
per gestort wird. Durch diese Experimente haben
wir zum ersten Mal bei einer autoimmunen bull6-
sen Dermatose belegt, dass die Blasenbildung bei

Abbildung 4:
Immunfluoreszenz-
untersuchung des
caninen PNP-
(cPNP)-Serums an
Lippenschleimhaut,
Haut und
Harnblase. Das
PNP-Serum
reagiert nicht nur
mit den Plattenepi-
thelien der Haut
und oralen
Schleimhaut,
sondern auch mit
dem Blasenepithel.
Zum Vergleich das
Immunfluoreszenz-
muster eines
humanen PV-
Serums (hPV).

a
on —
Q R A/
22 3 3 S
2 % A & e —
M, K)
i [ nhigG
116 — (P8 sl
7 B Control ~— s nhlgG
Abbildung 5:

a) Immunoblotanalyse humaner Epidermisextrakte (links) und rekombinanten Dsg 1 und Dsg 3 (rechts) mit humanem PV-Serum: Das PV-Serum
erkennt ein epidermales Protein, das mit Dsg 3 komigriert (130 kDa, links) und reagiert spezifisch mit rekombinantem Dsg 3 (rechts).

b) Histologisches Préiparat einer ausdifferenzierten Hundekeratinozytenkultur, die wie die in vivo-Haut ein mehrschichtiges Plattenepithel bildet (In-vitro-
Haut am Luft-Medium Ubergang). Oben wurde die Kultur mit humanem PV-Immunglobulin (PV IgG) und unten mit normalem Kontroll-IgG
(nhIgG) inkubiert. PV-Antikérper verursachen eine suprabasale Spaltbildung, wie sie in vivo vorkommt.

E. Miiller et al., Band 142, Heft 5, Mai 2000, 241-246 E SAT ©Verlag Hans Huber, Bern 2000



Zelladhasion bei bullésen Hautkrankheiten

PV IgG

PG+

Abbildung 6: Immunfluoreszenzanalyse an Miusekeratinozytenkulturen, die mit PV IgG
oder normalem Kontroll-IgG inkubiert wurden. PG*/*+-Zellen = normale Keratinozyten
mit endogenem Plakoglobin; PG /-~ Zellen = Plakoglobin-Nullmutanten. Wahrend bei
normalen Zellen durch Binden von PV IgG eine Retraktion der Keratinfilamente und
eine Dissoziation von der Nachbarzellmembranen auftritt, zeigen die PG-/--Zellen keine

Verinderungen. Abkiirzungen wie in Abbildung 5.

PV nicht nur durch das reine Binden der Antikor-
per zu Stande kommt, sondern durch Stdrung intra-
zellulirer Mechanismen, die fiir die normale Erhal-

tung der interzelluliren Adhision notwendig sind.

Schlussfolgerung

Die Forschungen der letzten Jahre auf dem Gebiet
der autoimmunen bullésen Dermatosen haben klar
gezeigt, dass die Lokalisation der Autoantige mit der
Art und derVerteilung der Lisionen korreliert. Dies
ermoglicht, spezifischere Differentialdiagnosen zu
stellen. Die molekularen Mechanismen, die zur Bla-
sen- und Pustelbildung fiihren, sind jedoch weitge-
hend unbekannt. Durch in vitro-Versuche mit zell-
und molekularbiologischen Methoden kénnen
heute Schritt fiir Schritt diese Mechanismen, wie
im Falle des PV, eruiert werden. Sie ermédglichen
uns nicht nur ein besseres Verstindnis der Pathoge-
nese dieser Erkrankungen, sondern erlauben auch
Riickschliisse auf die normale Funktion des mehr-
schichtigen Plattenepithels und auf andere, nicht
autoimmune Stérungen wie z.B. die verzogerte
‘Wundheilung.
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