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Abrevieri

ABD - domeniul de legare al actinei
ADAM - A Disintegrin si Metalloproteinase
APC — celula prezentatoare de antigen

BM — membrana bazala

BP — pemfigoid bulos
BP180 — antigenul pemfigoidului bulos cu masa moleculara de 180 kDa

BP230 - antigenul pemfigoidului bulos cu masa moleculara de 230 kDa
BSLE — lupusul sistemic eritematos bulos
CMV - Cytomegalovirus

CD - boala Crohn

DEB — epidermoliza buloasa distrofica

DEJ — jonctiunea dermo-epidermala

DH - dermatita herpetiforma

DSC - desmocolina

DSG - desmogleina

EAE — encefalomielita experimentala autoimuna
EBA — epidermoliza buloasa dobandita

EBV- virusul Epstein-Barr

EDTA — acidul tetraacetic etilendiaminic
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
HHYV - virusul herpetic uman

HIV - virusul imunodeficientei umane

GST — glutation S-transferaza

HSV - virus herpetic simplu

IBD — boala intestinului inflamat

IF — imunofluorescenta

IPTG — isopropyl B D-thyogalactopyranoside
kDa — Kilodalton

LAD — boala IgA linear

LAD-1 — antigenul 1 al bolii IgA linear

LB — mediu Luria-Bertani

MHC - complexul major de histocompatibilitate



MMP — pemfigoidul bulos de membrana
MS — scleroza multipla

PBS — tampon fosfat salin

PG - pemfigoidul de sarcina

PMSF — phenylmethylsulfonyl fluoride
rpm — rotatii pe minut

ROS — specii de oxigen reactiv

UC - colita ulcerativa

VZV - virusul Varicella zoster

Cuvinte cheie

auto-anticorpi

colagen VII

colagen XVII

ELISA

epidermoliza buloasa dobandita
neo-epitopi

pemfigoid bulos

specii de oxigen reactiv



Introducere

Moleculele de adeziune de la nivelul pielii

Formarea tesuturilor la organismele multicelulare este posibila datorita capacitatii celulelor de a se
atasa de alte celule sau structuri non-celulare. Pielea are o structurd complexa si integritatea sa are o

importantd deosebita in indeplinirea functiei de bariera fizica si protectoare.

Moleculele de adeziune asigura conexiunea dintre epiderm si stratul subiacent si anume membrana
bazald. Importanta integritatii pielii este sugerata de existenta bolilor genetice si autoimune asociate

cu lipsa sau pierderea moleculelor de adeziune (Chan, 1997; Moll si Moll, 1998).

Desmosomii sunt cele mai comune jonctiuni intercelulare de adeziune intalnite la nivelul tesuturilor
epiteliale avand un rol important in mentinerea structurii adecvate a pielii. Celulele epidermale sunt
conectate Intre ele prin intermediul interactiunii placii intracelulare desmosomale, alcatuita in
principal din desmoplakine si plakoglobine, cu filamentele de keratind si proteinele

transmembranare, desmogleine si desmocoline (Hertl si colab., 2006;Delva si colab., 2009).

Membrana bazala din piele (BM) este o structurd de conexiune intre epiderm si derm. Studiile de
microscopie electronicd au evidentiat patru regiuni distincte la nivelul membrani bazale:
citoscheletul, hemidesmosomii si membrana plasmaticd a keratinocitelor bazale, lamina lucida,
lamina densa (membrana bazala propriu-zisd) si sublamina densa, situata in dermul papilar (Olasz si

Yancey, 2008)(Figura 1).
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Figura 1. Cele mai comune proteine ale membranei bazale care au fost identificate ca
autoantigene in bolile autoimune subepidermale. Keratinocitele bazale sunt conectate cu
dermul prin intermediul complexului de adeziune hemidesmosomal. Filamentele intermediare
(filamentele de keratind) mediaza conexiunea citoscheletului cu membrana plasmatica. BP 230
este o proteind intracelulard care interactioneazd cu filamentele de keratind si cu domeniul
intracelular al BP180. BP180 este o proteina transmembranara care are un rol esential in atasarea
dermului de epiderm. Importanta sa este evidentiata de prezenta bulelor si a separarii dermului de
epiderm la pacientii cu pemfigoid bulos care au anticorpi impotriva acestei proteine sau la
pacientii care prezintd mutatii la nivelul genei COL17A1. BP 180 interactioneaza cu plectina,
laminina 5 si integrina a6PB4. Laminina 5 este un ligand de adeziune pentru integrina o634,
proteind transmembranara. P200, un autoantigen identificat recent la nivelul membranei bazale,
este o proteina cu masa moleculara de 200 kDa localizata in regiunea laminei inferioare.

Bolile buloase subepidermale autoimune

Bolile buloase autoimune care afecteazd pielea sunt boli organ-specifice asociate cu un raspuns
imun generat fatd de proteinele de adeziune care asigurd adeziune celuld-celuld sau celuld-
matricea intercelulard in piele (Olasz si Yancey, 2008). Atat celule T autoreactive cat si

autoanticorpii sunt intalniti la pacientii cu astfel de boli, insd observatiile clinice si studiile



experimentale sugereazd cd formarea bulelor este mediata in special de anticorpi (Sitaru, 2007).
Autoanticorpii de la pacienti au fost folositi pentru a indentifica autoantigenele tintd demonstrand ca

ele reprezinta proteine structurale cheie ale membranei bazale.

Pe baza criteriilor clinice, histopatologice si imunopatologice, bolile buloase autoimune sunt
clasificate n patru grupuri mari: grupul pemfigusului, grupul pemfigoidului, epidermoliza buloasa

dobandita si dermatita herpetiforma Duhring (Mihai si Sitaru, 2007a).

Epidermoliza buloasa dobandita

Epidermoliza buloasd dobandita (EBA) este o boala buloasd subepidermald asociatd cu anticorpi
produsi impotriva colagenului de tip VII, componenta cea mai importantd a fibrilelor de ancorare de
la nivelul jonctiunii dermo-epidermale. Autoanticorpii EBA se leagd de partea dermala a pielii
separate cu 1M NaCl in imunofluorescentd indirecta (Woodley si Chen, 2004;Woodley si colab.,
1984;Gammon si colab., 1984). La fel ca in cazul altor boli autoimune, etiologia EBA este inca
necunoscuta. Totusi, a fost sugeratd o asociere cu prezenta alelelor HLA —DR la pacientii cu EBA

(Gammon si colab., 1988).

EBA este o boala rara, intalnitd preponderent la persoanele varstnice insd au fost identificate si
cateva cazuri la copii (Sitaru, 2007; Callot-Mellot si colab., 1997). Primele criterii de diagnostic
incluzand un istoric personal si familial al bolilor buloase negativ, declansarea eruptiei la varsta
adulta, prezenta bulelor care apar spontan sau sunt induse de traume si care sunt asemanatoare cu
cele Intalnite la pacientii cu epidermoliza buloasa distrofica, excluderea altor boli buloase, au fost

definite de catre by Roegnik i colab., in urma cu cateva decenii (Roenigk si colab., 1971).

La fel ca epidermoliza buloasa distrofica, EBA este caracterizatd din punct de vedere clinic de
fragilitatea pielii, bule si eroziuni la nivelul partilor corpului care sunt predispuse traumelor si
leziuni care se vindeca lasand cicatrici (Woodley si Chen, 2004). Pe baza manifestarilor clinice, au
fost descrise cinci variante ale bolii: (1) prezentarea clasica; (2) pemfigoid bulos (BP)-like; (3)
pemfigoid cicatricial (CP)- like; (4) reminiscentd a pemfigoidului Brunsting-Perry cu leziuni
localizate predominant la nivelul capului si gatului ; (5) EBA asemanatoare cu dermatoza buloasa

lineard IgA (LABD) sau boala buloasa cronica a copilariei (Remington si colab., 2008).

Colagenul de tip VII este este un homotrimer cu o structura helicala constdnd din trei lanturi

polipeptidice al identice. Fiecare lant este alcatuit dintr-un domeniu central colagenos, cu greutate



moleculrad de 145kDa si caracterizat de repetitia unei secvente de aminoacizi (GlyXY) care este
intrerupta de cateva imperfectiuni. Domeniul colagenos este flancat la capatul amino-terminal de
un domeniu mare necolagenos (NC1), cu o greutate moleculard de 145kDa si de un domeniu
necolagenos mai mic (NC2), de aproximativ 30kDa, la capatul C-terminal. (Uitto si colab., 1992;
Christiano si colab., 1992). In spatiul extracelular, o parte din domeniul NC2 este indepartata

proteolitic (Bruckner-Tuderman si colab., 1995).

Studiile de cartare a epitopilor au aratat ca majoritatea epitopilor antigenici se gasesc la nivelul
domeniului NC1 al colagenului de tip VII (Lapiere si colab., 1993). In 2001, Chen si colab., au
descris un nou epitop antigenic la nivelul domeniului NC2 de la capatul C-terminal (Chen si

colab., 2001a).

Susceptibilitatea genetica asociatd cu alelele HLA-DR sugereaza faptul cd celulele T sunt
implicate in procesul de declansare a bolii. Observatiile experimentale au dovedit clar ca EBA este
o boala tipica mediatd de autoanticorpi. Patogenitatea anticorpilor specifici pentru colagenul de tip
VII a fost demonstratd prima data folosind un model ex vivo al bolii (Sitaru si colab., 2002a). in
acest model, autoanticorpii au indus separarea dermului de epiderm cand au fost co-incubati cu
piele umana normald si granulocite izolate de la donatori sdndtosi. Activarea si recrutarea
leucocitelor la junctiunea dermo-epidermald este dependentd de prezenta fragmentului Fc al

anticorpilor.

Anticorpii generati In urma imunizarii iepurilor cu colagenul de tip VII uman sau murin sau
anticorpii izolati din serul de la pacientii cu epidermolizd buloasda dobanditd au indus bule in
pielea soarecilor carora li s-au transferat pasiv acesti anticorpi (Sitaru si colab., 2005;Woodley si
colab., 2006; Woodley si colab., 2005). Mai mult, imunizarea soarecilor din tulpini susceptibile cu
o forma recombinatd a colagenului VII murin a rezultat intr-o boald buloasa care reproduce
caracteristicile clinice, histopatologice si imunopatologice ale pacientilor cu epidermoliza buloasa
dobandita (Sitaru si colab., 2006). Recent, folosind acest model activ de inducere a bolii la
animalele de experientd, Sitaru §i colab, au demonstrat ca celulele T sunt necesare pentru a putea

induce boala la soarecii imunizati cu colagenul VII autolog (Sitaru si colab., 2010).

Diagnosticarea pacientilor cu EBA se bazeaza pe cateva teste de laborator care includ detectarea
anticorpilor legati la nivelul tesuturilor prin imunofluorescentd directd precum si demonstrarea
capacitatii anticorpilor serici de a se lega de partea dermala a pielii separate cu 1M NaCl prin IF
indirectd. Diagnosticul definitiv al EBA necesitd nsd caracterizarea specificitatii moleculare a

autoanticorpilor (Mihai si Sitaru, 2007a). Autoanticorpii specifici pentru colagenul VII pot fi



detectati prin imunoblot si/sau ELISA folosind proteine recombinate (Mihai si Sitaru, 2007a).
Pentru detectia specifica a autoanticorpilor specifici pentru colagenul VII, s-au stabilit diferite teste
imunologice care folosesc forme recombinate al domeniului NC1 sau proteina intreaga (Chen si

colab., 1997;Pendaries si colab., 2010;Saleh si colab., 2011).

Pemfigoidul bulos (BP)

Pemfigoidul bulos este o boald buloasa subepidermald care afecteaza in general persoanele
varstnice i mult mai rar se intalneste la copii. Anticorpii circulanti si cei legati la nivelul tesuturilor

recunosc doud proteine hemidesmosomale si anume BP230 si BP 180 (Yancey, 2005).

BP230 denumit si antigenul 1 al BP a fost identificat ca autoantigen in BP de catre Stanley si colab.,
in anul 1981 (Stanley si colab., 1981). Prin izolarea ADN-ului complementar si clonare, Sawamura
si colab., a localizat gena pentru BP230 la nivelul bratului scurt al cromozomului al saselea

(Sawamura si colab., 1990).

BP 230 este o proteind intracelulard localizatd la nivelul placii hemidesmosomale si care
intermediazd interactiunea filamentelor de keratind cu placa hemidesmosomala (Borradori si
Sonnenberg, 1999). Recrutarea BP230 la nivelul hemidesmosomilor depinde de interactiunea
acestei proteine cu BP180 si integrina B4. In keratinocitele deficiente in BP180, BP230 nu poate fi
integrat corespunzator in hemidesmosom chiar daca atat integrina f4 cat si plectina sunt prezente,
sugerand astfel ca aceste doua proteine nu sunt suficiente pentru asamblarea BP230 in
hemidesmosom (Borradori si colab., 1998; Koster si colab., 2003). Functia biologicd a acestei
proteine 1n organizarea filamentelor intermediare ale citoscheletului keratinocitelor este sustinuta de
faptul ca soarecii deficienti In BP230 prezinta semne de fragilitate a pielii (Guo si colab., 1995). BP
230 este implicat in patogeneza pemfigoidului bulos, fapt sugerat de capacitatea anticorpilor
specifici generati in iepuri Tmpotriva unui fragment antigenic al BP230 murin de a induce boala la
soareci (Kiss si colab., 2005). Cu toate acestea, date recent obtinute de grupul nostru contrazic
aceastd ipotezd aratand ca anticorpii specifici pentru BP230 au mai degraba proprietati

imunopatologice limitate in modelul experimental al BP (Feldrihan et. al., observatii nepublicate).

BP 180 este o proteind transmembranard hemidesmosomald care leaga keratinocitele bazale de
membrana bazald. Este un homotrimer alcatuit din trei lanturi identice al, cu capatul N-terminal
localizat intracelular, un scurt fragment transmembranar si domeniul COOH la exteriorul celulei.
Domeniul extracelular este alcatuit din 15 subdomenii necolagenoase (COLI1-COLI15),

caracterizate de secventele repetitive colagenoase tipice-GXY, fiecare din cele 15 subdomenii fiind
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marginite de 16 domenii scurte ne-colagenoase (NC1-NC16A) (Franzke si colab., 2003).
Domeniul extracelular al colagenului XVII este clivat constitutiv de la suprafata celulei in vitro
(Franzke si colab., 2009;Hirako si colab., 1998;Schaecke si colab., 1998) de catre enzime
proteolitice din familia ADAM (A Disintegrin si Metalloproteinase) (Franzke si colab., 2009).

Desi prezenta autoanticorpilor specifici atat pentru BP180 cat si pentru BP230 este o trasaturad
caracteristica a pacientilor cu BP, rolul antigenului BP 230 in patogeneza este inca neclard. Asa
cum am mengionat anterior, formarea bulelor subepidermale a putut fi indusd prin injectarea
soarecilor nou nascuti cu anticorpi de iepure generati impotriva proteinei BP230 (Kiss si colab.,
2005) rezultate care nu sunt sustinute de studiile noastre recente. in schimb, patogenicitatea
autoanticorpilor specifici pentru BP180 a fost demonstrata in cateva modele experimentale. Prima
dovada a patogenicitatii anticorpilor specifici pentru colagenul XVII a fost obtinuta cu ajutorul
modelul ex vivo al BP dezvoltat de Gammon si colaboratorii sai (Gammon i colab.,
1981;Gammon si colab., 1980). In acest model, autorii au incubat criosectiuni de piele umana
normala cu ser de la pacientii cu BP si apoi au addugat leucocite izolate de la donatori sanatosi. Ei
au demonstrat ca recrutarea leucocitelor la jonctiunea dermo-epidermald depinde de activarea
sistemului complement. Intr-un alt set de experimente au aritat ca leucocitele atasate la nivelul
membranei bazale a criosectiunilor incubate cu ser de la pacientii cu BP au fost ulterior activate si
au indus separarea dermului de epiderm (Gammon si colab., 1982). Mai recent, folosind acelasi
model experimental Sitaru §i colab., au demonstrat cd serurile de pacienti pre-adsorbite fata de
fragmentul al 16-lea necolagenos recombinat al colagenului XVII au pierdut capacitatea de a
induce separarea dermo-epidermala. Spre deosebire de aceasta, autoanticorpii IgG din serurile
pacientilor cu BP purificati pe baza de afinitate fata de forma recombinata a BP180 (NC16A) au
indus separarea dermului de epiderm sugerand astfel patogenicitatea domeniului NC16A (Sitaru si

colab., 2002b)

In anul 1993, Liu §i colab., au demonstrat patogenicitatea autoanticorpilor specifici pentru BP 180
in vivo. Transferul pasiv al anticorpilor de iepure dezvoltati impotriva colagenului de tip XVII
murin la soarecii nou nascuti a indus manifestari clinice, histologice si imunopatologice similare
acelora intalnite la pacientii cu pemfigoid bulos (Liu si colab., 1993). Folosind acest model
animal, s-a dovedit cd activarea complemetului prin calea clasica, prezenta neutrofilelor,
mastocitelor si a macrofagelor sunt fenomene esentiale pentru a induce boala la animale de
experientd (Chen si colab., 2001b;nChen si colab., 2002a;nNelson si colab., 2006;nLiu si colab.,
2000:Liu si colab., 1995). Incercarile de a induce fenotipul BP la soareci prin transferul pasiv al

anticorpilor patogenici de la pacienti nu au dus la nici un rezultat. Acest esec se poate datora
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diferentelor dintre secventa de aminoacizi a colagenului XVII uman si murin (Anhalt si Diaz,
1987). Pentru a indeparta aceastd neconcordanta, Olasz si colab., au generat soareci transgenici care
sa exprime colagenul XVII uman sub controlul promotorului keratind 14. Soarecii salbatici
transplantati cu piele prelevatd de la soarecii transgenici au dezvoltat anticorpi impotriva
colagenului XVII precum si un raspuns imun inflamator care a constat in infiltrarea neutrofilelor la
nivelul epidermului, depunerea de IgG si C3 la nivelul membranei bazale a pielii transplantate
ducand la formarea bulelor subepidermale asemanatoare cu cele ale paciengilor cu BP (Olasz si
colab., 2007). Soarecii nou ndscuti, transgenici pentru colgenul XVII uman injectati cu IgG de la
pacientii cu BP prezentau detasarea epidermului prin frecarea find a pielii dupa 48 de ore de la
injectare. Acest model animal a reprodus fenotipul BP demonstrand astfel pentru prima data

patogenicitatea anticorpilor pentru colagen XVII in vivo (Nishie si colab., 2007).

Obiectivele studiului

In ciuda progreselor importante care s-au ficut pentru a intelege patogeneza bolii, pemfigoidul
bulos ramane o boala care pune viata in pericol. Cunostintele pe care le avem acum despre BP sunt
datorate modelarii bolii in soareci nou nascuti. Modelele actuale se bazeaza pe transferul pasiv al
anticorpilor patogenici generati in iepuri, la soareci de tip sdlbatic sau, mai recent, al anticorpilor de
la pacienti la soareci modificati genetic. Principalul neajuns al modelelor animale existente 1l
reprezintd faptul cd boala nu apare spontan iar perioada de observatie este limitata la cateva zile
impiedicand evaluarea cu acuratete a evolutiei patogenezei si a posibilelor metode terapeutice.

Astfel, primul obiectiv al studiului de fata a fost :

1. Obtinerea si caracterizarea anticorpilor policlonali generati prin imunizarea a trei iepuri §i a unei
oi cu diferite fragmente ale epitopilor de la nivelul colagenului XVII, anticorpi care au fost folositi

pentru a transfera BP la soareci adulti.

2. Studierea patogenicitatii anticorpilor specifici pentru un nou epitop al colagenului XVII uman

folosind modelul ex vivo al pemfigoidului bulos.

3. Investigarea efectului superoxid dismutazei bovine precum si al inhibarii mieloperoxidazei

asupra separdrii dermo-epidermale induse de anticorpii patogenici ai pacientilor cu pemfigoid bulos.

4. Dezvoltarea unui nou test ELISA pentru detectarea anticorpilor specifici colagenului de tip VII

uman intalniti la pacientii cu epidermoliza buloasa dobandita si boala intestinului inflamat.
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Materiale si metode
Seruri umane

Serurile folosite in studiul de fata au fost obtinute de la pacienti cu EBA (n=50), boala Crohn
(CD; n=50), colita ulcerativa (UC; n=50), pemfigoid bulos (BP; n=76), si pemfigus vulgar (PV;
n=42) Tnainte de inceperea tratamentului si donatori sandtosi (n=245). Studiul a fost aprobat de
Comitetul etic al Facultatii de Medicind a Universitatii din Freiburg, Germania (Institutional
Board Projects no 318/07, 425/08 si 278/11). Am obtinut consintdmantul scris de la pacientii al

caror material a fost folosit in acest studiu, in concordanta cu Principiile de la Helsinki.

Izolarea leucocitelor din sangele donatorilor sanatosi

Leucocitele au fost izolate prin metoda sedimentarii cu dextran. Sangele obtinut de la donatori
sandtosi a fost amestcat in proportie 1:1 cu dextran 3% (Roth) preparat in solutie de NaCl 0.9%.
Dupa 30 de minute majoritatea eritrocitelor s-au depus in partea inferioara a tubului, supernatantul
a fost centrifugat si celulele au fost colectate. Pentru a elimina eritrocitele ramase, celulele au fost
re- suspendate Tn 20ml solutie de NaCl 0.2% timp de 30 de secunde dupa care liza hipotonica a
fost opritd prin adaugarea unui volum de 20 ml solutie de NaCl 1.6%. Celulele au fost din nou
colectate prin centrifugare la 1200rpm timp de 7 minute la temperatura camerei, spalate cu 20 ml
mediu de cultura DMEM (Lonza) si resuspendate intr-un volum de mediu corespunzator pentru a
obtine o densitate de 3x10’celule/ml. Viabilitatea celulelor a fost testatd cu trypan blue si in
experimente au fost folosite preparate celulare cu o viabilitate >95%. Celulele au fost pastrate pe

gheata pana la utilizare.

Inducerea separarii dermo-epidermale ex vivo de catre
anticorpi patogenici

Pentru a testa patogenicitatea anticorpilor de iepure generati fatd de formele recombinate ale
colagenului XVII uman, am folosit modelul ex vivo al pemfigoidului bulos dezvoltate de Sitaru i
colab. (Sitaru si colab., 2002b). Pe scurt, serurile de iepure au fost incubate timp de 3 ore cu
criosectiuni de piele umana normala intr-o camerad cu umiditate. Dupa spalare cu PBS sectiunile

au fost incubate cu 300ul din suspensia de leucocite pentru inca alte 3 ore la 37°C intr-un
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incubator umidificat . La finalul acestui interval, sectiunile de piele au fost spédlate cu PBS, fixate in

formalina si colorate cu hematoxilina si eozina.

Generarea formelor recombinate ale colagenului VII uman

Secventele de ADN complementar corespunzatoare ambelor domenii necolagenoase ale colagenului
VII uman (NCI1, NC2) au fost obtinute prin amplificare PCR folosind ca si matritd secventa
completd a colagenului VII (primit de la Anja Fritsch), marcat cu 8xHis la capatul N-terminal,
clonat anterior in vectorul procariot pcDNA3.1 Zeo(-), Invitrogen (Fritsch si colab., 2009).
Amorsele pentru reactia in lan{ polimerazei (PCR) au fost sintetizate de catre Eurofins MWG
(Ebersberg, Germany). Situsurile de restrictie pentru enzimele EcoRI si HindIII au fost introduse
prin amorse. Pe scurt, vectorul pcDNA3.1hcol7 continand secventa intreagd a colagenului VII uman
a fost digerat cu enzimele de restrictie EcoRI si Agel. Vectorul rezultat in urma acestei digestii
contindnd secventa de nucleotide corespunzdtoare aminoacizilor 1-443 a fost ligat cu fragmentul
PCR care se suprapune cu situsul de restrictie pentru Agel la nivelul secventei colagenului VII
rezultand vectorul recombinat pcDNA3.1hCol7NCI1 continand intreaga secventd a domeniului NC1
corespunzator aminoacizilor 1-1278 din secventa colagenului VII. Produsul de PCR corespunzator
fragmentului NC2 a fost digerat cu enzimele de restrictie EcoRI si HindIII si ligat in vectorul
pcDNA3.1hCol7NC1  digerat cu aceleasi enzime rezultand vectorul recombinat
pcDNA3.1hCol7NC1-NC2 avand secventa de nucleotide corespunzatoare aminoacizilor 1-1278 si
2776-2944. Ulterior, fragmentul recombinat (NC1-NC2) a fost subclonat in vectorul pcDNASFRT
cu ajutorul enzimelor de restrictie Nhel si HindIIl obtindndu-se vectorul recombinat
pcDNASFRThcol7NC1-NC2. Pentru a obtine proteina recombinata care sa contina domeniile NC1,
regiunea balama si NC2 ale colagenului VII uman, secventa de nucleotide care codifica regiunea
balama si domeniul NC2, marginite de situsurile de restrictie pentru EcoRI si Hind III, au fost
sintetizate de GenScript in vectorul pUC57. Secventa a fost apoi tdiatd din vectorul pUC57 cu
enzimele EcoRI si HindIII si ligata in vectorul pcDNASFRT NC1-NC2 digerat cu aceleasi enzime
obtinandu-se astfel vectorul recombinat pcDNASFRThcol7NCI-H-NC2 continand secventa
corespunzatoare aminoacizilor 1-1278, 1940-1979 si 2776-2944. Corectitudinea secventelor ADN a

fost confirmata prin secventializare directa.
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Exprimarea fragmentelor recombinate ale colagenului VII in
celule Hek293

Celulele Flp-in Hek293 T au fost transfectate cu Sug vector pcDNASFRThCol7NC1-NC2/
pcDNASFRThCol7NC1-H-NC2 si 2.5ug vector pOG44 1in lipofectamina2000 (Invitrogen).
Celulele transfectate exprimand proteinele de interes au fost selectate cu 200pg/ml higromicina
(Roth). Proteinele au fost precipitate din mediul cultura cu sulfat de amoniu 50% timp de 4 ore la
4°C si au fost colectate prin centrifugare timp de 45 minute la 27200 rcf , 4°C. Proteinele au fost
resuspendate in PBS rece, dializate peste noapte impotriva PBS si purificate apoi prin
cromatografie de afinitate folosind nichel-acid nitrilotriacetic cuplat cu agaroza (Ni-NTA, Qiagen,
Germany). Proteinele purificate au fost separate prin SDS PAGE pe geluri de 8% sub forma
redusa si transferate pe membrana de nitroceluloza. Benzile obtinute dupa taierea membranei au
fost incubate cu un anticorp monoclonal specific pentru colagenul VII uman, diluat de 1000 de ori
(clona LH 7.2; Chemicon International, Germany) si reactivitatea a fost detectatd cu un anticorp
secundar de capra generat Tmpotriva IgG de la soarece si conjugat cu peroxidazd de la hrean

(Abcam).

Analiza statistica

Curba ROC (Receiver Operating Characteristic) permite explorarea relatiei dintre sensibilitatea si
specificitatea testului ELISA la diferite valori prag, permitand astfel determinarea unei valori prag
optime pentru pozitivitate. Astfel, pentru a determina valoarea prag pentru ELISA folosind doua
forme recombinate ale colagenului de tip VII uman, am facut analiza ROC prin reprezentarea
graficd pe axa X a 1- Specificitatea (rata fals pozitivd) iar pe axa Y sensibilitatea (rata adevarat
pozitiva). Analizele statistice au fost realizate cu ajutorul pachetului statistic GraphPad Prism (v5;
GraphPad Software, San Diego, CA). Pentru a calcula semnificatia statistica am folosit testul U

Mann-Whitney; p <0.05 a fost considerat semnificativ.

15



Rezultate

Anticorpii de iepure si oaie generati impotriva colagenului
XVII uman s-au legat la nivelul jonctiunii dermo-epidermale a
pielii de soarece si au fixat complementul murin

Anticorpii circulanti obtinuti la diferite intervale de timp de la animalele imunizate cu fragmentele
recombinate ale colagenului XVII murin au fost testati pentru capacitatea lor de a recunoaste
proteina in situ. Atat anticorpii de la oaie cat si cei de la iepure au produs o colorare liniara la
membrana bazald asa cum a fost demonstrat prin microscopie de imunofluorescentd (Figura 2a,

2b).

In contrast, anticorpii obtinuti inainte de prima imunizare nu s-au legat la nivelul jonctiunii dermo-
epidermale (Figura 2c¢). Cand au fost incubati cu piele de soarece separatd artificial cu 1M NaCl,
anticorpii de la animalele imunizate s-au legat la partea epidermala a substratului (Figura 2d si 2e).
Anticorpii purificati din serul pre-imun nu s-au legat la nivelul pielii (Figura 2f). Mai mult, serurile
de la animalele imunizate (Figura 2g si 2h), dar nu cele recoltate inainte de imunizare (Figura 2i)
au indus depunerea proteinei C3 a sistemului complement la nivelul jonctiunii dermo-epidermale
asa cum a fost demonstrat prin testul de fixare al complementului folosind piele de soarece ca si

substrat.
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Figura 2. Anticorpii de la animalele imunizate recunosc colagenul XVII murin si activeaza
complementul ex vivo. Serul a fost obtinut de la animale nainte si dupa imunizare, la diferite
intervale. Serul de iepure (a) si cel de la oaie (b) prelevat dupa imunizare s-au legat le nivelul
membranei bazale a pielii de soarece. In contrast, anticorpii obtinuti de la un iepure inainte de a fi
imunizat (¢) nu au recunoscut antigenul in sifu. Cand au fost incubati cu piele de soarece separata
artificial cu NaCl, anticorpii de la iepure (d) si oaie(e) s-au legat la partea epidermald a bulei
artificiale spre deosebire de anticopii obtinuti din ser pre-imun care nu s-au atasat de piele (f)
(magnificatie 200x). Anticorpii de la animalele imunizate, iepure(g) si oaie (h), au activat
complementul murin cand au fost incubati cu criosectiuni de piele murina. in schimb, anticorpii
pre-immuni (i) atat de la iepure cat si de la oaie nu au avut capacitatea de a fixa complementul.

Anticorpii specifici pentru colagenul XVII recunosc formele
recombinate ale proteinei in western blotting

Proteinele recombinate folosite pentru a imuniza animalele au fost separate prin SDS-PAGE si
transferate apoi pe membrani de nitrocelulozi. In imunoblot, anticorpii din serul imun, spre
deosebire de cel pre-imun sau normal, au recunoscut formele recombinate ale colagenului de tip
XVII (Figura 3). Cea mai mare reactivitate a fost detectatd Impotriva fragmentului EC1 (banda

2).
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Figura 3. Anticorpii patogenici au recunoscut formele recombinate ale colagenului XVII in
imunoblot; de la dreapta la stanga: marker molecular, banda 1 GST, benzile 2-5 reprezinta: GST-
mCXVII-EC1, GST-mCXVII-EC3, GST-mCXVII-EC7 si respectiv. GST-mCXVII-IC2 au fost
incubate cu ser imun. Benzile 6-9 corespund la GST-mCXVII-EC1, GST-mCXVII-EC3, GST-
mCXVII-EC7 si GST-mCXVII-IC2 si au fost incubate cu ser de control.

Anticorpii specifici pentru un nou epitop al colagenului XVII
au fixat complementul si au indus separare dermo -
epidermala ex vivo

O caracteristicd majord a anticorpilor IgG intalniti la pacientii cu pemfigoid bulos o reprezinta
capacitatea lor de a activa sistemul complement (Sitaru si colab., 2002b). Pentru a testa capacitatea
anticorpilor IgG generati prin imunizarea iepurilor cu diferite forme ale colagenului XVII uman de
a lega complementul, am realizat testul de fixare a complementului in vitro folosind anticorpi de

iepure specifici pentru domeniul NC16A (p-Ab-NC16A) al colagenului XVII uman si Ab 83457, un
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anticorp specific pentru un epitop nou descoperit al colagenului XVII (Figura 4a, 4b, 4d, 4e). in
contrast, fractiunea IgG purificatd din serul obtinut de la un iepure inainte de a fi imunizat nu s-a
legat la nivelul jonctiunii dermo-epidermale si nu a avut capacitatea de a fixa complementul
(Figure 4c, 4f). Cateva linii de evidenta indica faptul ca recrutarea si activarea granulocitelor de
catre anticorpi dupa legarea acestora la membrana bazald reprezintd o conditie obligatorie pentru
formarea bulelor 1n bolile pemfigoidale (Sitaru si colab., 2002b;Sitaru si colab., 2004). Astfel,
pentru a caracteriza capacitatea anticorpilor specifici pentru un neo-epitop al colagenului XVII de
a activa granulocitele, am folosit modelul ex vivo al BP in care separarea dermului de epiderm in
criosectiuni de piele normald este indusd de anticorpii patogenici in prezenta granulocitelor.
Incubarea criosectiunilor cu Ab-NC16A (Figure 4g) si Ab 83457 (Figure 4h) dar nu cu IgG de
control (Figure 4i), a dus la formarea bulei subepidermale cand au fost co-incubate cu leucocite

de la donatori sanatosi.




Figura 4. Anticorpul 83457 specific pentru un epitop nou al domeniului extracelular al
colagenului XVII uman fixeazad complementul si induce separare dermo-epidermald in
criosectiunile de piele umana normala. 1gG de la iepuri imunizati cu intregul domeniu NC16A
(pAb-NC16A) al colagenului XVII uman, anticorpul Ab 83457 si serul de iepure preimun au fost
incubati cu criosectiuni de piele umana. IgG specifici pentru NC16A (a) si Ab 83457 (b), dar nu
serul preimun (c¢) s-au legat la jonctiunea dermo-epidermala. Cand s-a addugat ser uman proaspat ca
si sursda de complement, atdit pAb-NCI6A (d) cat si Ab 83457 (e) au fixat proteina C3 a
complementului la membrana bazald. In contrast, serul preimmun (f) nu a fixat complementul.
Incubarea ulterioara cu leucocite normale a indus separarea dermului de epiderm in sectiunile

tratate cu anticorpii pAb-NC16A (g) si Ab 83457 (h), dar nu cu anticorpi izolati din ser preimun (i).
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Generarea si purificarea formelor recombinate ale
colagenului VII uman (hCVIINC1-NC2, hCVIINC1-H-NC2)

Proteinele recombinate au fost exprimate in celule de mamifere si purificate prin cromatografie de
afinitate. Cand au fost separate prin SDS-PAGE, formele recombinate ale colagenului VII
contindnd domeniul NC1 fuzionat cu domeniul NC2 (His-hCVII-NC1-NC2) precum si regiunea
balama (His-hCVII-NC1-H-NC2), au migrat conform greutatii lor moleculare calculate de 153
kDa (Figura Sb, anda 2) si respectiv 158 kDa (Figura Sb, banda 3). Un anticorp monoclonal
specific pentru domeniul NC1 a recunoscut ambele forme recombinate in imunoblot (Figura Sc,

benzile 1 si 2).
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Figura 5. Formele recombinate ale colagenului VII folosite in acest studiu. (a) Reprezentarea
schematica a colagenului VII uman. Colagenul VII este alcatuit dintr-un domeniu colagenos central,
marginit la capatul N-terminal de un domeniu necolagenos mare, de 145kDa si de un domeniu
necolagenos mai mic, de aproximativ 30 kDa, la capatul C-terminal. Domeniul colagenos este
intrerupt de o regiune necolagenoasd de 39 de aminoacizi numitd regiune balama. Formele
recombinate ale colagenului VII generate in acest studiu sunt 2 proteine himerice, marcate cu o
secventa de 8 histidine la capatul N-terminal, denumite His-hCVII-NC1-NC2 si His-hCVII-NC1-H-
NC2, corespunzand domeniilor NC1 si NC2 fuzionate (aa 1-1278, 2776-2944) si respectiv
domeniilor NC1, regiunea balama si NC2 (1-1278, 1940-1979, 2776-2944) la fel, fuzionate. (b) in
urma eletroforezei pe gel SDS a proteinelor recombinate purificate His-hCVII-NC1-NC2 si His-
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hCVII-NC1-H-NC2 se obseva migrarea acestora la aproximativ 153 (banda 2) si respectiv 158
kDa (banda 3). Markerii pentru greutatea moleculard de 250, 150, 100, 75 si 50 kDa sunt
reprezentati in banda 1. (¢) Analiza imunoblot a celor doud proteine recombinate His-hCVII-NCI1-
NC2 (banda 2) si His-hCVII-NC1-H-NC2 (banda 3) folosind un anticorp monoclonal specific
pentru domeniul NC1 al colagenului VII (clona LH7.2).

Autoanticorpii de la pacientii EBA au reactionat cu ambele
forme recombinate ale colagenului VII

Imunoreactivitatea noilor forme himerice recombinate ale colagenului VII au fost analizate in
imunoblot folosind seruri de referinta de la pacienti cu EBA si de la donatori sanatosi. Exemple
reprezentative sunt aratate in Figura 6. Autoanticorpii IgG din serul pacientilor cu EBA (n=5) au
recunoscut formele recombinate His-hCVII-NC1-NC2 (Figura 6, benzile 1-3) si His-hCVII-NCI-
H-NC2 (Figura 6, benzile 5-7) ale colagenului VII. Nici unul din serurile de control (n=2) nu au

reactionat cu aceste forme recombinate ale colagenului VII (Figura 6, benzile 4 si 8).

His-hCVII-NC1-NC2  His-hCVII-NC1-H-NC2
180 kDa — — |

130 kDa — — |

1 2 3 4 567 8
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Figura 6. Imunoreactivitatea autoanticorpilor EBA cu formele recombinate ale colagenului VII.,
Proteina recombinatd His-hCVII-NCI1-NC2 purificatd (benzile 1-4) si His-hCVII-NC1-H-NC2
(benzile 5-8) au fost separate prin electroforeza SDS-PAGE pe geluri de 8%, transferate pe
membrana de nitroceluloza si incubate cu seruri de la pacienti cu EBA (benzile 1-3 si 5-7) si seruri

de la donatori sanatosi (NHS) (benzile 4 si 8).

Dezvoltarea testelor ELISA folosind formele recombinate ale
colagenului VII

NC1-NC2

In scopul dezvoltarii unui nou test ELISA pentru detectia specifica a anticorpilor pentru colagenul
VII am folosit celulele HEK293 pentru a produce o proteina recombinatd continind ambele domenii
necolagenoase ale colagenului VII. in vederea stabilirii conditiilor de lucru, inculzind cantitatea de
proteind necesara pentru un godeu, dilutia serurilor si a anticorpilor secundari am realizat o titrare
chessboard (date neprezentate). Pentru a determina valoarea prag de pozitivitate a testului nou
stabilit, am realizat analiza ROC a valorilor obtinute dupa citirea absorbatei obtinute la finalul
testului pentru 50 de seruri de la pacientii cu EBA si 160 de la donatori sanatosi. Valoarea prag a
testului nou stabilit a fost fixata la 0.42 unitati de citire a densitatii optice cu o sensibilitate calculata

de 92% si specificitate de 97.5% (Figura 7).
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Figura 7. Curba ROC (Receiver-operating-characteristic). AUC, area under the curve. Testul a

fost realizat cu seruri de la pacienti cu epidermoliza buloasd dobandita (n=50) si donatori sdnatosi
(NHS=160).
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NC1- H- NC2

Studii recente au demonstrat existenta unor seruri EBA care reactioneaza cu domeniul colagenos
triplu helical al colagenului VII. Pe baza acestor observatii, am dezvoltat un alt test ELISA folosind
0 proteina recombinata care contine pe langa cele doua domenii necolagenoase si regiunea balama a
colagenului VII, care este o regiune necolagenoasa de 39 de aminoacizi care intrerupe domeniul
colagenos. Acest test imunolgic a fost apoi folosit pentru a caracteriza prevalenta autoanticorpilor
specifici pentru colagenul VII si subclasa caracteristica a acestora in loturi mari de pacienti cu boala
intestinului inflamat (IBD), pemfigus si pemfigoid bulos precum si in serul donatorilor sanatosi.
Analiza ROC a valorilor ELISA cu aceleasi seruri de EBA si de control folosite pentru testul cu
NC1-NC2 ne-a permis sa fixdm valorea prag a acestui test nou stabilit. Pe baza unei specificitati

IR

stabilita la 0.32 unitati ale densitatii optice (Figura 8).
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Figura 8. Curba ROC (Receiver-operating-characteristic). AUC, area under the curve. Testul a
fost realizat cu seruri de la pacienti cu epideromiliza buloasa dobandita (n=50) si seruri control

(NHS=160).
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ELISA folosind formele recombinate NC1-NC2 si NC1-hinge-
NC2 ale colagenului VII permit detectia sensibila si specifica a
autoanticorpilor antigen-specifici

Aplicarea valoarii prag de 0.322 definita in urma analizei ROC pentru testul nou stabilit a aratat ca
47 de pacienti cu EBA (94%; 95% CI: 87%-100%; n=50), 2 cu CD (4%; 95% CI: 0%-9.43%;
n=50), 8 cu UC (16%; 95% CI: 5.8%-26%; n=50), 2 cu BP (2.63%; 95% CI: 0%-6.23%; n=76), 4
cu PV (9.52%; 95% CI: 0%-18.4%; n=42) si 4 dintre donatorii sanatosi (1.63%; 95% CI: 0%-
3.21%; n=245) au avut anticorpi IgG care au reactionat cu proteina himericd NC1-hinge-NC2-
hCVII (Figura 9; Tabelul 1). Astfel, o sensibilitate si specificitate de 94% (95% CI: 83.4%-
98.75%) si respectiv 97.50 %(95% CI: 94%-100%) au fost calculate pentru testul ELISA care
detecteaza autoanticorpii IgG specifici pentru colagenul VII la pacienti cu EBA. AUC (area under

the curve) a fost 0.984 (95% CI.: 96.3%-100%) indicand o excelenta capacitate de discriminare.
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Figura 9. Reactivitatea ELISA a serurilor de la pacientii cu epidermoliza buloasa dobandita
(EBA) si a celor de control cu forma recombinati NC1-H-NC2 a colagenului VII. Punctele de
pe grafic reprezinta valorile densitatii optice ale reactivitatii serurilor de la pacientii cu EBA, BP,
PV, UC, CD si donatori sanatosi cu proteina His-hCVII-NC1-H-NC2 purificatd. Valoarea prag a
testului este reprezentata de linia punctata.
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Tabel 1. Sensibilitatea si specificitatea testului ELISA cu NC1-H- NC2, forma recombinata a

colagenului VII
Seruri Pozitive/Total Sensibilitatea (95% Cl)  Specificitatea (95%Cl)
EBA 47/50 (94%) 94% (87%-100%) 98.4% (94.90%-100%)
BP 2/76 (2.63%) 2.63% (0.0%-6.23%) 98.4% (94.90%-100%)
PV 4142 (9.52%) 9.52% (0.0%-18.4%) 98.4% (94.90%-100%)
CD 2/50 (4%) 4% (0.0%-9.4%) 98.4% (94.90%-100%)
uc 8/50 (16%) 16% (5.8%-26%) 98.4% (94.90%-100%)
NHS 4/245 (1.63%) 1.63% (0.0%-3.21%) 98.4% (94.90%-100%)

Acuratetea testului ELISA pentru care s-a folosit proteina recombinatd continand doar cele doua
domenii necolagenoase NCI1-NC2 ale colagenului VII a fost doar cu putin mai scazuta asa cum este
indicat de sensibilitatea de 92% (95% CI: 80.7%-97.7%) si specificitatea de 97.50% (95% ClI:
93.7%-99.3%) cu o valoare AUC de 0.980 (Figura 10). Exista o corelatie buna intre cele 2 teste in

ceea ce priveste capacitatea lor de a detecta autoanticorpii specifici (r=0.95; p<0.0001).
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Figura 10 . Reactivitatea ELISA a serurilor de la pacientii cu epidermoliza buloasd dobandita
(EBA) si a celor de control cu forma recombinata NC1-NC2 a colagenului VII. Punctele de pe
grafic reprezintd valorile densitatii optice ale reactivitatii serurilor de la pacientii cu EBA, BP, PV,
UC, CD si donatori sanatosi cu proteina His-hCVII-NC1-NC2 purificatd. Valoarea prag a testului
este reprezentata de linia punctata.
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Nivelul IgG din serurile pacientilor cu EBA determinat prin
testul ELISA hCVIINCI1-H-NC2 coreleaza cu reactivitatea
IgG impotriva jonctinii dermo-epidermale in
imunofluorescenta indirecta

Imunofluorescenta indirectd pe piele separata artificial cu clorurd de sodiu este un test standard
pentru diagnostic $i monitorizare in bolile buloase autoimune. Pentru a investiga mai departe daca
testul ELISA dezvoltat de noi este potrivit pentru diagnosticarea bolilor asociate cu autoimunitatea
fata de colagenul VII, am corelat nivelul IgG masurat in ELISA cu titrul serurilor de la pacientii cu
EBA (n=9) obtinut in urma testarii lor in imunofluorescentd indirectd pe piele separata artificial.
Majoritatea serurilor care au fost pozitive in ELISA au fost pozitive si In imunofluorescentd
indirecta (Figura 11 a), Insd au fost si cateva care au fost negative (Figura 11b) Cand nivelul
anticorpilor IgG specifici pentru colagen VII a fost reprezentat grafic versus titrul obfinut prin
imunofluorescentd indirectd, s-a obtinut o corelatie pozitiva (r=0.73; p<0.05). Interesant, toate
serurile pacientilor cu BP (n=2), PV (n=4), CD (n=2) si UC (n=8) precum si cele de la donatori
sandtosi (n=4), care au avut nivele mai scazute de anticorpi IgG impotriva colagenului de tip VII in
ELISA, nu s-au legat la nivelul partii epidermale in imunoflorescenta indirecta realizata pe piele

separata cu clorura de sodiu.

Figura 11. Imunoflorescentd indirecta a serurilor EBA (dilutie 1:10) pe piele separata cu
NaCl. Serurile de EBA care au fost pozitive In ELISA au fost diluate serial §i incubate cu piele
umana pentru a li se determina titrul anticorpilor specifici pentru membrana bazala.
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Nivelul autoanticorpilor generati impotriva colagenului de
tip VII nu coreleaza cu markerii pentru inflamatie la
pacientii cu boala intestinului inflamat

Proteina C-reactiva (CRP) este un marker folosit Tn mod obisnuit pentru aprecierea activitatii bolii
la pacientii cu intestin inflamat, in special la cei cu boala Crohn. Pentru a investiga daca
autoanticorpii specifici pentru colagenul VII au un rol direct in patogeneza bolii intestinului
inflamat, nivelul autoanticorpilor serici detectat in ELISA a fost corelat cu valorile CRP ale
pacientilor masurate la data colectarii serului. Coeficientii de corelatie calculati au fost r=0.135

(p=0.356) si r=-0.174 (p=0.231) pentru pacientii cu colita ulcerativa si respectiv cu boala Crohn.
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. oo
Discutii

Capacitatea sistemului imun de a deosebi antigenele proprii de cele strdine este cruciala pentru
apararea impotriva microorganismelor patogene. Cand sistemul imun pierde toleranta fatd de unul
sau mai multe antigene proprii se produce un raspuns autoimun. Cauzele si mecanismele care duc la

declansarea reactiei autoimune sunt inca putin cunoscute.

Bolile autoimune sunt n general boli rare, dar care sunt cronice, dificil de tratat si care pun viata in
pericol. Desi s-a avansat destul de mult in ceea ce priveste patogeneza acestor boli, terapiile
disponibile la ora actualda sunt inca bazate pe administrarea de corticosteroizi sistemici si/sau alti
agenti cu actiune imunosupresoare care au eficientd scazuta, in parte datoritd numeroaselor efecte

secundare pe care le induc.

Pentru cateva boli autoimune s-au stabilit modele experimentale ex vivo sau/si in vivo care au
contribuit substantial la o mai buna intelegere a patogenezei bolii constituind mijloace deosebit de

utile pentru disecarea fenomenului autoimnun si pentru dezvoltarea de noi strategii terapeutice.

Cea mai directd metodd de reproducere a bolilor autoimune induse de autoanticorpi in vivo a fost
aceea de a injecta ser de la pacienti sau anticorpi purificati specifici pentru un anume antigen la
indivizi sanatosi. Aceasta metoda a fost folositd pentru prima datd de catre Harrington si
colaboratorii in anii 50 ai secolului trecut. Ei si-au transferat ser de la pacienti cu trombocitopenie
idiopatica (Harrington si colab., 1951) reproducand simptomatologia bolii. De atunci, alte cateva
boli autoimune incluzand myasthenia gravis (Naito si colab., 1984), pemphigus vulgaris (Anhalt si
colab., 1982) si pemphigus foliaceus (Roscoe si colab., 1985) au fost reproduse cu succes la

animale de experienta prin transferul anticorpilor patogenici de la indivizi bolnavi.

Incercirile anterioare de a reproduce pemfigoidul bulos prin acest transfer “clasic” al bolii prin
anticorpi de la pacienti la animalele de experienta au fost fara succes (Anhalt si Diaz, 1987;Anhalt
si colab., 1981; Sams si Gleich, 1971;Gammon si colab., 2002). Acest esec a fost explicat prin
nivelul scazut de reactivitate incrucisata intre anticorpii specifici pentru colagenul de tip XVII si
pielea de soarece datorita gradului scazut de omologie intre colagenul XVII uman i murin (Liu si
colab., 1993; Nishie si colab., 2007; Yamamoto si colab., 2002; Nishie si colab., 2009; Liu si colab.,
2008). Un alt motiv al non-patogenicitatii autoanticorpilor de la pacientii cu pemfigoid bulos la
soareci poate fi reprezentat si de capacitatea lor slaba de a activa componentele sistemului imun
inndscut murin in comparatie cu sistemul complement si granulocitele umane (Sesarman et. al.,

submitted). Astfel, in studiul de fatd anticorpii specifici pentru colagenul XVII murin au fost
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generati Tn iepuri §i oaie, anticorpi care pot fi transferati ulterior la soareci. Aceasta strategie a fost
folositd pentru prima datd de cétre Liu si colaboratorii sdi pentru a induce pemfigoidul bulos la
soareci nou-nascuti (Liu si colab., 1993) si a fost folosita de atunci cu succes pentru a dezvolta
modele in vivo pentru alte cateva boli autoimune cum sunt pemfigusul vulgar (Memar si colab.,
1996), pemfigoidul cicatricial anti-epiligrind (Lazarova si colab., 1996) si epidermoliza buloasa
dobandita (Sitaru si colab., 2005). Imunizarea unei oi pentru producerea de anticorpi s-a dovedit a
fi o alternativa buna pentru iepure. Astfel, de la oaie am obtinut volume relativ mari de ser per
recoltare si serurile imune au avut un titru mai mare in imunofluorescenta indirecta pe sectiuni de
piele murind. De vreme ce serul provenit de la o singura oaie poate fi echivalentul celui colectat de
la opt pand la zece iepuri, folosirea anticorpilor generati in oaie poate fi o alternativa pentru

anticorpii de iepure.

In concordanti cu titrul lor mai mare in imunofluorescenta indirecti si datorita capacitatii lor de a
activa mai puternic sistemul complement, anticorpii de oaie au indus boala mai repede si cu un
fenotip mai sever cand au fost transferati pasiv la soareci (Chiriac et. al., submitted). Aceste
rezultate obtinute recent in cadrul grupului nostru ar putea usura munca de elucidare a
fenomenelor care se petrec in timpul instalarii bolii putand fi de folos astfel la dezvoltarea de noi

strategii terapeutice.

BP180 este o proteind transmembranard a filamentelor de ancorare hemidesmosomale alcatuita
din trei lanturi ol identice cu capatul N-terminal localizat intracelular, un fragment
transmembranar scurt i un domneniu extracelular la capatul COOH. Domeniul extracelular al
colagenului XVII este clivat constitutiv de la suprafata celulei in vitro (Franzke si colab.,
2009;Hirako si colab., 1998;Schaecke si colab., 1998) de catre proteaze din familia ADAM astfel
luand nastere o proteina extracelulara cu masa de 120KDa cunoscutd sub numele de Linear IgA
disease antigen (LAD)-1 (Franzke si colab., 2009). Taierea post-traducere a proteinelor poate crea
epitopi noi, adica situsuri antigenice nou aparute la nivelul fragmentelor proteice taiate, care nu
sunt intdlnite 1n precursorii lor nativi (Mort si Buttle, 1999). Faptul ca in BP si LAD,
autoanticorpii aparginand subclaselor IgG sau IgA reactioneaza preferential cu domeniul
extracelular clivat al colagenului XVII (Zone etal., 1998;Schuman si colab., 2000;Marinkovich si
colab., 1996) sugereazd cd prin clivarea colagenului XVII sunt generati epitopi noi care pot fi
implicati In patogeneza bolilor autoimune subepidermale. Proteazele din familia ADAM nu
necesita o secventad specifica de clivare, ci ele taie substratele lor transmembranare la o distanta

definita fatd de suprafata celulei (Franzke si colab., 2004; Zhao si colab., 2001). Astfel, este foarte
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probabil ca situsul de taiere cel mai imortant a colagenului XVII s fie localizat in regiunea Leu524-

Gly526.

Un alt scop al studiului de fatd a fost studierea patogenicitatii unui anticorp generat impotriva unui
epitop nou de la nivelul domeniului extracelular clivat al colagenului XVII (Nishie si colab., 2010)
prin testarea capacitatii lui de a induce separarea dermului de epiderm in vitro. Autoanticorpii de la
pacientii cu pemfigoid bulos sau epidermolizd buloasd dobaditd au capacitatea de a activa
complementul si leucocitele, caracteristici ce care par a fi cei mai importanti determinanti ai
patogenicitatii lor (Sitaru si colab., 2002b;Shimanovich si colab., 2004). Astfel, am testat aceste
doud caracteristici patogenetice majore ale anticorpului 83457 (Ab 83457) specific pentru noul
epitop identificat. Activarea complementului a fost masuratd printr-un test de microscopie de
imunofluorescenta, test care evalueaza activarea caii clasice. Capacitatea de a activa granulocitele a
fost evaluatda in modelul ex vivo de inducere a separarii dermo-epidermale dependente de
granulocite in criosectiuni de piele umana incubata cu anticorpul in prezenta granulocitelor. Aceste
experimente au demonstrat ca, in analogie cu autoanticorpii umani in pemfigoidul bulos, anticorpul

83457 neo-epitop specific poate fixa complementul uman si induce activarea granulocitelor ex vivo.

In ultimele decenii, un numar important de studii s-au concentrat pe studierea rolului pe care il au
modificarile post-traducere ale proteinelor in bolile autoimune. Au fost propuse citeva mecanisme
prin care aceste modificéri pot inifia un rdspuns autoimun. Astfel, spontane sau mediate de enzime
specifice, modificarile post-traducere ale antigenelor pot genera complexe peptide-MHC noi care
pot activa celule T care au receptori cu o afinitate mai mare. Un exemplu in acest sens 1l reprezinta
colagenul de tip II, autoantigen in artrita reumatoida. Exista date experimentale care demonstreaza
faptul ca in modelul artritei reumatoide induse de colagen II, antigenul glicozilat este mult mai

artritogenic decat forma neglicozilatd (Michaélsson si colab., 1994).

Domeniul extracelular al colagenului de tip XVII este fosforilat in conditii fiziolgice de catre
enzima ecto-cazein kinaza 2, statusul fosforilarii fiind implicat in reglarea procesului de clivare.
(Zimina si colab., 2007). A fost demonstrat de asemenea ca anticorpii circulanti din serul pacientilor
cu pemfigoid bulos recunosc in mod preferential epitopii fosforilati sugerad astfel ca fosforilarea
post-traducere poate fi implicatad in patogenza pemfigoidului bulos (Zimina si colab., 2008). in
concordantd cu aceste descoperiri, in studiul de fatd am demonstrat ca procesul de clivare al
domeniului extracelular al colagenului XVII, un eveniment care are loc dupa traducere, genereaza
un epitop nou care este foarte probabil implicat in patogeneza bolilor subepidermale buloase

autoimune cum sunt BP sau LAD.

36



Epidermoliza buloasa dobandita este o boald autoimund organ-specifica care afecteaza pielea si
membranele mucoase fiind caracterizatd de prezenta anticorpilor fatd de colagenul VII (Mihai si
Sitaru, 2007b). Capacitatea autoanticorpilor generati impotriva colagenului de tip VII de a induce
formarea bulelor la nivelul pielii a fost demonstrata atat in modele ex vivo cat si in modele animale
(Sitaru si colab., 2007). Autoimunitatea fata de colagenul VII a fost descrisa si In boala intestinului
inflamat, care poate fi asociatd clinic cu epidermoliza buloasa dobandita. Este interesant faptul ca
desi pacientii cu boala intestinului inflamat au anticorpi circulanti specifici pentru colagenul de tip
VII nu prezintd insa bule la nivelul pielii (Hundorfean si colab., 2010). In studiul de fatd ne-am
propus de asemenea sd analizdm prezenta autoanticorpilor specifici pentru colagenul VII, in

grupuri mai mari de donatori sdnatosi, pacienti cu EBA sau alte boli autoimune.

Reactivitatea serului la nivelul jonctiunii dermo-epidermale precum si caracteristicile clinice si
histologice ale EBA sunt cele mai folosite metode de diagnostic. Cu toate acestea, prin testarea
serului in imunofluorescenta indirecta pe piele separata artificial nu se poate exclude reactivitatea
cu alte antigene ale membranei bazale cum este de exemplu proteina P200. Analiza imunoblot
folosind colagenul VII nativ sau forme recombinate s-a dovedit a fi mai putin sensibila decat testul
ELISA (Chen si colab., 1997;Saleh si colab., 2011). O posibila explicatie pentru sensibilitatea mai
crescutd a testului ELISA fata de imunoblot are fi aceea c@ in imunoblot proteina este denaturata si

nu poate identifica epitopii conformationali.

Pentru detectia specifica a anticorpilor serici specifici pentru colagenul VII, au fost stabilite teste

de ELISA si imunoblot (Chen si colab., 1997;Pendaries si colab., 2010;Saleh si colab., 2011) .

Pentru a imbunatati metodele de detectie a autoanticorpilor specifici pentru colagenul VII, in
studiul de fatd am generat o proteind recombinata care contine in principiu toti autoepitopii care au

fost descrisi pand acum prin studii de cartare a epitopilor la pacienti.

Studiile de cartare a epitopilor precum si analiza in silico facuta de noi au aratat ca epitopii
recunoscuti de autoanticorpi sunt localizati la nivelul celor doua domenii necolagenoase (NCI,
NC2) si cel mai probabil si in regiunea balama a colagenului VII. Astfel, pentru a masura
anticorpii fatd de colagenul VII, am generat o proteind himera care contine practic toti epitopii
presupusi, incluzand cele doud domenii necolagenoase precum s§i regiunea balama. Proteina
recombinatd, care a fost produsd intr-o linie celulard umana pentru a permite modificari post-
traducere, este mai stabild decat proteina nativa si contine toti epitopii intr-o singurd copie per

molecula. In acest fel, folosirea acestei proteine ca si substrat asigura o concentratie echimolara a
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regiunilor NC1, NC2 si balama.

Reactivitatea fata de regiunea balama a fost identificatd pana acum doar la 3 copii cu epidemoliza
buloasa dobandita (Tanaka si colab., 1997) si a fost prezentd aparent in lotul nostru de pacienti
adulti doar la un pacient, avand ca rezultat o specificitate usor mai scazuta a testului ELISA in care
s-a folosit proteina recombinata continand doar cele doud domenii necolagenoase comparativ cu cea
care contine in plus si regiunea balama. Intrucat numarul pacientilor cu EBA cu autoanticorpi care
recunosc doar epitopi situati in afara domeniilor NC1 si NC2 este necunoscut, dar cu siguranta
foarte mic, testul ELISA dezvoltat de noi folosind ca antigen forma recombinata a colagenului VII
uman contindnd domeniile NC1, balama si NC2, va ajuta semnificativ la detectia anticorpilor

specifici la acesti pacienti.

Folosind testul ELISA cu proteina recombinatd hCVIINCI1-hinge-NC2, am detectat autoanticorpi
specifici pentru colagenul de tip VII in 4% si 18% din pacientii cu boala Crohn si respectiv colita
ulcerativa. Rezultatele noastre cu privire la prezenta anticorpilor fatd de colagenul VII la pacientii
cu boala intestinului inflamat sunt in concordanta cu rezultatele studiilor anterioare care indica, in
urma analizei imunoblot, prezenta anticorpilor fatd de colagenul VII la 5.8% din pacientii cu CD si
5.8% din pacientii cu UC, spre deosebire de mai mult de 60% din pacientii cu CD cum a fost initial
raportat (Chen si colab., 2002b;Oostingh si colab., 2005). In studiul de fati am detectat prezenta
anticorpilor fata de colagenul VII intr-o proportie mai mare la pacientii cu colitd ulcerativa fata de
5.8% si 12.9%, cat a fost raportat in studii anterioare (Oostingh si colab., 2005;Chen si colab.,
2002c). Cauza acestei discrepante nu este cunoscuta si studii viitoare in care sa se folosesca loturi
mai mari de pacienti vor ajuta la definirea prevalentei anticorpilor fatd de colagenul VII la acesti
pacienti. Desi au fost propuse cateva ipoteze, inducerea raspunsului imun impotriva colagenului VII
si relevanfa patogenicd a acestor anticorpi specifici in boala intestinului inflamat sunt inca

neelucidate.
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Concluzii:

In studiul de fatd am reusit s aritim ca imunizarea iepurilor si a unei oi cu diferite fragmente al
colagenului XVII murin a indus producerea de anticorpi policlonali cu titru mare, care s-au legat
la nivelul partii epidermale a pielii de soarece separata artificial si au fixat complementul.
Recunoasterea antigenului in situ i activarea complementului reprezintd o conditie obligatorie

pentru patogenicitatea anticorpilor.

Clivarea domeniului extracelular al colagenului XVII duce la formarea de noi epitopi la nivelul
peptidelor rezultate care pot fi recunoscute ca si antigene strdine de catre sistemul imun adaptativ.
Am demonstrat aici cd anticorpii de iepure generati impotriva unui astfel de epitop nou al
colagenului XVII uman a indus separare dermo-epidermala la nivelul sectiunilor de piele umana
cand au fost co-incubafi cu granulocite, demonstrand in acest fel ca procesul de clivare al

domeniului extracelular al colagenului XVII poate da nastere la epitopi patogenici.

Superoxid dismutaza nu a inhibat capacitatea autoanticorpilor de a induce separare dermo-
epidermald in ciuda faptului cd poate transforma mai mult de 85% din cantitatea de anionul
superoxid produs de granulocitele activate. In contrast, inhibarea specifici a mieloperoxidazei a

blocat separarea dermului de epiderm mediata de granulocitele activate de anticorpi.

Folosind o proteind recombinatd alcatuitd din regiunile colagenului VII uman care contin toti
posibilii epitopi, am dezvoltat un nou test pentru detectia specificd si sensibila a anticorpilor
specifici pentru colagenul VII la pacientii cu epidermloiza buloasd dobandita si boala intestinului
inflamat. Acest test imunologic va fi foarte util pentru detectia sensibila si specifica a anticorpilor
speifici pentru colagenul VII in epidermoliza buloasd dobanditda si in alte boli asociate cu

autoimunitatea fata de colagenul VII.
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