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Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Der orale Lichen planus (OLP) ist eine T-Zell-gesteuerte
Erkrankung, welche die Lebensqualitat der Betroffenen erheblich beeintrachtigt.
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl zelluldre als auch humorale gegen Des-
moglein (Dsg) 1 und 3 gerichtete Mechanismen an der Pathogenese des OLP
beteiligt sein kdnnten. Hier sollen die Haufigkeit des Auftretens und die patho-
logische Bedeutung von Anti-Dsg-Antikorpern anhand einer groBen Kohorte von
OLP-Patienten analysiert werden.

Material und Methodik: Mittels eines ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) wurden Seren von OLP-Patienten aus drei tertidaren Referenzzentren auf
Anti-Dsg-Antikorper untersucht. OLP-Seren, die Anti-Dsg-Antikorper aufwiesen,
wurden mittels Western Blot und Dispase-basiertem Keratinozyten-Dissoziations-
Assay (DDA) analysiert, um eine mogliche Bindungsstelle an der Dsg-Ektodomane
zu identifizieren und ihre Pathogenitdt zu bewerten.

Ergebnisse: Es wurden Seren von 151 Patienten mit OLP untersucht, wobei vier
Patienten (2,6%) mit erosivem Subtyp Antikorper gegen Dsg1 und/oder Dsg3 auf-
wiesen. Die Western-Blot-Analyse mit rekombinanten Dsg3-Ektodomanen ergab
hauptsachlich die Erkennung der Ektodomane 5. Keines der vier Patientense-
ren flihrte im DDA mit spontan immortalisierten menschlichen Keratinozyten zur
Akantholyse.

Schlussfolgerungen: Die Aktivierung der humoralen Immunitat tritt vor allem
bei Patienten mit erosivem OLP auf, wahrscheinlich aufgrund eines epitope sprea-
dings. Da die OLP-Serumantikorper in vitro keinen Effekt auf die interzellulare
Adhasion haben, ist davon auszugehen, dass sie nicht ursachlich fiir die Krankheit
sind, sondern eher eine Nebenerscheinung darstellen.

SCHLUSSELWORTER
Autoantikorper, Desmoglein 3, Orale Lichen planus
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Summary

Background and objectives: Oral lichen planus (OLP) is a T cell driven disorder
that significantly impairs patients’ quality of life. Previous reports suggest that
both cellular and humoral activities against desmoglein (dsg) 1 and 3 may be
involved in OLP pathogenesis. Here, we aim to analyze the frequency of occur-
rence and pathological significance of anti-dsg antibodies in a large cohort of OLP
patients.

Materials and methods: OLP patients were screened for anti-dsg antibodies by
enzyme-linked immunosorbent assay in three tertiary referral centers. OLP sera
with anti-dsg antibodies were further analyzed by Western blot and dispase-based
keratinocyte dissociation assay (DDA) to identify the targeted dsg ectodomains
and to assess their pathogenicity.

Results: Of 151-screened individuals with OLP, only four patients (2.6%) with
erosive OLP showed serum IgG against dsg1/3. Western blot analysis with recom-
binant dsg3 ectodomains revealed preferential recognition of the extracellular
domain 5. By DDA with spontaneously immortalized human keratinocytes, none
of the sera from these four patients induced acantholysis.

Conclusions: Activation of humoral immunity occurs prevalently in patients with
erosive OLP, probably due to epitope spreading. OLP serum antibodies are unable
to induce loss of intercellular adhesion in vitro, strongly suggesting that they are
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EINLEITUNG

Lichen planus (LP) ist eine haufige entzlindliche Hauter-
krankung des Menschen, die hauptsachlich Haut, Schleim-
haut und/oder die Kopfhaut betrifft." Der orale Lichen pla-
nus (OLP) bildet eine stark beeintrachtigende, oft behand-
lungsresistente Unterform und manifestiert sich an der
Mundschleimhaut. Es werden zwei klinische Haupttypen
beschrieben: OLP-Typ | (Plaque-Typ) ist gekennzeichnet
durch das Vorhandensein von Papeln und Plaques, die
ein weilles, spitzenformiges Netzwerk aufweisen, das als
Wickham-Streifen bezeichnet wird. Der OLP-Typ Il (erosiver
Typ) ist seltener, aber aggressiver und klinisch durch ausge-
dehnte Erosionen gekennzeichnet, die auch auf die Speise-
rohre Ubergreifen kdnnen. Der Plaque-Typ ist in der Regel
leichter zu behandeln als die erosive Form. Letztere ist nicht
nur therapieresistenter, sondern auch schmerzhafter und
fuhrt durch die Beeintrachtigung der Nahrungsaufnahme
zu einer erheblichen Einschrinkung der Lebensqualitit.”
Dartiber hinaus kann die chronische Entziindungsreak-
tion zur Bildung von Strikturen und/oder Narben fih-
ren und ist mit einem erhohten Risiko einer malignen
Transformation verbunden.? Beim OLP ist vor allem die
zelluldre Immunitat pathogenetisch relevant. Gemischte
CD41/CD8* Typ I/Interferon (IFN)-y-sezernierende T-Zellen
wandern in die Haut ein, lagern sich in der oberflachlichen
Dermis ab und erzeugen das histologische LP-Merkmal
eines bandartigen lymphozytaren Infiltrats. Die Sekretion

not disease causing but rather an epiphenomenon.

autoantibodies, desmoglein 3, oral Lichen planus

von Zytokinen fihrt direkt zur Schadigung und Apoptose
der basalen Keratinozyten.*~

Das Autoantigen, das beim OLP die Migration von T-
Zellen in die Haut ausldst, ist unbekannt. Krankheiten
wie der Lichen planus pemphigoides und der paraneo-
plastische Pemphigus (PNP), bei denen sich die klinisch-
pathologischen Merkmale von LP und autoimmunen bul-
I6sen Erkrankungen Ulberschneiden, legen nahe, dass epi-
dermale oder dermal-epidermale Antigene, einschlie3lich
Desmogleine und BP180 (bulléses Pemphigoid Antigen
180), als Autoantigen bei der Entstehung des LP dienen
konnten. Wir konnten zeigen, dass bei Patienten mit LP und
OLP autoreaktive T-Zellen vom Typ 1/17 gegen BP180 und
Dsg3 vorliegen.” Es gibt Berichte, dass bei einer Minderheit
der OLP-Patienten eine humorale Aktivitat mit Bildung von
Antikérpern (AK) gegen Dsg1 und/oder Dsg3 vorliegt.5~'°
Dies deutet darauf hin, dass auch (hemi-)Jdesmosomale
Proteine, die fiir die (dermo)epidermale Integritat verant-
wortlich sind, an der Pathogenese der OLP beteiligt sein
kénnten.

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine Autoimmunerkrankung,
die durch Blasenbildung und Erosionen der Mund-
schleimhaut und der Haut gekennzeichnet ist und durch
zirkulierende Immunglobuline (Ig) der Klasse G gegen
Dsg1 und Dsg3 ausgelést wird."" Wahrend die kutanen
Lasionen beim PV und LP morphologisch unterschied-
lich sind, weisen die oralen Ladsionen des erosiven OLP
und des PV gemeinsame Merkmale auf. Bei Patienten mit
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chronischen Schleimhauterosionen ist es mitunter schwie-
rig, die beiden Erkrankungen klinisch voneinander
abzugrenzen. Gelegentlich werden bei OLP-Patienten
Serum-Antikérper gegen Dsg-Antigene gefunden, was
auf einen noch nicht identifizierten immunologischen
Zusammenhang hindeutet. In der klinischen Praxis ist
die Differenzierung in der Diagnostik besonders relevant,
um Fehlinterpretationen zu vermieden. Nach unserem
Kenntnisstand sind die genaue Pravalenz von Anti-Dsg-
Antikorper beim OLP und ihre mogliche biologische Funk-
tion noch unbekannt. In dieser Studie haben wir uns daher
der klinischen und biologischen Charakterisierung von zir-
kulierenden AKin einer grof3en Kohorte von OLP-Patienten
gewidmet.

PATIENTEN UND METHODIK
Aufbau der Studie

Die retrospektive multizentrische Studie wurde in drei
tertidaren Referenzzentren (Berlin, Marburg, Florenz) fiir OLP
durchgefiihrt. Insgesamt 151 Patienten mit OLP (35 Man-
ner und 116 Frauen) wurden in diese Querschnittsstudie
aufgenommen. Es wurde nach Genehmigung durch die
Ethikkommission Einblick in die Krankenakten und/oder
Datenbanken in jeder Einrichtung genommen. In diesem
Zuge wurde 36 Patienten in Berlin, 105 in Marburg und
10 in Florenz rekrutiert. Patienten mit zirkulierenden AK
gegen desmosomale Strukturproteine wurden in Marburg
(n = 2) und Berlin (n = 2) identifiziert. Die Diagnose eines
OLP wurde anhand des klinischen Erscheinungsbildes
und der histopathologischen Befunde gestellt. Das Vor-
handensein von Serum-lgG gegen Dsg1 und Dsg3 wurde
mit einem handelstiblichen enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA, Euroimmun, Libeck, Deutschland) gemaR
den Angaben des Herstellers untersucht. Der Schweregrad
der Erkrankung wurde mittels des Oral Disease Severity
Score (ODSS) ermittelt, der sowohl das AusmaR als auch
den Schweregrad der Erkrankung abbildet und fiir den
OLP validiert wurde. Der ODSS-Gesamtscore mit einem
Hochstwert von 106 umfasst die Begutachtung 17 oraler
anatomischer Areale (site score), einen Aktivitatsscore und
einen subjektiven Schmerzscore (VAS).'?"'3

Immunoblot-Analyse

Humanes rekombinantes Dsg3 (gesamte Ektodomane,
Aminosduren 1-566) und seine extrazellularen Subdoma-
nen (EC1, EC2, EC3, EC4, EC5) wurden wie zuvor beschrie-
ben in einem Baculovirus-Expressionssystem hergestellt.'*
Der Nachweis der Serum-IgG-Reaktivitdt gegen die Sub-
doménen von menschlichem Dsg3 erfolgte durch eine
Western-Blot-Analyse (WB) nach etablierter Methodik.'*

Zum spezifischen Nachweis der Dsg3-Rekombinanten
wurden primare murine Antikérper (AK) (1:100) und ein
monoklonaler Kaninchen-Anti-E-Tag-AK (1:7000; Abcam,
Cambridge, UK) verwendet. Als sekunddre AK dienten mit
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertes Anti-Maus-IgG
oder Anti-Kaninchen-lgG (1:2000; Dako, Glostrup, Dane-
mark). Die AK-Bindung wurde mit einem kommerziellen
HRP-Substrat (Immobilon Western Chemiluminescent
HRP substrate; Millipore, Billerica, MA) sichtbar gemacht
und mittels eines digitalen Chemilumineszenz-Lesegerat
(PEQLAB, Erlangen, Deutschland) detektiert.

Dispase-basierter
Keratinozyten-Dissoziationsassay

Der Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziationsassay
(DDA) ist die Methode der Wahl, um die pathogene Wir-
kung von zirkulierenden AK auf die interzelluldre Adhésion
humaner epidermaler Keratinozyten in vitro zu untersu-
chen. Die Methode wurde unter etablierten Bedingungen
durchgefiihrt.'

HaCaT spontan immortalisierte humane Keratino-
zyten (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
P. Boukamp, ehemals DFKZ Heidelberg) wurden auf
24-Multiwall-Platten (Greiner AG, Kremsmiinster, Oster-
reich; Kat. 10177380) ausgesat und in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland, Kat.-Nr. P04-04515) mit chelatiertem fotalen
Rinderserum (FBS-Standard [PAN-Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland, Kat.-Nr. P30-3306]) (1,6 mM Ca’*)
bei 37 °C in 5% CO,-Atmosphdre kultiviert. Nach Errei-
chen der Zellkonfluenz wurde das Medium abgesaugt
und der Monolayer mit dem entsprechenden Stimulus,
verdiinnt in DMEM + chelatiertem FCS iiber Nacht bei
37 °C und 5% CO, inkubiert. Um die Monolayer von der
Zellkulturschale abzulésen, wurden die Kammern der
Zellkulturplatte mit Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS
mit Ca?t [Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA,
USA, Kat.-Nr. 14025-050]) gewaschen und fiir 30 bis 40
Minuten in Dispase-Losung (2,5 U/ml) (Dispase Il Pulver,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, Kat.-Nr.
17105041) inkubiert. AnschlieBend wurde die Dispase-
Losung durch HBSS ersetzt und die abgeldsten Monolayer
mit Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid (MTT, Invitrogen von
Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA, USA, Kat.-Nr.
M6494) bei 37 °C und 5% CO, fir 10 Minuten gefarbt.
Die Farbeldsung wurde danach durch HBSS ersetzt und
die Monolayer wurden durch Pipettieren mit einer elek-
trischen 1-ml-Pipette (Eppendorf Xplorer® elektrische
Pipette, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, Kat.-Nr.
4861000040) in standardisierter Weise mechanisch belas-
tet. Die entstandenen Fragmente wurden mit der Software
ImageJ quantifiziert und mit der Software Microsoft Excel
ausgewertet.

85U8017 SUOWWIOD BAIIE8.D 3(edl|dde auy Aq peuIenob afe o e YO 8sn o Sa|ni Joj Akeid8UIIUO AB]IM UO (SUORIPUOD-PUR-SLLIBI WD A8 1M ARe.d 1 jBulUO//:SdNLY) SUOIPUOD Pue SIS | 8L} 88S *[7202/2T/20] Uo Ariqiaulluo Ao|Im Bueisis azueld Id ersieAlun Aq 6-0TSST BpP/TTTT 0T/I0p/W0d A8 | ARq 1 pul|uo//Sdiy wolj pepeojumod ‘0T ‘7202 ‘/8800T9T



AUTOANTIKORPER GEGEN DESMOGLEINE BEI ORALEM LICHEN PLANUS

%DDG @

TABELLE 1
Anzahl der Mittleres
Patienten Geschlecht Alter
Insgesamt 151 F=116 F=573
M =35 M =552
Typ 95 F=70 F=54-25
(Plaque Typ) M =25 M =50,72
Typ I 56 F=46 F=616
(Erosiver Typ) M=10 M =68,9

Abk.: F, weiblich; M, ménnlich; OLP, oraler Lichen planus; dsg, Desmoglein

Statistische Analyse

Alle Daten wurden mit der Software GraphPad Prism 8.4.3
analysiert und grafisch dargestellt. Die statistischen Ana-
lysen wurden mit dem Mann-Whitney-Test und Student’s
t-Test durchgefiihrt. Werte von p < 0,05 (¥*) wurden als
signifikant angesehen.

ERGEBNISSE

Epidemiologische Merkmale von Patienten
mit oralem Lichen planus

Wir haben die Pravalenz von Anti-Dsg-Serum-AK in einer
Kohorte von 151 OLP-Patienten aus drei tertidaren Referenz-
zentren untersucht. Insgesamt wiesen 95 der 151 (63%)
Patienten einen OLP vom Plaque-Typ und 56 (37%) einen
OLP vom erosiven Typ auf. Bemerkenswert war, dass 116
(76,8%) OLP-Patienten weiblich waren, im Vergleich dazu
waren 35 (23,2%) Patienten mannlich. Dies deckt sich mit
der Beobachtung, dass der OLP bevorzugt bei Frauen
auftritt (Verhaltnis Manner zu Frauen 1:2,5). Das Durch-
schnittsalter beim Auftreten der Erkrankung war bei beiden
Geschlechtern ahnlich (Manner 55,2 Jahre, Frauen 57,3

()

ABBILDUNG 1
gegen Desmoglein 1 und/oder 3 (Maf3stabsbalken: 250 um).

Demografische Daten einer Kohorte von Patienten, die von oralem Lichen planus betroffen sind.

Patienten mit zirkulierenden
Anti-Dsg-Antikorpern (%)

Geschlechterverhdltnis
mannlich: weiblich

1:33 4/151 (2,6%)
1:2,8 0
1:4,6 4/56 (7,1%)

Jahre). Vor allem die erosive Form der OLP scheint bei
Frauen noch starker verbreitet zu sein. Von 116 Frauen hat-
ten 39,6% einen erosiven OLP, wahrend die Pravalenz bei
Mannern 28,6% betrug (Tabelle 1).

Antikorper gegen desmosomale
Strukturproteine treten nur bei Patienten mit
erosivem oralen Lichen planus auf

Von den 151 untersuchten OLP-Patienten wiesen vier Pati-
enten mit OLP vom erosiven Typ Serum-AK gegen Dsg3
auf (2,6% der gesamten Studienpopulation, 7,1% aller OLP-
Patienten vom erosiven Typ) (Abbildung 1, Tabelle 2).
Im Gegensatz dazu zeigte keiner der Patienten mit OLP
vom Plaque-Typ eine IgG-Serumreaktivitat gegen Dsg3. Die
histopathologische Untersuchung der lasionalen Mukosa
der vier anti-Dsg3 IgG-positiven OLP-Patienten zeigte die
charakteristischen Merkmale des LP wie das bandartige T-
Zell-Infiltrat in der oberen Dermis, das Vorkommen apopto-
tischer basaler epidermaler Keratinozyten und die Verdi-
ckung des Stratum granulosum, ohne Hinweise auf eine
Akantholyse (Abbildung 1). Angesichts des IgG gegen
Dsg1 und Dsg3 fiihrten wir eine direkte Immunfluores-
zenz (DIF) an entnommener Wangenschleimhaut und eine

(a—d) Klinisches und (e-h) histologisches Erscheinungsbild von vier Patienten mit erosivem oralen Lichen planus mit Antikorpern
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TABELLE 2  Merkmale von Patienten mit oralem Lichen planus und zirkulierenden IgG gegen Desmoglein 1 und 3.
Patient Direkte und indirekte
Nr. Geschlecht  Alter OLP-Typ Antikorper-Profil oDSss Immunfluoreszenz
1 F 73 Erosiv Dsg1 92 U/ml, Dsg3 135 U/ml 39 Negativ
Dsc2 und 3 positiv (Western Blot)
2 F 81 Erosiv Dsg1 129 U/ml, Dsg3 121 U/ml 34 Negativ
Dsc2 und 3 positiv (Western Blot)
3 F 49 Erosiv Dsg1 32 U/ml, Dsg3 48 U/ml 35 Negativ
4 F 82 Erosiv Dsg1 26 U/ml, Dsg3 52 U/ml 37 Negativ

Dsc2 und 3 positiv (Western Blot)

Abk.: ODDS, Oral Disease Severity Score; F, weiblich; OLP, oraler Lichen planus; Dsg, Desmoglein; Dsc, Desmocollin

indirekte Immunfluoreszenz (lIF) mit den Seren der vier
OLP-Patienten durch. Sowohl die DIF als auch die IIF waren
bei diesen Patienten negativ (nicht gezeigt).' AuBerdem
bestimmten wir AK gegen weitere desmosomale Antigene.
Die Patienten 1, 2 und 4 wiesen IgG gegen Desmocol-
lin (Dsc) 2 und 3 auf, Patient 3 dagegen nicht (Tabelle 2).
Die Patienten mit Serum-AK wiesen weder klinische noch
labortechnische Anzeichen fiir solide oder hamatologische
Malignome auf. Auch AK gegen Periplakine und Envopla-
kine lagen nicht vor, sodass wir einen paraneoplastischen
Pemphigus ausschlieBen konnten, der eine klinische Dif-
ferenzialdiagnose des OLP ist.'” Alle vier Patienten mit
zirkulierenden AK waren kaukasischer Abstammung, hat-
ten anamnestisch und serologisch keinen Hinweis auf eine
Hepatitis B oder C und hatten keine orale Infektion mit dem
humanen Papillomavirus.

OLP-Seren richten sich gegen verschiedene
Subdoménen von Desmoglein 3

In einem nachsten Schritt wollten wir die Ektodomanen
von Dsg3 untersuchen, die von den zirkulierenden AK in
den OLP-Seren erkannt werden. Bei der WB-Analyse wie-
sen alle vier Patienten IgG auf, die gegen die EC5 von
Dsg3 gerichtet waren, wdhrend IgG gegen andere EC
weniger hdufig nachgewiesen wurden (Abbildung 2a,b).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Anti-Dsg-AK

bei OLP bevorzugt gegen die EC5-Subdomaéne gerichtet
sind, aber auch gegen andere Subdomanen gerichtet sein
kénnen.

Die Hohe der Anti-Desmoglein-Antikorper im
Serum korreliert nicht mit der
Krankheitsaktivitat des oralen Lichen planus

Bei drei Patienten mit erosiver OLP wurden die Serum-
spiegel von Anti-Dsg-lgG prospektiv Giber mehrere Monate
bestimmt (Abbildung 3a). Hier konnten wir sehen, dass der
erste Nachweis von Anti-Dsg-AK erst Monate nach Auftre-
ten erster Symptome des OLP erfolgte. Dies zeigte auch,
dass Veranderungen der Anti-Dsg3-IgG-Werte nicht mit der
Krankheitsaktivitat korrelierten. Die drei Patienten erreich-
ten keine Remission lber den Zeitraum der serologischen
Uberwachung und zeigten auch keine klinische Verbesse-
rung, die mit der Dynamik der AK korreliert werden kdnnte
(Abbildung 3a).

OLP-Patienten mit zirkulierenden
Antikorpern gegen Desmoglein weisen eine
hohere Krankheitsschwere auf

Um zu verstehen, ob das Auftreten von Anti-Dsg-AK mit
schwereren Formen der OLP zusammenhangt, haben wir

EC3 | EC4 | ECS

ABBILDUNG 2 Antikérper gegen

Desmogleine sind Uberwiegend gegen die

(a) NC OLP1 OLP2 OLP3 OLP4 (b)

PT EC1 | EC2
EC1 w= A

NC - -
EC2 % OLP1 - -
3 R OLP2 - +

OoLP3 + +
EC4 .

ows | + -
ECS . M

* Ektodomane 5 gerichtet. (a) Der Western Blot mit
rekombinanten
- - o Desmoglein-Ektodomanen-Rekombinanten zeigt
die Pravalenz von Antikorpern gegen
Ektodomane 5, wahrend auch Antikérper gegen
- + + die Ektodomanen 1 und 2 vorhanden sein
kénnen. (b) Tabelle mit den Ergebnissen des
Western Blot bei vier Patienten mit zirkulierenden
- - +

Antikorpern gegen Desmogleine. Abk.: EC,
Ektodomane, NK, Negativkontrolle; PT, Patient;

OLP, oraler Lichen planus.
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ABBILDUNG 3 Anti-Desmoglein-Antikdrper bei oralem Lichen planus stehen im Zusammenhang mit einem schweren Erkrankungsverlauf und
Therapieresistenz (a) Die serologische Uberwachung auf Anti-Dsg-Antikérper bei zwei Patienten mit oralem Lichen planus zeigt, dass die Aktivierung der
humoralen Immunitdt Monate nach der ersten klinischen Diagnose des oralen Lichen planus einsetzt. Die rote Linie zeigt die Schwankungen der
Krankheitsaktivitat wahrend der serologischen Uberwachung. (b) Vergleich des oralen Krankheitsschweregrads (ODSS) bei 30 Patienten mit Plaque-OLP,
30 Patienten mit erosivem OLP und vier Patienten mit erosivem OLP, die Antikorper gegen Desmoglein 1 und 3 aufweisen (***p < 0,0005, ****p < 0,0001,
Mann-Whitney-Test). Abk.: EC, Ektodomane; OLP, oraler Lichen planus; DSG, Desmoglein; ODSS, Oral Disease Severity Score.

die ODSS von vier OLP-Patienten mit Anti-Dsg-AK mit
25 seronegativen Patienten mit Plaque-OLP und 25 sero-
negativen Patienten mit einem erosiven OLP verglichen.
Der mittlere ODSS der Patienten mit Plaque-OLP war
im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen signifi-
kant niedriger, wahrend Patienten mit Anti-Dsg-AK den
hochsten ODSS aufwiesen. Das deutet darauf hin, dass
die humorale Aktivitdit beim OLP ein seltenes Ereignis
ist, das bei Patienten mit schwerer Erkrankung auftritt
(Abbildung 3b).

Anti-Desmoglein-Antikorper beim OLP
verursachen keinen Verlust der
Zell-Zell-Adhasion

In einem letzten Schritt wurde das pathogene Potenzial der
zirkulierenden Anti-Dsg-AK im Serum der OLP-Patienten
und deren Einfluss auf die interzelluldre Adhasion im DDA
getestet.

Im Gegensatz zu dem monoklonalen Anti-Dsg3-AK
(AK23) oder dem PV-Serum hatte keines der vier OLP-
Seren in vitro einen Effekt auf die interzelluldre Kohasion.
Keratinozyten-Monolayer, die mit PV-Serum oder AK23
inkubiert wurden, zeigten eine Fragmentierung unter
mechanischem Stress. Im Gegensatz dazu blieben die-
jenigen Monolayer intakt, die mit Seren AK-negativer
Kontrollpersonen (HC) oder OLP-Seren mit/ohne Anti-Dsg-
AK stimuliert wurden (Abbildung 4). Insgesamt deuten
diese Ergebnisse stark darauf hin, dass das Auftreten von
AK gegen Dsg bei schwerem erosivem OLP ein seltenes
Nebenphdanomen ist, wahrend diese AK offenbar nicht
pathogen sind.

DISKUSSION

In dieser Studie haben wir die Pravalenz von Anti-Dsg3-AK
in einer groBen Kohorte von Patienten mit OLP genauer
analysiert. Unsere Ergebnisse unterstreichen, dass die Akti-
vierung der humoralen Immunitét mit Bildung spezifischer
Auto-AK gegen desmosomale Strukturproteine nur bei
einer begrenzten Subgruppe von Patienten auftritt. Wir
konnten ebenfalls bestatigen, dass der OLP vom erosi-
ven Typ im Allgemeinen seltener auftritt als der OLP vom
Plague-Typ. Die Betroffenen sind vorwiegend weiblich und
befinden sich bei Erstdiagnose im vierten oder fiinften
Lebensjahrzehnt.

Die Aktivierung des humoralen Immunsystems mit der
Produktion von AK gegen Dsg ist beim OLP insgesamt
selten. In unserer OLP-Kohorte wurden nur bei vier von 151
Patienten solche Auto-AK nachgewiesen. Interessanter-
weise wiesen alle vier betroffenen Patienten eine erosive
Form der OLP auf.'®"'° Diese Beobachtung deckt sich mit
friiheren Berichten.?? Es ist anzunehmen, dass schwere
Entziindungen, die mit dem erosiven Phanotyp einherge-
hen, die Zerstérung der Keratinozyten fordern und damit
eine humorale Reaktion gegen Dsg-Antigene (hier Dsg3)
initiieren.?’ Die anhaltende Apoptose basaler Keratino-
zyten konnte zum ,Sichtbarwerden” von Selbstepitopen
fuhren, was die Produktion von Auto-AK zur Folge hatte
(epitope spreading). Diese Hypothese wird durch folgende
Punkte gestutzt: (1) Die Produktion von AK scheint, den
Gesamtverlauf des OLP betrachtet, ein spates Ereignis zu
sein und tritt nicht in der Initialphase der Erkrankung auf
(Abbildung 3a); (2) das Vorhandensein von Anti-Dsg3-AK
ist mit einer aggressiveren Form des OLP vergesellschaftet
(Abbildung 3b). Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf
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ABBILDUNG 4 OLP-Seren mit Anti-Desmoglein-Antikorper fiihren in vitro nicht zu einer Akantholyse. (a) Quantifizierung der
Monolayer-Fragmente. Seren von Patienten mit oralem Lichen planus mit oder ohne zirkulierende Anti-Dsg-Antikorper zeigen keine Akantholyse. Das
Serum eines Patienten mit PV und der spezifische Anti-Dsg3-AK (AK23) dienen als positive Kontrolle. Das Serum einer nicht betroffenen Person diente als
Negativkontrolle. Quantifizierung der Monolayer-Fragmentierung in drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar (**p < 0,01, Student’s t-Test). (b) Makroskopische Bilder von abgeldsten HaCaT-Monolayern die eine Fragmentierung zeigen, wenn sie mit
Pemphigus-Seren oder AK23 behandelt werden, wéhrend die Behandlung mit dem Serum von Patienten mit oralem Lichen planus mit zirkulierenden
Antikorpern gegen Desmoglein nicht zur Fragmentierung fiihrt. Abk.: HC, gesunde Kontrolle; PV, Pemphigus vulgaris; OLP, oraler Lichen planus.

hin, dass Anti-Dsg3-AK ein Biomarker fiir den Schwere-
grad des erosiven OLP-Typs sein kdnnten und dass sich
die molekularen Mechanismen der beiden klinischen
Subtypen unterscheiden konnten.

Das Vorhandensein von Anti-Dsg3-AK wirft die Frage auf,
ob diese Patienten méglicherweise von einer sich Gberlap-
penden Form von OLP und PV betroffen waren oder ob sich
PV aus einer bereits bestehenden OLP entwickelt haben
konnte. Diese Annahme konnten wir ausschlieBen, da sich
in der histologischen Begutachtung lasionaler Haut bei
diesen vier Patienten typische LP-Merkmale (bandartiges
lichenoides T-Zell-Infiltrat, Verdickung des Stratum granu-
losum und Apoptose basaler Keratinozyten), aber keine
suprabasale Akantholyse zeigten (Abbildung 1). AuBerdem
waren AK von OLP-Patienten, im Gegensatz zu AK von
PV-Patienten, nicht in der Lage, in vitro eine Akantholyse
auszuldsen (Abbildung 4).

Bemerkenswert ist weiterhin, dass wir eine Dis-
krepanz zwischen dem AK-Titer im ELISA und der
Immunfluoreszenz-Untersuchung (lIF/DIF)  beobachtet
haben: Wéahrend alle vier Patienten erhdhte Anti-Dsg-
AK-Spiegel aufwiesen, waren die IIF/DIF negativ (nicht
gezeigt). Dieser Befund deutet auf die Bildung von AK
mit geringer Aviditit gegen ihre Zielstruktur hin. Ahnli-
che Diskrepanzen zwischen serologischen Tests wurden
sowohl in Mausmodellen fiir Pemphigus als auch bei
Menschen mit Pemphigus beschrieben. Im Mausmodell
fihrte die Immunisierung mit Pemphigus-Autoantigenen
zu einer Aktivierung der humoralen Immunitdt ohne Auf-
treten phanotypischer Hautverdanderungen. Das deutet
darauf hindeutet, dass das korrekte epitop targeting fir
die Entwicklung des klinischen Phanotyps von PV ent-
scheidend ist.?> Ebenso zeigte sich, dass PV-Patienten in
klinischer Remission nichtpathogene AK produzieren, die

in der Immunfluoreszenz-Untersuchung (lIF/ DIF) nicht
nachweisbar sind.?>

In vorherigen Arbeiten wurde gezeigt, dass pathogene
Anti-Dsg-AK gegen Ca®*-abhingige Epitope gerichtet sind
und nur reife Dsg-Proteine erkennen. Im Gegensatz dazu
sind gegen Vorldufer-Dsg-gerichtete AK nicht pathogen,
unabhangig davon, ob sie spezifisch oder unspezifisch sind.
Unsere Immunoblot-Analyse deutet darauf hin, dass AK
gegen Dsg3 bei OLP-Patienten hauptsachlich gegen EC5
gerichtet sind. Dieser Befund lasst sich dadurch erklaren,
dass sich die Autoimmunitdt beim OLP gegen das Dsg3-
Protein in seiner Vorlduferform richtet, die im Zytoplasma
enthalten ist, wahrend die B-Zell-Toleranz gegen das reife
Protein nahezu erhalten bleibt.>*~%¢ In Ubereinstimmung
mit diesen Ergebnissen wurde in einem friiheren Bericht
Uber zwei OLP-Patienten mit zirkulierenden Anti-Dsg-AK
gezeigt, dass die AK sowohl gegen reifes als auch gegen
Vorlaufer-Dsg3 gerichtet sind.?’

Interessanterweise wurde bei Patienten mit Lichen scle-
rosus et atrophicus, einer anderen T-Zell-vermittelten
chronisch-inflammatorischen Dermatose, eine Aktivierung
der humoralen Immunitit nachgewiesen.?®

Alle vier Patienten unserer Studie wiesen Autoantikorper
gegen sowohl Dsg3 als auch Dsg1 auf. Desmoglein 1 spielt
eine wichtige Rolle bei der Bildung des Epithels und seine
Produktion ist bei OLP-Patienten gestort.>®~3° Ubereinstim-
mend damit zeigte eine friihere Studie, dass chronische
Entziindungen beim OLP zu einer Verdnderung der Dsg1-
Expression fiihren.?? Es ist jedoch auch méglich, dass die
AK gegen Dsgl eine Folge des epitode spreadings sind.
Bei beiden Patienten, bei denen prospektiv AK-Titer erho-
ben wurden, waren die AK gegen Dsg3 konstant hoher als
die gegen Dsg1 (Abbildung 2c). AuBBerdem zeigte unsere
serologische Analyse, dass diese Patienten auch AK gegen
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Dsc aufwiesen. Desmocolline sind desmosomale Kompo-
nenten, die eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell-Adhasion
und der epidermalen Integritit spielen.?’ Bei Pemphigus
ist der Nachweis von AK gegen Dsc eher selten und tritt
meist bei atypischen Pemphigus-Varianten, wie dem para-
neoplastischen Pemphigus, und hauptsachlich zusammen
mit Anti-Dsg-AK auf.!”:3

Desmocollin 2 und 3 werden vor allem in den basa-
len Epidermisschichten exprimiert, wo sich beim OLP die
apoptotischen Prozesse abspielen.>® Anti-Dsc-Antikdrper
konnen direkt pathogen sein. lhr Auftreten wurde mit
einer mit aggressiven Verlaufsformen des Pemphigus in
Verbindung gebracht.3?3* Aus den Ergebnissen des In-
vitro-Akantholyse-Assays kdnnen wir schlieBen, dass auch
die Anti-Dsc-AK bei unseren OLP-Patienten nicht patho-
gen sind und ihr Vorkommen wahrscheinlich eine Folge der
chronischen Antigenexposition durch apoptotische basale
Keratinozyten ist.

Insgesamt weist auch unsere Studie einige Einschran-
kungen auf. Zum einen ist die begrenzte Anzahl der ein-
geschlossenen Patienten zu nennen. Zum anderen wurde
nicht analysiert, ob die Patientenseren Ca?*-unabhingige
Regionen desmosomaler Cadherine erkennen und ob diese
AK gegen die unreife Form der Dsg-Proteine gerichtet
sind, da diese Techniken in unseren Zentren nicht etabliert
sind. Dennoch konnten wir mittels des DDA zeigen, dass
die Bildung von Anti-Dsg-AK bei OLP ein nichtpathogenes
Epiphdanomen zu sein scheint. Dies lasst sich darauf zuriick-
fihren, dass der OLP eine hauptsachlich Th1-gesteuerte
Erkrankung ist, wahrend fiir die Aktivierung humoraler
Prozesse eine Th2-Aktivierung notwendig ist. Daher sind
Th1-gerichtete Anti-Dsg-T-Zellen beim OLP deutlich haufi-
ger anzutreffen.” AuBerdem kénnten auch andere Faktoren
(zum Beispiel eine genetische Pradisposition) eine humo-
rale Aktivierung verstarken und mitverursachen.

Zusammenfassend zeigen wir in dieser Studie, dass nur
eine begrenzte Anzahl von Patienten mit OLP, einer aner-
kannten T-Zell-gesteuerten Erkrankung, eine gleichzeitige
Aktivierung der humoralen Immunantwort aufweisen. Dies
unterstreicht, dass in bestimmten Fallen, Hautautoantigene
und insbesondere Dsg eine Rolle bei der Pathogenese der
OLP spielen kénnten. Wir konnten zeigen, dass die Auto-AK
beim OLP kein akantholytisches Potenzial aufweisen und
sich die Spezifitat somit von der beim PV unterscheidet.

Allerdings scheint das Vorhandensein von Anti-Dsg-AK
mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf zu korrelieren.
In Zukunft werden weitere mechanistische Studien erfor-
derlich sein, um die Rolle der humoralen Immunitat bei OLP
zu kldren.
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