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Diagnose blasenbildender Autoimmunkrankheiten 
 

 

 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid umfassend Laminin beta-4, einen Träger 

umfassend das Polypeptid, einen Antikörper, bevorzugt Autoantikörper gegen Laminin beta-

4, eine Verwendung des Polypeptides, Trägers oder Autoantikörpers zur Diagnose einer 5 

Krankheit sowie ein Verfahren umfassend den Schritt Nachweisen eines Autoantikörpers 

gegen Laminin beta-4 in einer Probe. 

 

 

Unter Autoimmunkrankheiten versteht man Krankheiten, bei denen sich das Immunsystem 10 

gegen intakte Strukturen des eigenen Körpers richtet. Bei vielen Autoimmunkrankheiten 

produziert der Körper nachweisbare Autoantikörper, die gegen Proteine des eigenen Körpers 

binden und damit Störungen verursachen kann. In anderen Fällen scheint die Anwesenheit 

von Autoantikörpern nicht kausal für den Ausbruch der Krankheit verantwortlich zu sein. 

 15 

Blasenbildende Autoimmunkrankheiten zeichnen sich dadurch aus, dass Autoantikörper 

Zielstrukturen in der Haut angreifen. Immunmechanismen bewirken, dass es zur Ablösung 

der oberen Hautbestandteile kommt, was zur Bildung von Blasen führt.  

 

Anhand der Zielantigene und der Lokalisation der Spaltbildung unterscheidet man 4 20 

Hauptgruppen: Die Pemphigus- und Pemphigoid-Erkrankungen, die Epidermolysis bullosa 

acquisita (EBA) und die Dermatitis herpetiformis Duhring. Bei den Pemphiguserkrankungen 

liegt die Blasenbildung intra-, bei den übrigen bullösen Autoimmundermatosen subepithelial. 

 

Pemphigus vulgaris (PV) ist die häufigste Pemphiguserkrankung, gefolgt vom Pemphigus 25 

foliaceus, während andere Formen von Pemphiguserkrankungen wie der paraneoplastische 

Pemphigus sehr selten auftreten. Der Pemphigus vulgaris (PV) zeichnet sich durch relativ 

schnell platzende Blasen aus, die Rötungen, Erosionen und Krusten auf der Haut 

hinterlassen, bedingt durch eine Auflösung des Zellverbandes in der Epidermis. An den 

betroffenen Stellen kommt es häufig zu Infektionen. Von den Bläschen sind häufig und zu 30 

Beginn der Erkrankung die Mundschleimhäute oder die Schleimhäute im Genitalbereich mit 

starker Schmerzhaftigkeit betroffen. Wird die Erkrankung nicht rechtzeitig erkannt und thera-



  
 18PP205JP 

31-220 
 

 
 

 2  

piert, so sind schwere, in manchen Fällen tödliche Verläufe zu erwarten. Der PV tritt mit etwa 

1 bis 2 Neuerkrankungen pro einer Million Menschen selten auf. 

 

Bei den subepidermal Blasen bildenden Autoimmunerkrankungen sind die Autoantikörper 

gegen Strukturproteine im Bereich der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) gerichtet. 5 

Diese Proteine sind von großer Bedeutung für die Adhäsion der basalen Keratinozyten auf 

der darunter liegenden Dermis. Bei dieser Erkrankungsgruppe unterscheidet man bullöses 

Pemphigoid, Anti-p200-Pemphigoid, Pemphigoid gestationis, Schleimhautpemphigoid, 

lineare IgA-Dermatose, Lichen ruber pemphigoides, Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) 

und Dermatits Duhring. 10 

 

Das bullöse Pemphigoid (BP) ist die häufigste subepidermal blasenbildende 

Autoimmunkrankheit. Charakteristisch sind aufgrund einer Ablösung der Oberhaut gebildete, 

prall gefüllte Blasen auf gesunder oder geröteter Haut, die mit starkem Juckreiz als Vorboten 

einhergehen können. Die Blasen treten häufig am Körperstamm sowie den Oberschenkeln 15 

und Armen auf. Bei 20 Prozent der Patienten kommt es auch zu einer Mitbeteiligung der 

Schleimhäute. Platzen die Blasen, so heilen die Wunden meist ohne Narbenbildung ab. Das 

BP ist eine relativ häufige Autoimmunerkrankung, mit etwa 15 bis 20 Neuerkrankungen pro 

einer Million Menschen. 

 20 

Nach dem bullösen Pemphigoid ist das Schleimhaut-Pemphigoid (SHP, eine Variante davon 

ist das Anti-Laminin 332 SHP) die zweit-häufigste bullöse Autoimmundermatose. Das SHP 

stellt klinisch ein heterogenes Krankheitsbild dar, bei dem definitionsgemäß überwiegend die 

Schleimhäute betroffen sind. Am häufigsten sind die Schleimhäute von Mund und Augen 

betroffen. Blasenbildende Läsionen heilen manchmal mit Narbenbildung ab. Sind die 25 

Konjunktiven betroffen, kann dieses zur Erblindung führen.  

 

Das klinische Bild des Anti-p200-Pemphigoids ist variabel, wobei der BP-ähnliche Typ am 

häufigsten auftritt. Diese Erkrankung ist seltener als das BP, was auch daran liegen kann, 

dass viele dieser Patienten aufgrund ihres ähnlichen Immunfluoreszenzmusters als EBA 30 

oder Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid fehldiagnostiziert werden 

 

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine sehr seltene subepidermale bullöse 

Autoimmunkrankheit, die durch Autoantikörper gegen Typ VII Kollagen charakterisiert ist. 

Klinisch können die mechano-bullöse Form und entzündliche Varianten (ähnlich dem BP 35 

oder dem Schleimhautpemphigoid) unterschieden werden. 
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Die klinische oder histologische Unterscheidung der Krankheiten ist schwierig. Im Stand der 

Technik sind jedoch eine Reihe von serologischen Tests beschrieben, die in vielen Fällen 

eine Diagnose gestatten. Bei PV treten Autoantikörper gegen die Proteine Desmoglein 1 

und/oder 3 auf. Bei BP lassen sich in fast allen Fällen Autoantikörper gegen die Proteine 5 

BP180 und/oder BP230 nachweisen, in manchen Fällen auch gegen Laminin 332.  

 

Das Anti-p200-Pemphigoid ist durch Autoantikörper gegen ein Protein der dermalen-

epidermalen Junktikonszone mit einer apparenten Molmasse von etwa 200kDa 

charakterisiert. Dieses Protein wurde 2009 (Dainichi, T, Kurono, S., Ohyama, B., Ishii, N., 10 

Sanzen,  N., Hayashi, M., Shimono, C., Taniguchi, Y., Koga, H., Karashima, T., Yasumoto, 

S., Zillikens, D., Sekiguchi, K., Hashimoto, T. (2009). Anti-laminin gamma-1 pemphigoid. 

106(8):2800-5;) als Laminin gamma-1 beschrieben. Zusätzlich können im Rahmen eines 

Epitopspreadings auch Antikörper gegen Typ VII Kollagen, BP180 oder auch gegen Laminin 

332 gefunden werden. 15 

 

Zur Anwendung kommen dabei insbesondere ELISA und indirekte Immunfluoreszenz, 

prinzipiell sind aber auch andere immunbiochemischen Methoden einsetzbar.  Geeignet ist 

beispielsweise das Dermatologie-Profil der EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG 

(EA 1490-1208-1 G), das BP180, NC16A-4X, BP230-CF, Desmoglein 1, Desmoglein 3, 20 

Envoplakin und Kollegen Typ VII umfasst.  

 

Der Stand der Technik offenbart diagnostische Verfahrensweisen, insbesondere die indirekte 

Immunfluoreszenz mit Ösophagusgewebeschnitten von Primaten oder ELISA mit den 

rekombinanten Autoantigenen als Substrat (vergleiche van Beek, N., Zilikens, D., und 25 

Schmidt, E. (2018): Diagnosis of autoimmune bullous diseases, J. Dtsch. Dermatol. Ges. 16 

(9), S. 1077-1091). Ein diagnostisch besonders zuverlässiger Test zum Nachweis vom Anti-

Laminin 332 Schleimhautpemphigoid kann mittels Immunfluoreszenz und rekombinantem 

Laminin 332 durchgeführt werden (Goletz, S., Probst, C., Komorowski, L., Schlumberger, W., 

Fechner, K., van Beek, N., Holtsche, M. M., Recke, A., Yancey, K. B., Hashimoto, T., 30 

Antonicelli, F., Di Zenzo, G., Zillikens, D., Stöcker W., und Schmidt, E. (2018): Sensitive and 

specific assay for the serological diagnosis of anti-laminin 332 mucous membrane 

pemphigoid,  Br. J. Dermatol., DOI 10-1111/bjd.17202). Der Stand der Technik beschreibt 

keine Autoantikörper gegen Laminin beta-4. 

 35 
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Es zeigt sich jedoch, dass der Nachweis über Laminin gamma-1 nicht bei allen Patienten 

positiv ist. Im Westernblot mit rekombinanten Formen von Laminin gamma-1 konnten 90% 

und im ELISA mit der C-terminalen Domäne von Laminin gamma-1 69% der getesteten Anti-

p200-Pemphigoid Patienten detektiert werden (Dainichi et al., 2009; Groth, S., Recke, A., 

Vafia, K., Ludwig, R.J., Hashimoto, T., Zillikens, D., Schmidt, E. (2011). Development of a 5 

simple enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of autoantibodies in anti-p200 

pemphigoid, Br J Dermatol. 164(1):76-82). 

 

Der klinische Verlauf des Anti-p200-Pemphigoid ist variabel. Im Gegensatz zur 

Epidermolysis bullosa acquisita und dem bullösen Pemphigoid handelt es sich hier um eine 10 

relativ benigne Erkrankung mit gutem therapeutischen Ansprechen. Deshalb ist die 

Differenzierung dieser Erkrankungen von großer klinischer Bedeutung. 

 

US6,682,911 offenbart Laminin 12 und Präparationen von isoliertem Laminin 12 und von 

Untereinheiten davon. 15 

 

 

Vor diesem Hintergrund besteht Bedarf an einem Nachweis für das Anti-p200-Pemphigoid 

mit höherer diagnostischer Zuverlässigkeit, insbesondere Sensitivität. Dabei soll zudem die 

Differenzierbarkeit zwischen den verschiedenen blasenbildenden Autoimmunkrankheiten der 20 

Haut verbessert werden.  

 

In einem ersten Aspekt wird die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe gelöst durch ein 

Polypeptid umfassend Laminin beta-4 oder eine Variante davon, bevorzugt in rekombinanter 

und/oder isolierter Form. 25 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform ist das Polypeptid immobilisiert. 

 

In einem zweiten Aspekt wird das Problem gelöst durch einen Träger umfassend das 

erfindungsgemäße Polypeptid, weiter umfassend wenigstens ein, bevorzugt alle Antigene 30 

aus der Gruppe umfassend Laminin gamma-1, BP180, BP230, Desmoglein 1, Desmoglein 3, 

Envoplakin, desamidiertes Gliadin, Laminin 332 und Kollagen Typ VII oder Varianten davon.  

 

In einer bevorzugten Ausführungsform ist der Träger aus der Gruppe ausgewählt, die einen 

Glasträger, bevorzugt Objektträger für Mikroskopie, einen Biochip, eine Mikrotiterplatte, eine 35 

Lateral Flow-Vorrichtung, einen Teststreifen, eine Membran, bevorzugt einen Blot, 
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bevorzugter ein Linienblot, ein Chromatographiesäulenmaterial und einen Bead umfasst, 

bevorzugt einen magnetischen oder fluoreszenten Bead. 

 

In einem dritten Aspekt wird das Problem gelöst durch einen therapeutisch nützlichen Träger 

umfassend das erfindungsgemäße Polypeptid, wobei der Träger das Kontaktieren von 5 

menschlichem Blut mit dem Polypeptid, gefolgt von der Rückführung des Blutes in den 

Körper eines Patienten gestattet, wobei der Träger bevorzugt eine Aphereseapparatur ist. 

 

In einem vierten Aspekt wird das Problem gelöst durch einen Antikörper, bevorzugt 

Autoantikörper gegen Laminin beta-4, bevorzugt in isolierter Form. 10 

 

In einem fünften Aspekt wird das Problem gelöst durch die Verwendung des 

erfindungsgemäßen Polypeptides, Trägers oder Autoantikörpers zur Diagnose einer 

Krankheit. 

 15 

In einem sechsten Aspekt wird das Problem gelöst durch ein Verfahren zur Herstellung eines 

diagnostisch oder therapeutisch nützlichen Trägers, umfassend den Schritt Beschichten des 

Trägers mit dem erfindungsgemäßen Polypeptid. 

 

In einem siebten Aspekt wird das Problem gelöst durch ein Verfahren zum Aufreinigen eines 20 

Autoantikörpers, umfassend die Schritte a) Kontaktieren einer Flüssigkeit umfassend den 

Autoantikörper mit dem erfindungsgemäßen Polypeptid unter Bedingungen, die die 

Ausbildung eines Komplexes umfassend den Autoantikörper und das Polypeptid gestatten, 

b) Isolieren des Komplexes aus Schritt a), und c) optional Nachweisen des Komplexes aus 

Schritt a) oder Dissoziieren des in Schritt b) isolierten Komplexes, gefolgt von Abtrennen des 25 

Autoantikörpers vom Polypeptid. 

 

In einem achten Aspekt wird das Problem gelöst durch ein Verfahren umfassend den Schritt 

Nachweisen eines Autoantikörpers gegen Laminin beta-4 in einer Probe. 

 30 

In einem neunten Aspekt wird das Problem gelöst durch eine pharmazeutische 

Zusammensetzung umfassend das erfindungsgemäße Polypeptid oder eine Variante davon, 

bevorzugt zusammen mit einem pharmazeutisch akzeptablen Träger. 

 

In einem zehnten Aspekt wird das Problem gelöst durch ein Kit umfassend das 35 

erfindungsgemäße Polypeptid oder den erfindungsgemäßen Träger, wobei das Kit ein oder 
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mehr als ein Reagenz, bevorzugt alle Reagenzien aus der Gruppe enthält, die eine 

Waschlösung, eine Kalibratorlösung, einen Antikörper gegen Laminin beta-4, und ein Mittel 

zum Nachweisen eines Autoantikörpers gegen Laminin beta-4, bevorzugt einen sekundären 

Antikörper, umfasst. 

 5 

In einem elften Aspekt wird das Problem gelöst durch die Verwendung des 

erfindungsgemäßen Polypeptids, des erfindungsgemäßen Trägers oder eines Antikörpers, 

bevorzugt Autoantikörpers gegen Laminin beta-4 zur Herstellung eines Kits oder 

diagnostisch oder therapeutisch nützlichen Trägers. 

 10 

In einer bevorzugten Ausführungsform wird ein Autoantikörper gegen Laminin beta-4 unter 

Verwendung einer Methode nachgewiesen, die aus der Gruppe ausgewählt ist, welche 

Immundiffusion, Immunelektrophorese, Lichtstreuung, Agglutination, Immuntest mit 

Markierung wie die aus der Gruppe umfassend Immuntest mit radioaktiver Markierung, mit 

enzymatischer Markierung, bevorzugter ELISA, mit Chemilumineszenz-Markierung, 15 

bevorzugter Elektrochemilumineszenz-Markierung und mit Immunfluoreszenz-Markierung, 

bevorzugt indirekte Immunfluoreszenz, umfasst. 

 

In einem zwölften Aspekt wird das Problem gelöst durch die Verwendung des 

erfindungsgemäßen Polypeptides oder des erfindungsgemäßen Antikörpers zur Bestimmung 20 

der Fähigkeit, bevorzugt Kapazität einer diagnostischen oder therapeutischen Vorrichtung 

oder eines diagnostischen oder therapeutischen Reagenz, einen Antikörper gegen Laminin 

beta-4 zu binden. 

 

 25 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der überraschenden Erkenntnis der Erfinder, dass ein 

Autoantikörper gegen Laminin beta-4 existiert und spezifisch bei Patienten, die unter Anti-

p200-Pemphigoid leiden, nachgewiesen werden kann. 

 

Die Erfinder haben weiterhin gefunden, dass der Nachweis dieses Autoantikörpers die 30 

Sensitivität des serologischen diagnostischen Tests für das Anti-p200-Pemphigoid erhöht. Er 

kann bei einigen Patienten nachgewiesen werden, bei denen der bisher als alleinig 

entscheidend angesehene Autoantikörper gegen Laminin gamma-1 nicht nachgewiesen 

werden kann.  

 35 
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Laminine sind trimere Basalmembranproteine, die aus alpha-, beta- und gamma-Ketten 

bestehen. Bei Laminin beta-4 handelt es sich um eine beta-Kette. Laminine sind an vielen 

physiologischen Funktionen wie z.B. der Zelladhäsion, Migration, Differenzierung, neuronale 

Entwicklung und an der Regulation der Genexpression beteiligt.  

 5 

Choi et al. (2015) beobachteten eine reduzierte Expression von Laminin beta-4 in Magen- 

und Darmkrebsgewebe. Sie identifizierten somatische Laminin beta-4-Mutationen in 

Krebsgewebe, die möglicherweise zu einer reduzierten Laminin beta-4-Expression 

beigetragen haben (Choi, M. R., An, C. H., Yoo, N. J., Lee, S. H. Laminin gene LAMB4 is 

somatically mutated and expressionally altered in gastric and colorectal cancers. APMIS 123: 10 

65-71, 2015.) Reduzierte Laminin beta-4-Level könnten zudem auch eine Rolle bei der 

Divertikulitits spielen (Coble JL, Sheldon KE, Yue F, Salameh TJ, Harris LR III, Deiling S, 

Ruggiero FM, Eshelman MA, Yochum GS, Koltun WA, Gerhard GS, Broach JR. Identification 

of a rare LAMB4 variant associated with familial diverticulitis through exome sequencing. 

Hum Mol Genet. 2017;26(16):3212-3220). 15 

 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid umfassend ein Säugetier-Laminin beta-4, 

bevorzugt aus dem Menschen, Affen, dem Rind, dem Schaf oder Schwein und besonders 

bevorzugt aus dem Menschen. 

 20 

In einer bevorzugteren Ausführungsform ist Laminin beta-4 das Polypeptid, das durch die 

Datenbank-Codes (BC140804), bevorzugt SEQ ID NO27, kodiert wird, oder eine Variante 

davon. In dieser Anmeldung stehen sämtliche zitierte Datenbank-Codes für die Uniprot-

Datenbank oder sonstige Datenbanken, genauer für deren Version am Einreichungstag 

dieser Anmeldung oder ihrer frühesten Prioritätsanmeldung. In einer weiteren bevorzugten 25 

Ausführungsform weisen die weiteren Antigene die jeweils in Klammern angegebene 

Sequenz auf: Laminin gamma-1 (LAMC1 P11047), Laminin 332 ausgewählt aus der Gruppe 

umfassend LAMA3 (Q16787), LAMB3 (Q13751) und LAMC2 (Q13753), BP180 (Q9UMD9), 

BP230 (SEQ ID NO8 aus EP3260864, hier aufgeführt als SEQ ID NO 28), Desmoglein 1 

(Q02413), Desmoglein 3 (P32926), Envoplakin (Q92817), Gliadin, bevorzugt ausgewählt aus 30 

der Gruppe umfassend LGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY (SEQ ID NO 29), 

QLQPFPQPELPYPQPQS (SEQ ID NO 30) und QQLPQPEQPQQSFPEQERPF (SEQ ID NO 

31) und Kollagen Typ VII (Q02388) oder Varianten davon. 

 

Die erfindungsgemäße Lehre kann jedoch nicht nur unter Verwendung von Polypeptiden 35 

oder Nukleinsäuren, genauer einem Polypeptid umfassend die Wildtypsequenz von Laminin 
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beta-4 oder einer dafür kodierenden Nukleinsäure, die die genauen Sequenzen aufweisen, 

die in dieser Anmeldung ausdrücklich oder implizit aufgeführt werden, sondern auch unter 

Verwendung von Varianten solcher Polypeptide oder Nukleinsäuren ausgeführt werden. 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform, kann der Begriff “Variante”, wie hierin verwendet 5 

werden, wenigstens ein Fragment oder eine Volllängen-Sequenz bezeichnen, genauer eine 

oder mehr als eine Aminosäuresequenz oder Nukleinsäurensequenz, die relativ zur 

Volllängen-Sequenz an einem oder beiden Enden um wenigstens eine oder mehr als eine 

Aminosäure trunkiert ist. Ein solches Fragment umfasst oder kodiert für ein Peptid mit 

wenigstens 6, 7, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 300, 400, 600, 800, 1000 oder 1200 10 

aufeinander folgenden Aminosäuren der Originalsequenz oder einer Variante davon. Die 

Gesamtlänge der Variante kann wenigstens 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 

80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 1200, 1500, 1800 oder mehr Aminosäuren 

betragen. Ein besonders bevorzugtes Fragment ist aus der Gruppe ausgewählt, die SEQ ID 

NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 und 15 

SEQ ID NO 14 und Varianten davon umfasst. 

 

In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform bezeichnet der Begriff “Variante” nicht nur 

wenigstens ein Fragment, sondern auch ein Polypeptid oder Fragment davon, das 

Aminosäurensequenzen umfasst, die zu wenigstens 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 20 

95, 96, 97, 98 oder 99 % identisch zur Aminosäurensequenz oder des Fragments davon 

sind, auf die oder das ausdrücklich Bezug genommen wurde, wobei andere Aminosäuren als 

die für die biologische Aktivität essenziellen, beispielsweise die Fähigkeiten eines Antigens, 

an den (Auto)Antikörper zu binden, oder die Faltung oder Struktur des Polypeptides, deletiert 

oder substituiert wurden und/oder eine oder mehr als eine solche essenzielle Aminosäure 25 

auf konservative Weise ersetzt und/oder Aminosäuren derart hinzugefügt wurden, dass die 

biologische Aktivität des Polypeptides beibehalten wird. Der Stand der Technik umfasst 

verschiedene Verfahren, die verwendet werden können, um zwei gegebene Nukleinsäuren- 

oder Aminosäuren-Sequenzen zu alignen und das Ausmaß ihrer Identität zu berechnen, 

siehe zum Beispiel Arthur Lesk (2008), Introduction to bioinformatics, Oxford University 30 

Press, 2008, 3rd edition. In einer bevorzugten Ausführungsform wird die ClustalW- Software 

unter Verwendung der Grundeinstellungen eingesetzt (Larkin, M. A., Blackshields, G., 

Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A., McWilliam, H., Valentin, F., Wallace, I. M., 

Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J. D., Gibson, T. J., Higgins, D. G. (2007). Clustal W and 

Clustal X version 2.0. Bioinformatics, 23, 2947-2948). 35 
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In einer bevorzugten Ausführungsform ist die Variante ein lineares, nicht gefaltetes 

Polypeptid, das optional denaturiert ist.  

 

In einer bevorzugten Ausführungsform können das Polypeptid und Varianten davon 

zusätzlich chemische Modifikationen enthalten, zum Beispiel isotopische Markierungen oder 5 

kovalente Modifikationen wie eine Glykosylierung, Phosphorylierung, Acetylierung, 

Decarboxylierung, Citrullinierung, Methylierung, Hydroxylierung und dergleichen. Der 

Fachmann ist mit Verfahren vertraut, um Polypeptide zu modifizieren. Jegliche Modifikation 

wird derart gestaltet, dass sie die biologische Aktivität der Variante nicht aufhebt. 

 10 

Darüber hinaus können Varianten auch durch N-terminale und/oder C-terminale Fusion mit 

anderen Polypeptiden, Peptiden oder Aminosäuren oder Varianten davon generiert werden 

und aktive Teile oder Domänen umfassen, zum Beispiel mit einer Sequenzidentität von 

wenigstens 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 oder 99 %, wenn sie mit dem aktiven 

Teil der Wildtypsequenz aligned werden, wobei der Begriff “aktiver Teil” wie hierin 15 

verwendet, die Aminosäurensequenz bezeichnet, die kürzer als die Vollängen-

Aminosäurensequenz ist, oder, im Falle einer Nukleinsäurensequenz, für weniger als die 

Volllängen-Aminosäurensequenz kodiert, und/oder eine Variante der natürlichen Sequenz 

ist, aber wenigstens ein Teil der biologischen Aktivität behält. Anfusionierte Sequenzen sind 

so ausgestaltet, dass sie die Bindung des Autoantikörpers an das Laminin beta-4 oder die 20 

Variante davon nicht stören, insbesondere nicht an die Epitope, die die Sequenzen SEQ ID 

NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 und 

SEQ ID NO 14 und Varianten davon umfassen. Geeignet ist z.B. ein Tag, beispielsweise aus 

der Gruppe umfassend GST, His, MBP und FLAG, das direkt oder über einen flexiblen 

Linker N-terminal und/oder C-terminal anfusioniert ist. 25 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst der Begriff “Variante” Nukleinsäuren des 

komplementären Stranges, der unter stringenten Bedingungen, an die Referenz- oder 

Wildtyp- Nucleinsäure hybridisiert. Die Stringenz von Hybridisierungsreaktionen kann von 

dem Fachmann leicht bestimmt werden und ist im Allgemeinen eine empirische Berechnung, 30 

die von der Sondenlänge, den Waschtemperaturen und der Salzkonzentration abhängt. Im 

Allgemeinen gilt, dass längere Sonden höhere Temperaturen zum spezifischen Annealen 

benötigen, wohingegen kürzere Sonden weniger hohe Temperatur benötigen. Die 

Hybridisierung hängt im Allgemeinen von der Fähigkeit einer denaturierten DNA ab, erneut 

an den komplementären Strang in einer Umgebung unterhalb ihrer Schmelztemperatur zu 35 

hybridisieren. Je höher das Ausmaß der erforderlichen Homologie zwischen der Sonde und 
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der hybridisierfähigen Sequenz, desto höher die relative Temperatur die verwendet werden 

kann. Als Ergebnis würden höhere relative Temperaturen dazu tendieren, die 

Reaktionsbedingungen stringenter zu gestalten, während eine geringere Temperatur dies in 

einem geringeren Grad bewirkt. Für zusätzliche Details und Erklärungen zur Stringenz und 

Hybridisierungsreaktion siehe Ausubel, F. M. (1995), Current Protocols in Molecular Biology. 5 

John Wiley & Sons, Inc. Darüber hinaus kann der Fachmann den Instruktionen folgen, die im 

Manual von Boehringer Mannheim GmbH (1993) (The DIG System Users Guide for Filter 

Hybridization, Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) and in Liebl, W., 

Ehrmann, M., Ludwig, W., and Schleifer, K. H. (1991) International Journal of Systematic 

Bacteriology 41: 255-260) zur Frage, wie DNA-Sequenzen mittels Hybridisierung identifiziert 10 

werden können. In einer bevorzugten Ausführungsform werden stringente Bedingungen für 

jegliche Hybridisierung angewandt, d.h. eine Hybridisierung tritt auf, wenn die Sonde zu 70% 

oder mehr zur Zielsequenz identisch ist. Sonden mit einem geringeren Ausmaß an Identität 

mit Hinblick auf die Zielsequenz können hybridisieren, aber solche Hybride sind instabil und 

werden in einem Waschschritt unter stringenten Bedingungen entfernt, zum Beispiel durch 15 

Erniedrigen der Salzkonzentration auf 2 x SSC oder optional und dann nachfolgend 0,5 x 

SSC, während die Temperatur, mit zunehmender Bevorzugtheit, ungefähr 50°C - 68°C, 

ungefähr 52°C - 68°C, ungefähr 54°C - 68°C, ungefähr 56°C - 68°C, ungefähr 58°C - 68°C, 

ungefähr 60°C - 68°C, ungefähr 62°C - 68°C, ungefähr 64°C - 68°C, ungefähr 66°C - 68°C 

beträgt. In einer besonderen bevorzugten Ausführungsform beträgt die Temperatur ungefähr 20 

64°C - 68°C oder bevorzugt 66°C - 68°C. Es ist möglich, die Salzkonzentration auf 0.2 x SSC 

oder selbst 0.1 x SSC anzupassen. Nukleinsäuresequenzen mit einem Identitätsausmaß mit 

Hinblick auf die Referenz- oder Wildtyp Sequenz von wenigstens 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99 % können isoliert werden. In einer bevorzugten Ausführungsform 

bezeichnet der Begriff “Variante einer Nukleinsäuresequenz”, wie hierin verwendet, eine 25 

jegliche Nukleinsäurensequenz, die für die gleiche Aminosäuresequenz und Varianten davon 

wie die Referenz-Nukleinsäurensequenz kodiert, entsprechend der Degeneriertheit des 

genetischen Codes. 

 

Die Variante des Polypeptides weist biologische Aktivität auf. In einer bevorzugten 30 

Ausführungsform handelt es sich dabei um die Fähigkeit, an einen Autoantikörper gegen 

Laminin beta-4 zu binden, wie er in einem Patienten gefunden wird, der an einer 

Autoimmunkrankheit leidet, die mit einem solchen Autoantikörper assoziiert ist, bevorzugt 

Anti-p200-Pemphigoid. Ob z.B. eine Variante von Laminin beta-4 eine solche biologische 

Aktivität hat, kann durch den Nachweis geklärt werden, ob sie an einen Autoantikörper aus 35 

einer Patientenprobe bindet, bevorzugt durch Westernblotting und/oder indirekte 
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Immunfluoreszenz, bevorzugt indirekte Immunfluoreszenz, unter Verwendung von 

rekombinanten Proteinen wie in den Beispielen beschrieben. Die Erfinder haben zudem die 

gegenüber einem Autoantikörper gegen Laminin beta-4 reaktive Sequenzen SEQ ID NO 8, 

SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 und SEQ ID 

NO 14 identifiziert. Varianten von Laminin beta-4, an die ein solcher Autoantikörper bindet, 5 

lassen sich also leicht erzeugen, indem ein Epitop aus der Laminin beta-4-Sequenz generiert 

wird, das wenigstens eine dieser Sequenzen umfasst, wobei optional zusätzliche Varianten 

durch konservative Substitutionen von Aminosäureresten erzeugt werden können. 

 

Das erfindungsgemäße Polypeptid kann in jeglicher Form und jeglicher Aufreinigungsstufe 10 

bereitgestellt werden, von flüssigen Proben, Geweben oder Zellen, die das Polypeptid in 

einer endogenen Form umfassen, bevorzugter Zellen, die das Polypeptid überexprimieren, 

kruden oder angereicherten Lysaten solcher Zellen, bis zu gereinigtem und/oder isoliertem 

Polypeptid, das optional im Wesentlichen rein ist. In einer bevorzugten Ausführungsform ist 

das Polypeptid ein natives Polypeptid, wobei der Begriff “natives Polypeptid”, wie hierin 15 

verwendet, ein gefaltetes Polypeptid, bevorzugter ein gefaltetes Polypeptid aufgereinigt aus 

Geweben oder Zellen, bevorzugter aus Säugetierzellen oder -geweben, optional aus nicht-

rekombinanten Geweben oder Zellen darstellt. In einer weiteren bevorzugten 

Ausführungsform ist das Polypeptid ein rekombinantes Protein, wobei der Begriff 

“rekombinant”, wie hierin verwendet, ein Polypeptid bedeutet, das unter Verwendung von 20 

gentechnischen Methoden bei einer beliebigen Phase des Herstellungsprozesses hergestellt 

wurde, zum Beispiel durch Fusionieren einer Nukleinsäure, die für das Polypeptid kodiert, an 

einen starken Promotor zur Überexpression in Zellen oder Geweben oder durch Verändern 

der Polypeptid-Sequenz selbst. Der Fachmann ist mit Verfahren zum gentechnischen 

Verändern von Nukleinsäuren und von ihnen kodierten Polypeptiden vertraut (zum Beispiel 25 

beschrieben in Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning, CSH 

or in Brown T. A. (1986), Gene Cloning – an introduction, Chapman & Hall), sowie mit 

Methoden zum Produzieren und Aufreinigen nativer oder rekombinanter Proteine (zum 

Beispiel Handbooks „Strategies for Protein Purification“, „Antibody Purification“, „Purifying 

Challenging Proteins“ (2009/2010), published by GE Healthcare Life Sciences, and in 30 

Burgess, R. R., Deutscher, M. P. (2009), Guide to Protein Purification). In einer bevorzugten 

Ausführungsform ist ein Polypeptid rein, wenn wenigstens 60, 70, 80, 90, 95 oder 99 % des 

Gesamtpolypeptides in der entsprechenden Probe aus dem Polypeptid besteht, wie mittels 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese gefolgt von Coomassie Blau-Färbung und 

Abschätzung mit dem bloßen Auge beurteilt wird. Falls das erfindungsgemäße Polypeptid in 35 

Form eines Gewebe bereitgestellt wird, ist bevorzugt, dass das Gewebe ein Säugetier-
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Gewebe ist, zum Beispiel Gewebe vom Menschen, vom Primaten, vom Esel, von der Ziege, 

vom Pferd, vom Schaf, vom Schwein, oder von der Kuh, bevorzugt Hautgewebe. Wenn das 

Polypeptid in Form einer rekombinanten Zelle bereitgestellt wird, ist bevorzugt, dass die 

rekombinante Zelle eine eukaryotische Zelle wie eine Hefezelle ist, bevorzugter eine Zelle 

aus einem multizellulären Eukaryonten wie einer Pflanze, einem Säugetier, Frosch oder 5 

Insekt, am bevorzugtesten aus einem Säugetier, zum Beispiel Ratte, Mensch, Primat, Esel, 

Maus, Ziege, Pferd, Schaf, Schwein oder Kuh.  

 

Das Polypeptid zum Ausführen der erfindungsgemäßen Lehre ist bevorzugt derart 

beschaffen, dass es wenigstens ein Epitop umfasst, das von dem Autoantikörper erkannt 10 

wird, der an Laminin beta-4 bindet, oder dass es an ihn spezifisch bindet. Das Epitop ist 

bevorzugt ein Epitop, das nur von solch einem Autoantikörper erkannt wird und nicht von 

anderen Antikörpern, wie Autoantikörpern gegen Laminin gamma-1, BP180, BP230, 

Desmoglein 1, Desmoglein 3, Envoplakin, Gliadin, Laminin 332 oder Kollagen Typ VII. In 

einer solchen Ausführungsform umfasst ein solches Epitop einen Abschnitt von 6, 7, 8, 9, 10, 15 

11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 oder mehr, bevorzugt wenigstens 9, aber nicht 

mehr als 16, aufeinanderfolgenden Aminosäuren aus Laminin beta-4. Der Fachmann ist 

vertraut mit Richtlinien zum Entwerfen von Peptiden, die ausreichend Immunogenizität 

haben, zum Beispiel wie sie in Jackson et al. (Jackson, D. C., Fitzmaurice, C. J., Brown, L. 

E., Zeng, W. (1999), Preparation and properties of totally synthetic immunogenes, Vaccine 20 

Volume 18, Issues 3–4, September 1999, Pages 355–361; and Black, M., Trent, A., Tirrell, 

M. and Olive, C. (2010), Advances in the design and delivery of peptide subunit vaccines 

with a focus on Toll-like receptor agonists, Expert Rev Vaccines, 2010 February; 9(2): 157–

173) beschrieben sind. 

 25 

Das erfindungsgemäße Polypeptid, das Laminin beta-4 oder eine Variante davon umfasst, 

kann zur Ausführung der vorliegenden Erfindung in jeglicher Konformation bereitgestellt 

werden. Zum Beispiel kann das Polypeptid ein im Wesentlichen ungefaltetes, oder teilweise 

oder voll gefaltetes Polypeptid darstellen. In einer bevorzugten Ausführungsform ist das 

Polypeptid in den Sinne gefaltet, dass das oder die für das Binden an den 30 

erfindungsgemäßen Autoantikörper erforderliche Epitop bzw. erforderlichen Epitope in seiner 

oder ihrer Gesamtheit, die Faltung nimmt bzw. annehmen, die das native Protein in seiner 

natürlichen Umgebung annimmt. Der Fachmann auf dem Gebiet ist mit Verfahren vertraut, 

die zum Bestimmen eingesetzt werden können, ob das Polypeptid gefaltet ist, und wenn es 

gefaltet ist, welche Struktur es annimmt, zum Beispiel limitierte Proteolyse, NMR-35 

Spektroskopie, CD-Spektroskopie oder Röntgen-Kristallografie (siehe zum Beispiel 
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Banaszak L. J. (2008), Foundations of Structural Biology, Academics Press, or Teng Q. 

(2013), Structural Biology: Practical Applications, Springer), wobei bevorzugt CD-

Spektroskopie verwendet wird.  

 

Das erfindungsgemäße Polypeptid kann ein Fusionsprotein sein, das C-terminal und/oder N-5 

terminal andere Aminosäuren und/oder -sequenzen als die aus Laminin beta-4 umfasst, 

insbesondere ein C-terminales oder N-terminales Tag, bevorzugt ein C-terminales Tag, das 

in einer bevorzugten Ausführungsform, wie hierin verwendet wird, ein zusätzliches 

Sequenzmotiv oder ein Polypeptid umfasst, die irgendeine biologische oder physikalische 

Funktion aufweist, und zum Beispiel umgesetzt werden kann, um das erfindungsgemäße 10 

Polypeptid aufzureinigen, zu immobilisieren, zu präzipitieren oder zu identifizieren. In einer 

bevorzugteren Ausführungsform ist der Tag eine Sequenz oder Domäne, der in der Lage ist, 

spezifisch an einen Liganden zu binden, zum Beispiel ein Tag ausgewählt aus der Gruppe 

umfassend His-Tags, Thioredoxin, Maltose bindendes Protein, Glutathion-S-Transferase, ein 

Fluoreszenz Tag, zum Beispiel aus der Gruppe umfassend grünes fluoreszierendes Protein 15 

(GFP). 

 

Das erfindungsgemäße Polypeptid kann ein immobilisiertes Polypeptid sein. In einer 

bevorzugten Ausführungsform bezeichnet der Begriff “immobilisiert”, wie hierin verwendet, 

ein Molekül, das an einen festen Träger gebunden ist, der in einer wässrigen Lösung 20 

unlöslich ist, bevorzugter über eine kovalente Bindung, elektrostatische Interaktion,    

Einkapselung oder Einschluss, zum Beispiel durch Denaturierung eines globulären 

Polypeptides in einem Gel, oder über hydrophobe Interaktion, am bevorzugtesten über eine 

oder mehr als eine kovalente Bindung. Verschiedene geeignete Träger, zum Beispiel Papier, 

Polystyrol, Metall, Silikon oder Glasoberflächen, mikrofluidische Kanäle, Membranen, Beads 25 

wie magnetische Beads, Chromatographie-Säulenmedien, Biochips, Polyacrylamid Gele und 

dergleichen sind in der Literatur beschrieben, zum Beispiel in Kim, D., and Herr, A. E. (2013), 

Protein immobilization techniques for microfluidic assays, Biomicrofluidics 7(4), 041501. Auf 

diese Weise kann das immobilisierte Molekül zusammen mit dem unlöslichen Träger von 

einer wässrigen Lösung auf einfache Weise getrennt werden, zum Beispiel durch Filtrierung, 30 

Zentrifugieren oder Dekantieren. Ein immobilisiertes Molekül kann reversibel oder 

irreversibel immobilisiert sein. Zum Beispiel ist die Immobilisierung reversibel, wenn das 

Molekül mit dem Träger über eine ionische Interaktion interagiert, die durch Hinzufügen einer 

hohen Konzentration eines Salzes maskiert werden kann, oder wenn das Molekül über eine 

spaltbare kovalente Bindung wie eine Disulfidbrücke gebunden ist, die durch Hinzufügen von 35 

Thiol enthaltenen Reagenzien gespalten werden kann. Im Gegensatz dazu ist die 
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Immobilisierung irreversibel, wenn das Molekül an dem Träger über eine kovalente Bindung 

befestigt ist, die nicht in wässriger Lösung gespalten werden kann, zum Beispiel eine 

Bindung, die durch Reaktion einer Epoxidgruppe und einer Aminogruppe gebildet wird, wie 

sie häufig verwendet wird, um Lysinseitenketten an Affinitätssäulen zu binden. Das Protein 

kann indirekt immobilisiert werden, zum Beispiel durch Immobilisieren eines Antikörpers oder 5 

einer anderen Einheit mit Affinität an das Molekül, gefolgt von Bildung eines Komplexes mit 

der Wirkung, dass der Molekül-Antikörper Komplex immobilisiert ist. Verschiedene 

Möglichkeiten zum Immobilisieren von Molekülen sind in der Literatur beschrieben, zum 

Beispiel in Kim, D., Herr, and A. E. (2013), Protein immobilization techniques for microfluidic 

assays, Biomicrofluidics 7(4), 041501. Zusätzlich sind verschiedene Reagenzien und Kits für 10 

Immobilisierungsreaktionen im Handel erhältlich, zum Beispiel von Pierce Biotechnology. 

 

Es ist notwendig, dass die zur Diagnose im Wege des Nachweises von Autoantikörpern 

gemäß der vorliegenden Erfindung eingesetzte Probe Antikörper aufweist, die auch als 

Immunglobuline bezeichnet werden. Typischerweise umfasst die Probe einer 15 

Körperflüssigkeit eine repräsentative Auswahl der Gesamtheit der Immunglobuline des 

Patienten. Nach dem Bereitstellen kann die Probe jedoch weiteren Prozessierungsschritten 

unterworfen werden, die Fraktionierung, Zentrifugation, Anreichung oder Isolierung der 

Gesamtheit der Immunglobuline oder einer bestimmten Immunglobulinklasse des Patienten 

umfassen können und die relative Verteilung der Immunglobuline der verschiedenen Klassen 20 

beeinflussen können. 

 

Die Reagenzien, Vorrichtungen, Verfahren und Verwendungen, die in dieser Anmeldung 

beschrieben sind, können zur Diagnose einer Krankheit verwendet werden. In einer 

bevorzugten Ausführungsform ist die Krankheit eine Autoimmunkrankheit, noch bevorzugter 25 

eine Autoimmunkrankheit der Haut und/oder des Auges. Solche Krankheiten zeichnen sich 

durch ein überlappendes Spektrum an Symptomen aus, darunter Blasen, Rötungen und 

Blutungen sowie Folgeerkrankungen wie eine Infektion der betroffenen Stellen. 

Dementsprechend ist auch eine Diagnose, diagnostische Differenzierung von oder indirekte 

Diagnose einer Infektionen der Haut, des Auges oder einer Allergie möglich. Bei der 30 

Autoimmunkrankheit handelt es sich besonders bevorzugt um eine aus der Gruppe 

umfassend Anti-p200-Pemphigoid, Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid, Epidermolysis 

bullosa acquisita, BP und PV. 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform bezeichnet der Begriff “Diagnose”, wie hierin 35 

verwendet, eine jegliche Prozedur, die darauf abzielt, Informationen zu erhalten, die für die 
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Einschätzung, ob ein Patient an einer bestimmten Krankheit oder Störung in der 

Vergangenheit, zur Zeit der Diagnose oder in der Zukunft leidet bzw. mit höherer 

Wahrscheinlichkeit als die durchschnittliche Vergleichsperson, bevorzugt mit ähnlichen 

Symptomen, leiden wird, um herauszufinden, wie die Krankheit fortschreitet oder 

wahrscheinlich in der Zukunft fortschreiten wird, oder um das Ansprechen eines Patienten 5 

auf eine bestimmte Behandlung zu evaluieren, beispielsweise die Verabreichung von 

Immunsuppressiva. In anderen Worten umfasst der Begriff “Diagnose” nicht nur das 

Diagnostizieren, sondern auch das Prognostizieren und/oder das Überwachen des Verlaufs 

einer Krankheit oder Störung.  

 10 

In vielen Fällen ist das bloße Nachweisen, in anderen Worten das Bestimmen, ob 

nachweisbare Konzentrationen des Antikörpers in der Probe vorhanden sind oder nicht, für 

die Diagnose ausreichend. Wenn der Autoantikörper nachgewiesen werden kann, ist dies 

eine Information, die für die Diagnose des Arztes wichtig ist und anzeigt, dass seine erhöhte 

Wahrscheinlichkeit besteht, dass der Patient an der Krankheit leidet. Bevorzugt kann diese 15 

Information oder ein Signal, das diese Information beinhaltet, an einen Patienten oder den 

ihn behandelnden Arzt schriftlich, telefonisch oder elektronisch kommuniziert werden, 

beispielsweise über das Internet, z.B. als Email. Die ermöglicht den Arzt in einer besonders 

bevorzugten Ausführungsform, eine diagnostisch nützliche Schlussfolgerung zu ziehen und 

optional bei der Behandlung des Patienten zu berücksichtigen. In einer bevorzugten 20 

Ausführungsform gilt der Autoantikörper als nachweisbar, wenn er unter Verwendung von 

einem oder mehr als einem Verfahren ausgewählt aus der Gruppe umfassend 

Immunpräzipitation, indirekte Immunfluoreszenz, ELISA oder Blot, bevorzugt Blot 

nachgewiesen werden kann. Die experimentellen Details sind wie in dem experimentellen 

Teil dieser Anmeldung beschrieben oder wie in Lehrbüchern oder praktischen Protokollen 25 

beschrieben, wie sie zum frühesten Prioritätstag dieser Anmeldung verfügbar waren. In einer 

bevorzugten Ausführungsform, wird die relative Konzentration des Antikörpers im Serum 

bestimmt, im Vergleich zur Konzentration, die in einer durchschnittlichen gewöhnlichen 

Person gefunden werden. Während es in vielen Fällen ausreichend ist, festzustellen, ob die 

Autoantikörper in der Probe vorhanden oder nachweisbar sind, kann das Verfahren zum 30 

Erhalten nützlicher Informationen für die Diagnose umfassen, dass bestimmt wird, ob die 

Konzentration wenigstens 0.1, bevorzugt 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 200, 500, 

1000, 10000 oder 100000 Mal höher als die Konzentration ist, die in der gewöhnlichen 

gesunden Person gefunden wird. In einer bevorzugten Ausführungsform, wird die relative 

Konzentration des Autoantikörpers unter Verwendung von einem oder mehr als einem 35 

Verfahren bestimmt, das aus der Gruppe umfassend semi-quantitative Immunpräzipitation, 



  
 18PP205JP 

31-220 
 

 
 

 16  

semi-quantitative indirekte Immunfluoreszenz, ELISA oder Line Blot, bevorzugt ELISA 

ausgewählt ist.  

 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Komplex umfassend einen Antikörper, bevorzugt 

Autoantikörper, der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet. Ein solcher Komplex 5 

kann verwendet oder als Teil eines Verfahrens zum Diagnostizieren einer Krankheit 

nachgewiesen werden. Es kann eine flüssige Probe umfassend Antikörper von einem 

Patienten verwendet werden, um das Verfahren auszuführen, bei dem ein Autoantikörper 

gegen Laminin beta-4 nachzuweisen ist. Eine solche flüssige Probe kann irgendeine 

Körperflüssigkeit umfassend eine repräsentative Auswahl an Antikörpern aus der Person 10 

umfassen, bevorzugt eine Probe umfassend Antikörper der Immunglobulinklasse IgG von 

der Person. Zum Beispiel kann eine Probe Liquor, Blut oder Blutserum, Lymphflüssigkeit, 

interstitielle Flüssigkeit sein und ist bevorzugt Serum oder Liquor, bevorzugter Serum. 

 

Der Schritt Kontaktieren einer flüssigen Probe umfassend Antikörper mit dem 15 

erfindungsgemäßen Polypeptid kann durch Inkubieren einer immobilisierten Form des 

Polypeptides in Anwesenheit der Probe, der Antikörper umfassenden Probe unter 

Bedingungen ausgeführt werden, die mit der Bildung eines Komplexes umfassend das 

Polypeptid und einen Antikörper, bevorzugt Autoantikörper, kompatibel sind, der oder die an 

das erfindungsgemäße Polypeptid bindet. Die flüssige Probe, in der Antikörper, die gegen 20 

das oder die erfindungsgemäßen Polypeptid(e) binden, abgereichert sind, kann 

anschließend entfernt werden, gefolgt von einem oder mehr als einem Waschschritt. 

Schließlich kann der Komplex umfassend den Antikörper oder die Antikörper und das 

Polypeptid oder die Polypeptide nachgewiesen werden. In einer bevorzugten 

Ausführungsform bezeichnet der Begriff “Bedingungen, die mit der Bildung des Komplexes 25 

kompatibel sind” Bedingungen, die das Ausbilden der spezifischen Antigen-Antikörper 

Interaktionen zum Aufbau des Komplexes umfassend das Polypeptid und den Antikörper 

gestatten. In einer bevorzugten Ausführungsform können solche Bedingungen das 

Inkubieren des Polypeptides in einer Probe verdünnt 1:100 in PBS-Puffer 30 Minuten lang 

bei 25 °C umfassen. In einer bevorzugten Ausführungsform bedeutet der Begriff 30 

“Autoantikörper”, wie hierin verwendet, einen Antikörper, der spezifisch an ein endogenes 

Molekül des Tieres, bevorzugt Säugetieres, bindet, das den Autoantikörper selbst herstellt, 

wobei die Konzentration des Autoantikörpers bevorzugt gegenüber dem Durchschnitt 

irgendwelcher Antikörper, die gegen ein solches endogenes Molekül binden, bevorzugt 

gegenüber einer gesunden Person, erhöht ist. In einer bevorzugtesten Ausführungsform ist 35 

der Autoantikörper ein Autoantikörper gegen Laminin beta-4. 
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Das erfindungsgemäße Verfahren ist bevorzugt ein in vitro-Verfahren. 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst der Nachweis des Komplexes für die 

Prognose, Diagnose, Verfahren oder den Testkit gemäß der vorliegenden Erfindung die 5 

Verwendung eines Verfahrens ausgewählt aus der Gruppe umfassend Immundiffusions-

Tests, immunoelektrophoretische Tests, Lichtstreuungs-Immuntests, Agglutinations-Tests, 

Immuntests mit Markierungen wie die aus der Gruppe umfassend radiomarkierte 

Immuntests, Enzymimmuntests, bevorzugt ELISA, Chemilumineszenz Immuntests und 

Immunfluoreszenztests, bevorzugt indirekte Immunfluoreszenztests. Der Fachmann ist mit 10 

solchen Verfahren vertraut, und sie sind im Stand der Technik beschrieben, zum Beispiel in 

Zane, H. D. (2001), Immunology – Theoretical & Practical Concepts in Laboratory Medicine, 

W. B. Saunders Company, besonders in Kapitel 14. 

 

Alternativ kann eine Gewebeprobe, d.h. bevorzugt eine Probe umfassend Gewebe, 15 

umfassend das erfindungsgemäße Polypeptid statt einer flüssigen Probe verwendet werden, 

insbesondere Spalthaut, die hergestellt werden kann, wie im Stand der Technik beschrieben 

ist (Zillikens, D., Kawahara, Y., Ishiko, A., Shimizu, H., Mayer, J., Rank, C. V., Liu, Z., 

Giudice, G. J., Tran, H. H., Marinkovich, M. P., Brocker, E. B., and Hashimoto, T., A novel 

subepidermal blistering disease with autoantibodies to a 200-kDa antigen of the basement 20 

membrane zone. J Invest Dermatol, 1996. 106(6): p. 1333-8.). Die Gewebeprobe stammt 

bevorzugt aus einem Gewebe umfassend endogenes Laminin beta-4, bevorzugt 

exprimierend das Polypeptid in einem erhöhten Ausmaß gegenüber dem durchschnittlichen 

Gewebe in dem entsprechenden Organismus, bevorzugt dem menschlichen Körper. Eine 

solche Probe, die dann in der Form eines Gewebeschnittes fixiert auf einem Träger, zum 25 

Beispiel einem Objektträger für mikroskopische Analysen, vorliegen kann, kann dann mit 

dem erfindungsgemäßen Antikörper, bevorzugt Autoantikörper, der gegen das 

erfindungsgemäße Polypeptid bindet, kontaktiert werden. Der Antikörper wird bevorzugt 

markiert, um die Unterscheidung von endogenem Autoantikörper zu ermöglichen, der gegen 

das erfindungsgemäße Polypeptid bindet, sodass neu gebildete Komplexe mit 30 

Autoantikörpern aus einer nachfolgend kontaktierten Probe, die mit dem ersten Antikörper 

konkurrieren, nachgewiesen und optional quantifiziert werden können. Wenn die Zahl der 

neu gebildeten Komplexe höher ist als die Zahl, die mit einer Probe von einer gesunden 

Person gefunden wird, ist es wahrscheinlich, dass die Person, von der die untersuchte Probe 

erhalten wurde, an der Krankheit leidet. 35 
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Jegliche Daten, die die Anwesenheit oder Abwesenheit des Komplexes umfassend den 

Antikörper und das erfindungsgemäße Polypeptid zeigen, können mit Referenzdaten 

verglichen werden. Zum Beispiel zeigt das Nachweisen des Komplexes an, dass der Patient, 

von dem die analysierte Probe erhalten wurde, an einer Krankheit litt, an ihr leidet oder in der 

Zukunft wahrscheinlich an der Krankheit leidet. Wenn ein Patient zuvor diagnostiziert wurde 5 

und das Verfahren zum Erhalten diagnostisch relevanter Informationen wieder durchgeführt 

wird, kann die Menge des Komplexes, die bei beiden Durchgängen erhalten wurden, 

korreliert werden, um das Fortschreiten der Krankheit und/oder den Erfolg einer Behandlung 

herauszufinden. Wird zum Beispiel gefunden, dass die Menge des Komplexes zugenommen 

hat, legt dies nahe, dass die Krankheit fortschreitet, sich wahrscheinlich in der Zukunft 10 

manifestieren wird und/oder das eine versuchte Behandlung nicht erfolgreich ist und 

umgekehrt. Der erstmalige Nachweis des Komplexes zeigt an, dass der Patient, von dem die 

Probe stammt, unter einem hohen oder erhöhten Risiko leidet, die Krankheit in Zukunft zu 

entwickeln. 

 15 

In einer bevorzugten Ausführungsform wird eine Mikrotiterplatte, eine Membran, ein Blot wie 

ein Dotblot oder Linienblot eingesetzt, um das diagnostische Verfahren gemäß der Erfindung 

auszuführen. Der Fachmann ist mit dem experimentellen Aufbau vertraut, und dieser ist im 

Stand der Technik beschrieben (Raoult, D., and Dasch, G. A. (1989), The line blot: an 

immunoassay for monoclonal and other antibodies. Its application to the serotyping of gram-20 

negative bacteria. J. Immunol. Methods, 125 (1- 2), 57-65; WO2013041540). 

 

In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform ist für die Prognose, Diagnose, die 

Verfahren oder der Kit gemäß der erfindungsgemäßen Lehre die Verwendung von indirekter 

Immunfluoreszenz vorgesehen. Der Fachmann ist mit derartigen Techniken und der 25 

Zubereitung geeigneter Proben vertraut, und diese sind im Stand der Technik beschrieben 

(US4647543; Voigt, J., Krause, C., Rohwäder, E, Saschenbrecker, S., Hahn, M., 

Danckwardt, M., Feirer, C., Ens, K, Fechner, K, Barth, E, Martinetz, T., and Stöcker, W. 

(2012), Automated Indirect Immunofluorescence Evaluation of Antinuclear Autoantibodies on 

HEp-2 Cells,” Clinical and Developmental Immunology, vol. 2012, doi:10.1155/2012/65105; 30 

Bonilla, E., Francis, L., Allam, F., et al., Immuno-fluorescence microscopy is superior to 

fluorescent beads for detection of antinuclear antibody reactivity in systemic lupus 

erythematosus patients, Clinical Immunology, vol. 124, no. 1, pp. 18–21, 2007). Geeignete 

Reagenzien, Vorrichtungen und Softwarepakete sind im Handel erhältlich, zum Beispiel von 

EUROIMMUN, Lübeck, Deutschland. 35 

 



  
 18PP205JP 

31-220 
 

 
 

 19  

Gemäß der erfindungsgemäßen Lehre, wird ein Antikörper, bevorzugt ein Autoantikörper, 

der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet, das für die Diagnose einer Krankheit 

verwendet wird, bereitgestellt. Der Fachmann auf dem Gebiet ist vertraut mit Verfahren zum 

Aufreinigen von Antikörpern, zum Beispiel denjenigen, die in Hermanson, G. T., Mallia, A. K., 

and Smith, P. K. (1992), Immobilized Affinity Ligand Techniques, San Diego: Academic 5 

Press, beschrieben sind. Kurz gesagt wird ein Antigen, das spezifisch gegen den 

interessierenden Autoantikörper bindet, wobei das Antigen das erfindungsgemäße 

Polypeptid ist, immobilisiert und verwendet, um über Affinitätschromatografie den 

interessierenden Autoantikörper aus einer geeigneten Quelle aufzureinigen. Eine flüssige 

Probe umfassend Antikörper aus einem Patienten, der an neurologischer Störung 10 

beziehungsweise Krankheit leidet, die mit dem Auftreten des Autoantikörpers assoziiert ist, 

kann als Quelle herangezogen werden. 

 

Erfindungsgemäß wird ein Antikörper, zum Beispiel ein Autoantikörper bereitgestellt, der in 

der Lage ist, spezifisch an das erfindungsgemäße Polypeptid zu binden. In einer 15 

bevorzugten Ausführungsform bezeichnet der Begriff “Antikörper”, wie hierin verwendet, 

jegliche Immunglobulin-basierte bindende Einheiten, bevorzugt eine Einheit umfassend 

wenigstens eine schwere Kette und eine leichte Kette eines Immunglobulins, umfassend, 

wenn nicht begrenzt auf monoklonale und polyklonale Antikörper wie auch Varianten eines 

Antikörpers, insbesondere Fragmente, wobei die bindenden Einheiten in der Lage sind, 20 

gegen das entsprechende Antigen zu binden, bevorzugter spezifisch an es zu binden. In 

einer bevorzugten Ausführungsform bedeutet der Begriff “spezifisch binden”, wie hierin 

verwendet, dass die Bindung stärker als eine Bindungsreaktion ist, die durch eine 

Dissoziationskonstante gekennzeichnet ist, die 1 x 10-5 M, bevorzugter 1 x 10-7 M, 

bevorzugter 1 x 10-8 M, bevorzugter 1 x 10-9 M, bevorzugter 1 x 10-10 M, bevorzugter 1 x 10-11 25 

M, bevorzugter 1 x 10-12 M beträgt, wie durch Surface Plasmon Resonanz unter Verwendung 

von Biacore-Ausrüstung bei 25°C in PBS Buffer bei pH 7 bestimmt wird. Der Antikörper ist 

bevorzugt rekombinant und/oder isoliert. Der erfindungsgemäß nachgewiesene oder 

bereitgestellte Autoantikörper bindet bevorzugt spezifisch an ein Epitop aus der Sequenz 

SEQ ID NO 27 umfassend eine oder mehr als eine Sequenz aus der Gruppe umfassend die 30 

Sequenzen SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, 

SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 14. Der Autoantikörper ist bevorzugt ein IgG-Antikörper. 

 

Der Antikörper kann Teil einer Autoantikörperzubereitung sein, die heterogen ist, oder kann 

ein homogener Autoantikörper sein, wobei eine heterogene Zubereitung eine Vielzahl von 35 

verschiedenen Autoantikörper-Spezies umfasst, wie sie durch Zubereitung aus den Seren 
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von menschlichen Spendern erhalten werden kann, beispielsweise durch 

Affinitätschromatografie unter Verwendung des immobilisierten Antigens, zum Aufreinigen 

irgendeines Autoantikörpers, der in der Lage ist, an das Antigen zu binden. Der Antikörper 

kann glykosyliert oder nicht glykosyliert sein. Der Fachmann auf dem Gebiet ist mit 

Verfahren vertraut, die zur Identifizierung, Produktion und Aufreinigung von Antikörpern und 5 

Varianten davon eingesetzt werden können, zum Beispiel diejenigen, die in EP 2 423 226 A2 

und Referenzen darin beschrieben sind. Der Antikörper kann selbst oder in Kombination als 

diagnostisches Agens eingesetzt werden, zum Beispiel im Komplex mit dem 

erfindungsgemäßen Polypeptid. 

 10 

Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Isolieren eines Antikörpers bereit, 

bevorzugt eines Autoantikörpers, der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet, 

umfassend die Schritte a) Kontaktieren einer Probe umfassend den Antikörper mit dem 

erfindungsgemäßen Polypeptid, derart, dass ein Komplex gebildet wird, b) Isolieren des 

Komplexes, der in a) gebildet wird, c) Dissoziieren des Komplexes, der in Schritt b) isoliert 15 

wurde, und d) Abtrennen des Antikörpers von dem erfindungsgemäßen Polypeptid. Eine 

Probe von einem Patienten, der an Anti-p200-Pemphigoid leidet, kann als Quelle für den 

Autoantikörper herangezogen werden. Geeignete Methoden sind im Stand der Technik 

beschrieben, zum Beispiel in den Handbüchern “Affinitätschromatografie”, „Strategies for 

Protein Purification“ and „Antibody Purification“ (2009/2010), veröffentlicht von GE 20 

Healthcare Life Sciences, und in Philips, Terry, M., Analytical techniques in 

immunochemistry, 1992, Marcel Dekker, Inc.  

 

Die Erfindung stellt eine pharmazeutische Zusammensetzung umfassend das 

erfindungsgemäße Polypeptid bereit, wobei die Zusammensetzung bevorzugt zur 25 

Verabreichung an ein Subjekt geeignet ist, bevorzugt ein Säugetier-Subjekt, bevorzugter ein 

Mensch. Eine derartige pharmazeutische Zusammensetzung kann einen pharmazeutisch 

akzeptablen Träger umfassen. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann zum Beispiel 

oral, parenteral, über ein Inhalationsspray, topisch, über Augentropfen, rektal, nasal, bukkal, 

vaginal oder über ein implantiertes Reservoir verabreicht werden, wobei der Begriff 30 

“parenteral”, wie hierin verwendet, subkutane, intrakutane, intravenöse, intramuskuläre, 

intraartikuläre, intrasynoviale, intrasternale, intrathekale, intralesionale und intrakraniale 

Injektions- oder Infusionstechniken umfasst. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann 

in geeigneten Dosierungsformen bereitgestellt werden, zum Beispiel Kapseln, Tabletten und 

wässrigen Suspensionen und Lösungen, bevorzugt in steriler Form. Sie kann bei einem 35 
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Behandlungsverfahren eingesetzt werden, wobei das Verfahren das Verabreichen einer 

wirksamen Menge des erfindungsgemäßen Polypeptides an ein Subjekt umfasst.  

 

Im Schutzbereich der vorliegenden Erfindung wird eine medizinische oder diagnostische 

Vorrichtung umfassend, bevorzugt beschichtet mit einem Reagenz zum Detektieren des 5 

erfindungsgemäßen (Auto)Antikörpers und/oder das erfindungsgemäße Polypeptid 

bereitgestellt. Bevorzugt umfasst eine solche medizinische oder diagnostische Vorrichtung 

das erfindungsgemäße Polypeptid in einer Form, die das Kontaktieren des Polypeptides mit 

einer wässrigen Lösung, bevorzugter der flüssigen menschlichen Probe, in einer einfachen 

Weise gestattet. Insbesondere kann das erfindungsgemäße Polypeptid auf der Oberfläche 10 

eines Trägers immobilisiert werden, bevorzugt ausgewählt aus der Gruppe umfassend 

Glasplatten oder -träger, Objektträger, Biochips, Mikrotiterplatten, Beads, zum Beispiel 

magnetische Beads, Apherese-Vorrichtungen, Chromatographie-Säulen, Membranen oder 

dergleichen. Beispielhafte medizinische Vorrichtungen umfassen Linienblots, 

Mikrotiterplatten, Glasträger für Mikroskopie, Beads, bevorzugt magnetische Beads, und 15 

Biochips. Zusätzlich zum erfindungsgemäßen Polypeptid kann die diagnostische Vorrichtung 

weitere Polypeptide umfassen, zum Beispiel Positiv- oder Negativ-Kontrollen wie Proben, die 

einen Antikörper gegen das interessierende Polypeptid enthalten bzw. nicht enthalten, oder 

andere bekannte Antigene, die gegen Autoantikörper von diagnostischem Wert binden, 

insbesondere betreffend andere Krankheiten, die mit einem oder mehr als einem identischen 20 

oder ähnlichen Symptom assoziiert sind. 

 

Im Schutzbereich des vorliegenden Erfindung wird auch eine therapeutische Vorrichtung 

umfassend, bevorzugt beschichtet mit Laminin beta-4 oder einer Variante davon 

bereitgestellt, die so beschaffen ist, dass der Autoantikörper gegen Laminin beta-4 aus dem 25 

Blut eines Patienten entfernt werden kann, wobei die Blutzusammensetzung möglichst wenig 

verändert und insbesondere möglichst wenig essentielle Komponenten entfernt werden. 

Dabei kann es sich um eine Apherese-Vorrichtung handeln, bevorzugt zur Plasmapherese. 

Geeignete Reagenzien und Verfahren sind in der EP17001759.4 und in der WO2007/085240 

beschrieben, die hierin in ihrer Gesamtheit durch Bezugnahme aufgenommen sind. Im Stand 30 

der Technik ist bereits beschrieben, dass die spezifische Immunadsorption zur Behandlung 

von bullösen Pemphigoid vielversprechend ist (Mersmann et al., Arch Dermatol Res 2015: 

„Immunoadsorber for specific apheresis of autoantibodies in the treatment of bullous 

pemphigoid“). Bevorzugt ist die Vorrichtung in dem Sinne sterilisiert, dass ein- und 

austretendes Blut nur mit sterilisierten Komponenten in Kontakt tritt. 35 
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Gemäß der erfindungsgemäßen Lehre wird ein Kit bereitgestellt, bevorzugt zum 

Diagnostizieren einer Krankheit. Ein solches Kit kann Instruktionen umfassen, die im Detail 

beschreiben, wie das Kit zu benutzen ist, sowie den erfindungsgemäßen Träger als Mittel 

zum Kontaktieren des erfindungsgemäßen Polypeptides mit einer Körperflüssigkeitsprobe 

aus einem Subjekt, bevorzugt einem menschlichen Subjekt. Weiterhin kann das Kit eine 5 

Positivkontrolle umfassen, zum Beispiel eine Charge Autoantikörper oder rekombinanten 

Antikörper, von dem bekannt ist, dass er gegen das Peptid gemäß der vorliegenden 

Erfindung bindet, oder eine verdünnte Probe eines Patienten umfassend den Autoantikörper. 

Das Kit kann eine Negativkontrolle enthalten, zum Beispiel ein Protein, das keine 

nachweisbare Affinität zum erfindungsgemäßen Polypeptid hat, wie Rinderserumalbumin, 10 

oder eine Probe von einem Gesunden. Ein solches Kit kann eine oder mehr als eine 

Standardlösung des Antikörpers zum Erstellen einer Kalibrationskurve umfassen, auch 

bezeichnet als Kalibrator, wobei der Antikörper ein rekombinanter  und/oder monoklonaler 

Antikörper oder der verdünnte Antikörper aus einer Probe eines Patienten sein kann, 

bevorzugt gegen ein Epitop aus der Gruppe umfassend SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ 15 

ID NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 14. Das Kit kann 

weiterhin einen sekundären Antikörper, bevorzugt mit einer detektierbaren Markierung, 

aufweisen, der einen Autoantikörper gegen Laminin beta-4 erkennt, bevorzugt einen 

sekundären Antikörper, der IgG-Antikörper erkennt. 

 20 

In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst das Kit ein Mittel zum Detektieren eines 

Autoantikörpers, der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet, bevorzugt durch 

Nachweisen eines Komplexes umfassend das erfindungsgemäße Polypeptid und einen 

Antikörper, der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet. Ein solches Mittel ist 

bevorzugt ein Agens, das gegen den Komplex bindet und den Komplex modifiziert oder eine 25 

Markierung trägt, die den Komplex nachweisbar macht. Zum Beispiel kann ein solches Mittel 

ein markierter Antikörper sein, der gegen das Polypeptid an einer Bindungsstelle bindet, die 

sich von der Bindungsstelle unterscheidet, an die der primäre Autoantikörper bindet, oder der 

gegen eine konstante Region des primären Antikörpers bindet. Alternativ kann das Agens 

ein sekundärer Antikörper gegen Laminin beta-4 sein, der gegen die konstante Region des 30 

Autoantikörpers bindet, bevorzugt ein sekundärer Antikörper, der für Säugetier-Antikörper 

der IgG-Klasse spezifisch ist. Eine Vielzahl von Verfahren und Mitteln zum Nachweisen 

eines solchen Komplexes ist im Stand der Technik beschrieben, zum Beispiel in Philips, 

Terry, M., Analytical techniques in immunochemistry, 1992, Marcel Dekker, Inc.  

 35 
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Das Polypeptid umfassend Laminin beta-4 oder eine Variante davon kann hergestellt oder 

bereitgestellt werden in Form einer Zelle, die eine Nukleinsäure kodierend das Polypeptid 

umfasst und/oder exprimiert. Wenn eine Nukleinsäure umfassend eine Sequenz, die für das 

erfindungsgemäße Polypeptid oder eine Variante davon kodiert, verwendet wird, kann eine 

solche Nukleinsäure eine unmodifizierte Nukleinsäure sein. In einer bevorzugten 5 

Ausführungsform ist die Nukleinsäure eine Nukleinsäure, die als solche nicht in der Natur 

vorkommt und verglichen zu einer natürlichen Nukleinsäure wenigstens eine Modifizierung 

umfasst, zum Beispiel ein Isotop enthält oder eine chemische Modifizierung, zum Beispiel 

eine Methylierung, eine Sequenzmodifizierung, eine Markierung oder dergleichen, die den 

synthetischen Ursprung anzeigt. In einer bevorzugten Ausführungsform ist die Nukleinsäure 10 

eine rekombinante Nukleinsäure oder, in einer bevorzugteren Ausführungsform, Teil eines 

Vektors, in dem sie funktionell verbunden mit einem Promotor ist, der die Expression, 

bevorzugt Überexpression der Nukleinsäure gestattet. Der Fachmann ist mit einer Vielzahl 

von geeigneten Vektoren vertraut, die kommerziell erhältlich sind, zum Beispiel von Origene. 

Zum Beispiel kann ein Vektor kodierend für Fusionskonstrukte mit einem C-terminalen GFP 15 

verwendet werden. Der Vektor kann einen bakteriellen Replikationsursprung und einen 

Promotor zur Expression in eukaryontischen, bevorzugt Säugetierzellen aufweisen, 

beispielsweise einen SV40-Promotor oder Chicken beta-actin Promotor. Die Zelle kann eine 

eukaryotische oder prokaryotische Zelle sein, bevorzugt eine eukaryotische Zelle, wie 

beispielweise eine Hefezelle, und ist bevorzugter eine Säugetierzelle, noch bevorzugter eine 20 

menschliche Zelle wie eine HEK293-Zelle. Beispiele für eine Säugetierzelle umfassen 

HEK293, CHO oder COS-7-Zellen. Die Zelle umfassend die Nukleinsäure kodierend für das 

erfindungsgemäße Polypeptid kann eine rekombinante Zelle sein oder eine isolierte Zelle, 

wobei der Begriff “isoliert” bedeutet, dass die Zelle derart angereichert ist, dass in ihrer 

Umgebung im Vergleich zum Wildtyp der Zelle oder dessen Umgebung weniger Zellen 25 

anderer Differenzierung oder Spezies oder tatsächlich gar keine anderen solcher Zellen 

anwesend sind. Die Zelle oder der Vektor können zur Expression des Polypeptids verwendet 

werden, gefolgt von dessen Verwendung zu Herstellung einer Zusammensetzung oder eines 

Kits zur Diagnose einer Autoimmunkrankheit. Die Zelle kann lebende oder eine fixierte, nicht 

mehr stoffwechselaktive Zelle sein. Das Fixieren von Zellen ist durch Behandlung mit Aceton 30 

oder Formalin möglich, wie in Probst et al. beschrieben ist (Probst, C. Saschenbrecker, S., 

Stoecker, W., und Komorowski, L (2014) Anti-neuronal autoantibodies: Current diagnostic 

challenges, Multiple Sclerosis and Related Disorders 3, 303-320). 

 

Die erfindungsgemäße Lehre kann nicht nur für eine Diagnose aber auch zum Verhindern 35 

oder zum Behandeln einer Krankheit eingesetzt werden, genauer für ein Verfahren zum 
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Verhindern oder Behandeln einer Krankheit, umfassend die Schritte a) Verringern der 

Konzentration von Autoantikörpern, die gegen das erfindungsgemäße Polypeptid binden, im 

Blut eines Subjekts und/oder b) Verabreichen von einer oder mehr als einer 

immunsuppressiven pharmazeutischen Substanz, bevorzugt aus der Gruppe umfassend 

Rituximab, Prednisone, Methylprednisolon, Cyclophosphamid, Mycophenolatemofetil, 5 

intravenöse Immunoglobuline, FK506, Cyclosporin, Methotrexat, Clobetasolpropionat, 

Dapson, Tetracyclin, Nicotinamid, Colchicin und Azathioprin. 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung eine Verwendung 

eines Mittels oder Reagenz für die Detektion eines Antikörpers gegen Laminin beta-4 oder 10 

einer Nukleinsäure umfassend eine Sequenz kodierend Laminin beta-4 oder eine Variante 

davon oder eines Vektors umfassend diese Sequenz oder einer Zelle umfassend den Vektor 

oder diese Nukleinsäure zur Herstellung eines Kits für die Diagnose einer 

Autoimmunkrankheit bereit. 

 15 

In einer bevorzugten Ausführungsform kann jegliches Verfahren oder jegliche Verwendung 

gemäß der vorliegenden Erfindung für einen nicht-diagnostischen Zweck beabsichtigt sein, 

insbesondere Bestimmen der Anwesenheit eines Autoantikörpers gegen Laminin beta-4 für 

eine andere Verwendung als das Diagnostizieren eines Patienten. Zum Beispiel kann das 

Verfahren oder die Verwendung zum in vitro-Testbestimmen der Effizienz einer 20 

medizinischen Vorrichtung bestimmt sein, die dazu gestaltet ist, einen Autoantikörper aus 

dem Blut eines Patienten zu entfernen, wobei das Testen mit einer Flüssigkeit durchgeführt 

wird, die nicht Patientenblut ist. In einer bevorzugten Ausführungsform kann ein beliebiges 

Verfahren und eine beliebige Verwendung gemäß der vorliegenden Erfindung mit der 

Absicht verwendet werden, ein Autoantikörper-Profil zu generieren, bevorzugt zum 25 

Nachweisen einer Krankheit in einem Säugetier, bevorzugt einem Menschen. In einer 

bevorzugten Ausführungsform kann ein Verfahren oder eine Verwendung zum Nachweisen 

krankheits-assoziierter Marker in einer Probe aus Patienten verwendet werden, die unter 

einer Hautkrankheit leiden. 

 30 

In einer bevorzugten Ausführungsform ist das Verfahren gemäß der vorliegenden Erfindung 

ein Verfahren zum Kalibrieren eines diagnostischen Testsystems oder zum Bestätigen der 

Zuverlässigkeit und/oder ausreichenden Kapazität eines solchen Testsystems oder eines 

therapeutischen Systems zum Entfernen von Autoantikörpern aus dem Blut eines Patienten. 

Im Falle eines diagnostischen Testsystems, werden Autoantikörper nicht in der Probe eines 35 

Patienten nachgewiesen, der zu diagnostizieren ist, aber in einer künstlichen Lösung mit 
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bekannter Zusammensetzung, insbesondere mit einer definierten, bekannten Konzentration 

des Antikörpers oder eines rekombinanten Antikörpers von bekannter Konzentration, der 

gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet. Das diagnostische System kann jegliches 

System sein, das den Nachweis von Autoantikörpern in einer Probe gestattet, beispielsweise 

eine medizinische oder diagnostische Vorrichtung gemäß der vorliegenden Erfindung. 5 

 

Im Falle eines therapeutischen Systems, z.B. eines Apparates zur Apherese, kann das 

Verfahren verwendet werden, um ein solches System zu entwickeln und seine 

Zuverlässigkeit und/oder Effizienz und/oder Kapazität zu testen. Zum Beispiel kann nach 

einem Aphereselauf oder davor eine Lösung umfassend eine bekannte Konzentration eines 10 

Antikörpers der gegen das erfindungsgemäße Polypeptid bindet, mit dem System kontaktiert 

werden, und das Verfahren gemäß der vorliegenden Erfindung kann eingesetzt werden, um 

zu bestätigen, dass das System in der Lage ist, den Antikörper aus der Lösung zu entfernen. 

 

In einer bevorzugten Ausführungsform wird erfindungsgemäß ein Apparat zum Analysieren 15 

einer Probe von einem Patienten bereitgestellt, um einen oder mehr als einen Autoantikörper 

gegen Laminin beta-4 zu detektieren, wobei der oder die Autoantikörper eine erhöhte 

Wahrscheinlichkeit anzeigt, dass der Patient unter einer Autoimmunkrankheit leidet, wobei 

der Apparat folgendes umfasst: 

 20 

a. einen Träger, der ein Mittel zum Einfangen von wenigstens einem Autoantikörper in 

der Probe umfasst, wenn die Probe mit dem Träger kontaktiert wird, 

 

b. ein detektierbares Mittel, das in der Lage ist, an den eingefangenen Antikörper zu 

binden, wenn das detektierbare Mittel mit dem Träger kontaktiert wird, wobei das 25 

detektierbare Mittel bevorzugt ein markierter sekundärer Antikörper ist, der in der 

Lage ist, an den Antikörper zu binden, der auf dem Träger eingefangen ist, 

 

c. optional ein Mittel zum Entfernen einer Probe von dem Träger and zum Entfernen des 

detektierbaren Mittels, bevorzugt durch Waschen; 30 

 

d. eine Detektiervorrichtung zum Detektieren der Anwesenheit des detektierbaren 

Mittels und zum Umwandeln der Ergebnisse in ein elektrisches Signal, und 
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e. optional ein Mittel zum Empfangen des elektrischen Signals von der 

Detektiervorrichtung und Bestimmen, ob die Stärke des Signals eine erhöhte 

Wahrscheinlcihkeit einer Autoimmunkrankheit anzeigt, durch Vergleichen der Stärke 

des Signals mit der Stärke eines Hintergrundsignals oder mit einem eingegebenen 

Referenzwert, der mit proben von gesunden Personen erhalten wurde. 5 

 

Die vorliegende Anmeldung umfasst eine Reihe von Sequenzen neuer Nucleinsäuren oder 

Polypeptide: 

 

SEQ ID NO 1: Primer sense LAMB4:  10 

ATAGGTCTCACATGCAATTTCAACTGACCCTTTTTTTGCACCTTG 

 

SEQ ID NO 2: Primer asense LAMB4:  

ATAGGTCTCGTCGAGGCTATAGCACCTAGCATATTTTTTTTCTTG 

 15 

SEQ ID NO 3: Primer asense LAMB4-Stop: 

ATAGGTCTCCTCGAGCTAGCTATAGCACCTAGCATATTTTTTTTCTTG 

 

SEQ ID NO 4_pTriEx-1 (Standard-Vektor)  

GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCGGAGTTAATCCGGGACCTTTAATTCAACCC20 

AACACAATATATTATAGTTAAATAAGAATTATTATCAAATCATTTGTATATTAATTAAAATA

CTATACTGTAAATTACATTTTATTTACAATCAAAGGAGATATACCATGGCGATATCCCGG

GAGCTCGTGGATCCGAATTCTCAGATCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACGGTACCGGTT

CGAAGCTTGCGGCCGCACAGCTGTATACACGTGCAAGCCAGCCAGAACTCGCCCCGGA

AGACCCCGAGGATCTCGAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAAGTGATTAACCTCA25 

GGTGCAGGCTGCCTATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAA

TACCACTGAGATCGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCT

TGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAAT

TTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAAT

GAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGTAACTAGCATAACCCCTTGGG30 

GCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGCATGCGGAGGAAATTCTCCTTG

AAGTTTCCCTGGTGTTCAAAGTAAAGGAGTTTGCACCAGACGCACCTCTGTTCACTGGT

CCGGCGTATTAAAACACGATACATTGTTATTAGTACATTTATTAAGCGCTAGATTCTGTG

CGTTGTTGATTTACAGACAATTGTTGTACGTATTTTAATAATTCATTAAATTTATAATCTTT

AGGGTGGTATGTTAGAGCGAAAATCAAATGATTTTCAGCGTCTTTATATCTGAATTTAAAT35 

ATTAAATCCTCAATAGATTTGTAAAATAGGTTTCGATTAGTTTCAAACAAGGGTTGTTTTT
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CCGAACCGATGGCTGGACTATCTAATGGATTTTCGCTCAACGCCACAAAACTTGCCAAA

TCTTGTAGCAGCAATCTAGCTTTGTCGATATTCGTTTGTGTTTTGTTTTGTAATAAAGGTT

CGACGTCGTTCAAAATATTATGCGCTTTTGTATTTCTTTCATCACTGTCGTTAGTGTACAA

TTGACTCGACGTAAACACGTTAAATAGAGCTTGGACATATTTAACATCGGGCGTGTTAGC

TTTATTAGGCCGATTATCGTCGTCGTCCCAACCCTCGTCGTTAGAAGTTGCTTCCGAAG5 

ACGATTTTGCCATAGCCACACGACGCCTATTAATTGTGTCGGCTAACACGTCCGCGATC

AAATTTGTAGTTGAGCTTTTTGGAATTATTTCTGATTGCGGGCGTTTTTGGGCGGGTTTC

AATCTAACTGTGCCCGATTTTAATTCAGACAACACGTTAGAAAGCGATGGTGCAGGCGG

TGGTAACATTTCAGACGGCAAATCTACTAATGGCGGCGGTGGTGGAGCTGATGATAAAT

CTACCATCGGTGGAGGCGCAGGCGGGGCTGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGTGGT10 

GGCGGTGATGCAGACGGCGGTTTAGGCTCAAATGTCTCTTTAGGCAACACAGTCGGCA

CCTCAACTATTGTACTGGTTTCGGGCGCCGTTTTTGGTTTGACCGGTCTGAGACGAGTG

CGATTTTTTTCGTTTCTAATAGCTTCCAACAATTGTTGTCTGTCGTCTAAAGGTGCAGCG

GGTTGAGGTTCCGTCGGCATTGGTGGAGCGGGCGGCAATTCAGACATCGATGGTGGTG

GTGGTGGTGGAGGCGCTGGAATGTTAGGCACGGGAGAAGGTGGTGGCGGCGGTGCC15 

GCCGGTATAATTTGTTCTGGTTTAGTTTGTTCGCGCACGATTGTGGGCACCGGCGCAGG

CGCCGCTGGCTGCACAACGGAAGGTCGTCTGCTTCGAGGCAGCGCTTGGGGTGGTGG

CAATTCAATATTATAATTGGAATACAAATCGTAAAAATCTGCTATAAGCATTGTAATTTCG

CTATCGTTTACCGTGCCGATATTTAACAACCGCTCAATGTAAGCAATTGTATTGTAAAGA

GATTGTCTCAAGCTCGGAACGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAG20 

CTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAAC

ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGT

TTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG

TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCG

TGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCG25 

GGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGT

TCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA

TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGC

AGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTG

AAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCT30 

GAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCG

CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCT

CAAGAAGATCCTTTGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT

ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGG

GCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCC35 

AGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCA
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ACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG

CCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTC

GTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGAT

CCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGT

AAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTC5 

ATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAA

TAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGC

CACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCT

CAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA

TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT10 

GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTT

TCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGTCCGCGCGTTTCCTGCATCTT

TTAATCAAATCCCAAGATGTGTATAAACCACCAAACTGCCAAAAAATGAAAACTGTCGAC

AAGCTCTGTCCGTTTGCTGGCAACTGCAAGGGTCTCAATCCTATTTGTAATTATTGAATA

ATAAAACAATTATAAATGTCAAATTTGTTTTTTATTAACGATACAAACCAAACGCAACAAG15 

AACATTTGTAGTATTATCTATAATTGAAAACGCGTAGTTATAATCGCTGAGGTAATATTTA

AAATCATTTTCAAATGATTCACAGTTAATTTGCGACAATATAATTTTATTTTCACATAAACT

AGACGCCTTGTCGTCTTCTTCTTCGTATTCCTTCTCTTTTTCATTTTTCTCTTCATAAAAAT

TAACATAGTTATTATCGTATCCATATATGTATCTATCGTATAGAGTAAATTTTTTGTTGTCA

TAAATATATATGTCTTTTTTAATGGGGTGTATAGTACCGCTGCGCATAGTTTTTCTGTAAT20 

TTACAACAGTGCTATTTTCTGGTAGTTCTTCGGAGTGTGTTGCTTTAATTATTAAATTTAT

ATAATCAATGAATTTGGGATCGTCGGTTTTGTACAATATGTTGCCGGCATAGTACGCAGC

TTCTTCTAGTTCAATTACACCATTTTTTAGCAGCACCGGATTAACATAACTTTCCAAAATG

TTGTACGAACCGTTAAACAAAAACAGTTCACCTCCCTTTTCTATACTATTGTCTGCGAGC

AGTTGTTTGTTGTTAAAAATAACAGCCATTGTAATGAGACGCACAAACTAATATCACAAA25 

CTGGAAATGTCTATCAATATATAGTTGCTCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCA

TTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCT

GGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT

AACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCC

ACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGAC30 

GGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTG

GCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCATGGTCGAGGTGAGCCCCACG

TTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTT

TTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGC

GGGGCGGGGCGGGGCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCA35 

GCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGG
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CGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCG

CCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGC

GTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTTCGGGCTGTAATTAGCGC

TTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCG

GGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGGGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGC5 

CTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTC

TAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGGCAACGT

GCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAATTGGATCGGACCGAAATTAATAC

GACTCACTATA 

 10 

SEQ ID NO 5_pTriEx-1-LAMB4(IF1)[human] – kodiert für – Humanes Laminin beta-4 

ohne His-Tag 

GGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCG

CCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCC

TTCTCCTTCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCT15 

GCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGG

GGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCG

GCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTC

TTTTTCCTACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAA

GAATTGGATCGGACCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACA20 

ATTCCCCGGAGTTAATCCGGGACCTTTAATTCAACCCAACACAATATATTATAGTTAAATA

AGAATTATTATCAAATCATTTGTATATTAATTAAAATACTATACTGTAAATTACATTTTATTT

ACAATCAAAGGAGATATACCATGCAATTTCAACTGACCCTTTTTTTGCACCTTGGGTGGC

TCAGTTACTCAAAAGCTCAAGATGACTGCAACAGGGGTGCCTGTCATCCCACCACTGGT

GATCTCCTGGTGGGCAGGAACACGCAGCTTATGGCTTCTTCTACCTGTGGGCTGAGCA25 

GAGCCCAGAAATACTGCATCCTCAGTTACCTGGAGGGGGAACAAAAATGCTTCATCTGT

GACTCTAGATTTCCATATGATCCGTATGACCAACCCAACAGCCACACCATTGAGAATGTC

ATTGTAAGTTTTGAACCAGACAGAGAAAAGAAATGGTGGCAATCTGAAAATGGTCTTGAT

CATGTCAGCATCAGACTGGACTTAGAGGCATTATTTCGGTTCAGCCACCTTATCCTGAC

CTTTAAGACTTTTCGGCCTGCTGCAATGTTAGTTGAACGTTCCACAGACTATGGACACAA30 

CTGGAAAGTGTTCAAATATTTTGCAAAAGACTGTGCCACTTCCTTTCCTAACATCACATC

TGGCCAGGCCCAGGGAGTGGGAGACATTGTTTGTGACTCCAAATACTCGGATATTGAAC

CCTCAACAGGTGGAGAGGTTGTTTTAAAAGTTTTGGATCCCAGTTTTGAAATTGAAAACC

CTTATAGCCCCTACATCCAAGACCTTGTGACATTGACAAACCTGAGGATAAACTTTACCA

AGCTCCACACCCTTGGGGATGCTTTGCTTGGAAGGAGGCAAAATGATTCCCTTGATAAA35 

TACTACTATGCTCTGTACGAGATGATTGTTCGGGGAAGCTGCTTTTGCAATGGCCATGC
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TAGCGAATGTCGCCCTATGCAGAAGATGCGGGGAGATGTTTTCAGCCCTCCTGGAATG

GTTCACGGTCAGTGTGTGTGTCAGCACAATACAGATGGTCCGAACTGTGAGAGATGCAA

GGACTTCTTCCAGGATGCTCCTTGGAGGCCAGCTGCAGACCTCCAGGACAACGCTTGC

AGATCGTGCAGCTGTAACAGCCACTCCAGCCGCTGTCACTTTGACATGACTACGTACCT

GGCAAGCGGTGGCCTCAGCGGGGGCGTGTGTGAAGACTGCCAGCACAACACTGAGGG5 

GCAGCACTGCGACCGCTGCAGACCCCTCTTCTACAGGGACCCGCTCAAGACCATCTCA

GATCCCTACGCGTGCATTCCTTGTGAATGTGACCCCGATGGGACCATATCTGGTGGCAT

TTGTGTGAGCCACTCTGATCCTGCCTTAGGGTCTGTGGCTGGCCAGTGCCTTTGTAAAG

AGAACGTGGAAGGAGCCAAATGCGACCAGTGCAAACCCAACCACTATGGACTAAGCGC

CACCGACCCCCTGGGCTGCCAGCCCTGCGACTGTAACCCCCTTGGGAGTCTGCCATTC10 

TTGACCTGTGATGTGGATACAGGCCAATGCTTGTGCCTGTCATATGTCACCGGAGCACA

CTGCGAAGAATGCACTGTTGGATACTGGGGCCTGGGAAATCATCTCCATGGGTGTTCTC

CCTGTGACTGTGATATTGGAGGTGCTTATTCTAACGTGTGCTCACCCAAGAATGGGCAG

TGTGAATGCCGCCCACATGTCACTGGCCGTAGCTGCTCTGAACCAGCCCCTGGCTACT

TCTTTGCTCCTTTGAATTTCTATCTCTACGAGGCAGAGGAAGCCACAACACTCCAAGGA15 

CTGGCGCCTTTGGGCTCGGAGACGTTTGGCCAGAGTCCTGCTGTTCACGTTGTTTTAG

GAGAGCCAGTTCCTGGGAACCCTGTTACATGGACTGGACCTGGATTTGCCAGGGTTCT

CCCTGGGGCTGGCTTGAGATTTGCTGTCAACAACATTCCCTTTCCTGTGGACTTCACCA

TTGCCATTCACTATGAAACCCAGTCTGCAGCTGACTGGACTGTCCAGATTGTGGTGAAC

CCCCCTGGAGGGAGTGAGCACTGCATACCCAAGACTCTACAGTCAAAGCCTCAGTCTTT20 

TGCCTTACCAGCGGCTACGAGAATCATGCTGCTTCCCACACCCATCTGTTTAGAACCAG

ATGTACAATATTCCATAGATGTCTATTTTTCTCAGCCTTTGCAAGGAGAGTCCCACGCTC

ATTCACATGTCCTGGTGGACTCTCTTGGCCTTATTCCCCAAATCAATTCATTGGAGAATT

TCTGCAGCAAGCAGGACTTAGATGAGTATCAGCTTCACAACTGTGTTGAAATTGCCTCA

GCAATGGGACCTCAAGTGCTCCCGGGTGCCTGTGAAAGGCTGATCATCAGCATGTCTG25 

CCAAGCTGCATGATGGGGCTGTGGCCTGCAAGTGTCACCCCCAGGGCTCAGTCGGATC

CAGCTGCAGCCGACTTGGAGGCCAGTGCCAGTGTAAACCTCTTGTGGTCGGGCGCTGC

TGTGACAGGTGCTCAACTGGAAGCTATGATTTGGGGCATCACGGCTGTCACCCATGTCA

CTGCCATCCTCAAGGATCAAAGGACACTGTATGTGACCAAGTAACAGGACAGTGCCCCT

GCCATGGAGAGGTGTCTGGCCGCCGCTGTGATCGCTGCCTGGCAGGCTACTTTGGATT30 

TCCCAGCTGCCACCCTTGCCCTTGTAATAGGTTTGCTGAACTTTGTGATCCTGAGACAG

GGTCATGCTTCAATTGTGGAGGCTTTACAACTGGCAGAAACTGTGAAAGGTGTATTGAT

GGTTACTATGGAAATCCTTCTTCAGGACAGCCCTGTCGTCCTTGCCTGTGTCCAGATGA

TCCCTCAAGCAATCAGTATTTTGCCCATTCCTGTTATCAGAATCTGTGGAGCTCAGATGT

AATCTGCAATTGTCTTCAAGGTTATACGGGTACTCAGTGTGGAGAATGCTCTACTGGTTT35 

CTATGGAAATCCAAGAATTTCAGGAGCACCTTGCCAACCATGTGCCTGCAACAACAACA
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TAGATGTAACCGATCCAGAGTCCTGCAGCCGGGTAACAGGGGAGTGCCTTCGATGTTT

GCACAACACTCAGGGCGCAAACTGCCAGCTCTGCAAACCAGGTCACTATGGATCAGCC

CTCAATCAGACCTGCAGAAGATGCTCCTGCCATGCTTCCGGCGTGAGTCCCATGGAGT

GTCCCCCTGGTGGGGGAGCTTGCCTCTGTGACCCTGTCACTGGTGCATGTCCTTGTCT

GCCGAATGTCACAGGCCTGGCCTGTGACCGTTGTGCTGATGGATACTGGAATCTGGTC5 

CCTGGCAGAGGATGTCAGTCATGTGACTGTGACCCTAGGACCTCTCAAAGTAGCCACT

GTGACCAGCTTACAGGCCAGTGTCCGTGTAAATTAGGTTACGGCGGGAAACGTTGCAG

TGAGTGCCAGGAAAATTATTATGGTGATCCACCTGGGCGATGCATTCCATGTGATTGTA

ACAGGGCAGGTACCCAGAAGCCCATCTGTGATCCAGACACAGGCATGTGCCGCTGCCG

GGAGGGTGTCAGCGGCCAGAGATGTGATCGCTGTGCCCGGGGACACAGCCAGGAATT10 

CCCTACTTGTCTTCAATGTCACTTGTGCTTTGATCAGTGGGACCACACCATTTCTTCCCT

CTCCAAAGCGGTGCAAGGGTTAATGAGACTGGCTGCTAACATGGAAGATAAAAGAGAG

ACCCTGCCTGTCTGTGAGGCAGACTTCAAAGACCTCAGAGGGAACGTGTCTGAAATAGA

AAGGATTTTGAAACATCCTGTTTTCCCATCTGGGAAATTCTTAAAAGTCAAGGATTATCAT

GACTCTGTTAGAAGACAAATCATGCAGCTAAATGAACAACTGAAAGCAGTGTATGAATTT15 

CAAGATCTGAAAGATACAATAGAAAGAGCAAAGAATGAAGCAGACCTCTTACTTGAAGA

CCTTCAGGAAGAAATTGATTTGCAATCCAGTGTCCTTAATGCAAGCATTGCGGACTCCTC

AGAAAACATCAAGAAATATTATCACATATCATCATCTGCTGAAAAGAAAATTAATGAAACT

AGTTCCACCATTAATACCTCTGCAAATACAAGGAATGACTTACTTACCATCTTAGATACA

CTAACCTCAAAAGGAAACTTGTCATTGGAAAGATTAAAGCAGATTAAGATACCAGATATC20 

CAAATATTGAATGAAAAGGTGTGCGGAGATCCAGGAAATGTGCCATGTGTGCCCTTGCC

CTGTGGCGGTGCTCTCTGCACGGGCCGGAAGGGGCACAGGAAGTGTAGGGGTCCCGG

CTGTCACGGCTCCCTGACCCTCTCAACGAATGCCCTCCAAAAAGCCCAGGAAGCAAAAT

CCATTATTCGTAATTTGGACAAACAGGTTCGTGGGTTGAAAAATCAGATCGAAAGTATAA

GTGAACAGGCAGAAGTCTCCAAAAACAATGCCTTACAGCTGAGGGAAAAACTGGGAAAT25 

ATAAGAAACCAAAGTGACTCTGAAGAAGAAAACATCAATCTTTTCATCAAAAAAGTGAAA

AACTTTTTGTTAGAGGAAAACGTGCCTCCAGAAGACATCGAGAAGGTTGCGAATGGTGT

GCTTGACATTCACCTACCAATTCCATCCCAAAATCTAACCGATGAACTTGTCAAAATACA

GAAACATATGCAACTCTGTGAGGATTACAGGACAGATGAAAACAGGTTAAATGAAGAAG

CAGATGGAGCCCAAAAGCTTTTGGTGAAGGCCAAAGCAGCTGAGAAAGCAGCAAATATT30 

CTATTAAATCTTGACAAAACATTGAACCAGTTACAACAAGCTCAAATCACTCAAGGACGG

GCAAACTCTACCATTACACAGCTGACTGCCAATATAACAAAAATAAAAAAGAATGTGCTG

CAGGCTGAAAATCAAACCAGGGAAATGAAGAGTGAGCTGGAGTTAGCAAAGCAGCGAT

CAGGGCTGGAGGATGGACTTTCCCTGCTGCAGACCAAGTTGCAAAGGCATCAAGACCA

CGCTGTCAATGCGAAAGTTCAGGCTGAATCTGCCCAACACCAGGCTGGGAGTCTTGAG35 

AAGGAATTTGTTGAGCTGAAAAAACAATATGCTATTCTCCAACGTAAGACAAGCACTACA
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GGACTAACAAAGGAGACATTAGGAAAAGTTAAACAGCTAAAAGATGCGGCAGAAAAATT

GGCTGGAGATACAGAGGCCAAGATAAGAAGAATAACAGATTTAGAAAGGAAAATCCAAG

ATTTGAATCTAAGTAGACAAGCAAAAGCTGATCAACTGAGAATATTGGAAGATCAAGTTG

TTGCCATTAAAAATGAAATTGTTGAACAAGAAAAAAAATATGCTAGGTGCTATAGCCTCG

AGCACCACCATCACCATCACCATCACTAAGTGATTAACCTCAGGTGCAGGCTGCCTATC5 

AGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCGATC

TTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTG

GCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACT

CGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGA

GTTTGGCAACATATGCCCATATGTAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTC10 

TTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGCATGCGGAGGAAATTCTCCTTGAAGTTTCCCTGGTGT

TCAAAGTAAAGGAGTTTGCACCAGACGCACCTCTGTTCACTGGTCCGGCGTATTAAAAC

ACGATACATTGTTATTAGTACATTTATTAAGCGCTAGATTCTGTGCGTTGTTGATTTACAG

ACAATTGTTGTACGTATTTTAATAATTCATTAAATTTATAATCTTTAGGGTGGTATGTTAGA

GCGAAAATCAAATGATTTTCAGCGTCTTTATATCTGAATTTAAATATTAAATCCTCAATAG15 

ATTTGTAAAATAGGTTTCGATTAGTTTCAAACAAGGGTTGTTTTTCCGAACCGATGGCTG

GACTATCTAATGGATTTTCGCTCAACGCCACAAAACTTGCCAAATCTTGTAGCAGCAATC

TAGCTTTGTCGATATTCGTTTGTGTTTTGTTTTGTAATAAAGGTTCGACGTCGTTCAAAAT

ATTATGCGCTTTTGTATTTCTTTCATCACTGTCGTTAGTGTACAATTGACTCGACGTAAAC

ACGTTAAATAGAGCTTGGACATATTTAACATCGGGCGTGTTAGCTTTATTAGGCCGATTA20 

TCGTCGTCGTCCCAACCCTCGTCGTTAGAAGTTGCTTCCGAAGACGATTTTGCCATAGC

CACACGACGCCTATTAATTGTGTCGGCTAACACGTCCGCGATCAAATTTGTAGTTGAGC

TTTTTGGAATTATTTCTGATTGCGGGCGTTTTTGGGCGGGTTTCAATCTAACTGTGCCCG

ATTTTAATTCAGACAACACGTTAGAAAGCGATGGTGCAGGCGGTGGTAACATTTCAGAC

GGCAAATCTACTAATGGCGGCGGTGGTGGAGCTGATGATAAATCTACCATCGGTGGAG25 

GCGCAGGCGGGGCTGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGTGGTGGCGGTGATGCAGA

CGGCGGTTTAGGCTCAAATGTCTCTTTAGGCAACACAGTCGGCACCTCAACTATTGTAC

TGGTTTCGGGCGCCGTTTTTGGTTTGACCGGTCTGAGACGAGTGCGATTTTTTTCGTTT

CTAATAGCTTCCAACAATTGTTGTCTGTCGTCTAAAGGTGCAGCGGGTTGAGGTTCCGT

CGGCATTGGTGGAGCGGGCGGCAATTCAGACATCGATGGTGGTGGTGGTGGTGGAGG30 

CGCTGGAATGTTAGGCACGGGAGAAGGTGGTGGCGGCGGTGCCGCCGGTATAATTTG

TTCTGGTTTAGTTTGTTCGCGCACGATTGTGGGCACCGGCGCAGGCGCCGCTGGCTGC

ACAACGGAAGGTCGTCTGCTTCGAGGCAGCGCTTGGGGTGGTGGCAATTCAATATTATA

ATTGGAATACAAATCGTAAAAATCTGCTATAAGCATTGTAATTTCGCTATCGTTTACCGTG

CCGATATTTAACAACCGCTCAATGTAAGCAATTGTATTGTAAAGAGATTGTCTCAAGCTC35 

GGAACGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCG
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GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGG

CCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC

CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGA

CAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT

CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC5 

TTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG

GGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC

GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAA

CAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCT

AACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTAC10 

CTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT

GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCT

TTGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC

CATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTG

GCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGC15 

AATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCC

TCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGT

TTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTAT

GGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGT

GCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCA20 

GTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTA

AGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCG

GCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA

ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTA

CCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATC25 

TTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAA

AGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATT

GAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGTCCGCGCGTTTCCTGCATCTTTTAATCAAAT

CCCAAGATGTGTATAAACCACCAAACTGCCAAAAAATGAAAACTGTCGACAAGCTCTGT

CCGTTTGCTGGCAACTGCAAGGGTCTCAATCCTATTTGTAATTATTGAATAATAAAACAA30 

TTATAAATGTCAAATTTGTTTTTTATTAACGATACAAACCAAACGCAACAAGAACATTTGT

AGTATTATCTATAATTGAAAACGCGTAGTTATAATCGCTGAGGTAATATTTAAAATCATTT

TCAAATGATTCACAGTTAATTTGCGACAATATAATTTTATTTTCACATAAACTAGACGCCT

TGTCGTCTTCTTCTTCGTATTCCTTCTCTTTTTCATTTTTCTCTTCATAAAAATTAACATAG

TTATTATCGTATCCATATATGTATCTATCGTATAGAGTAAATTTTTTGTTGTCATAAATATA35 

TATGTCTTTTTTAATGGGGTGTATAGTACCGCTGCGCATAGTTTTTCTGTAATTTACAACA
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GTGCTATTTTCTGGTAGTTCTTCGGAGTGTGTTGCTTTAATTATTAAATTTATATAATCAAT

GAATTTGGGATCGTCGGTTTTGTACAATATGTTGCCGGCATAGTACGCAGCTTCTTCTAG

TTCAATTACACCATTTTTTAGCAGCACCGGATTAACATAACTTTCCAAAATGTTGTACGAA

CCGTTAAACAAAAACAGTTCACCTCCCTTTTCTATACTATTGTCTGCGAGCAGTTGTTTG

TTGTTAAAAATAACAGCCATTGTAATGAGACGCACAAACTAATATCACAAACTGGAAATG5 

TCTATCAATATATAGTTGCTCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCAT

AGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACC

GCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAA

TAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCA

GTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATG10 

GCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACA

TCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTT

CACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTA

TTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGG

GGCGGGGCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCA15 

GAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTA

TAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCG 

 

SEQ ID NO 6_pTriEx-1-LAMB4(IF1)[human](dHis) – kodiert für – Humanes Laminin 

beta-4 mit His-Tag 20 

GGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCG

CCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCC

TTCTCCTTCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCT

GCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGG

GGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCG25 

GCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTC

TTTTTCCTACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAA

GAATTGGATCGGACCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACA

ATTCCCCGGAGTTAATCCGGGACCTTTAATTCAACCCAACACAATATATTATAGTTAAATA

AGAATTATTATCAAATCATTTGTATATTAATTAAAATACTATACTGTAAATTACATTTTATTT30 

ACAATCAAAGGAGATATACCATGCAATTTCAACTGACCCTTTTTTTGCACCTTGGGTGGC

TCAGTTACTCAAAAGCTCAAGATGACTGCAACAGGGGTGCCTGTCATCCCACCACTGGT

GATCTCCTGGTGGGCAGGAACACGCAGCTTATGGCTTCTTCTACCTGTGGGCTGAGCA

GAGCCCAGAAATACTGCATCCTCAGTTACCTGGAGGGGGAACAAAAATGCTTCATCTGT

GACTCTAGATTTCCATATGATCCGTATGACCAACCCAACAGCCACACCATTGAGAATGTC35 

ATTGTAAGTTTTGAACCAGACAGAGAAAAGAAATGGTGGCAATCTGAAAATGGTCTTGAT
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CATGTCAGCATCAGACTGGACTTAGAGGCATTATTTCGGTTCAGCCACCTTATCCTGAC

CTTTAAGACTTTTCGGCCTGCTGCAATGTTAGTTGAACGTTCCACAGACTATGGACACAA

CTGGAAAGTGTTCAAATATTTTGCAAAAGACTGTGCCACTTCCTTTCCTAACATCACATC

TGGCCAGGCCCAGGGAGTGGGAGACATTGTTTGTGACTCCAAATACTCGGATATTGAAC

CCTCAACAGGTGGAGAGGTTGTTTTAAAAGTTTTGGATCCCAGTTTTGAAATTGAAAACC5 

CTTATAGCCCCTACATCCAAGACCTTGTGACATTGACAAACCTGAGGATAAACTTTACCA

AGCTCCACACCCTTGGGGATGCTTTGCTTGGAAGGAGGCAAAATGATTCCCTTGATAAA

TACTACTATGCTCTGTACGAGATGATTGTTCGGGGAAGCTGCTTTTGCAATGGCCATGC

TAGCGAATGTCGCCCTATGCAGAAGATGCGGGGAGATGTTTTCAGCCCTCCTGGAATG

GTTCACGGTCAGTGTGTGTGTCAGCACAATACAGATGGTCCGAACTGTGAGAGATGCAA10 

GGACTTCTTCCAGGATGCTCCTTGGAGGCCAGCTGCAGACCTCCAGGACAACGCTTGC

AGATCGTGCAGCTGTAACAGCCACTCCAGCCGCTGTCACTTTGACATGACTACGTACCT

GGCAAGCGGTGGCCTCAGCGGGGGCGTGTGTGAAGACTGCCAGCACAACACTGAGGG

GCAGCACTGCGACCGCTGCAGACCCCTCTTCTACAGGGACCCGCTCAAGACCATCTCA

GATCCCTACGCGTGCATTCCTTGTGAATGTGACCCCGATGGGACCATATCTGGTGGCAT15 

TTGTGTGAGCCACTCTGATCCTGCCTTAGGGTCTGTGGCTGGCCAGTGCCTTTGTAAAG

AGAACGTGGAAGGAGCCAAATGCGACCAGTGCAAACCCAACCACTATGGACTAAGCGC

CACCGACCCCCTGGGCTGCCAGCCCTGCGACTGTAACCCCCTTGGGAGTCTGCCATTC

TTGACCTGTGATGTGGATACAGGCCAATGCTTGTGCCTGTCATATGTCACCGGAGCACA

CTGCGAAGAATGCACTGTTGGATACTGGGGCCTGGGAAATCATCTCCATGGGTGTTCTC20 

CCTGTGACTGTGATATTGGAGGTGCTTATTCTAACGTGTGCTCACCCAAGAATGGGCAG

TGTGAATGCCGCCCACATGTCACTGGCCGTAGCTGCTCTGAACCAGCCCCTGGCTACT

TCTTTGCTCCTTTGAATTTCTATCTCTACGAGGCAGAGGAAGCCACAACACTCCAAGGA

CTGGCGCCTTTGGGCTCGGAGACGTTTGGCCAGAGTCCTGCTGTTCACGTTGTTTTAG

GAGAGCCAGTTCCTGGGAACCCTGTTACATGGACTGGACCTGGATTTGCCAGGGTTCT25 

CCCTGGGGCTGGCTTGAGATTTGCTGTCAACAACATTCCCTTTCCTGTGGACTTCACCA

TTGCCATTCACTATGAAACCCAGTCTGCAGCTGACTGGACTGTCCAGATTGTGGTGAAC

CCCCCTGGAGGGAGTGAGCACTGCATACCCAAGACTCTACAGTCAAAGCCTCAGTCTTT

TGCCTTACCAGCGGCTACGAGAATCATGCTGCTTCCCACACCCATCTGTTTAGAACCAG

ATGTACAATATTCCATAGATGTCTATTTTTCTCAGCCTTTGCAAGGAGAGTCCCACGCTC30 

ATTCACATGTCCTGGTGGACTCTCTTGGCCTTATTCCCCAAATCAATTCATTGGAGAATT

TCTGCAGCAAGCAGGACTTAGATGAGTATCAGCTTCACAACTGTGTTGAAATTGCCTCA

GCAATGGGACCTCAAGTGCTCCCGGGTGCCTGTGAAAGGCTGATCATCAGCATGTCTG

CCAAGCTGCATGATGGGGCTGTGGCCTGCAAGTGTCACCCCCAGGGCTCAGTCGGATC

CAGCTGCAGCCGACTTGGAGGCCAGTGCCAGTGTAAACCTCTTGTGGTCGGGCGCTGC35 

TGTGACAGGTGCTCAACTGGAAGCTATGATTTGGGGCATCACGGCTGTCACCCATGTCA
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CTGCCATCCTCAAGGATCAAAGGACACTGTATGTGACCAAGTAACAGGACAGTGCCCCT

GCCATGGAGAGGTGTCTGGCCGCCGCTGTGATCGCTGCCTGGCAGGCTACTTTGGATT

TCCCAGCTGCCACCCTTGCCCTTGTAATAGGTTTGCTGAACTTTGTGATCCTGAGACAG

GGTCATGCTTCAATTGTGGAGGCTTTACAACTGGCAGAAACTGTGAAAGGTGTATTGAT

GGTTACTATGGAAATCCTTCTTCAGGACAGCCCTGTCGTCCTTGCCTGTGTCCAGATGA5 

TCCCTCAAGCAATCAGTATTTTGCCCATTCCTGTTATCAGAATCTGTGGAGCTCAGATGT

AATCTGCAATTGTCTTCAAGGTTATACGGGTACTCAGTGTGGAGAATGCTCTACTGGTTT

CTATGGAAATCCAAGAATTTCAGGAGCACCTTGCCAACCATGTGCCTGCAACAACAACA

TAGATGTAACCGATCCAGAGTCCTGCAGCCGGGTAACAGGGGAGTGCCTTCGATGTTT

GCACAACACTCAGGGCGCAAACTGCCAGCTCTGCAAACCAGGTCACTATGGATCAGCC10 

CTCAATCAGACCTGCAGAAGATGCTCCTGCCATGCTTCCGGCGTGAGTCCCATGGAGT

GTCCCCCTGGTGGGGGAGCTTGCCTCTGTGACCCTGTCACTGGTGCATGTCCTTGTCT

GCCGAATGTCACAGGCCTGGCCTGTGACCGTTGTGCTGATGGATACTGGAATCTGGTC

CCTGGCAGAGGATGTCAGTCATGTGACTGTGACCCTAGGACCTCTCAAAGTAGCCACT

GTGACCAGCTTACAGGCCAGTGTCCGTGTAAATTAGGTTACGGCGGGAAACGTTGCAG15 

TGAGTGCCAGGAAAATTATTATGGTGATCCACCTGGGCGATGCATTCCATGTGATTGTA

ACAGGGCAGGTACCCAGAAGCCCATCTGTGATCCAGACACAGGCATGTGCCGCTGCCG

GGAGGGTGTCAGCGGCCAGAGATGTGATCGCTGTGCCCGGGGACACAGCCAGGAATT

CCCTACTTGTCTTCAATGTCACTTGTGCTTTGATCAGTGGGACCACACCATTTCTTCCCT

CTCCAAAGCGGTGCAAGGGTTAATGAGACTGGCTGCTAACATGGAAGATAAAAGAGAG20 

ACCCTGCCTGTCTGTGAGGCAGACTTCAAAGACCTCAGAGGGAACGTGTCTGAAATAGA

AAGGATTTTGAAACATCCTGTTTTCCCATCTGGGAAATTCTTAAAAGTCAAGGATTATCAT

GACTCTGTTAGAAGACAAATCATGCAGCTAAATGAACAACTGAAAGCAGTGTATGAATTT

CAAGATCTGAAAGATACAATAGAAAGAGCAAAGAATGAAGCAGACCTCTTACTTGAAGA

CCTTCAGGAAGAAATTGATTTGCAATCCAGTGTCCTTAATGCAAGCATTGCGGACTCCTC25 

AGAAAACATCAAGAAATATTATCACATATCATCATCTGCTGAAAAGAAAATTAATGAAACT

AGTTCCACCATTAATACCTCTGCAAATACAAGGAATGACTTACTTACCATCTTAGATACA

CTAACCTCAAAAGGAAACTTGTCATTGGAAAGATTAAAGCAGATTAAGATACCAGATATC

CAAATATTGAATGAAAAGGTGTGCGGAGATCCAGGAAATGTGCCATGTGTGCCCTTGCC

CTGTGGCGGTGCTCTCTGCACGGGCCGGAAGGGGCACAGGAAGTGTAGGGGTCCCGG30 

CTGTCACGGCTCCCTGACCCTCTCAACGAATGCCCTCCAAAAAGCCCAGGAAGCAAAAT

CCATTATTCGTAATTTGGACAAACAGGTTCGTGGGTTGAAAAATCAGATCGAAAGTATAA

GTGAACAGGCAGAAGTCTCCAAAAACAATGCCTTACAGCTGAGGGAAAAACTGGGAAAT

ATAAGAAACCAAAGTGACTCTGAAGAAGAAAACATCAATCTTTTCATCAAAAAAGTGAAA

AACTTTTTGTTAGAGGAAAACGTGCCTCCAGAAGACATCGAGAAGGTTGCGAATGGTGT35 

GCTTGACATTCACCTACCAATTCCATCCCAAAATCTAACCGATGAACTTGTCAAAATACA
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GAAACATATGCAACTCTGTGAGGATTACAGGACAGATGAAAACAGGTTAAATGAAGAAG

CAGATGGAGCCCAAAAGCTTTTGGTGAAGGCCAAAGCAGCTGAGAAAGCAGCAAATATT

CTATTAAATCTTGACAAAACATTGAACCAGTTACAACAAGCTCAAATCACTCAAGGACGG

GCAAACTCTACCATTACACAGCTGACTGCCAATATAACAAAAATAAAAAAGAATGTGCTG

CAGGCTGAAAATCAAACCAGGGAAATGAAGAGTGAGCTGGAGTTAGCAAAGCAGCGAT5 

CAGGGCTGGAGGATGGACTTTCCCTGCTGCAGACCAAGTTGCAAAGGCATCAAGACCA

CGCTGTCAATGCGAAAGTTCAGGCTGAATCTGCCCAACACCAGGCTGGGAGTCTTGAG

AAGGAATTTGTTGAGCTGAAAAAACAATATGCTATTCTCCAACGTAAGACAAGCACTACA

GGACTAACAAAGGAGACATTAGGAAAAGTTAAACAGCTAAAAGATGCGGCAGAAAAATT

GGCTGGAGATACAGAGGCCAAGATAAGAAGAATAACAGATTTAGAAAGGAAAATCCAAG10 

ATTTGAATCTAAGTAGACAAGCAAAAGCTGATCAACTGAGAATATTGGAAGATCAAGTTG

TTGCCATTAAAAATGAAATTGTTGAACAAGAAAAAAAATATGCTAGGTGCTATAGCTAGC

TCGAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAAGTGATTAACCTCAGGTGCAGGCTGCCT

ATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCG

ATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTT15 

CTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTC

ACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTA

GAGTTTGGCAACATATGCCCATATGTAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGG

TCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGCATGCGGAGGAAATTCTCCTTGAAGTTTCCCTGGT

GTTCAAAGTAAAGGAGTTTGCACCAGACGCACCTCTGTTCACTGGTCCGGCGTATTAAA20 

ACACGATACATTGTTATTAGTACATTTATTAAGCGCTAGATTCTGTGCGTTGTTGATTTAC

AGACAATTGTTGTACGTATTTTAATAATTCATTAAATTTATAATCTTTAGGGTGGTATGTTA

GAGCGAAAATCAAATGATTTTCAGCGTCTTTATATCTGAATTTAAATATTAAATCCTCAAT

AGATTTGTAAAATAGGTTTCGATTAGTTTCAAACAAGGGTTGTTTTTCCGAACCGATGGC

TGGACTATCTAATGGATTTTCGCTCAACGCCACAAAACTTGCCAAATCTTGTAGCAGCAA25 

TCTAGCTTTGTCGATATTCGTTTGTGTTTTGTTTTGTAATAAAGGTTCGACGTCGTTCAAA

ATATTATGCGCTTTTGTATTTCTTTCATCACTGTCGTTAGTGTACAATTGACTCGACGTAA

ACACGTTAAATAGAGCTTGGACATATTTAACATCGGGCGTGTTAGCTTTATTAGGCCGAT

TATCGTCGTCGTCCCAACCCTCGTCGTTAGAAGTTGCTTCCGAAGACGATTTTGCCATA

GCCACACGACGCCTATTAATTGTGTCGGCTAACACGTCCGCGATCAAATTTGTAGTTGA30 

GCTTTTTGGAATTATTTCTGATTGCGGGCGTTTTTGGGCGGGTTTCAATCTAACTGTGCC

CGATTTTAATTCAGACAACACGTTAGAAAGCGATGGTGCAGGCGGTGGTAACATTTCAG

ACGGCAAATCTACTAATGGCGGCGGTGGTGGAGCTGATGATAAATCTACCATCGGTGG

AGGCGCAGGCGGGGCTGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGTGGTGGCGGTGATGCA

GACGGCGGTTTAGGCTCAAATGTCTCTTTAGGCAACACAGTCGGCACCTCAACTATTGT35 

ACTGGTTTCGGGCGCCGTTTTTGGTTTGACCGGTCTGAGACGAGTGCGATTTTTTTCGT
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TTCTAATAGCTTCCAACAATTGTTGTCTGTCGTCTAAAGGTGCAGCGGGTTGAGGTTCC

GTCGGCATTGGTGGAGCGGGCGGCAATTCAGACATCGATGGTGGTGGTGGTGGTGGA

GGCGCTGGAATGTTAGGCACGGGAGAAGGTGGTGGCGGCGGTGCCGCCGGTATAATT

TGTTCTGGTTTAGTTTGTTCGCGCACGATTGTGGGCACCGGCGCAGGCGCCGCTGGCT

GCACAACGGAAGGTCGTCTGCTTCGAGGCAGCGCTTGGGGTGGTGGCAATTCAATATT5 

ATAATTGGAATACAAATCGTAAAAATCTGCTATAAGCATTGTAATTTCGCTATCGTTTACC

GTGCCGATATTTAACAACCGCTCAATGTAAGCAATTGTATTGTAAAGAGATTGTCTCAAG

CTCGGAACGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG

GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAA

AAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG10 

GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAAC

CCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTC

CTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT

GGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA

AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAA15 

CTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTG

GTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTG

GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG

TTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGC

GGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA20 

TCCTTTGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTT

CATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCA

TCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT

CAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATC

CGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTA25 

ATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTT

GGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCAT

GTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG

CCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCAT

CCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTA30 

TGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAG

CAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGA

TCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCA

GCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGC

AAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATA35 

TTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGTCCGCGCGTTTCCTGCATCTTTTAATC
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AAATCCCAAGATGTGTATAAACCACCAAACTGCCAAAAAATGAAAACTGTCGACAAGCTC

TGTCCGTTTGCTGGCAACTGCAAGGGTCTCAATCCTATTTGTAATTATTGAATAATAAAA

CAATTATAAATGTCAAATTTGTTTTTTATTAACGATACAAACCAAACGCAACAAGAACATT

TGTAGTATTATCTATAATTGAAAACGCGTAGTTATAATCGCTGAGGTAATATTTAAAATCA

TTTTCAAATGATTCACAGTTAATTTGCGACAATATAATTTTATTTTCACATAAACTAGACGC5 

CTTGTCGTCTTCTTCTTCGTATTCCTTCTCTTTTTCATTTTTCTCTTCATAAAAATTAACAT

AGTTATTATCGTATCCATATATGTATCTATCGTATAGAGTAAATTTTTTGTTGTCATAAATA

TATATGTCTTTTTTAATGGGGTGTATAGTACCGCTGCGCATAGTTTTTCTGTAATTTACAA

CAGTGCTATTTTCTGGTAGTTCTTCGGAGTGTGTTGCTTTAATTATTAAATTTATATAATC

AATGAATTTGGGATCGTCGGTTTTGTACAATATGTTGCCGGCATAGTACGCAGCTTCTTC10 

TAGTTCAATTACACCATTTTTTAGCAGCACCGGATTAACATAACTTTCCAAAATGTTGTAC

GAACCGTTAAACAAAAACAGTTCACCTCCCTTTTCTATACTATTGTCTGCGAGCAGTTGT

TTGTTGTTAAAAATAACAGCCATTGTAATGAGACGCACAAACTAATATCACAAACTGGAA

ATGTCTATCAATATATAGTTGCTCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTT

CATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTG15 

ACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGC

CAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTG

GCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAA

ATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGT

ACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTG20 

CTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAA

TTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGC

GGGGCGGGGCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAAT

CAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCC

TATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCG 25 

 

SEQ ID NO7:>LAMB4-His – Humanes Laminin beta-4 mit His-Tag 

MQFQLTLFLHLGWLSYSKAQDDCNRGACHPTTGDLLVGRNTQLMASSTCGLSRAQKYCIL

SYLEGEQKCFICDSRFPYDPYDQPNSHTIENVIVSFEPDREKKWWQSENGLDHVSIRLDLEA

LFRFSHLILTFKTFRPAAMLVERSTDYGHNWKVFKYFAKDCATSFPNITSGQAQGVGDIVCD30 

SKYSDIEPSTGGEVVLKVLDPSFEIENPYSPYIQDLVTLTNLRINFTKLHTLGDALLGRRQNDS

LDKYYYALYEMIVRGSCFCNGHASECRPMQKMRGDVFSPPGMVHGQCVCQHNTDGPNCE

RCKDFFQDAPWRPAADLQDNACRSCSCNSHSSRCHFDMTTYLASGGLSGGVCEDCQHNT

EGQHCDRCRPLFYRDPLKTISDPYACIPCECDPDGTISGGICVSHSDPALGSVAGQCLCKEN

VEGAKCDQCKPNHYGLSATDPLGCQPCDCNPLGSLPFLTCDVDTGQCLCLSYVTGAHCEE35 

CTVGYWGLGNHLHGCSPCDCDIGGAYSNVCSPKNGQCECRPHVTGRSCSEPAPGYFFAP
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LNFYLYEAEEATTLQGLAPLGSETFGQSPAVHVVLGEPVPGNPVTWTGPGFARVLPGAGLR

FAVNNIPFPVDFTIAIHYETQSAADWTVQIVVNPPGGSEHCIPKTLQSKPQSFALPAATRIMLL

PTPICLEPDVQYSIDVYFSQPLQGESHAHSHVLVDSLGLIPQINSLENFCSKQDLDEYQLHNC

VEIASAMGPQVLPGACERLIISMSAKLHDGAVACKCHPQGSVGSSCSRLGGQCQCKPLVV

GRCCDRCSTGSYDLGHHGCHPCHCHPQGSKDTVCDQVTGQCPCHGEVSGRRCDRCLAG5 

YFGFPSCHPCPCNRFAELCDPETGSCFNCGGFTTGRNCERCIDGYYGNPSSGQPCRPCLC

PDDPSSNQYFAHSCYQNLWSSDVICNCLQGYTGTQCGECSTGFYGNPRISGAPCQPCACN

NNIDVTDPESCSRVTGECLRCLHNTQGANCQLCKPGHYGSALNQTCRRCSCHASGVSPME

CPPGGGACLCDPVTGACPCLPNVTGLACDRCADGYWNLVPGRGCQSCDCDPRTSQSSH

CDQLTGQCPCKLGYGGKRCSECQENYYGDPPGRCIPCDCNRAGTQKPICDPDTGMCRCR10 

EGVSGQRCDRCARGHSQEFPTCLQCHLCFDQWDHTISSLSKAVQGLMRLAANMEDKRET

LPVCEADFKDLRGNVSEIERILKHPVFPSGKFLKVKDYHDSVRRQIMQLNEQLKAVYEFQDL

KDTIERAKNEADLLLEDLQEEIDLQSSVLNASIADSSENIKKYYHISSSAEKKINETSSTINTSA

NTRNDLLTILDTLTSKGNLSLERLKQIKIPDIQILNEKVCGDPGNVPCVPLPCGGALCTGRKG

HRKCRGPGCHGSLTLSTNALQKAQEAKSIIRNLDKQVRGLKNQIESISEQAEVSKNNALQLR15 

EKLGNIRNQSDSEEENINLFIKKVKNFLLEENVPPEDIEKVANGVLDIHLPIPSQNLTDELVKIQ

KHMQLCEDYRTDENRLNEEADGAQKLLVKAKAAEKAANILLNLDKTLNQLQQAQITQGRAN

STITQLTANITKIKKNVLQAENQTREMKSELELAKQRSGLEDGLSLLQTKLQRHQDHAVNAK

VQAESAQHQAGSLEKEFVELKKQYAILQRKTSTTGLTKETLGKVKQLKDAAEKLAGDTEAKI

RRITDLERKIQDLNLSRQAKADQLRILEDQVVAIKNEIVEQEKKYARCYSLEHHHHHHHH 20 

 

SEQ ID NO 8: Autoantikörper-Epitop 1 

EFQDL 

 

SEQ ID NO 9: Autoantikörper-Epitop 2 25 

ADLLLEDLQE  

 

SEQ ID NO 10: Autoantikörper-Epitop 3 

ADLLLEDLQEEIDLQS 

 30 

SEQ ID NO 11: Autoantikörper-Epitop 4 

DLLTILDTLTSK 

 

SEQ ID NO 12: Autoantikörper-Epitop 5 

QIKIPDIQILNEK 35 
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SEQ ID NO 13: Autoantikörper-Epitop 6 

VRGLKNQIESISE 

 

SEQ ID NO 14: Autoantikörper-Epitop 7 

LLEENVPPEDI 5 

 

SEQ ID NO 15: Teilfragment 1 

MQDDCNRGACHPTTGDLLVGRNTQLMASSTCGLSRAQKYCILSYLEGEQKCFICDSRFPYD

PYDQPNSHTIENVIVSFEPDREKKWWQSENGLDHVSIRLDLEALFRFSHLILTFKTFRPAAML

VERSTDYGHNWKVFKYFAKDCATSFPNITSGQAQGVGDIVCDSKYSDIEPSTGGEVVLKVL10 

DPSFEIENPYSPYIQDLVTLTNLRINFTKLHTLGDALLGRRQNDSLDKYYYALYEMIVRGSCF

CNGHASECRPMQKMRGDVFSPPGMVHGQCVCQHNTDGPNCERCKDFFQDAPW 

 

SEQ ID NO 16: Teilfragment 2 

MPNCERCKDFFQDAPWRPAADLQDNACRSCSCNSHSSRCHFDMTTYLASGGLSGGVCED15 

CQHNTEGQHCDRCRPLFYRDPLKTISDPYACIPCECDPDGTISGGICVSHSDPALGSVAGQ

CLCKENVEGAKCDQCKPNHYGLSATDPLGCQPCDCNPLGSLPFLTCDVDTGQCLCLSYVT

GAHCEECTVGYWGLGNHLHGCSPCDCDIGGAYSNVCSPKNGQCECRPHVTGRSCSEPAP

GYFFAPLNFYLYEAEEATTLQGLAPLGSETFGQSPAVHVVLGEPVPGNPVTWTGPGFARVL

W 20 

 

SEQ ID NO 17: Teilfragment 3 

MGNPVTWTGPGFARVLPGAGLRFAVNNIPFPVDFTIAIHYETQSAADWTVQIVVNPPGGSE

HCIPKTLQSKPQSFALPAATRIMLLPTPICLEPDVQYSIDVYFSQPLQGESHAHSHVLVDSLG

LIPQINSLENFCSKQDLDEYQLHNCVEIASAMGPQVLPGACERLIISMSAKLHDGAVACKCHP25 

QGSVGSSCSRLGGQCQCKPLVVGRCCDRCSTGSYDLGHHGCHPCHCHPQGSKDTVCDQ

VTGQCPCHGEVSGRRCDRCLAGYFGFPSCHPCPCNRFAELCDPETGSCFNCGGFTTGRN

CERCIDGYYGNWGW 

 

SEQ ID NO 18: Teilfragment 4 30 

MTGRNCERCIDGYYGNPSSGQPCRPCLCPDDPSSNQYFAHSCYQNLWSSDVICNCLQGY

TGTQCGECSTGFYGNPRISGAPCQPCACNNNIDVTDPESCSRVTGECLRCLHNTQGANCQ

LCKPGHYGSALNQTCRRCSCHASGVSPMECPPGGGACLCDPVTGACPCLPNVTGLACDR

CADGYWNLVPGRGCQSCDCDPRTSQSSHCDQLTGQCPCKLGYGGKRCSECQENYYGDP

PGRCIPCDCNRAGTQKPICDPDTGMCRCREGVSGQRCDRCARGHSQEWGW 35 
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SEQ ID NO 19: Teilfragment 5 

MSGQRCDRCARGHSQEFPTCLQCHLCFDQWDHTISSLSKAVQGLMRLAANMEDKRETLP

VCEADFKDLRGNVSEIERILKHPVFPSGKFLKVKDYHDSVRRQIMQLNEQLKAVYEFQDLKD

TIERAKNEADLLLEDLQEEIDLQSSVLNASIADSSENIKKYYHISSSAEKKINETSSTINTSANT

RNDLLTILDTLTSKGNLSLERLKQIKIPDIQILNEKVCGDPGNVPCVPLPCGGALCTGRKGHR5 

KCRGPGCHGSLTLSTNALQKAQEAKSIIRNLDKQVRGLKNQIESISEQAEVSKNNALQLREK

LGNIWGWGW 

 

SEQ ID NO 20: Teilfragment 6 

MSKNNALQLREKLGNIRNQSDSEEENINLFIKKVKNFLLEENVPPEDIEKVANGVLDIHLPIPS10 

QNLTDELVKIQKHMQLCEDYRTDENRLNEEADGAQKLLVKAKAAEKAANILLNLDKTLNQLQ

QAQITQGRANSTITQLTANITKIKKNVLQAENQTREMKSELELAKQRSGLEDGLSLLQTKLQR

HQDHAVNAKVQAESAQHQAGSLEKEFVELKKQYAILQRKTSTTGLTKETLGKVKQLKDAAE

KLAGDTEAKIRRITDLERKIQDLNLSRQAKADQLRILEDQVVAIKNEIVEQEKKYARCYSWGW

GWGW 15 

 

SEQ ID NO 21: Teilfragment 1, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 

(AMB4-TF1-4W-His) 

MQDDCNRGACHPTTGDLLVGRNTQLMASSTCGLSRAQKYCILSYLEGEQKCFICDSRFPYD

PYDQPNSHTIENVIVSFEPDREKKWWQSENGLDHVSIRLDLEALFRFSHLILTFKTFRPAAML20 

VERSTDYGHNWKVFKYFAKDCATSFPNITSGQAQGVGDIVCDSKYSDIEPSTGGEVVLKVL

DPSFEIENPYSPYIQDLVTLTNLRINFTKLHTLGDALLGRRQNDSLDKYYYALYEMIVRGSCF

CNGHASECRPMQKMRGDVFSPPGMVHGQCVCQHNTDGPNCERCKDFFQDAPWLEHHH

HHH  

 25 

 

 

SEQ ID NO 22: Teilfragment 2, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 

(LAMB4-TF2-4W-His) 

MPNCERCKDFFQDAPWRPAADLQDNACRSCSCNSHSSRCHFDMTTYLASGGLSGGVCED30 

CQHNTEGQHCDRCRPLFYRDPLKTISDPYACIPCECDPDGTISGGICVSHSDPALGSVAGQ

CLCKENVEGAKCDQCKPNHYGLSATDPLGCQPCDCNPLGSLPFLTCDVDTGQCLCLSYVT

GAHCEECTVGYWGLGNHLHGCSPCDCDIGGAYSNVCSPKNGQCECRPHVTGRSCSEPAP

GYFFAPLNFYLYEAEEATTLQGLAPLGSETFGQSPAVHVVLGEPVPGNPVTWTGPGFARVL

WLEHHHHHH  35 
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SEQ ID NO 23: Teilfragment 3, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 

(LAMB4-TF3-4W-His) 

MGNPVTWTGPGFARVLPGAGLRFAVNNIPFPVDFTIAIHYETQSAADWTVQIVVNPPGGSE

HCIPKTLQSKPQSFALPAATRIMLLPTPICLEPDVQYSIDVYFSQPLQGESHAHSHVLVDSLG

LIPQINSLENFCSKQDLDEYQLHNCVEIASAMGPQVLPGACERLIISMSAKLHDGAVACKCHP5 

QGSVGSSCSRLGGQCQCKPLVVGRCCDRCSTGSYDLGHHGCHPCHCHPQGSKDTVCDQ

VTGQCPCHGEVSGRRCDRCLAGYFGFPSCHPCPCNRFAELCDPETGSCFNCGGFTTGRN

CERCIDGYYGNWGWLEHHHHHH  

 

SEQ ID NO 24: Teilfragment 4, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 10 

(LAMB4-TF4-4W-His) 

MTGRNCERCIDGYYGNPSSGQPCRPCLCPDDPSSNQYFAHSCYQNLWSSDVICNCLQGY

TGTQCGECSTGFYGNPRISGAPCQPCACNNNIDVTDPESCSRVTGECLRCLHNTQGANCQ

LCKPGHYGSALNQTCRRCSCHASGVSPMECPPGGGACLCDPVTGACPCLPNVTGLACDR

CADGYWNLVPGRGCQSCDCDPRTSQSSHCDQLTGQCPCKLGYGGKRCSECQENYYGDP15 

PGRCIPCDCNRAGTQKPICDPDTGMCRCREGVSGQRCDRCARGHSQEWGWLEHHHHHH  

 

SEQ ID NO 25: Teilfragment 5, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 

(LAMB4-TF5-4W-His) 

MSGQRCDRCARGHSQEFPTCLQCHLCFDQWDHTISSLSKAVQGLMRLAANMEDKRETLP20 

VCEADFKDLRGNVSEIERILKHPVFPSGKFLKVKDYHDSVRRQIMQLNEQLKAVYEFQDLKD

TIERAKNEADLLLEDLQEEIDLQSSVLNASIADSSENIKKYYHISSSAEKKINETSSTINTSANT

RNDLLTILDTLTSKGNLSLERLKQIKIPDIQILNEKVCGDPGNVPCVPLPCGGALCTGRKGHR

KCRGPGCHGSLTLSTNALQKAQEAKSIIRNLDKQVRGLKNQIESISEQAEVSKNNALQLREK

LGNIWGWGWLEHHHHHH  25 

 

SEQ ID NO 26: Teilfragment 6, mit vier Tryptophanen und C-terminalem His-Tag 

(LAMB4-TF6-4W-His) 

MSKNNALQLREKLGNIRNQSDSEEENINLFIKKVKNFLLEENVPPEDIEKVANGVLDIHLPIPS

QNLTDELVKIQKHMQLCEDYRTDENRLNEEADGAQKLLVKAKAAEKAANILLNLDKTLNQLQ30 

QAQITQGRANSTITQLTANITKIKKNVLQAENQTREMKSELELAKQRSGLEDGLSLLQTKLQR

HQDHAVNAKVQAESAQHQAGSLEKEFVELKKQYAILQRKTSTTGLTKETLGKVKQLKDAAE

KLAGDTEAKIRRITDLERKIQDLNLSRQAKADQLRILEDQVVAIKNEIVEQEKKYARCYSWGW

GWGWLEHHHHHH  

 35 

SEQ ID NO 27: Laminin beta-4  
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MQFQLTLFLHLGWLSYSKAQDDCNRGACHPTTGDLLVGRNTQLMASSTCGLSRAQKYCIL

SYLEGEQKCFICDSRFPYDPYDQPNSHTIENVIVSFEPDREKKWWQSENGLDHVSIRLDLEA

LFRFSHLILTFKTFRPAAMLVERSTDYGHNWKVFKYFAKDCATSFPNITSGQAQGVGDIVCD

SKYSDIEPSTGGEVVLKVLDPSFEIENPYSPYIQDLVTLTNLRINFTKLHTLGDALLGRRQNDS

LDKYYYALYEMIVRGSCFCNGHASECRPMQKMRGDVFSPPGMVHGQCVCQHNTDGPNCE5 

RCKDFFQDAPWRPAADLQDNACRSCSCNSHSSRCHFDMTTYLASGGLSGGVCEDCQHNT

EGQHCDRCRPLFYRDPLKTISDPYACIPCECDPDGTISGGICVSHSDPALGSVAGQCLCKEN

VEGAKCDQCKPNHYGLSATDPLGCQPCDCNPLGSLPFLTCDVDTGQCLCLSYVTGAHCEE

CTVGYWGLGNHLHGCSPCDCDIGGAYSNVCSPKNGQCECRPHVTGRSCSEPAPGYFFAP

LNFYLYEAEEATTLQGLAPLGSETFGQSPAVHVVLGEPVPGNPVTWTGPGFARVLPGAGLR10 

FAVNNIPFPVDFTIAIHYETQSAADWTVQIVVNPPGGSEHCIPKTLQSKPQSFALPAATRIMLL

PTPICLEPDVQYSIDVYFSQPLQGESHAHSHVLVDSLGLIPQINSLENFCSKQDLDEYQLHNC

VEIASAMGPQVLPGACERLIISMSAKLHDGAVACKCHPQGSVGSSCSRLGGQCQCKPLVV

GRCCDRCSTGSYDLGHHGCHPCHCHPQGSKDTVCDQVTGQCPCHGEVSGRRCDRCLAG

YFGFPSCHPCPCNRFAELCDPETGSCFNCGGFTTGRNCERCIDGYYGNPSSGQPCRPCLC15 

PDDPSSNQYFAHSCYQNLWSSDVICNCLQGYTGTQCGECSTGFYGNPRISGAPCQPCACN

NNIDVTDPESCSRVTGECLRCLHNTQGANCQLCKPGHYGSALNQTCRRCSCHASGVSPME

CPPGGGACLCDPVTGACPCLPNVTGLACDRCADGYWNLVPGRGCQSCDCDPRTSQSSH

CDQLTGQCPCKLGYGGKRCSECQENYYGDPPGRCIPCDCNRAGTQKPICDPDTGMCRCR

EGVSGQRCDRCARGHSQEFPTCLQCHLCFDQWDHTISSLSKAVQGLMRLAANMEDKRET20 

LPVCEADFKDLRGNVSEIERILKHPVFPSGKFLKVKDYHDSVRRQIMQLNEQLKAVYEFQDL

KDTIERAKNEADLLLEDLQEEIDLQSSVLNASIADSSENIKKYYHISSSAEKKINETSSTINTSA

NTRNDLLTILDTLTSKGNLSLERLKQIKIPDIQILNEKVCGDPGNVPCVPLPCGGALCTGRKG

HRKCRGPGCHGSLTLSTNALQKAQEAKSIIRNLDKQVRGLKNQIESISEQAEVSKNNALQLR

EKLGNIRNQSDSEEENINLFIKKVKNFLLEENVPPEDIEKVANGVLDIHLPIPSQNLTDELVKIQ25 

KHMQLCEDYRTDENRLNEEADGAQKLLVKAKAAEKAANILLNLDKTLNQLQQAQITQGRAN

STITQLTANITKIKKNVLQAENQTREMKSELELAKQRSGLEDGLSLLQTKLQRHQDHAVNAK

VQAESAQHQAGSLEKEFVELKKQYAILQRKTSTTGLTKETLGKVKQLKDAAEKLAGDTEAKI

RRITDLERKIQDLNLSRQAKADQLRILEDQVVAIKNEIVEQEKKYARCYS 

 30 

SEQ ID NO 28: SEQ ID NO 8 aus EP3260864  

MDCTFKPDFEMTVKECQHSGELSSRNTGHLHPTPRSPLLRWTQEPQPLEEKWQHRVVEQI

PKEVQFQPPGAPLEKEKSQQCYSEYFSQTSTELQITFDETNPITRLSEIEKIRDQALNNSRPP

VRYQDNACEMELVKVLTPLEIAKNKQYDMHTEVTTLKQEKNPVPSAEEWMLEGCRASGGL

KKGDFLKKGLEPETFQNFDGDHACSVRDDEFKFQGLRHTVTARQLVEAKLLDMRTIEQLRL35 

GLKTVEEVQKTLNKFLTKATSIAGLYLESTKEKISFASAAERIIIDKMVALAFLEAQAATGFIIDPI
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SGQTYSVEDAVLKGVVDPEFRIRLLEAEKAAVGYSYSSKTLSVFQAMENRMLDRQKGKHIL

EAQIASGGVIDPVRGIRVPPEIALQQGLLNNAILQFLHEPSSNTRVFPNPNNKQALYYSELLR

MCVFDVESQCFLFPFGERNISNLNVKKTHRISVVDTKTGSELTVYEAFQRNLIEKSIYLELSG

QQYQWKEAMFFESYGHSSHMLTDTKTGLHFNINEAIEQGTIDKALVKKYQEGLITLTELADSL

LSRLVPKKDLHSPVAGYWLTASGERISVLKASRRNLVDRITALRCLEAQVSTGGIIDPLTGKK5 

YRVAEALHRGLVDEGFAQQLRQCELVITGIGHPITNKMMSVVEAVNANIINKEMGIRCLEFQY

LTGGLIEPQVHSRLSIEEALQVGIIDVLIATKLKDQKSYVRNIICPQTKRKLTYKEALEKADFDF

HTGLKLLEVSEPLMTGISSLYYSSLLE 

 

SEQ ID NO 29: Gliadin-Peptid 10 

LGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY 

 

SEQ ID NO 30: Gliadin-Peptid 

QLQPFPQPELPYPQPQS 

 15 

SEQ ID NO 31: Gliadin-Peptid 

QQLPQPEQPQQSFPEQERPF 

 

Im Folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die Figuren anhand von 

Ausführungsbeispielen erläutert. Die beschriebenen Ausführungsformen sind in jeder 20 

Hinsicht lediglich beispielhaft und nicht als einschränkend zu verstehen, und verschiedene 

Kombinationen der angeführten Merkmale sind vom Umfang der Erfindung umfasst. 

 

Fig. 1 zeigt eine Immunpräzipitation mit Anti-p200-Pemphigoid Patienten IgG bzw. Serum 

ohne LAMC1-Reaktivität und Extrakt humaner Dermis. A: Westernblot-Analyse: Nachweis 25 

der immunpräzipitierten Proteine durch Inkubation mit einem Anti-p200-Pemphigoid Serum 

als Erstantikörper (Verdünnung 1:50). Reihe 1: Anti-p200 IgG (aufgereinigt) ohne LAMC1-

cterm Reaktivität, Reihe 2: Anti-p200-Pemphigoid Serum ohne LAMC1-cterm Reaktivität, 

Reihe 3: normales humanes IgG (aufgereinigt), Reihe 4: normales humanes Serum, Reihe 5: 

Gammbind G Sepharose alleine B: Silver blue (Coomassie)-Färbung eines Gels mit den 30 

gleichen Proben wie in A. Die Banden 1, 2 und 3 wurden ausgeschnitten und einer LC-

MS/MS-Analyse unterzogen. Laminin beta-4 wurde als mögliches Autoantigen identifiziert 

(Banden 1 und 2).  

 

Fig. 2 zeigt den Nachweis von Laminin beta-4 in der Haut. A, B: Indirekte Immunfluoreszenz 35 

Mikroskopie: Färbung von Laminin beta-4 auf der dermalen Seite des artifiziellen Spaltes in 
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salzgespaltener humaner Haut mit Hilfe eines kommerziellen polyklonalen Antikörpers 

(Cloud-Clone; PAC079Hu01). B. Negativkontrolle. C: Test des Laminin beta-4 Antikörpers in 

Harnstoffexktrakten humaner Dermis mittels Westernblot-Analyse. Streifen 1 und 2: Anti-200 

Pemphigoid Seren, Streifen 3: Laminin gamma 1 Antikörper, Streifen 4: Laminin beta-4 

Antikörper, Streifen 5 und 6: normale humane Seren. D: Immunpräzipitation mit Laminin 5 

beta-4 Antikörper und Extrakt humaner Dermis gefolgt von Westernblot-Analyse (Anfärbung 

mit einem Pool aus Anti-p200 Pemphigoid Patienten IgG ohne Laminin gamma 1 

Reaktivität). Reihe 1 und 2: Anti-Laminin beta-4 Antikörper (5 bzw 10 µg), Reihe 3: Anti-

NC16A IgG (Kontroll-IgG, 10 µg), Reihe 4: normales Kaninchen IgG (10 µg), Reihe 5: 

Gammabind G Sepharose alleine 10 

 

Fig. 3 zeigt eine repräsentative Westernblot-Analyse mit Laminin beta-4 exprimierenden 

HEK293 Zellen und Anti-p200-Pemphigoid Seren (n=29). HEK293 Zellen wurden mit 

LAMB4-pTriEx1 transfiziert (jetPRIME; Polyplus) und nach 48h in RIPA Puffer lysiert.  Das 

Proteinextrakt wurde mittels SDS PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine 15 

Nitrozellulosemembran übertragen, die Membran geblockt und mit dem Laminin beta-4 

Antikörper (kommerzieller polyklonaler Antikörper von Cloud-Clone; 1:2000), den Anti-p200 

Pemphigoid Seren (1:50) und den normalen humanen Seren (NHS, 1:50) gesunder 

Blutspender über Nacht inkubiert. Als Zweitantikörper wurde ein Anti-human IgG4 HRP 

Konjugat  (1:2000) verwendet. Der Blot wurde für 1 min mit DAB entwickelt. Alle hier 20 

gezeigten Anti-p200 Pemphigoid Seren reagierten mit Laminin beta-4, wobei die Kontrollen 

keine Reaktion aufwiesen.  

 

Fig. 4 zeigt die Ergebnisse der Präadsorptionsstudie. Anti-p200-Pemphigoidseren wurden 

mit dem HEK293- Laminin beta-4 Extrakt präadsorbiert (ü. Nacht) und dann auf ihre 25 

Reaktivität im Westernblot getestet. A: Links: drei Anti-p200-Pemphigoidseren wurden mit 

HEK293- Laminin beta-4 Extrakt über Nacht präadsorbiert und wiesen im anschließenden 

Westernblot mit Laminin beta-4 im Vergleich zu den nicht-präadsorbierten Seren (1, 3, 5) 

kein Signal mehr auf (Streifen 2, 4, 6). Streifen 7, normales humanes Serum; Streifen 8, 

präadsorbiertes normales humanes Serum. Rechts: die gleichen Proben wurden auch mit 30 

Nitrozellulose-Streifen von dermalem Extrakt inkubiert und wiesen das gleiche Ergebnis auf. 

Nur Serum Nr. 2 reagierte trotz Präadsorption im Westernblot mit dermalem Extrakt. B: Im 

Westernblot mit rekombinantem hLAMC1-cterm konnte gezeigt werden, dass Serum Nr. 2 

auch mit Laminin gamma-1 reagierte. C:  Erneute Präadsorption des Serums Nr. 2 mit 

hLAMC1-cterm und dem Zellextrakt mit Laminin beta-4 Expression. Die 35 

Autoantikörperreaktivität mit beiden Extrakten konnte aufgehoben werden. Streifen 1: Anti-
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p200-Pemphigoid Serum (Nr. 2), Streifen 2: präadsorbiertes Anti-p200-Pemphigoid Serum 

(Nr. 2), Streifen 3: normales humanes Serum, Streifen 4: präadsorbiertes normales humanes 

Serum. 

 

Fig. 5 zeigt beispielhafte Primärdaten aus dem genauen Epitop-Mapping. Gezeigt wird das 5 

Signal von einem Mikroarray nach der Inkubation von vier Patientenseren und einer Probe 

von einem Blutspender (jeweils 1:10 verdünnt) mit IgG sekundärem Antikörper. 

 

 

Beispiel 1: Identifizierung von Laminin beta-4 als diagnostisch relevantes Autoantigen 10 

 

Herstellung von dermalem Extrakt 

 

Zur Identifizierung eines weiteren Autoantigens des Anti-p200-Pemphigoids wurde zunächst 

eine Immunpräzipitation mit Extrakt humaner Dermis und aufgereinigter Patientenantikörper 15 

durchgeführt.  

 

Dazu erfolgte zunächst der Herstellung des dermalen Extraktes (Zillikens D, Kawahara Y, 

Ishiko A, Shimizu H, Mayer J, Rank C V, Liu Z, Giudice G J, Tran H H, Marinkovich M P, 

Brocker E B, and Hashimoto T, A novel subepidermal blistering disease with autoantibodies 20 

to a 200-kDa antigen of the basement membrane zone. J Invest Dermatol, 1996. 106(6): p. 

1333-8). Humane Hautstücke wurden für 48h in PBS (phosphate-buffered saline) mit 1M 

NaCl, 5mM EDTA, 1 mM PMSF und Proteaseinhibitor Cocktail (Set III, Merck) bei 4°C 

inkubiert. Nach 48h konnten dann die Dermis und die Epidermis voneinander getrennt 

werden. Um die Proteine aus der Dermis zu extrahieren, wurde die Dermis zunächst mit 25 

einem 4 M Harnstoffpuffer (4M Harnstoff, 12,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 5 mM EDTA, 1 mM 

PMSF) für 10 min überschichtet, dann der Puffer entfernt und anschließend mit einem 9 M 

Harnstoffpuffer (9 M Harnstoff, 12,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2%SDS, 100 mM DTT, 5 mM 

EDTA und 1 mM PMSF) für 1 Stunde inkubiert. Das resultierende Extrakt wurde mittels 

Entsalzungssäulen (Zeba™ Spin Desalting Columns, Thermo Scientific) in RIPA Puffer 30 

(Radioimmunoprecipitation assay buffer: 0,1% SDS, 1% NP-40, 0,5% Na-deoxycholat, 

Proteaseinhibitoren (1 Tablette SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-

Free, Sigma Aldrich)) umgepuffert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.  

 

 35 

Affinitätsreinigung von IgG-Antikörpern 
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Anti-p200-Pemphigoid IgG wurde mittels Protein G Sepharose (Genscript) nach Angaben 

des Herstellers aufgereinigt. Im Anschluss wurden die hLAMC1-cterm (C-Terminus von 

humanem Laminin gamma-1, Aminosäuren 1363-1609) spezifischen Autoantikörper mit Hilfe 

einer Affinitätsaufreinigung isoliert (Vafia K, Groth S, Beckmann T, Hirose M, Dworschak J, 5 

Recke A, Ludwig R J, Hashimoto T, Zillikens D, and Schmidt E, Pathogenicity of 

autoantibodies in anti-p200 pemphigoid. PLoS One, 2012. 7(7): p. e41769). Für die 

spezifische Aufreinigung der Patientenantikörper wurde zunächst hLAMC1-cterm-pQE40 in 

E. coli Rosetta 2 DE3 (Novagen ⁄Merck, Darmstadt) transformiert, das Protein exprimiert und 

aufgereinigt (mittels IMAC). Schließlich erfolgte eine kovalente Kopplung des rekombinanten 10 

hLAMC1-cterm Proteins an Affigel 15 (BIO RAD) nach Angaben des Herstellers (Groth S, 

Recke A, Vafia K, Ludwig R J, Hashimoto T, Zillikens D, and Schmidt E, Development of a 

simple enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of autoantibodies in anti-p200 

pemphigoid. Br J Dermatol, 2011. 164(1): p. 76-82). Mit Hilfe dieser spezifischen 

Affinitätschromatographie konnten die hLAMC1-cterm spezifischen Autoantikörper aus den 15 

IgG Präparationen der Anti-p200-Pemphigoid Patientenseren entfernt werden.  
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Immunpräzipitation 

 

In der Immunpräzipitation wurden das umgepufferte dermale Extrakt als Proteinquelle und 

die aufgereinigten Patienten IgG ohne hLAMC1-cterm Reaktivität, ein Anti-p200-

Pemphigoidserum ohne hLAMC1-cterm Antikörper und die entsprechenden Kontrollen 5 

gesunder Blutspender eingesetzt.  

 

Zunächst wurde die Protein G Sepharose (GammaBind G Sepharose, GE Healthcare) mit 

RIPA Puffer gewaschen und mit Serum eines gesunden Blutspenders präadsorbiert. Nach 

der einstündigen Präadsorption und Zentrifugation wurde die Sepharose jeweils mit: 10 

 

1. 30 µg Patienten IgG (Pool) ohne hLAMC1-cterm Reaktivität 

2. 20 µl Patientenserum 

3. 30 mg NH IgG (normales humanes IgG von gesunden Blutspendern) 

4. 20 µl NHS (normales humanes Serum von einem gesunden Blutspender) 15 

5. nur RIPA Puffer 

 

in RIPA Puffer für 1h unter Rotation bei Raumtemperatur inkubiert und anschließen mit RIPA 

Puffer gewaschen. In jedes Reaktionsgefäß wurden dann 200 µl des umgepuffertem 

dermalen Extraktes pipettiert und die Reaktionsansätze dann über Nacht auf dem Rotator 20 

bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit RIPA-Puffer erfolgte ein Waschschritt mit 

Saccharose Puffer (1 M Saccharose, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM HNaPO4). 

Abschließend erfolgte nochmal ein Waschschritt mit RIPA Puffer. Die Proben wurden jeweils 

mit 20 µl Lämmlipuffer 5 min bei 95°C erhitzt, zentrifugiert und die Proben auf 7,5%ige 

PROTEAN TGX Protein Gele (BIO RAD) aufgetragen.  25 

 

Eine Hälfte vom Gel wurde Coomassie (Silver blue) gefärbt und die andere Hälfte wurde 

nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran im Westernblot mit einem Anti-

p200-Pemphigoidserum (Verdünnung 1:50, Inkubation über Nacht bei 4°C) analysiert. Bei 

den verwendeten Puffern handelte es sich um TBS-T mit 5% Milchpulver, zum Absättigen 30 

freier Bindungsstellen und TBST mit 5% Milchpulver und 1% BSA als Inkubationspuffer. Als 

Sekundärantikörper diente ein Anti-human IgG4 HRP Antikörper (1:2000, Klon HP6025, 

Southern Biotech). Der Blot wurde mit DAB (3,3'-Diaminobenzidin) entwickelt.  Es konnte 

ein deutliches Signal bei ca. 200 kD beobachtet werden (Fig. 1). Die entsprechenden 

Banden aus dem Coomassie-gefärbten Gel wurde einer LC-MS/MS Analyse (Wistar 35 
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Institute, Philadelphia) unterzogen und konnte als Laminin beta-4 (LAMB4) identifiziert 

werden. 

 

 

Beispiel 2: Überprüfung der Lokalisation von Laminin beta-4 5 

 

Um die Lokalisation des Laminin beta-4 in der Haut zu überprüfen, wurde zunächst ein 

kommerziell erhältlicher Anti-Laminin beta-4 Antikörper (polyklonal, Cloud-Clone; 

PAC079Hu01) in der indirekten Immunfluoreszenz eingesetzt. Im Gegensatz zur 

Negativkontrolle bindet der Anti-Laminin beta-4 Antikörper, genau wie die Anti-p200-10 

Pemphigoidseren (nicht gezeigt), im Boden der künstlichen Blase in humaner 

salzgespaltener Haut. Zusätzlich wurde der Anti-Laminin beta-4 Antikörper auch im 

Westernblot mit dermalem Extrakt getestet (Durchführung siehe oben). Der Westernblot mit 

dermalem humanem Extrakt ist der derzeitige diagnostische Standard für  die Diagnose 

Anti-p200-Pemphigoid. Wie Fig. 2 zeigt, reagiert der Anti-Laminin beta-4 Antikörper (Streifen 15 

4) mit einer Proteinbande, die sich auf gleicher Höhe mit dem Signal der Anti-p200 

Pemphigoidseren (Streifen 1 und 2) befindet. Das Signal des kommerziellen monoklonalen 

Laminin gamma-1 Antikörpers (Klon B-4, Santa Cruz) ist leicht nach oben verschoben.  

 

Zusätzlich wurde der kommerzielle Anti-Laminin beta-4 Antikörper für eine 20 

Immunpräzipitation verwendet. Als Laminin beta-4 Quelle wurde auch hier wieder das 

dermale Extrakt verwendet. Für die Immunpräzipitation (Durchführung siehe oben) wurden 5 

und 10 µg Anti-Laminin beta-4 Antikörper eingesetzt. Als Kontrollen wurden Anti-NC16A 

Kaninchen IgG (10 µg), normales Kannichen IgG (10 µg) und die GammaBind G Sepharose 

alleine eingesetzt. In der anschließenden Westernblot-Analyse erfolgte die Detektion von 25 

Laminin beta-4 mit einem Pool aus Anti-p200-Pemphigoid IgG ohne Laminin gamma-1 

Reaktivität. In Fig. 2 kann man deutlich erkennen, dass die Anti-p200-Pemphigoid Patienten 

Autoantikörper gegen Laminin beta-4 aufweisen.  

 

 30 

Beispiel 3: Klonierung  

 

Laminin beta-4 (LAMB4) wurde als Variante mit C-terminal fusioniertem Polyhistidin-Tag und 

als authentische Variante rekombinant hergestellt. Der cDNA-Klon IRCBp5005F2212Q, 

kodierend für die Isoform 1 vom humanen Laminin beta-4, wurde von der Firma Source 35 

BioScience (Großbritannien) erworben und als Template für die PCR eingesetzt. 
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Für die Amplifikation der kodierenden Sequenz von Laminin beta-4 wurden für das Fragment 

ohne Translations-Stop-Codon am Ende der für Laminin beta-4 kodierenden Sequenz der 

sense-Primer LAMB4 (SEQ ID NO 1) und der asense-Primer LAMB4 (SEQ ID NO 2) genutzt. 

Die Amplifikation der Laminin beta-4-cDNA mit Translations-Stop-Codon am Ende der 5 

kodierenden Sequenz erfolgte mit dem sense-Primer LAMB4 (SEQ ID NO 1) und dem 

asense-Primer LAMB4-Stop (SEQ ID NO 3). 

 

Beide PCR-Produkte enthielten an den Enden Schnittstellen für das Restriktionsenzym BsaI. 

Nach BsaI-Verdau wurden die Laminin beta-4-Amplifikate mit dem NcoI/XhoI-linearisierten 10 

Plasmidvektor pTriEx-1 (Merck, Darmstadt, Germany, SEQ ID NO 4) ligiert, so dass sich die 

Konstrukte gemäß SEQ ID NO 5 bzw. SEQ ID NO 6 ergeben. Die Ligationsansätze wurden 

in E. coli NEB 5-alpha (New England Biolabs GmbH) transformiert und Transformanden 

durch 100 µg/ml Ampicillin selektiert. Die isolierten Plasmide wurden durch 

Restriktionsanalysen und DNA-Sequenzierung auf Richtigkeit überprüft und für die 15 

Transfektion von HEK293-Zellen eingesetzt. 

 

 

Beispiel 4: Transfektion von HEK Zellen und Westernblot-Analyse 

 20 

Zur Überprüfung, dass es sich bei Laminin beta-4 tatsächlich um ein Zielantigen des Anti-

p200 Pemphigoids handelt, wurden HEK293 Zellen mittels jetPRIME (Polyplus transfection) 

mit dem LAMB4-pTriEx1 (mit His-Tag, SEQ ID NO 7) oder dem Leervektor transfiziert und 

nach 48h die Expression mittels kommerziellen Anti-Laminin beta-4 Antikörpers (s.o.) im 

Westernblot überprüft. Insgesamt wurden im Westernblot mit dem Laminin beta-4-HEK293 25 

Extrakt (RIPA-Puffer) 49 Anti-p200-Pemphigoid Seren (Verdünnung 1:50) und 20 Seren 

gesunder Blutspender (NHS, normale humane Seren, Verdünnung 1:50) auf ihre Reaktivität 

mit Laminin beta-4 untersucht. Dazu wurde die fertige Nitrozellulosemembran in Streifen 

geschnitten. Als Positivkontrolle wurde der kommerzielle Anti-Laminin beta-4 Antikörper 

(Verdünnung 1:2000) eingesetzt. Die Inkubation der Streifen mit den Primärantikörpern 30 

erfolgte über Nacht bei 4°C. Auch hier dienten, wie oben beschrieben, ein Anti-human IgG4 

HRP und ein Maus Anti-Kaninchen-HRP Antikörper als Sekundärantikörper. Der Blot wurde 

für 1 min mit DAB entwickelt. Insgesamt reagierten 47 der 49 Anti-p200-Pemphigoidseren 

mit Laminin beta-4 wobei die Negativkontrollen keine Reaktionen aufwiesen.  

 35 
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Beispiel 5: Präadsorptionsstudie 

 

Die korrekte Identifizierung von Laminin beta-4 wurde durch eine Präadsorptionsstudie 

bestätigt. Dazu wurden drei Anti-p200-Pemphigoidseren (ohne Laminin gamma-1 

Reaktivität) mit dem Laminin beta-4-HEK293 Extrakt über Nacht bei 4°C präadsorbiert und 5 

dann auf ihre verbleibende Reaktivität im Westernblot mit dermalem Extrakt und Laminin 

beta-4-HEK 293 Extrakt getestet (Fig. 4). Die Westernblot-Analyse wurde wie oben 

beschrieben durchgeführt. Im Vergleich zu den nicht-präadsorbierten Seren (Fig. 4, Streifen 

1, 3 und 5) wiesen die präadsorbierten Seren keine Reaktivität mehr mit dem Laminin beta-

4-HEK293 Extrakt  und 2 der 3 präadsorbierten Seren reagierten auch nicht mehr mit dem 10 

200 kDa großen Protein im dermalen Extrakt. Die Reaktion ließ sich also neutralisieren. Nur 

Serum Nr.2 wies noch eine abgeschwächte Reaktion bei etwa 200 kDa auf. Dieses Anti-

p200 Pemphigoidserum sollte eigentlich keine Reaktivität mit Laminin gamma-1 aufwiesen 

wurde aber trotzdem nochmal mittels hLAMC1-cterm Westernblot untersucht. Es stellte sich 

heraus, dass Serum Nr.2 tatsächlich Laminin gamma-1 Autoantikörper besaß, wodurch sich 15 

die Reaktion im dermalen Extrakt erklären lässt.  

 

Durch eine Präadsorption des Serums Nr. 2 mit hLAMC1-cterm und dem Laminin beta-4-

HEK293 Extrakt konnte die Autoantikörperreaktivität mit beiden Extrakten aufgehoben 

werden. Als Negativkontrolle diente in dieser Studie das Serum eines gesunden 20 

Blutspenders (NHS). 

 

 

Beispiel 6: Grobes Epitopmapping 

 25 

Zur Identifizierung grober Epitope wurden sechs Teilfragmente von Laminin beta-4 (SEQ ID 

NO15, SEQ ID NO16, SEQ ID NO17, SEQ ID NO18, SEQ ID NO19 und SEQ ID NO20) 

kloniert und im pET24d-Vektor mit C-terminalem His-Tag unter Verwendung von 

Standardprotokollen exprimiert (SEQ ID NO 21, SEQ ID NO22, SEQ ID NO23, SEQ ID 

NO24, SEQ ID NO25 und SEQ ID NO26). Sofern die Konstrukte dabei nicht ohnehin vier 30 

Tryptophan-Rest aufwiesen, wurden diese in der Zahl künstlich anfusioniert, dass jedes 

Konstrukt zur Konzentrationsmessung vier Tryptophane aufwies. 

 

Die Konstrukte wurden einer Westernblot-Analyse unterzogen, wie in Beispiel 1 beschrieben 

ist.  35 
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Im Wesentlichen zeigte sich erhebliche 

Aktivität gegen Teilfragment (TF) 5 und TF 6. Hingegen zeigten die Seren von Blutspendern 

(BS) praktisch keine Reaktivität. 
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  Seren TF 1 TF 2 TF 3 TF 4 TF 5 TF 6 

p200 

1 + schwach + + schwach + + +++ 

2 - - - - schwach + +++ 

3 + + + - - +++ 

4 - - - - - +++ 

5 - + - + ++ +++ 

6 - - - - ++ +++ 

7 + + - - ++ +++ 

8 + + schwach + + ++ +++ 

9 - - - - ++ +++ 

10 - - + - + +++ 

11 + - schwach + - ++ +++ 

12  + + schwach + - ++ +++ 

13  - - - - + +++ 

14 - - - - ++ ++ 

15 - - - - + ++ 

16 - - - - - ++ 

17 - - - - + +++ 

18 - - - + - +++ 

19 - - - -   +++ 

20 - - - +   +++ 

  6/20  6/20  6/20  5/20 14/20 20/20 

NHS 

BS1   - - - - - 

BS2 - - - - - - 
BS3 - - - - - - 
BS4 - - - - - - 
BS5 - - - - - - 
BS6 - - - - - - 
BS7 - - - - - - 
BS8 - - - - - - 
BS9 - - - - - - 
BS10 - - - - - - 
BS11 - - - - - - 
BS12 - - - - - - 
BS13 - - - - - - 
BS14 unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch 
BS15 - - - - - - 
BS16 - - - - - - 
BS17 - - - - - - 
BS18 - - - - - schwach? 
BS19 unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch unspezifisch 
BS20 - - - - - - 

              ev. 1 /20 
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Beispiel 7: Genaues Epitopmapping 

 

Vier Patientenseren umfassend Autoantikörper gegen Laminin beta-4 wurden für ein 

Epitopmapping eingesetzt. Das Serum eines Blutspenders wurde zusätzlich inkubiert, um 

unspezifische Reaktionen erkennen zu können. Es wurden lineare 15mer-Peptide mit einer 5 

Überlappung von 14 Aminosäuren eingesetzt, die den C-terminalen Teil, genauer die 

Teilfragmente 5 (SEQ ID NO19) und 6 (SEQ ID NO20) abbilden. Die Peptide wurden mit den 

Proben bei einer Verdünnung von 1:100 in Inkubationspuffer (PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween 

20 mit 10% Rockland blocking-Puffer MB-070) kontaktiert, 16 h bei 4°C und Schütteln bei 

140 upm und in Verdünnungen von 1:500, 1:100 und 1:10 in Inkubationspuffer inkubiert, 10 

gefolgt von 45 min. Färben mit sekundären (Maus anti-human IgG (Fc) DyLight680 (0,5 

µg/ml) und Kontroll-Antikörpern (Maus monoklonal anti-HA (12CA5) DyLight680 (0,2 µg/ml). 

Die Auslesung erfolgte mit einem LI-COR Odyssey Imaging System. Die Quantifizierung der 

Spotintensitäten und die Peptidannotation wurden mit einem PepSlide-Analyzer 

durchgeführt. Beispielhafte Primärdaten sind in Fig. 5 zu sehen. 15 

 

Ergebnis: es wurden geringe bis moderate spezifische Antikörperreaktionen mit Peptiden 

festgestellt, so dass die Epitope mit den Sequenzen SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID 

NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 14 identifiziert 

werden konnten. 20 
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Ansprüche 
 

 

 

1. Polypeptid umfassend Laminin beta-4 oder eine Variante davon, bevorzugt in 

rekombinanter und/oder isolierter Form. 5 

 

 

2. Polypeptid gemäß Anspruch 1, wobei das Polypeptid immobilisiert ist. 

 

 10 

3. Träger umfassend das Polypeptide nach Anspruch 1 oder 2, weiter umfassend 

wenigstens ein, bevorzugt alle Antigene aus der Gruppe umfassend Laminin 

gamma-1, Laminin 332, BP180, BP230, Desmoglein 1, Desmoglein 3, Envoplakin, 

Gliadin und Kollagen Typ VII oder Varianten davon und Spalthaut.  

 15 

 

4. Träger nach Anspruch 3, wobei der Träger aus der Gruppe ausgewählt ist, die 

einen Glasträger, bevorzugt Objektträger für Mikroskopie, noch bevorzugter mit 

einer eukaryontischen Zelle, die Laminin beta-4 oder eine Variante davon 

überexprimiert, einen Biochip, eine Mikrotiterplatte, eine Lateral Flow-Vorrichtung, 20 

einen Teststreifen, eine Membran, bevorzugt einen Blot, bevorzugter ein Linienblot, 

ein Chromatographiesäulenmaterial und einen Bead umfasst, bevorzugt einen 

magnetischen oder fluoreszenten Bead. 

 

 25 

5. Therapeutisch nützlicher Träger umfassend das Polypeptid gemäß einem der 

Ansprüche 1 bis 2, wobei der Träger das Kontaktieren von menschlichem Blut mit 

dem Polypeptid, gefolgt von der Rückführung des Blutes in den Körper eines 

Patienten gestattet, wobei der Träger bevorzugt eine Aphereseapparatur ist.  

 30 

 

6. Antikörper, bevorzugt Autoantikörper gegen Laminin beta-4, bevorzugt in isolierter 

Form. 
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7. Verwendung des Polypeptides, Trägers oder Autoantikörpers nach einem der 

Ansprüche 1 bis 6 zur Diagnose einer Krankheit. 

 

 5 

8. Verfahren zur Herstellung eines diagnostisch oder therapeutisch nützlichen 

Trägers, umfassend den Schritt Beschichten des Trägers mit dem Polypeptid 

gemäß Anspruch 1. 

 

 10 

9. Verfahren zum Aufreinigen eines Autoantikörpers, umfassend die Schritte 

 

a) Kontaktieren einer Flüssigkeit umfassend den Autoantikörper mit dem 

Polypeptid nach Anspruch 1 unter Bedingungen, die die Ausbildung eines 

Komplexes umfassend den Autoantikörper und das Polypeptid gestatten, 15 

 

b) Isolieren des Komplexes aus Schritt a), und 

 

c) optional Nachweisen des Komplexes aus Schritt a) oder Dissoziieren des in 

Schritt b) isolierten Komplexes, gefolgt von Abtrennen des Autoantikörpers vom 20 

Polypeptid. 

 

 

10. Verfahren umfassend den Schritt Nachweisen eines Autoantikörpers gegen 

Laminin beta-4 in einer Probe. 25 

 

 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend das Polypeptid nach Anspruch 1 

oder eine Variante davon, bevorzugt zusammen mit einem pharmazeutisch 

akzeptablen Träger. 30 

 

 

12. Kit umfassend das Polypeptid nach einem der Ansprüche 1 oder 2 oder den 

Träger nach einem der Ansprüche 3 bis 4, wobei das Kit ein oder mehr als ein 

Reagenz aus der Gruppe enthält, die eine Waschlösung, eine Kalibratorlösung, 35 

einen Antikörper gegen Laminin beta-4, und ein Mittel zum Nachweisen eines 



  
 18PP205JP 

31-220 

 
 

 3  

Autoantikörpers gegen Laminin beta-4, bevorzugt einen sekundären Antikörper, 

umfasst. 

 

 

13. Verwendung des Polypeptids gemäß Anspruch 1, des Trägers gemäß einem der 5 

Ansprüche 3 bis 4 oder eines Antikörpers, bevorzugt Autoantikörpers gegen 

Laminin beta-4 zur Herstellung eines Kits oder diagnostisch oder therapeutisch 

nützlichen Trägers. 

 

 10 

14. Verfahren, Verwendung oder Kit gemäß einem der Ansprüche 7 bis 10 und 12 bis 

13, wobei ein Autoantikörper gegen Laminin beta-4 unter Verwendung einer 

Methode nachgewiesen wird, die aus der Gruppe ausgewählt ist, welche 

Immundiffusion, Immunelektrophorese, Lichtstreuung, Agglutination, Immuntest 

mit Markierung wie die aus der Gruppe umfassend Immuntest mit radioaktiver 15 

Markierung, mit enzymatischer Markierung, bevorzugter ELISA, mit 

Chemilumineszenz-Markierung, bevorzugter Elektrochemilumineszenz-Markierung, 

mit Immunfluoreszenz-Markierung, bevorzugt indirekte Immunfluoreszenz, umfasst. 

 

 20 

15. Verwendung des Polypeptides gemäß Anspruch 1 oder des Antikörpers gemäß 

Anspruch 6 zur Bestimmung der Fähigkeit, bevorzugt Kapazität einer 

diagnostischen oder therapeutischen Vorrichtung oder eines diagnostischen oder 

therapeutischen Reagenz, einen Antikörper gegen Laminin beta-4 zu binden. 

 25 

 

16. Verfahren gemäß Anspruch 10, wobei der Autoantikörper in einer Gewebeprobe 

eines Patienten oder mit einem Träger umfassend Laminin beta-4 oder eine 

Variante davon, bevorzugt gemäß Anspruch 3 oder 4 nachgewiesen wird. 

 30 
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Zusammenfassung 
 

 

 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid umfassend Laminin beta-4, ein Träger 

umfassend das Polypeptid, einen Antikörper, bevorzugt Autoantikörper gegen Laminin beta-

4, eine Verwendung des Polypeptides, Trägers oder Autoantikörpers zur Diagnose einer 5 

Krankheit sowie ein Verfahren umfassend den Schritt Nachweisen eines Autoantikörpers 

gegen Laminin beta-4 in einer Probe. 

 

(Fig. 2) 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 5 

Serum 1 

Serum 2 

Serum 3 

Serum 4 

Blutspender 
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