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1. Einleitung

Das bullése Pemphigoid (BP) gehort zu der Gruppe der blasenbildenden
Autoimmundermatosen und stellt in dieser Gruppe die in Mitteleuropa am haufigsten
auftretende Erkrankung dar (Lever, 1953; Schmidt & Zillikens, 2013; Schulze et al.,
2013; Joly et al., 2012; Bertram et al., 2009; van Beek et al., 2021b; van Beek et al.,
2021a). Der Begriff bulloses Pemphigoid setzt sich aus dem lateinischen Wort
,bulla“ und dem griechischen Wort ,pemphix“ zusammen, welche beide so viel wie
,Blase“ bedeuten (Kneisel & Hertl, 2014). Obwohl der Begriff ,Pemphigus” bereits
von Hippokrates verwendet wurde (Lever, 1951), definierte Walter Lever erst im
Jahr 1953 die Pemphigoiderkrankungen aufgrund von histopathologischen
Merkmalen als eigenstéandige Erkrankungsgruppe und grenzte sie somit von der
Gruppe der Pemphigus-Erkrankungen ab (Lever, 1953). Erstim Jahr 1967, konnten
Jordan et al. durch direkte Immunfluoreszenz (DIF) und indirekte Immunfluoreszenz
(IlIF) erstmals Autoantikorper in der Haut, sowie im Serum von betroffenen Patienten
nachweisen (Jordon et al., 1967). Charakteristisch fur die Pemphigoid-
Erkrankungen sind Antikorper gegen Bestandteile der dermoepidermalen
Junktionszone (DEJ). Die Autoantikérper induzieren einem Einstrom von
Entzindungszellen, diese bilden reaktive Sauerstoffspezies, neutrophile Elastase
und weitere Proteasen, z.B. Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) , wodurch die
Proteine der DEJ degradiert werden und somit eine subepidermale Spaltbildung
resultiert (Chen et al., 2002).

Im Serum der Patienten lassen sich Autoantikbrper gegen BP180 und BP230
nachweisen, die Hauptfraktion bilden hier Antikdrper vom Immunglobulin (Ig) G Typ
gegen die immmunodominante Domane NC16A des BP180, es lassen sich aber auch
Autoantikorper vom IgE und IgA-Typ detektieren (van Beek et al., 2016; Fairley et
al., 2007; Kromminga et al., 2000). Klinisch ist das Vorhandensein von prallen
Blasen an der Haut charakteristisch. Auch an den Schleimh&uten kénnen Blasen
auftreten, diese sind haufig fragiler als an der Haut (Schmidt & Zillikens, 2013;
Taquin et al., 2016; Della Torre et al., 2012). Neben dem BP gehoren weitere
Erkrankungen zur Pemphigoid-Gruppe, diese sind das Schleimhautpemphigoid
(SHP), das Pemphigoid gestationis (PG), die lineare IgA-Dermatose, die
Epidermolysis bullosa aquista (EBA), das Anti-p200/Laminin y1 Pemphigoid und der
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Lichen planus pemphigoides (Schmidt & Zillikens, 2013; Kneisel & Hertl, 2014; van
Beek et al., 2021b). Eine Ubersicht tiber die Zielantigene und das klinische Bild der
genannten Pemphigoiderkrankungen bietet Tabelle 1.

Tab. 1 Darstellung der Zielantigene und klinischen Zeichen der

Pemphigoiderkrankungen

Autoantikérper
gegen

Charakteristische
Klinische Zeichen

Bulléses Pemphigoid

BP180 NC16A
Domane, BP230

Pralle Blasen und
Erosionen, urtikarielle
Plagues, starker
Juckreiz, ggf.
Schleimhautbeteiligung

Schleimhautpemphigoid

BP180, LAD-1,
Laminin 332, BP230,
a634 Integrin,
Laminin 311, Typ VI
Kollagen

Schleimhautlésionen
(z.B. Ulzera,
hamorrhagische
Krusten), Neigung zur
narbigen Abheilung

Pemphigoid gestationis

BP180 NC16A
Doméane, BP230

In Schwangerschaft
oder postpartaler
Phase, urtikarielle
Plagues, starker
Juckreiz, v.a.
periumbillikal

Lineare IgA-Dermatose

BP 180, LAD-1,
BP230, Typ VII
Kollagen

Pralle Blasen/ Vesikel
(h&aufig Anordnung in
Ringen/ Rosetten) und
Erosionen, Uberwiegend
ohne Schleimhaut-
beteiligung

Epidermolysis bullosa
acquisita

Typ VIl Kollagen

Mechanobulléser Typ:
Pralle Blasen entstehen
bei mechanischer
Belastung
Inflammatorischer Typ:
ahnelt dem BP oder
MMP

Anti-p200-Pemphigoid

Laminin y1 /p200
Protein

Pralle Blasen und
Erosionen, Uberwiegend
ohne Schleimhaut-
beteiligung

Lichen planus
pemphigoides

BP180 NC16A
Doméane, BP230

Pralle Blasen, die nicht
auf Lichen-planus-
Lasionen auftreten

Tabelle modifiziert nach Schmidt E. 2013 (Schmidt & Zillikens, 2013)




1.1. Epidemiologie

Die Inzidenz des BP liegt innerhalb von Europa bei bis zu 42,8 pro eine Million
Einwohner pro Jahr, in Deutschland beispielsweise liegt sie bei 13,4 pro eine Million
Einwohner pro Jahr und in Schleswig-Holstein bei 19,6 pro eine Million Einwohner
pro Jahr, wohingegen die Inzidenz in Asien mit 2,6 bis 7,5 pro eine Million Einwohner
deutlich geringer ist (Miyamoto et al., 2019; Alpsoy et al., 2015; Wong & Chua, 2002;
Langan et al., 2008; Hashimoto et al., 2019; van Beek et al., 2021a). Die Pravalenz
in Deutschland wurde mit 259 Betroffenen pro 1 Millionen Einwohner berechnet
(HUubner et al., 2016). Das BP betrifft vor allem altere Menschen (Schulze et al.,
2013; Bertram et al., 2009; Marazza et al., 2009). Am haufigsten sind Patienten im
8. Und 9. Lebensjahrzehnt betroffen, wohingegen nur selten Félle bei Kindern und
Erwachsenen unter 50 Jahren berichtet wurden (Taquin et al., 2016; Hubner et al.,
2020). Die Inzidenz bei Uber 80-jahrigen liegt bei bis zu 330 pro eine Million
Einwohnern (Joly et al., 2012; Marazza et al., 2009; Bertram et al., 2009; Gudi et
al., 2005; Langan et al., 2008; Jung et al., 1999; Joly et al., 2012; Joly et al., 2005;
van Beek et al., 2021a). Man vermutet, dass unter anderem durch die steigende
Lebenserwartung der Bevolkerung und die verbesserte Diagnostik, die Inzidenz in
den vergangenen zehn Jahren deutlich zugenommen hat (Schulze et al., 2013).
Auch die Zunahme der Risikofaktoren tragt vermutlich zur steigenden Inzidenz bei.
Zu den Risikofaktoren fur das Auftreten des BP z&hlen unter anderem die Einnahme
von Diuretika (Joly et al.,, 2012), auch ein vermehrtes Auftreten des BP unter
Einnahme von Dipeptidly-Peptidase-4-Inhibitoren (DPP4l) konnte beobachtet
werden (Benzaquen et al., 2018; Varpuluoma et al., 2018; Kridin & Bergman, 2018;
Arai et al., 2018; Stander et al., 2021b). Bei einzelnen Patienten konnten weitere
Trigger-Faktoren fir das Auftreten des BP festgestellt werden, hierzu zahlen
verschiedene Traumen, Verbrennungen, Radiotherapie, ultraviolette (UV) Strahlung
und Impfungen; es wird hier vor allem die Influenza-Impfung diskutiert (Venning &
Wojnarowska, 1995; Walmsley & Hampton, 2011).

Es gibt verschiedene genetische Faktoren, die mit dem Auftreten vom BP
vergesellschaftet sind, viele davon sind HLA-assoziiert (Human Leucocyte Antigen)
(Delgado et al., 1996; Esmaili et al., 2013; Schwarm et al., 2021). Schwarm et al

konnten erst kurzlich anhand von 446 BP Patienten und 433 alters- und
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geschlechtsahnliche gesunden Kontrollen nachweisen, dass eine starke
Assoziation zwischen dem Nachweis von HLA-DQA1*05:05 und HLA-DRB1*07:01
und dem Auftreten eines Bulldsem Pemphigoids besteht (Schwarm et al., 2021).

Das BP ist mit einer 2-3 Mal héheren 1-Jahres-Mortalitatsrate im Vergleich zu der
altersgleichen Allgemeinbevdlkerung verbunden (Schulze et al., 2013; Cortés et al.,
2012; Bertram et al.,, 2009). Ein hoheres Patientenalter und ein schlechter
allgemeiner Gesundheitszustand sind mit einer erhdhten Sterblichkeit beim BP
Patienten assoziiert (Joly et al., 2005; Roujeau et al., 1998; Rzany et al., 2002).
Sowohl Rzany et al. also auch Holtsche et al. stellten fest, dass vor allem Patienten
mit niedrigen Serumalbumin-Spiegeln und hohen Glukokortikoiddosen eine héhere
Letalitat aufwiesen (Rzany et al., 2002; Holtsche et al., 2018).

Im Durchschnitt leidet jeder zweite bis dritte BP Patient an einer neurologischen
Erkrankung, beispielsweise Morbus Parkinson, Epilepsie oder Multiple Sklerose
(Taghipour et al., 2010; Chen et al., 2011; Langan et al., 2011; Sinéad M. Langan
et al.). Diese Assoziation ist dahin gehend interessant, dass die beiden Zielantigene
des BP, BP180 und BP230, nicht nur in der Haut sondern auch an verschiedenen
Stellen des zentralen Nervensystems zu finden sind (Schmidt & Zillikens, 2013;
Claudepierre et al., 2005; Seppanen, 2012). Erst kiurzlich konnten Kokkonen et al.
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Anti-BP180 NC16A Antikorpern
und einem starkeren kognitiven Defizit (ermittelt durch den Mini-Mental-State) bei
Alzheimer-Patienten nachweisen (Kokkonen et al., 2017). In verschiedenen Studien
wurde der Zusammenhang des BP mit Malignomen untersucht, hierbei zeigten sich
zunachst teilweise inkonsistente Ergebnisse (lwashita et al., 2007; Schulze et al.,
2015; Cai et al., 2015; Atzmony et al., 2017). Hubner et al. konnten jedoch in einer
retrospektiven Studie mit 1743 BP Patienten und einer 5-fach hdéheren Zahl an
Alters- und Geschlechts-gematchten Kontrollen aus der Datenbank einer grol3en
deutschen Krankenkasse (Techniker Krankenkasse) eindeutig zeigen, dass das BP
mit hd&matologischen Malignomen assoziiert ist (Schulze et al., 2015). Die Einleitung
einer Tumorsuche allein aufgrund der Diagnose BP wird nicht empfohlen (Schmidt
et al., 2020).



1. 2. Klinische Manifestation

Typischerweise verlauft das BP chronisch rezidivierend, es kann auch spontan
abheilen (Schulze et al., 2013). Viele BP Patienten zeigen sich mit generalisiert
auftretenden, prallen, serds gefillten, teils auch h&morrhagischen Blasen (siehe
Abb. 1), die sich vor allem an den Ellenbeugen, dem unteren Abdomen, den
Intertrigines und den Oberschenkelinnenseiten manifestieren (Schulze et al., 2013).
Das Gesicht und der Nacken sind meist ausgespart (Della Torre et al., 2012). Lokal
begrenzte Formen betreffen haufig die pratibiale Region (Schmidt & Zillikens, 2013).
Unter mechanischer Belastung kénnen die Blasen platzen und Erosionen mit
hamorrhagischen Krusten hinterlassen (Schulze et al., 2013). Nach Abheilung
bleiben nicht selten Hyper- oder Hypopigmentierungen zurtick, Narben sind
hingegen untypisch (Schulze et al., 2013; Della Torre et al., 2012).

Abb. 1 Klinische Bilder eines 77-jahrigen BP Patienten
Urtikarielle L&sionen am Ober- und Unterschenkel (a). Pralle Blasen und Erosionen mit
Krusten am Unterarm (b)

Haufig besteht ein quélender Juckreiz, der schon vor Auftreten der Blasen
vorhanden sein kann und haufig eine Einschrankung der Lebensqualitat der
Patienten zur Folge hat (Schulze et al., 2013). Neben den typischen Blasen finden
sich vor allem im Anfangsstadium nicht selten unspezifische Hautveranderungen,
wie urtikarielle Plagues, erythematdse Papeln, Ekzeme und Erytheme (Schulze et
al., 2013; Della Torre et al., 2012). Bei 10-20% der Patienten mit BP zeigen sich
orale Schleimhautldsionen, andere Schleimhdute sind eher selten betroffen
(Schulze et al., 2013; Della Torre et al., 2012; Stéander et al., 2021a). Es gibt zudem

untypische Varianten des BP, bei denen keine Blasen auftreten, hierzu z&hlen unter
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anderem urtikarielle, vesikulare, dyshidrosiforme, ekzematdse und noduléare
Formen (Della Torre et al., 2012), diese Varianten werden haufig nicht erkannt, da
sie anderen dermatologischen Erkrankungen &hneln und von der klinischen
Prasentation nicht primér an ein BP denken lassen (Lamberts et al., 2018). Eine
internationale Gruppe aus Experten auf dem Gebiet des BP erstellte im Jahr 2011
einen Score, den BP Disease Area Index (BPDAI), um das Ausmal} der Erkrankung
zu quantifizieren, der BPDAI soll zudem dazu beitragen, Ergebnisse von Studien
und Falldarstellungen vergleichbarer zu machen (Murrell et al., 2012). Der BPDAI

ist in Abb. 8 zu sehen.



1.3. Zielantigene und Pathophysiologie

Durch verschiedenste Studien konnten in den vergangenen Jahrzehnten einige
wichtige pathophysiologische Vorgénge des BP aufgedeckt werden. So versuchten
Sams et al. bereits 1971 durch die Ubertragung von Plasma von BP Patienten auf
drei Rhesusaffen den pathophysiologischen Effekt der Autoantikérper bei der
Entstehung des BP zu beweisen. In der Haut der Rhesusaffen liel3 sich durch eine
direkte Immunfluoreszenz die Bindung der Autoantikdrper an der Basalmembran
nachweisen, dennoch zeigten sich weder klinisch noch histologisch Lasionen oder
Blasen (Sams & Gleich, 1971).

Heute weil man, dass die Blasenbildung durch Antikérper gegen
hemidesmosomale Strukturen ausgel6st wird. Hemidesmosomen sind Multiprotein-
Komplexe, die als Bestandteile der DEJ die basalen Keratinozyten der Epidermis
mit der Basalmembran verbinden (Abb.2) (Schulze et al., 2013). Zwei Zielantigene
konnten bisher beim BP identifiziert werden, BP180 und BP230 (Schmidt & Zillikens,
2013; Schulze et al., 2013).

DSG 1 ’
cell s Sm—
membrane —- desmos:

desmosomal T plaque
plaque

keratin

hemi
desmosomal
plaque

DSC 1,2,3

mtegnn

BP180
laminin y1

laminin 332 N laminin 3

_ : B LAMINA

- - i ¥

> DENSA
type Vil dermal ty
collagen N - collagen col

SUBLAMINA ,
DENSA f

Abb.2: Schematische Darstellung der Zielantigene der Desmosomen (griin) und der
dermoepidermalen Junktionszone (blau). DSG, Desmoglein; DSC, Desmocollin; EP,
Envoplakin (van Beek et al. 2018).



BP180 (auch bekannt als Typ XVII Kollagen oder BP Antigen 2) ist ein 180kDa
grolBes transmembrantses  Glykoprotein, welches sowohl einen im
hemidesmosomalen Plaque gelegenen intrazellularen N-Terminus, als auch einen
extrazellularen C-Terminus besitzt; dieser durchspannt die Lamina densa komplett,
zieht in die Lamina lucida, um schlie3lich wieder zuriick in die Lamina densa zu
laufen (siehe Abb. 2) (Schmidt & Zillikens, 2013; van Beek et al., 2018). Der
extrazellulare Abschnitt hat kollagene und nicht-kollagene Anteile, die NC16A
Doméane des nicht-kollagenen Anteils wurde als immundominante Region
identifiziert. 80-90 % der BP Patienten weisen Autoantikorper gegen ebendiese
Domane auf (Schulze et al., 2013). Den Hauptteil der Antikérper stellt die 1gG-
Fraktion dar, aber auch IgE und IgA Antikdrper konnten nachgewiesen werden
(Schmidt & Zillikens, 2013; Kromminga et al., 2000; Dopp et al., 2000). Sowohl IgE-
und als auch IgG und IgA- Reaktivitat kann nicht nur gegentiber der NC16A Domane
von BP180 bestehen, sondern auch gegenuber anderen Epitopen (Di Zenzo et al.,
2004; Ujiie et al., 2010).

Im Jahr 1993 haben Lui et al. in einem Tiermodell die Bedeutung der Autoantikérper
gegen BP180 nachweisen konnen (Liu et al., 1993). Sie injizierten Kaninchen die
rekombinante murine NC15A Domaéne, die der humanen NC16A Doméne homolog
ist. Daraufhin produzierten die Kaninchen Antikorper gegen dieses Fragment (Liu
et al., 1993). Die so von den Kaninchen gewonnen Antikdrper wurden neonatalen
Mausen injiziert, woraufhin diese nach mechanischer Manipulation Blasen zeigten
(Liu et al, 1993). Histologisch lieBen sich, neben einer subepidermalen
Spaltbildung, Neutrophile-Infiltrate und C3-Komplementablagerungen darstellen
(Liu et al., 1993; Chen et al., 2002).

Anhand von Mausen mit einem Mangel an verschiedenen entziindlichen Zelltypen
konnten Chen et al. zeigen, dass Mastzellen, Makrophagen und Neutrophile, nicht
aber T- und B-Lymphozyten, eine direkte Rolle bei der subepidermalen
Blasenbildung beim experimentellen BP spielen. Anti-BP180-Autoantikorper l16sen
bei Wildtyp-Mausen und Mausen, denen T-, B- oder sowohl T- als auch B-Zellen
fehlen, Hautblasen aus, wahrend sie bei Mausen, denen Mastzellen, Makrophagen
oder Neutrophile fehlen, keine L&sionen hervorrufen. Die Quantifizierung der
Krankheitsschwere bei diesen Mausen zeigte, dass Mastzellen und Neutrophile

eine Schlisselrolle beim experimentellen BP spielen (Chen et al., 2002).
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Wahrend wesentliche pathophysiologische Mechanismen beim BP Fcy-Rezeptor
vermittelt sind, gibt es auch Untersuchungen, die auf Fcy-Rezeptor unabhéngige
Faktoren hinweisen. So konnten Messingham et al. im Jahr 2011 anhand von
kultivierten humanen Keratinozyten eine Fcy-unabhangige Produktion von IL-6 und
IL-8 nach Stimulation mit Anti-BP180 IgG und IgE Antikérpern nachweisen
(Messingham et al., 2011). Ahnliche Beobachtungen machten Schmidt et al. fiir die
Anti-BP180 IgG Antikdrper bereits im Jahr 2000 (Schmidt et al., 2000b). In einem
kultivierten humanen Hautmodell konnten Messingham et al. zudem zeigen, dass
es bei Stimulation mit Anti-BP180 IgG und IgE Antikérpern zu einem Fcy-
unabhangigen Verlust von Hemidesmosomen fuhrt, welcher schlieRlich zur

Blasenbildung beitragt (Messingham et al., 2011).

Eine Degranulation von Mastzellen bewirkt eine Einwanderung von weiteren
Entzindungszellen, wie neutrophilen Granulozyten (Chen et al., 2002). Diese
neutrophile  Aktivierung fohrt zu einer Freisetzung von  potentiell
gewebeschadigenden Enzymen, wie neutrophile Elastase und Matrix-
Metalloproteinase-9, was ein Verlust der Bindung der basalen Keratinozyten mit der
Basalmembran zur Folge hat und schlief3lich zur Blasenbildung fuhrt (Chakievska
et al., 2019; van Beek et al., 2016; Sadik & Schmidt; Schmidt & Zillikens, 2013).

Liu et al. konnten im Jahr 1995 nachweisen, dass Mause, die zuvor mit Kobragift
behandelt wurden, welches die Komplement-Aktivierung unterdrickt, resistent
gegenuber einem experimentell erzeugtem BP sind (Liu et al.,, 1995). Die
Komplementaktivierung kann Uber drei Wege erfolgen, den klassischen, den
alternativen und den Lektin-Weg. Bei Cb5-defizienten Mausen liel3 sich kein
experimentelles BP ausldsen. Diese Daten deuten darauf hin, dass der klassische
Weg der Komplementaktivierung eine wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung
spielt (Liu et al., 1995). Um diese Annahme weiter zu festigen, blockierten Nelson
et al. bei C4-defizienten Mausen, die sowohl im klassischen Weg als auch im Lektin-
Weg ein Defizit haben, Clb, welches die erste Komponente des klassischen Wegs
bildet. Die Mause zeigten bei Behandlung mit pathogenem Anti-BP180 IgG keine
Komplementaktivierung in der Haut und keine Blasenbildung (Nelson et al., 2006).
Mause, denen Faktor B, ein wichtiger Bestandteil des alternativen Wegs, fehlte,
zeigten einen verzogerten und milderen Krankheitsverlauf bei Behandlung mit
pathogenem Anti-BP180 IgG (Nelson et al., 2006). Die Bedeutung des
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Zusammenspiels zwischen C5 und der Mastzellgranulation konnten Heimbach et
al. im Jahr 2011 darstellen. Mause mit Mastzell- oder C5a-Mangel zeigten keine
Krankheitsaktivitdt bei der Injektion von Anti-BP180 IgG, zudem lie3 sich eine
verringerte p38 MAPK-Phosphorylierung nachweisen. Bei den Mausen mit
Mastzellmangel konnte auch durch Injektion von C5a keine vermehrte p38 MAPK-
Phosphorylierung nachgewiesen werden, ebenso wenig bei Ausgleich des
Mastzellmangels bei C5a-defizienten Mausen. Zusammengenommen deutet dies
daraufhin, dass C5a mit C5a-Rezeptoren auf Mastzellen interagiert, so den p38-
MAPK-Signalweg aktiviert und eine Mastzell-Degranulation wird(Heimbach et al.,
2011).

Schulze et al. haben unter Verwendung eines Mausmodells mit adulten Méausen
ebenfalls die Bedeutung des Komplementaktivierung untersucht. Anders als bei Liu
et al. waren C5-defiziente Mause jedoch nur zu 50% vor dem pathogenen Effekt
von Anti-BP180 IgG geschutzt (Liu et al., 1995; Schulze et al., 2014). Durch die
Verwendung verschiedener Fcy-Rezeptor-defizienter Mausestamme konnten
Schulze et al. zudem zeigen, dass die Gewebezerstérung durch Fcy-Rezeptor IV
und Fcy-Rezeptor Il vermittelt wird, Fcy-Rezeptor IIB protektiv wirkt und Fcy-RlI
nicht wesentlich beteiligt war (Schulze et al., 2014).

Das zweite Autoantigen ist BP230 (auch bekannt als BP Antigen 1), es gehort zu
der Familie der Plakin-Proteine und ist ein 230 kDa grof3er intrazellularer Bestandteil
der hemidesmosomalen Plaques (Schmidt & Zillikens, 2013; Skaria et al., 2000;
Goletz et al., 2017). Plakine sind in den Epithelzellen lokalisiert, sie haben Kontakt
zu Intermediarfilamenten und verleihen dem Zellverband Zugfestigkeit. BP 230
besteht aus drei Domanen, einer zentralen stabférmigen und zwei endstandigen
globularen Doméanen (Ruhrberg & Watt, 1997). Uber die endstandige N-Doméne,
die auch Plakin-Domane genannt wird, erhalt BP230 Kontakt zu BP180 und a634-
Integrin (Abb. 2) (Sonnenberg et al., 1999; Hopkinson & Jones, 2000). Die terminale
C-Doméne interagiert mit den Keratinfilamenten in Hemidesmosomen (Yancey,
1995; Yang et al., 1996). BP230 ist eine Isoform, die durch das Dystonin-Gen
codiert wird (Guo et al., 1995). 1995 veroffentlichte Studien zeigten, dass Mause,
die einen Defekt im Dystonin-Gen haben, Blasen an der Haut sowie

neurodegenerative Veranderungen entwickelten (Guo et al., 1995).
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Pas et al. konnten bereits 1995 nachweisen, dass die Reaktivitat der IIF sowohl auf
Affendsophagus als auch auf humaner Spalthaut vornehmlich durch die gegen
BP230 gerichteten Antikorper vermittelt wird (Pas et al., 1995). Zudem stellten
Hamada et al. 2001 fest, dass 90% der von ihnen getesteten Seren im Immunoblot
IgG Reaktivitat gegen BP230 zeigten. 80 % der Seren wiesen IgG-Antikdrper gegen
den C-terminalen Bereich von BP230 auf, 38 % gegen die N-terminale Doméane und
40 % gegen die zentrale Domé&ne (Hamada et al., 2001). Auch Blécker et al. konnten
bestatigen, dass die C-terminale Doméane vom BP230 die immundominate Region
zu sein scheint (Blocker et al., 2012). Zudem konnten sie praziser sagen, dass die
meisten Seren (65%) IgG-Autoantikdrper gegen das Fragment C3 (Abb. 9) von
BP230 aufwiesen, in 55 % der getesteten Seren lie3en sich Autoantikdrper gegen
das Fragment-C2 nachweisen. Allerdings wiesen alle Seren, die IgG-Reaktivitat
gegen Fragment C2 aufwiesen auch lgG-Reaktivitdt gegen C3 auf (Blocker et al.,
2012). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse entwickelten sie einen ELISA, der die
IgG-Reaktivitat gegen Fragment C3 des BP230 nachweist und auch kommerziell
verfugbar ist (Blocker et al., 2012).

Feldrihan et al. konnten 2014 in einem Mausmodell keinen pathophysiologischen
Effekt von Antikorpern gegen BP230 erkennen (Feldrihan et al., 2014). Hierbei
generierten sie Kaninchen Antikoérper gegen die C-terminale Region von BP230, ex
vivo zeigten sie, dass diese Antikorper an der Basalmembran binden und das
Komplementsystem aktivieren. Die gereinigten Antikdrper wurden neonatalen und
adulten Mausen injiziert, es zeigte sich zwar eine Bindung der Antikdrper in der Haut
der Mause, aber keine Komplementaktivierung (Feldrihan et al., 2014). Im Jahr
2018 konnten Haeberle et al zeigen, dass die Injektion von monoklonalem BP230-
spezifischem IgG in neugeborene Mause zu makroskopischer und mikroskopischer
Blasenbildung fuhrt, was auf ihre pathogene Bedeutung hindeutet, &hnliche
Ergebnisse erzielten auch Makita et al im Jahr 2021 (Haeberle et al., 2018; Makita
et al., 2021).

Wahrend der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von IgG Antikorpern und der
Krankheitsaktivitat gut beschrieben ist, konnte die Rolle der IgE-Autoantikdrper bei
der Entstehung des BP bisher nicht ganzlich aufgeklart werden. Klar ist jedoch, dass
bei passiven Transfermodellen, die ausschliel3lich IgG-Autoantikdrper

verwendeten, das Vollbild des BP nicht generiert werden konnte, es fehlte die
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Infiltration der Haut durch Eosinophile, die ein charakteristisches Zeichen des BP
darstellt (Liu et al., 1993; Nishie et al., 2007; Ujiie et al., 2010). Bereits im Jahr 1974
fanden Provost et al. bei vier von 16 BP Patienten in der DIF IgE Ablagerungen
entlang der Basalmembranzone und vermuteten, dass diese IgE Autoantikdrper
pathophysiologische Relevanz haben koénnten (Provost & Tomasi, 1974). In
Erganzung dazu konnten Kamata et al. erst kirzlich nachweisen, dass BP
Patienten, die IgE Ablagerungen in der epidermalen Basalmembran aufwiesen, eine
hohere Krankheitsaktivitat zeigten und einen langeren Therapiezeitraum bis zur
Remission bedurften (Kamata et al., 2019). Im Jahr 2021 fanden Shih et al heraus,
dass BP Patienten, bei denen sich Anti-BP230 IgE Antikdrper im Serum nachweisen
lieRen weniger gut auf topische Steroide ansprachen (Shih et al., 2021). Zudem
zeigen verschiedene Studien, dass ca. zwei Drittel der BP Patienten erhohte
Gesamt-IgE-Spiegel im Serum aufweisen (Saniklidou et al., 2018; van Beek et al.,
2016). Es liel3 sich zudem eine Korrelation zwischen den Gesamt-IgE-Titern und
den Spiegeln der Antikorper, die gegen die DEJ gerichtet sind, nachweisen (van
Beek et al., 2016; Permin & Wiik, 1978). Auch eine Korrelation zwischen der Hohe
des Gesamt-IgE Spiegels und der Krankheitsaktivitdt wurde bereits beschrieben
(Saniklidou et al., 2018; van Beek et al., 2017b). In einer Studie von Messingham et
al. lieRen sich in 77% der Seren von BP Patienten IgE Antikorper gegen BP180
NC16A nachweisen, ein ahnlich hoher Anteil wie bei den IgG Autoantikdrpern gegen

ebendiese Doméne (Messingham et al., 2009).

Fairley et al. konnten zudem mit einem Mausmodell zeigen, dass die Injektion von
BP180 IgE-Autoantikdrpern in menschliche Hauttransplantate zu Lasionen fihrte,
die der frihen Phase des BP &hnelten, einschliellich der Degranulation von
Mastzellen, des eosinophilen Zustroms und der spontanen Blasenbildung (Fairley
et al., 2007). In einem &hnlichen Modell wurden Mausen, denen T- und B-
Lymphozyten fehlten menschliche Haut auf den Ricken transplantiert.
Anschlieend wurden Anti-BP180-IgE-produzierenden Hybridomzellen unter die
Transplantate injiziert. In einem Beobachtungszeitraum von 21 Tagen zeigten sich
hier makroskopisch Erytheme, aber keine Blasenbildung. Histologisch lief3 sich eine

subepidermale Spaltbildung nachweisen (Zone et al., 2007).

Sowohl Hurskainen et al. als auch Zhang et al. generierten einen Mausstamm, der

ein dysfunktionales BP180 besal3, die Mause entwickelten neben einer Entziindung
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der Haut erhéhte IgE-Spiegeln im Blut, was auf eine wichtige pathophysiologische
Rolle der IgE Antikorper in der Entstehung des BP schliel3en lasst (Zhang et al.,
2018; Hurskainen et al., 2015).

2015 kamen Bing et al. durch die Untersuchung von 37 BP Patienten zu dem
Schluss, dass die Konzentration der Anti-BP180 NC16A IgE Autoantikbrper im
frihen Stadium der Erkrankung weder im Blut noch in der Blasenflissigkeit mit der
Krankheitsaktivitat korreliert (Bing et al., 2015).

Van Beek et al. konnten zeigen, dass die IgE-Antikdrper gegen die NC16A Domane
des BP180 intraindividuell mit der anhand des BPDAI ermittelten Krankheitsaktivitat
korrelieren (van Beek et al., 2017b). Iwata et al. beschrieben zudem, dass das
Auftreten von IgE-Antikorpern gegen BP180 mit einer schwereren Form des BP,
einer intensiveren und langeren Therapie bis zum Erreichen der Remission
vergesellschaftet ist (lwata et al., 2008). Ein weiteres Indiz fur die
pathophysiologische Bedeutung der IgE Antikorper in der Pathogenese des BP ist
der erfolgreiche Einsatz von Omalizumab, einem humanisierten anti-IgE-AntikGrper
(Yuetal., 2014; London et al., 2012).

Messingham et al. stellten im Jahr 2014 fest, dass die Zahl der Eosinophilen im Blut
sowohl mit dem Gesamt-IgE als auch mit dem Anti-BP180 IgE korreliert. Zudem
konnten sie nachweisen, dass die Eosinophilen von BP Patienten den hochaffinen
IgE-Rezeptor FceRI exprimierten (Messingham et al., 2014).

Mittels Mausmodell zeigten Lin et al., dass Eosinophile fur die IgE-vermittelte
Blasenbildung beim BP notwendig sind. Sie verabreichten adulten Mausen Anti-
BP180 IgE Antikérper, welche daraufhin Blasen entwickelten. Die Schwere der
Blasenbildung hing dabei von der Menge des injizierten Anti-BP180 IgE ab. Mause
mit einem Mangel an Eosinophilen bildenten jedoch nach derselben Injektion keine
Blasen (Lin et al., 2018).

Der Nachweis von Anti-BP230 IgE Antikérpern im Serum wurde bei 38-68% der BP
Patienten beschrieben, eine Relevanz fur die Entstehung der Erkrankung konnte in
Tiermodellen bisher nicht nachgewiesen werden, auch eine Korrelation zwischen
der Hohe der Antikorper-Titer und der Krankheitsaktivitat lie3 sich bisher nicht
bestétigen (Lee et al., 2012; Feldrihan et al., 2014; Ishiura et al., 2008; Hashimoto
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etal., 2017). Im Jahr 2008 stellten Ishiura et al. allerdings fest, dass das Vorkommen
von BP230 IgE Antikérpern mit einer erhdhten lokalen Eosinophilie
vergesellschaftet ist (Ishiura et al., 2008). Und erst kirzlich konnten Shih et al.
belegen, dass BP Patienten mit nachgewiesenen Anti-BP230 IgE Antikorpern
schlechter auf topische Steroide ansprechen (Shih et al., 2021).

1.4 Diagnostik

Die Diagnose des BP wird anhand mehrerer Kriterien gestellt; zu diesen gehoren
klinische, histologische und immunpathologische Merkmale (Schmidt & Zillikens,
2013; Schmidt et al., 2020). Bei der Anamnese-Erhebung sind unter anderem der
Juckreiz, der Zeitpunkt des Auftretens der Haut- und evil. auch
Schleimhautlasionen, die (v.a. neurologischen) Vorerkrankungen und die
Medikamentenanamnese (Diuretika, DPP4l) von Bedeutung. Die korperliche
Untersuchung sollte neben der allgemeinen Inspektion der Haut auch eine
Inspektion der Konjunktiven, der Mundhohle, der Nasenlécher, sowie der Genital-
und Analregion beinhalten (Schmidt et al., 2020). Auch die Prifung des Nikolski-

Abb. 3 Histologie einer lasionalen Hautbiopsie eines BP Patienten.

Es lasst sich eine subepidermale Spaltbildung erkennen. Im Spaltlumen sowie in
der oberen Dermis finden sich eosinophile und neutrophile Granulozyten. HE-
Farbung, 100facher VergroRerung.
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Zeichen, bei dem durch Schiebedruck auf gesund erscheinender Haut bei
Erkrankungen mit intraepidermaler Spaltbildung eine Erosion erzeugt werden kann,
kann durchgefihrt werden (Schmidt et al., 2020). Das Nikolski-Zeichen ist bei BP
Erkrankungen stets negativ. Um die Krankheitsaktivitat initial und im
Therapieverlauf zu beurteilen, sollte in regelmaiigen Abstédnden der BPDAI
(Bullous Pemphigoid Disease Area Index) (Abb. 8) erhoben werden, welcher
maoglichst jedes Mal durch denselben Untersucher durchgefihrt wird (Schmidt et al.,
2020).

Bei der histologischen Untersuchung einer lasionalen Hautbiopsie, lasst sich neben
der subepidermalen Blasenbildung auch ein lymphozytenreiches, eosinophiles
Infiltrat nachweisen (siehe Abb. 3), die Histologie spielt bei der Diagnosefindung
jedoch eine eher untergeordnete Rolle (Schmidt & Zillikens, 2011b; Kippes et al.,
1999; Schmidt et al., 2020).

Die DIF (Abb. 4) gilt aufgrund der hohen Sensitivitat und Spezifitat als Goldstandard
zum Nachweis einer bullosen Autoimmundermatose; mit ihr lassen sich
gewebegebundene Antikdrper nachweisen (Chiorean et al., 2014; Schmidt &
Zillikens, 2010; Vodegel et al., 2004; van Beek et al., 2012; van Beek et al., 2018).
Die ideale Biopsiestelle ist perilasional und liegt ca 1 cm von einer bestehende Blase
entfernt (Kippes et al., 1999). Beim BP lassen sich in der DIF lineare IgG und/oder

Abb. 4 Direkte Immunfluoreszenz (DIF) einer perildsionalen Hautbiopsie bei
einem BP Patienten in 100facher Vergrof3erung.

Lineare Antikdrperablagerungen entlang der Basalmembran bei Beschichtung mit
Anti-humanem 1gG
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C3, seltener auch lineare IgE und IgA Ablagerungen an der DEJ nachweisen
(Schmidt & Zillikens, 2013; Witte et al., 2018; Schmidt et al., 2020).

Eine Methode, um zirkulierende Antikérper im Serum der Patienten nachzuweisen,
ist die IIF, diese kann an gesunder durch Natriumchloridlésung aufgespaltener
humaner Haut (siehe Abb. 5), an Affen- oder Kaninchenésophagus (siehe Abb. 6)
durchgefuhrt werden (Schmidt et al., 2020). Die fir die Pemphigoiderkrankungen

sensitivste indirekte Immunfluoreszenz-Methode erfolgt an gesunder Haut, bei der

Abb. 5 Indirekte Immunofloureszenz (IIF) auf humaner Spalthaut in 100facher
VergrdRRerung.

Die IIF zeigt lineare Ablagerungen von IgG-Antikérpern am Dach der artifiziellen
Blase bei Inkubation mit Serum von einem BP Patienten.

Abb. 6 Indirekte Immunfluoreszenz (lIF) auf Affenésophagus in 100facher
VergroRerung.

Die IIF zeigt lineare Antikorper-Ablagerungen entlang der Basalmembran nach
Inkubation mit Serum von einem BP Patienten
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durch Natriumchloridlésung eine Spaltbildung in der Lamina lucida der
Basalmembran induziert wurde; hier lassen sich IgG Antikérper im Dach der Blase
nachweisen (Schmidt & Zillikens, 2013; Otten et al., 2014; Schmidt et al., 2020).
Eine IIF ist bei allem Patienten mit fraglichem BP empfehlenswert; sie erlaubt auch
Antikdrper gegen andere Strukturen der DEJ zu detektieren (Schmidt et al., 2020).
Seit einiger Zeit gibt es multivariante Methoden, hierzu gehoért die der BIOCHIP®,
einem lIF-basierten Verfahren, bei diesem kénnen in einem Inkubationsschritt
Antikérper gegen verschiedene Substrate gleichzeitig nachgewiesen und dadurch
mit geringerem Zeit- und Materialaufwand zwischen dem BP und anderen bullésen
Autoimmunerkrankungen unterschieden werden (van Beek et al.,, 2017a). Die
Inkubationsfelder sind mit verschiedenen Substraten beschichtet, hierzu z&hlen die
immundominante Domé&nen von BP180, BP230, Desmoglein 1, Desmoglein 3,
Affendsophagus und durch Salzlésung aufgespaltene gesunde Primatenhaut (van
Beek et al., 2017a; Witte et al., 2018).

Um spezifische zirkulierende Antikorper nachzuweisen, kénnen kommerzielle
ELISA fur Antikdrper gegen BP230 und BP180 NC16A verwendet werden. Ein
grol3er Vorteil der ELISA ist, dass die Antikdrper nicht nur qualitativ, sondern auch
quantitativ bestimmt werden kdnnen. So ist beispielsweise eine Aussage dartber
madglich, ob die Antikdrper-Spiegel mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Witte et
al., 2018; Schmidt & Zillikens, 2010; van Beek et al., 2012; Otten et al., 2014;
Roussel et al., 2011). Seit Kurzem gibt es ELISA-Systeme, bei denen in einem
Schritt und mit einer Serumprobe Autoantikdrper gegen sechs verschiedene
Zielantigene (Desmoglein 1, Desmoglein 3, Envoplakin, BP180, BP230 und Typ VII
Kollagen) nachgewiesen werden kdnnen, so kann mit geringem Zeit- und
Materialaufwand zwischen den unterschiedlichen bulldsen Autoimmundermatosen

unterschieden werden (van Beek et al., 2017a).

Sollte bei Patienten ein dringender klinischer Verdacht auf ein BP bestehen, die
bisher aufgefiihrten Untersuchungsmethoden jedoch keine eindeutigen Ergebnisse
liefern, kbnnen zusatzlich Immunoblots zum Einsatz kommen. Es lassen sich so
Antikorper gegen verschiedene andere Bestandteile der DEJ nachweisen, hierzu
z&hlen Laminin-332 (beim SHP), Laminin y1/p-200 (beim Anti-p-200-Pemphigoid)
und lineare IgA Dermatose Antigen-1 (LAD-1, beim BP oder SHP) (Sitaru et al.,
2004).
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1.4. Therapie

Derzeit gibt es keine allgemein anerkannte Einteilung des BP in verschiedene
Krankheitsstadien, in der aktuellen Leitlinie wird jedoch bei einer betroffenen
Koperflache von unter 10% von einem milden Verlauf, zwischen 10 und 30% von
einem mittelschweren und Uber 30% betroffener Korperoberflache von einem
schweren Verlauf gesprochen (Messingham et al., 2019; Schmidt et al., 2020).
Neben der betroffenen Korperoberflache erlaubt auch der bereits oben erwéhnte
BPDAI eine Aussage Uber die Krankheitsaktivitat, Masmoudi et al. empfehlen eine
Einteilung in eine milde Krankheitsaktivitat bei weniger als 20 Punkten im BPDAI,
einen moderaten Krankheitsaktivitdt zwischen 20 und 56 Punkten und ab einer
Punktzahl von 57 Punkten sollte von einer hohen Krankheitsaktivitdt gesprochen
werden. Diese Grenzwerte entwickelten sie anhand einer Kohorte von 285 BP
Patienten aus 50 dermatologischen Abteilungen auf der Grundlage der 25. und 75.
Perzentile des BPDAI-Scores (Masmoudi et al., 2021).

Beim milden Verlauf ist haufig eine topische Therapie mit Clobetasolpropionat
ausreichend, diese hat im Vergleich zur systemischen Therapie mit
Glukokortikoiden erheblich weniger Nebenwirkungen und wird allein durch die
schlechte Praktikabilitat bei verschiedenen Patientengruppen eingeschrankt
(Schmidt & Zillikens, 2013; Joly et al., 2009; Schmidt et al., 2020). So ist es vor
allem fur altere oder fur weitgehend immobile Patienten schwierig zweimal taglich
eine groR3flachige topische Therapie durchzufiihren (Miyamoto et al., 2019). Bei
grolRen Blasen wird eine sterile Punktion unter Belassung des Blasendaches
durchgefiihrt (Schmidt et al., 2020). Zur lokalen Antisepsis kann beispielsweise

Octenidin verwendet werden (Schmidt et al., 2020).

Bei ausgepragten Verlaufen kommen systemische Glukokortikoide und/oder
Immunmodulatoren zu Einsatz (Schmidt & Zillikens, 2013, 2011b; Schmidt et al.,
2020). Als Induktionsdosis systemischer Glukokortikosteroide reichen in der Regel
0,5 Milligramm (mg) Prednisolon pro Kilogramm (kg) Koérpergewicht (KG) pro Tag
(d) aus, ggf. auch weniger (Schmidt & Zillikens, 2013; Schmidt et al., 2020). Bei
Erreichen einer Remission ist es ratsam, die Glukokortikoiddosis schrittweise zu
reduzieren und wenn maglich im Verlauf ganzlich abzusetzen (Schmidt et al., 2020).

Um Glukokortikoide einzusparen kénnen Immunmodulatoren eingesetzt werden
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z.B. Dapson 1,5 mg/ kg KG/ d, alternativ Doxycyclin 200mg/d, Azathioprin 2-2,5 mg/
kg KG/ d, Methotrexat 20 mg/ Woche oder Mycophenolat mofetil 2 g/d (Schmidt &
Zillikens, 2011a; Miyamoto et al., 2019; Schmidt et al., 2020). Sollte trotz dieser
Therapie keine Remission erreicht werden, konnen hochdosierte intravendse
Immunglobuline (IVIG) im Abstand von 4-6 Wochen verabreicht werden, weitere
Moglichkeiten bestehen in der Plasmapherese oder in der Therapie mit dem anti-
CD20 Antikorper Rituximab (Amagai et al., 2017; Schmidt & Zillikens, 2011a; Fairley
et al., 2009; Schmidt et al., 2020).

Vor dem Einsatz von systemischen Therapien muissen einige Punkte beachtet
werden, zunéachst sollten Leber- und Nierenfunktionsstérungen ausgeschlossen
werden (Schmidt et al.,, 2020). Bei klinischen, anamnestischen oder
laborchemischen Verdacht auf eine Infektion mit dem humanen Immundefizienz
Virus (HIV) oder andere chronische Infektionen, z.B. Hepatitis B sollten diese
zunachst abgeklart werden (Schmidt et al., 2020). Die Patienten sollten tGber den
notwendigen konsequenten Schutz vor ultravioletten (UV) Strahlen informiert
werden, zusatzlich sind regelmaRige Inspektionen der Haut bei einem erhéhten
Risiko fur kutane Neoplasien zu empfehlen (Schmidt et al., 2020). Zudem sind
regelmalRige Laborkontrollen u.a. mit Blutbild und Bestimmung der Nieren- und

Leberwerte notwendig (Schmidt et al., 2020).

Bei einzelnen Immunmodulatoren sind spezielle Maflihahmen vor der Therapie
einzuleiten. Da Azathioprin Gber die Thiopurinmethyltransferase (TPMT) abgebaut
wird, fir die ein genetischer Polymorphismus besteht, ist es ratsam deren Aktivitat
im Vorfeld der Therapie zu bestimmen, um die notwendige Dosis zu bestimmen und
eine Uberdosierung zu vermeiden (Schmidt et al., 2020). Bei Dapson ist die
Enzymaktivitat der Glucose-6-Phosphatdehydrogenase zu bestimmen, da
Patienten mit einer verminderten Aktivitat dieses Enzyms ein erhéhtes Risiko fur
eine fulminant verlaufende Dapson-induzierte Hamolyse haben (Belfield & Tichy,
2018; Schmidt et al., 2020).

Bisher nur als Dritt-Linien Therapie wird Rituximab eingesetzt, ein monoklonaler
humaner IgG1l-Antikorper, der gezielt an CD20, einem von B-Lymphozyten
exprimierten transmembranen Rezeptor bindet (Amber et al., 2018). Uber

verschiedene Mechanismen werden durch Rituximab die B-Lymphozyten
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unterdrickt, sowohl die Antikorper- als auch die Komplement-abhangige
Zytotoxizitat wird vermindert und die Apoptose wird gefordert (Kasperkiewicz et al.,
2011).
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2. Fragestellung

Die Zielantigene des BP sind BP180 und BP230. Die IgG-Autoantikdrper bilden hier
die Hauptfraktion, jedoch wurden auch IgE Autoantikdrper nachgewiesen. So
beschrieben Dimson et al, dass bei 90% der BP Patienten IgE Autoantikdrper gegen
BP180 vorkommen, Messingham et al konnten bei 77 % der BP Patienten IgE
Antikdrper gegen BP180 nachweisen, van Beek et al bei 40% (Jordon et al., 1967;
Messingham et al., 2009; Fairley et al., 2009; Dimson et al., 2003; van Beek et al.,
2016; van Beek et al., 2017b). Auch die berichteten Haufigkeiten von Anti BP230 —
IgG und IgE Autoantikdrpern sind sehr variabel (Ghohestani et al., 1998; Fania et
al., 2012; Ishiura et al., 2008). Einige Studien berichten fir Anti-BP230 IgE eine
hohere Frequenz als fur Anti-BP180 IgE sowie eine Assoziation zu
unterschiedlichen klinischen Phanotypen (Hashimoto et al., 2017; Ishiura et al.,
2008; Engineer et al., 2001, 2001). Die Anti-BP230 IgE Autoantikdrper wurden
allerdings in bisherigen Studien im Vergleich zu den Anti-BP180 IgE Antikdrpern
seltener untersucht und ihre Bedeutung ist nicht ausreichend geklart (Messingham
et al., 2009; Fairley et al., 2007; van Beek et al., 2017b; lwata et al., 2008).

Ziel dieser Studie ist es, die folgenden Fragestellungen zu beantworten:

» Korrelieren Anti-BP230 IgE Autoantikbrpern mit der allgemeinen oder der
intraindividuellen Krankheitsaktivitat?

» Kann ein Zusammenhang zwischen den Anti-BP230 IgE Antikdrpern und
dem klinischen Phanotyp des BP hergestellt werden?

» Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von IgE-
Autoantikdrpern gegen BP230 und einer vermehrten Eosinophilie im Blut der
BP Patienten?

» Bietet der Test einen zusatzlichen diagnostischen Nutzen?

» Konnen IgE Autoantikdrper gegen BP230 auch bei Patienten mit anderen
bullésen Autoimmundermatosen oder bei gesunden Blutspendern
nachgewiesen werden?

» Lassen sich bei Patienten mit BP auch IgE Antikdrper gegen andere Epitope
des BP230 als der im ELISA verwendeten C-globularen Doméne

nachweisen?
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3. Material und Methoden

3.1. Vorarbeit

Der fur diese Arbeit angewendete Anti-BP230 IgE ELISA wurde von Annabelle von
Georg bereits am LIED etabliert. Hierfir wurde das Anti-BP230 IgG ELISA-Kit mit
einem IgE-Konjugat (beide Euroimmun Lubeck) verwendet. Zur Auswertung wurde
die optische Dichte (OD) mit dem ELISA Reader (GloMax) bei 450 nm
Messwellenlange gemessen und anschliel3end die OD des Leerwertes (Sample
buffer) subtrahiert, der resultierende Wert wird im Folgenden OD-b genannt. Im
ersten Schritt wurde der ELISA mit 12 Seren von BP Patienten mit hohen BP230
IgG Titern und niedrigen Anti-BP180 NC16A 1gG Titern und bei 10 Seren von
Kontrollpatienten mit einem Alter Gber 75 Jahren durchgefihrt. Hierbei wurde das
Patientenserum jeweils unverdinnt eingesetzt. Dieser Schritt diente dazu
herauszufinden, ob sich mit dem neuen ELISA Anti-BP230 IgE Antikdrper
nachweisen lassen. Dabei zeigten sich bei drei Seren der BP Patienten hohe OD-
b-Werte (1,51 OD-b, 0,78 OD-b und 0,65 OD-b) und bei drei Seren mittelhohe OD-
b-Werte (0,09 OD-b, 0,09 OD-b und 0,08 OD-b). Bei den restlichen Seren lagen die
OD-b-Werte niedriger (<0,06 OD-b). Im zweiten Schritt sollte ermittelt werden, mit
welcher Verdiinnung der Seren die Anti-BP230 IgE Antikorperspiegel am besten
dargestellt werden. Hierzu wurde der ELISA in unterschiedlichen Verdinnungen der
Seren und des Konjugats durchgefuhrt. Hierfir wurden die zuvor untersuchten
Seren mit hohen und mittleren Anti-BP230 IgE Spiegeln, drei Seren von gesunden
Probanden mit hohem Gesamt-IgE Spiegeln (>500 u/l) und drei Seren von
gesunden Probanden mit niedrigen Gesamt-IgE Spiegeln (<100 u/l) verwendet. Der
zu etablierende ELISA wurde mit unverdiinntem Konjugat mit 1:10 verdinnten und
mit 1:100 verdinnten Seren durchgefihrt. Zudem wurde der ELISA mit 1:10
verdinnten Konjugat und unverdinnten Seren durchgefiihrt. Optimale Detektion
von Anti-BP230 IgE wurden bei Inkubation mit unverdinnten Seren und
unverdinnten Konjugat erzielt. Aufgrund des Einflusses des proportionalen Anteils
an spezifischem IgE zu Gesamt IgE wie bereits beschrieben (van Beek et al.,
2017b) wurde die ROC (Receiver Operating Characteristic) Analyse mit drei
unterschiedlichen Grenzwerten in Abhangigkeit vom Gesamt-IgE-Spiegeln und
optimiert auf eine hohe Spezifitdt festgelegt (siehe Tab. 2). Fir die ROC-Analyse

-22 -



wurden Seren von 34 BP Patienten (Kohorte 1) und 105 Seren von Kontrollpatienten
Uber 75 Jahren verwendet. Das Alter der BP Patienten lag zwischen 54 und 95,
wobei der Mittelwert bei 80,5 Jahren lag, davon waren 22 (64,7 %) Frauen und 12
(35,3%) Manner (siehe Tab. 2 und Abb. 7). Da es sich bei den Seren Uberwiegend
um externe Einsendungen handelt, lagen uns bei 17 Patienten die Ergebnisse einer

direkten Immunfloureszenz nicht vor.

Tab. 2: Ubersicht der BP Patienten, die fiir die ROC Analyse verwendet wurden
(Kohorte 1).

Patient Alter Geschl- DIF lF IF Anti-
echt Spalthaut | Affen6sophagus | BP180
NC16A
I9G
ELISA
BP-1-1 92 W IgG, C3 19G 19G negativ
BP-1-1 85 W n.e. IgG IgG 83
BP-1-2 86 W 1gG 190G 190G negativ
BP-1-3 74 W 19G negativ negativ 24
BP-1-4 87 W n.e. IgG n.e. 27
BP-1-5 89 W n.e. IgG IgG 46
BP-1-6 82 M n.e. negativ negativ 36
BP-1-7 88 M n.e. IgG n.e. 31
BP-1-8 75 M IgG, C3 Je[€] n.e. negativ
BP-1-9 88 W n.e. IgG IgG 109
BP-1-10 76 W n.e. IgG IgG 54
BP-1-11 54 M n.e. IgG IgG 145
BP-1-12 88 w n.e. IgG IgG negativ
BP-1-13 61 W n.e. IgG IgG 126
BP-1-14 80 M 19G IgG IgG 38
BP-1-15 89 W IgG, C3 IgG IgG 67
BP-1-16 81 W n.e. IgG IgG 31
BP-1-17 73 W n.e. IgG n.e. 65
BP-1-18 82 M n.e. IgG IgG 56
BP-1-19 68 w n.e. negativ negativ 21
BP-1-20 67 W C3 190G 190G negativ
BP-1-21 85 W n.e. IgG IgG 117
BP-1-22 79 M IgG, C3 IgG [e]€] 69
BP-1-23 81 W n.e. IgG IgG 26
BP-1-24 76 M C3 IgG IgG 118
BP-1-25 83 W [s[€; IgG IgG 83
BP-1-26 75 M IgG, C3 IgG IgG negativ
BP-1-27 74 M n.e. IgG IgG 134
BP-1-28 95 M IgG, C3 IgG IgG 324
BP-1-29 88 M IgG, C3 IgG IgG 175
BP-1-30 86 W negativ 19G 19G 94
BP-1-31 86 W n.e. n.e. n.e. 37
BP-1-32 84 M negativ IgG n.e. 35
BP-1-33 84 M n.e. IgG IgG 316
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BP-1-34 | 75 | w n.e. IgG IgG 74

Summe der positiven 13 30 26 28

DIF= direkte Immunfloureszenz, IIF= indirekte Immunfloureszenz, W= weiblich, M=
mannlich, n.e.= nicht erfolgt, IgG= Immunglobulin G, C3=Komplement 3.
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Abb. 7 Grafische Darstellung der Ergebnisse der ROC-Analyse. Der Anti-
BP230 IgE ELISA wurde mit Seren von 34 BP Patienten und 105 NHS
durchgefuhrt. Die NHS Seren wurden anhand des Gesamt-lgE —Werte
ausgewahlt: 35 mit niedrigen Gesamt-IgE (<100 U/ml), 35 mit mittleren Gesamt-
IgE (100-500 U/ml) und 35 mit hohem Gesamt-IgE (>500 U/ml). Die Grenzwerte
(waagerechte Linien) wurden anhand von Spezifitat und Sensitivitat ermittelt. Alle
violetten Punkte stellen negative Seren dar, alle orangenen positive.
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3.2. Patienten und Kontrollen

Fur weiterfihrende Untersuchungen waren bereits 74 Seren von Patienten mit
gesichertem BP zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vorhanden (Kohorte 2), die
Diagnose wurde mittels DIF und serologischen Ergebnissen gesichert (siehe Tab.
3). Die Seren wurden am Universitatsklinikum Lubeck in der Klinik fir Dermatologie
in den Jahren 2014 bis 2018 gesammelt. Das Alter der Patienten lag zwischen 50
und 93 Jahren, mit einem mittleren Alter von 79,5 Jahren. Der Frauenanteil lag bei
51,4 % (Tab. 3). Bei den Patienten wurde zum Zeitpunkt der Erstvorstellung und
maoglichst bei jeder Wiedervorstellung der BPDAI erhoben. Zudem wurden die
Patienten mittels eines standardisierten Datenbogen erfasst, was flr eine bessere
Vergleichbarkeit der Patienten untereinander sorgt. In diesem Datenbogen wurde
neben der Eigenanamnese, dem BPDAI und den diagnostischen Ergebnissen (DIF,
IIF, ELISA, Histologie) auch die Familienanamnese erhoben. Fir die vorliegende
Promotionsarbeit waren keine zusatzlichen Patientenkontakte notwendig. Die
Seren wurden von der Abnahme bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Neben
dem Anti-BP230 IgE und dem Gesamt-IgE ELISA wurden bei diesen Seren auch
der Anti-BP230 IgG ELISA, der Anti-BP180 IgG und IgE ELISA durchgefiuhrt. Von
7 Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Anti-BP230 IgE Antikdrper
nachweisbar waren, wurden zusatzlich Seren untersucht, die zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf abgenommen wurden.
Hierdurch sollte Uberprift werden, inwieweit die H6he der Anti-BP230 IgE
Antikdrper intraindividuell mit der Krankheitsaktivitat korreliert.

Tab. 3 Darstellung der BP Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Kohorte
2).

Patient | Alter | Geschlecht DIF IIF Spalt- IIF Affen- Anti-
haut 0sophagus | BP180
NC16A
IgG
ELISA
BP-2-1 88 M IgG, C3 IgG IgG 46
BP-2-2 83 M IgG, C3 19G 1gG negativ
BP-2-3 88 w IgG, C3 IgG 19G 162
BP-2-4 77 M IgG, IgA IgG 1gG negativ
BP-2-5 72 M IgG, C4 IgG n.e. 187
BP-2-6 90 w IgG, C3 IgG IgG 2.711
BP-2-7 82 M IgG lgG IgG 30
BP-2-8 83 w C3 IgG IgG 36
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BP-2-9 64 W IgG, C3 IgG 19G negativ
BP-2-10 71 M IgG, C3 IgG 19G 597
BP-2-11 87 M IgG, IgA IgG IgG 165
BP-2-12 78 M 19G [e]€] 1gG 148
BP-2-13 74 M IgG, C3 IgG 19G 177
BP-2-14 85 w IgG, C3 IgG 19G 114
BP-2-15 72 M 1gG, C3 negativ negativ negativ
BP-2-16 82 M IgG, C3 [e]€] 1gG 26
BP-2-17 86 M IgG, C3 [e]€] 1gG 180
BP-2-18 93 W 1gG n.e. n.e. 190
BP-2-19 78 M IgG, C3 negativ 19G 145
BP-2-20 80 M IgG, C3 IgG IgG 332
BP-2-21 78 M 19G [e]€] 1gG 186
BP-2-22 74 M IgG. C3 IgG 19G 149
BP-2-23 86 w 19G IgG 19G 48
BP-2-24 87 M IgG, C3 IgG 19G 142
BP-2-25 85 w IgG 1gG IgG 522
BP-2-26 67 w C3 o] €] 1gG 27
BP-2-27 75 M 19G IgG n.e. 725
BP-2-28 85 M IgG, C3 IgG 19G 520
BP-2-29 72 w negativ negativ negativ negativ
BP-2-30 78 M 1gG o] €] 1gG negativ
BP-2-31 81 w 1gG, IgA, 19G 19G 159
C3
BP-2-32 83 W 1gG, C3 19G 1gG negativ
BP-2-33 74 w IgG, C3 o] €] IgG 184
BP-2-34 72 M IgG, C3 o] €] 1gG 1.449
BP-2-35 81 M IgG, C3 IgG 19G 326
BP-2-36 63 w IgG, C3 IgG 19G 33
BP-2-37 86 W C3 IgG negativ 341
BP-2-38 83 M IgG, C3 IgG negativ 151
BP-2-39 73 M IgG, C3 negativ negativ 122
BP-2-40 98 W 19G negativ 19G 148
BP-2-41 92 w C3 IgG 19G 806
BP-2-42 93 w C3 IgG IgG 230
BP-2-43 87 w IgG, C3 o] €] 1gG 1.870
BP-2-44 69 w IgG IgG IgG negativ
BP-2-45 81 M 1gG, C3 190G negativ 150
BP-2-46 88 w IgG, C3 IgG 19G 86
BP-2-47 88 M IgG, C3 IgG IgG 106
BP-2-48 80 w IgG, C3 o] €] IgG 156
BP-2-49 84 W C3 19G 19G negativ
BP-2-50 69 M IgG, C3 IgG IgG 936
BP-2-51 50 w IgG, IgA IgG, IgA IgG 68
BP-2-52 86 w IgG, C3 IgG 19G 251
BP-2-53 61 W C3 negativ negativ negativ
BP-2-54 93 wW C3 IgG IgG 225
BP-2-55 84 w IgG, C3 IgG IgG 169
BP-2-56 86 w IgG, C3 IgG 19G 330
BP-2-57 79 M I9G IgG 1gG 433
BP-2-58 66 M IgG, C3 IgG negativ 98
BP-2-59 82 w IgG, C3 IgG 1gG 68
BP-2-60 77 M IgG, C3 19G 1gG negativ
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BP-2-61 75 w 19G IgG 1gG 34
BP-2-62 80 M IgG, C3 Ig9G, IgA n.e. 275
BP-2-63 72 M IgG, C3 IgG IgG 1.886
BP-2-64 84 M IgG [s[€] IgG negativ
BP-2-65 74 w IgG, C3 IgG 19G 1.508
BP-2-66 81 M 19G IgG 19G 450
BP-2-67 68 M 1gG IgG IgG 3.412
BP-2-68 69 w IgG, C3 IgG IgG 1.172
BP-2-69 81 w IgG, C3 IgG IgG 90
BP-2-70 86 W IgG, C3 IgG negativ 109
BP-2-71 63 W C3 negativ negativ 61
BP-2-72 72 wW IgG, C3 IgG IgG 300
BP-2-73 54 M C3 IgG IgG 116
BP-2-74 85 W IgG IgG 19G negativ
Summe der positiven 73 67 63 62

Aufgefiihrt sind die Ergebnisse der im Vorfeld bei Erstdiagnose erhobenen Befunde
der DIF, der IIF auf Spalthaut und auf Affendsophagus, sowie die Ergebnisse der im
Vorfeld erhobenen Anti-BP180 NC16A IgG und Anti-BP230.1gG ELISA. Weiterhin
aufgelistet sind das Alter und das Geschlecht. DIF, direkte Immunfloureszenz, IIF,
indirekte Immunfloureszenz, n.e., nicht erfolgt.

Zusatzlich standen 80 Seren von konsekutiven BP Patienten zur Verfligung
(Kohorte 3), die im Jahr 2017 am Uniklinikum LUbeck in der Abteilung fur
Dermatologie nach vorheriger Einwilligung der Patienten asserviert wurden. Das
Alter der Patienten lag zwischen 58 und 102 Jahren, der Durchschnitt lag bei 80,4
Jahren. In der Kohorte lagen uns bei 22 von 80 Seren (27,5 %). Informationen zur
DIF vor.

Tab. 4 Darstellung der konsekutiven BP Patienten Erstdiagnose (Kohorte 3)

Patient | Alte | Geschlecht DIF IIF IIF Affen- Anti-

r Spalt- 6sophagus BP180

haut NC16A

ELISA
BP-3-1 69 M n.e. IgG IgG 153
BP-3-2 77 M n.e. IgG IgG 189
BP-3-3 93 W n.e. IgG negativ 85
BP-3-4 70 M negativ IgG IgG 1.041
BP-3-5 80 M n.e. IgG IgG 658
BP-3-6 61 w n.e. IgG IgG 48

BP-3-7 87 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-8 76 W n.e. IgG IgG 550

BP-3-9 87 W n.e. negativ IgG negativ
BP-3-10 | 102 w n.e. IgG IgG 197

BP-3-11 82 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-12 | 86 w n.e. o] €] IgG 60
BP-3-13 82 W n.e. IgG IgG 117

BP-3-14 | 95 w lgG IgG IgG 2.106
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BP-3-15 | 87 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-16 77 M n.e. IgG IgG 34
BP-3-17 | 58 M n.e. IgG IgG 230
BP-3-18 | 69 M n.e. IgG IgG 51
BP-3-19 94 W n.e. IgG IgG 771
BP-3-20 90 W n.e. IgG IgG 23
BP-3-21 | 85 M n.e. IgG IgG 298
BP-3-22 | 84 w n.e. IgG IgG 84
BP-3-23 | 77 M n.e. IgG IgG 124
BP-3-24 | 89 w IgG IgG IgG 169
BP-3-25 76 W n.e. IgG IgG 77
BP-3-26 | 82 M n.e. IgG, lgG 159
IgA
BP-3-27 61 W n.e. IgG IgG 66
BP-3-28 | 79 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-29 63 W n.e. IgG IgG 36
BP-3-30 78 W IgG Je[€] Je[€] negativ
BP-3-31 | 94 w n.e. IgG IgG 1.417
BP-3-32 | 62 M C3 IgG IgG 290
BP-3-33 | 61 M IgG IgG IgG 46
BP-3-34 | 80 w IgG, C3 IgG IgG 112
BP-3-35 70 W n.e. IgG negativ negativ
BP-3-36 | 78 W IgG, C3 IgG IgG 72
BP-3-37 | 91 W n.e. IgG IgG negativ
BP-3-38 | 82 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-39 86 M negativ | negativ IgG 171
BP-3-40 82 W n.e. IgG IgG negativ
BP-3-41 | 78 W IgG, C3 IgG IgG 85
BP-3-42 | 71 w I9G, IgG IgG 114
C3, IgM
BP-3-43 | 59 w n.e. negativ IgG 152
BP-3-44 | 84 M n.e. IgG IgG 200
BP-3-45 | 92 w n.e. IgG IgG 1.138
BP-3-46 | 91 wW n.e. IgG IgG negativ
BP-3-47 | 89 M negativ | negativ negativ negativ
BP-3-48 92 W n.e. IgG IgG 188
BP-3-49 | 66 M n.e. negativ negativ 1.575
BP-3-50 | 86 wW n.e. IgG negativ 58
BP-3-51 | 89 M negativ | negativ negativ negativ
BP-3-52 | 78 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-53 | 89 M n.e. IgG IgG 282
BP-3-54 | 76 M n.e. IgG IgG 174
BP-3-55 | 78 w I9G, IgG IgG 1.118
C3, IgM
BP-3-56 | 82 W negativ | negativ negativ 67
BP-3-57 | 91 M n.e. IgG IgG 639
BP-3-58 86 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-59 78 M n.e. IgG IgG 738
BP-3-60 | 82 M n.e. IgG IgG negativ
BP-3-61 | 83 M IgG, C3 | negativ negativ negativ
BP-3-62 | 75 M n.e. IgG negativ 25
BP-3-63 | 58 M I9G, IgG IgG 1.584
IgM
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BP-3-64 | 78 W n.e. IgG IgG negativ
BP-3-65 76 W n.e. IgG IgG 348
BP-3-66 | 86 M n.e. IgG IgG 195
BP-3-67 | 84 M n.e. IgG IgG 74
BP-3-68 | 95 W negativ IgG IgG 1.160
BP-3-69 | 59 M IgG negativ IgG 397
BP-3-70 77 w IgG IgG IgG negativ
BP-3-71 | 85 w IgG, C3 [e]€] [e]€] 397
BP-3-72 82 M n.e. [s[€] I9G negativ
BP-3-73 | 80 W n.e. IgG IgG negativ
BP-3-74 91 W n.e. IgG IgG 1.062
BP-3-75 74 M n.e. IgG negativ 257
BP-3-76 | 76 M n.e. IgG IgG 44
BP-3-77 89 M n.e. IgG IgG 122
BP-3-78 | 79 M negativ IgG IgG 57
BP-3-79 91 W negativ 19G 190G 96
BP-3-80 | 91 w n.e. 1gG 1gG 379
Summe der positiven 15 71 70 59

DIF, direkte Immunfloureszenz, IIF, indirekte Immunfloureszenz, n.e., nicht erfolgt

Als Kontrollseren wurden 37 Seren von Patienten mit Schleimhautpemphigoid, 55
Seren von Patientinnen mit Pemphigoid gestationis (PG), 71 Seren von Miittern,
welche innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt entnommen wurden, 50 Seren
von gesunden Blutspendern und 40 Seren von Patienten mit Pemphigus vulgaris
(PV) verwendet.

Die Seren von Patienten mit Schleimhautpemphigoid wurden in den Jahren 2009
bis 2017 am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in der Dermatologie nach
vorheriger Einwilligung der Patienten gesammelt. Das Alter der Patienten lag
zwischen 23 und 90 Jahren, es handelte sich um 20 Frauen und 16 Manner. Von
den 37 Patienten mit Schleimhautpemphigoid wurde bei 26 Patienten bei
Diagnosestellung eine DIF durchgefihrt, hier zeigten sich bei 10 Patienten IgG
Ablagerungen an der DEJ, bei 14 Patienten waren C3 Ablagerungen nachweisbar
und bei 8 Patienten zeigten sich lineare IgA Ablagerungen an der DEJ. IgM
Ablagerungen konnten bei keinem der Patienten nachgewiesen werden. Bei flnf
Seren lieRen sich keine Antikérper oder Komplementablagerungen an der DEJ
nachweisen. Bei allen Patienten wurde eine IIF auf Spalthaut durchgefiihrt, diese
war bei 14 positiv fur 1gG, 5 waren positiv fur IgA und eine war sowohl fur IgG als
auch IgA positiv. Bei den insgesamt 20 positiven Seren banden die Antikdrper bei

17 Seren im Blasendach, bei zwei Seren am Blasenboden und bei einem sowohl
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am Blasenboden als auch am Blasendach. Bei 29 Patienten wurde zusatzlich der
Anti-BP180 NC16A IgG ELISA durchgefuhrt, bei 14 Patienten konnten IgG
Autoantikorper gegen BP180 NC16A nachgewiesen werden. Bei elf Seren wurde
neben der DIF, der IIF und dem Anti-BP180 NC16A 1gG ELISA auch der Anti-BP230
IgG ELISA durchgefihrt, nur ein Serum zeigte sich positiv.

Zudem wurden Seren von 55 Patientinnen mit Pemphigoid gestationis untersucht,
Diese Seren stammen aus den Universitatskliniken in Libeck (n=14), Groningen
(n=22), Miinchen (n=11), Wirzburg (n=5) und Wien (n=3). Als Einschlusskriterien
zéhlten hier die klinische Prasentation und ein positiver Komplementbindungstest
und/oder ein positiver BP180 NC16A IgG ELISA, eine positive DIF war nicht
erforderlich (Sadik et al., 2017). In derselben Studie wurden Seren von Miuttern
verwendet, welche innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt in der Abteilung fur
Gynékologie und Geburtshilfe des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus
Lubeck entnommen wurden (Sadik et al., 2017). Von den ehemals 101 Seren, war
bei 71 Proben noch genug Serum vorhanden, um im BP230 IgE ELISA eine
Einfachbestimmung und zusatzlich den Gesamt-IgE ELISA durchzufiihren. Auch
die Anti-BP180 IgG und IgE ELISA, sowie der Anti-BP230 IgG ELISA konnten mit

dem vorhandenen Volumen noch durchgefuhrt werden.

Fur die vorliegende Promotionsarbeit wurden 40 Seren von Patienten mit
Pemphigus vulgaris untersucht, diese wurden in den Jahren 2016 und 2017 in der
Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie am Universitatsklinikum
Lubeck gesammelt. Es handelte sich um 18 Manner und 22 Frauen, das Alter lag
zwischen 68 und 89 Jahren. Auch bei diesen Seren wurden die Anti-BP230 IgE und
IgG Antikorper, das Gesamt-IgE, sowie die Anti-BP180 IgG und IgE Antikorper

bestimmt.

Die 50 Seren von Blutspendern stammen aus dem Institut fir Transfusionsmedizin
am Universitatsklinikum Lubeck. Sie wurden im Jahr 2019 entnommen. Das Alter
der Blutspender liegt im Allgemeinen zwischen 18 und 68 Jahren. Bei allen Seren
war noch genug Serum vorhanden, um neben dem Anti-BP230 IgE ELISA, auch
den Anti-BP230 IgG ELISA, den Gesamt-IgE ELISA, sowie den Anti-BP180 IgG und
IgE ELISA durchzufuhren.

-30 -



Insgesamt wurden fur die vorliegende Arbeit Seren von 367 Patienten in der bereits
beschriebenen Weise untersucht und die Ergebnisse bei den Seren von BP
Patienten aus der Kohorte 2 mit der Krankheitsaktivitat in Zusammenhang gebracht.
Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Universitat zu Liubeck
positiv beurteilt (Nr. 11-234, 12-178, 14-227 und 15-051).
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3.3. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.3.1.Anti-BP230-IgE-ELISA

Fur die quantitative Untersuchung der Anti-BP230 IgE Antikérper steht kein
kommerzieller ELISA zur Verfligung. Es wurde der BP230 IgG ELISA (Euroimmun)
mit 2 Modifikationen von den Herstellerangaben verwendet: 1. Als
Detektionsantikorper verwendeten wir nicht den im ELISA-Kit enthaltenen Anti-1gG-
Antikorper, sondern den Anti-IgE-Antikérper der Firma Euroimmun. 2. Anstatt die
Seren zu verdinnen (1:101) setzten wir unverdiinnte Seren gemalf3 den Vorarbeiten
ein. Zu Beginn wurden zweimal 100 pl Sample Buffer als negativer Vergleichswert
(im ELISA Kit enthalten) und zweimal 50 pl der unverdiinnten Patientenseren auf
die 96 Well Platte pipetiert und 30 min bei Raumtemperatur mit Klebefolie abgedeckt
inkubiert, um die Reagenzien vor Austrocknung zu schiitzen. Anschliel3end wurden
die ReagenzgefalRe ausgeschittet und jeweils dreimal mit je 300 pl Waschpuffer
(bereits im Kit enthalten, 1:10 verdinnt) ausgewaschen. Der Waschpuffer wurde bei
jedem Durchgang 30-60 sec im Reagenzgefal3? belassen. Nach jedem
abgeschlossenen Waschvorgang wurden die ReagenzgefalRe mit den Offnungen
nach unten auf Vliespapier ausgeschlagen. Hierbei wurde besonders nach dem
letzten Waschvorgang darauf geachtet, keine Flussigkeitsreste im Gefal3
zuriickzulassen, da bereits kleine zurtickgebliebene Reste zu falsch niedrigen
Messwerten fuhren kénnen. Im nachsten Schritt wurden 100 pl Enzymkonjugat-
Losung (Peroxidase-markiertes Anti-Human-IlgE) zugefigt und 30 min mit
Klebefolie abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entleeren der
Gefal3e wurde der Waschvorgang wie zuvor durchgefiihrt. AnschlieRend wurden je
100 pl Chromogen/Substrat-Losung in die Reagenzgefalie pipettiert. Es folgte eine
Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur, dabei wurde darauf geachtet, dass die
Gefalle mit Klebefolie abgedeckt und im Dunkeln gelagert wurden. Um die Reaktion
zu beenden, wurden je 100 ul gebrauchsfertige Stopplésung hinzugegeben. Die
photometrische Auslesung erfolgte innerhalb von 30 min nach dem Stoppen der
Reaktion am ELISA Reader (GloMax) bei 450 nm Messwellenlange. Die
Probenwerte ergaben sich aus der Extinktion der Probe nach Abzug des Leerwertes
(Sample buffer) und wurden im Zusammenhang mit ihrem Gesamt-IgE Wert,

welcher mittels ELISA (Euroimmun) bestimmt wurde, ausgewertet.
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3.3.2.Gesamt-IgE-ELISA

Fur die quantitative Bestimmung des Gesamt-lgE-Serumspiegels wurde der ELISA
der Firma Euroimmun eingesetzt. Dieser wurde nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Zu Beginn wurden entsprechend des Pipettierschemas jeweils 100 pl
der vier Kalibratoren (K1-4, im Kit enthalten), zwei Positivkontrollen (P1 +2, im Kit
enthalten) und je 100 pl verdiunnter Patientenseren (1:10) in die Reagenzgefalle
pipettiert. Im Anschluss folgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei
Raumtemperatur, bei dieser wurden die Reagenzgefal3e mit Klebefolie abgedeckt,
um ein Austrocknen zu verhindern. Anschlie3end wurden die Gefal3e mit je 300 pl
Waschpuffer (bereits im Kit enthalten, 1:10 verdinnt) dreimal ausgewaschen
(genaue Durchfihrung siehe BP230-IgE-ELISA). Dem Waschvorgang folgte die
Zugabe von 100 pl Enzymkonjugat (Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgE, bereits
im Kit enthalten). Nach einer Inkubation tber 30 min bei Raumtemperatur unter
Klebefolie folgte ein weiterer Waschschritt mit je dreimal 300 ul Waschpuffer (siehe
oben). Im Anschluss wurde jedem Reagenzgefald 100 pl
Chromogen/Substratldsung (im Kit enthalten) zugefugt. Die 15-minttige Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur unter Abdunkelung und Abdeckung mit Klebefolie. Die
Messung erfolgte nach Zufligen von der bereits im Kit enthaltenen Stopplésung mit
dem ELISA Reader (Opsys MR) bei 450 nm. Die Umrechnung der Extiktion in U
erfolgte durch die Relevation Software QuickLink 24077. Der obere Grenzwert lag

bei 500 U/ml, eine Austitrierung bei hoheren Werten erfolgte nicht.
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3.3.3.Anti-BP180 NC16A-IgE-ELISA

Der BP180 NC16A IgE ELISA wurde bereits von van Beek et al etabliert (van Beek
et al., 2017b). Hierbei wurden zur Quantifizierung der Anti-BP180 IgE Antikdrper der
BP180 NC16A IgG ELISA und der IgE Detektionsantikorper der Firma Euroimmun
eingesetzt. Je 30 pl Aqua dest, je 30 pl unverdinnte Seren von 2 Positiv- und 2
Negativkontrollen und 100 ul unverdinnte Patientenseren wurden auf die 96 Well
Platte pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur unter
Klebefolie und einem dreifachem Waschschritt (s.0.) wurden jeweils 100 pl
Enzymkonjugat hinzu pipettiert, es schloss sich eine weitere Inkubationszeit von 30
min unter Klebefolie bei Raumtemperatur an. Nach einem erneuten Waschschritt
wurden je 100 ul Chromogen/ Substratldsung zugeftigt. Nach einer Inkubationszeit
von 15 min unter Abdunkelung wurden je 100 ul Stopplosung in die Wells pipettiert
und im ELISA Reader (Opsys MR) bei 450 nm gemessen. Bei der Etablierung

wurden drei Grenzwerte anhand des Gesamt-IgE festgelegt (siehe Tab. 4).

Tab. 5 Grenzwerte des Anti-BP180 NC16A IgE ELISA in Abhéngigkeit vom
Gesamt-IgE

Gesamt IgE Probenwert
positiv ab

<100 0,04

100-500 0,13

>500 0,17

3.3.4.Anti-BP230-1gG-ELISA

Zur quantitativen Bestimmung der IgG-Autoantikérper gegen BP230 wurde das
hierfir vorgesehene ELISA-Kit der Firma Euroimmun verwendet und wie oben
beschrieben, ohne Modifikationen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Umrechnung von Extinktion in U/ml erfolgte durch die Relevation Software Quick
Link 24077. Ab einem Wert von 20 U/ml werteten wir, wie durch den Hersteller
empfohlen, den Wert als positiv. Der obere Grenzwert lag bei 200 U/ml, eine weitere

Austitrierung erfolgte nicht (Blocker et al., 2012).
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3.3.5.Anti-BP180 NC16A-1gG ELISA

Fur eine quantitative Bestimmung der 1gG-Antikérper gegen BP180 wurde das
ELISA-Kit der Firma Euroimmun verwendet und wie oben beschrieben, ohne
Modifikationen nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Umrechnung von
Extinktion in U/ml erfolgte durch die Relevation Software Quick Link 24077. Ab
einem Wert von 20 U/ml werteten wir, wie durch den Hersteller empfohlen, den Wert
als positiv. Auch hier lag der obere Grenzwert bei 200 U/ml, auch hier wurde bei

hoéheren Werten keine Austitrierung durchgefiihrt (Sitaru et al., 2007).
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3.4. Bullous Pemphigoid Disease Area Index (BPDAI)
Der BPDAI (siehe Abb. 8) wurde im Jahr 2012 von einer Gruppe von Experten auf

dem Gebiet des BP entwickelt Dieser Score sollte dazu dienen, das Ausmalf3 und
das Klinische Bild in Fallberichten und in klinischen Studien einheitlicher
darzustellen. Eingeteilt wird der BPDAI in die drei Uberkategorien ,Haut",
,Schleimhaut® und ,Pruritus“. Es kénnen in der Kategorie ,Haut® je nach
Krankheitsaktivitat insgesamt bis zu 252 Punkte vergeben werden, je 120 davon in
den Unterkategorien ,Aktivitat Blasen/Erosionen und ,Aktivitat Urtikaria/ Erythem/
Andere® und 12 Punkte fur den ,Schaden Pigmentierung/ andere®. In der Kategorie
,Schleimhaut® reicht der Score bis 120. Beim ,Pruritus“ kénnen bis zu 30 Punkte

vergeben werden (Murrell et al., 2012).

Bei den meisten Patienten wurde der BPDAI bereits bei Erstdiagnose sowie bei
weiteren Vorstellungen in unserer Klinik erhoben. Bei 5 Patienten wurde kein BPDAI
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose erhoben, dieser konnte retrospektiv anhand von
Beschreibungen in den Arztbriefen und/oder anhand von Fotos, die bei dem
entsprechenden stationdren Aufenthalt oder ambulanten Terminen aufgenommen

wurden, ermittelt werden.
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BPDAI

SKIN ACTIVITY ACTIVITY DAMAGE
Anatomical Mumber of Number of
lacation Lesions if | rticaria/ Erythema / Lesions it pjomantation/

Erosions/Blisters e Other = Other
0 absent 10 absent Absent 0,
|rresent 1
1 1-3 lesions, none > 1 cm 1 1-3 lesions, none >6 cm
diameter diamter
2 1-3 lesions, at least one = 1 cm 2 1-3 lesions, at least one
diameter lesion > & cm diameter
3 >3 lesions, none » 2 cm 3 =3 lesions, or at least one
diameter lesion > 10 em diameter
5 >3 lesions, and at least one 2 5 =3 lesions and at least one
cm lesion > 25 em diameter
10 >3 lesions, and at least one 10 =3 lesions and at least ong
lesion >5 cm diamater or entire lesion = 50 em diameter or antire
araa araa
Head
Neck
Chest
Left arm
Right arm
Hands
Abdomen
Genitals
Back/Buttocks
Left leg
Right leg
Feet
Total skin 120 120
MUCOSA Erosions/Blisters
1 1lesion
2 2-3 lesions
5 >3 lesions, or 2 lesions >2cm
10 enlirg area
Eyes
MNose
Buccal mucosa
Hard palate
Soft palate
Upper gingiva
Lower gingiva
Tongue
Floor of Mouth
Labial Mucosa
Posterior
Pharynx
Anogenital
Total Mucosa /120

Abb. 8 Darstellung des BPDAI
Abbildung entnommen aus Murrell et al. 2012
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3.5. Statistische Analysen

Die ROC-Analyse wurde mithilfe des Programms Gnu R open-access statistical
software (version 3.1; R Development Core Team, R Foundation for Statistical

Computing https://cran.r-project.org) durchgefihrt.

Die Korrelationsanalysen wurden von Dr. Nina van Beek und PD Dr. Andreas Recke
durchgefuhrt. Hierfur wurde das Programm Gnu R open-access statistical software
(Version 3.1; R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing
https://cran.r-project.org/) mit den zusatzlichen Funktionen ,base®, ,irr¢, ,stats,
Sutils®, ,survival® verwendet. Die interindividuelle Korrelation wurde mittels
Correlation test method = spearman, exact = F berechnet, die intraindividuelle
Korrelation mittels Approximate Spearman Correlation Test stratified per patient.
Zur Berechnung des Variationskoeffzienten teilten wir die Standardabweichung
durch den Mittelwert (Horstmann, 2016).

Fur alle Analysen wurden die Ergebnisse der Anti-BP180 NC16A 1gG und der Anti-
BP230 IgG ELISA <2 U/ml auf 2 U/ml, der Gesamt-IgE ELISA >500 U/ml auf 500
U/ml und >200 U/ml auf 200 U/ml gesetzt. Fur die Anti-BP230 IgE und Anti-BP180
NC16A IgE ELISA wurde die optische Dichte verwendet.

3.6. Immunoblot

Der Immunoblot ist eine Methode, um Antikérper im Serum nachzuweisen.
Nachdem die entsprechenden Antigene auf eine Nitrozellulose Membran
transferiert wurden, binden die Antikorper im ersten Schritt an diese Antigene. Im
zweiten Schritt bindet der Zweitantikbrper an die gebundenen Antikorper.
Abschliel3end werden die Antikdrper durch eine Farbereaktion sichtbar gemacht. Es
wurden Immunoblots mit 7 Fragmenten des BP230 durchgefuhrt, die von der Firma

Blécker ef a/.
2 443 846 1297 17102033 2328 2849
N1 | L R1 | L C1 | L GC3 |

432 864 1286 1724 2024 2342
N2 ] [ R2 ] G2

Abb. 9 Darstellung der 7 fir den Immunoblot verwendeten Fragmente von BP230
Blocker et al 2012 [13].

Euroimmun zur Verfigung gestellt wurden, es handelte sich um die Fragmente, die
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bereits Blocker et al. fur die Entwicklung eines Anti-BP230 IgG ELISA verwendet
hatten (Abb. 9) (Blocker et al., 2012).

SDS-Polyacrlyamid-Gelelektrophorese

Um die verschiedenen Fragmente des BP230 von mdéglichen Verunreinigungen zu
trennen, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Nach der Herstellung und
dem Giel3en des 12%-igen Trenngels in eine vertikale Gelkammer wurde dies mit
Aqua dest Ubergossen, um eine glatte Oberflache zu erhalten und das Gel zu
verdichten. Im Anschluss an die Polymerisationszeit von 15-20 Minuten wurde das
Aqua dest wieder abgegossen und das Trenngel mit dem 4%-igen Sammelgel
beschichtet, in das Sammelgel wurde vorsichtig ein Probenkamm eingefuhrt.
Ungefahr 15 Minuten spater konnte das Gel mit den Proben beladen werden. Die
Proben wurden zuvor 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und anschlieBend ca. 1 Minute
zentrifugiert. Als Kontrolle wurde ein farbmarkierter Protein-Standard der Firma Bio-
Rad Laboratories verwendet. Die Gelektrophorese erfolgte zunéchst fur ca. 20
Minuten bei 25 mA, um die Proteine langsam in die Gele einlaufen zu lassen,
anschlieBend bei 50 mA. Im ersten Durchgang wurden 5-Taschengele hergestellt
und in aufsteigender Menge jeweils 10 ul, 20 ul, 30 pl und 40 pl der jeweiligen
Proteinfragmentprobe in die Taschen gefullt. Hiermit sollte die optimale
Proteinmenge fur den Immunoblot ermittelt werden. Im zweiten Durchgang wurde

ein 1-Taschengel hergestellt und die ermittelte Menge Protein aufgetragen.
Westernblot

Fur den Transfer wurden zwei Faserschwdmme der Firma Bio Rad, zwei Blot-
Filterpapiere der Firma Schleicher und Schuell GmbH, das Trenngel und die
Nitrozellulosemembran sandwichartig in der Blotkassette der Firma Bio Rad
zusammengebaut, dabei war darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den
einzelnen  Elementen  vorhanden  waren. Der Transfer auf die
Nitrozellulosemembran erfolgte tGber eine Stunde bei -4°C und 120 V. Im Anschluss
wurde die Nitrozellulosemembran mit Fast Green der Firma Sigma-Aldrich Chemie

gefarbt, um den Transfer zu Gberprufen und die Proteinbanden sichtbar zu machen.
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Immunoblot

Aus der Nitrozellulosemembran wurde die bendtigte Anzahl an ca. 2 mm breiten
Streifen geschnitten, beschriftet und in eine Inkubationsschale gelegt. Jeder
Streifen wurde mit 1 ml TBST-L6sung mit 5% Magermilchpulver (MMP) beides von
der Firma Merck KGaA getrankt und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert.
Hierdurch sollten unspezifische Bindungsstellen blockiert werden. Die TBST-
Losung mit MMP wurde anschlieRend ausgeschittet und die Streifen 3x10
Sekunden mit TBST gespult. Im Anschluss wurden die Streifen mit 1:100
verdunnten Serumproben (10 pl Serum und 990 pl TBST mit 1% BSA und 5% MMP)
Uber Nacht (ca. 16 Stunden) bei 4°C im Kihlraum auf dem Schittler bei 20-30 rpm
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Flussigkeit abgegossen und die Streifen 3x10
Sekunden mit TBST gespult. Das TBST wurde anschlie3end ausgeschittet und in
jede Schale etwas frisches TBST gefullt, die Wannen wurden nun fir 12 Minuten
auf den Schutteltisch der Firma Heidolph Imstruments bei einer Geschwindigkeit
von 20-30 rpm gestellt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Daraufhin wurden
die Streifen in ein 50 ml Falcon der Firma Sarstedt gelegt und mit verdiinnten Anti-
IgE-Konjugat (1:1 mit TBST + 5 % MMP + 1% BSA verdiinnt) beschichtet. Es folgte
eine Inkubation Uber 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schattler bei 20-30
rom. Im Anschluss an zwei Waschvorgange (s.0.) wurden die Streifen auf eine
Klarsichtfolie aufgeklebt und mit TBST befeuchtet. In der Dunkelkammer wurden die
Streifen mit ECL der Firma GE Medical Systems Information Technologies GmbH
bedeckt (Losung A und Lésung B im Verhaltnis 1:1) und fir 1 Minute inkubiert. Die
ECL L6sung wurde anschlieBend abgetupft. In die x-Ray-Film-Kassette wurde die
Klarsichtfolie mit den Streifen abgedeckt mit einer zweiten Klarsichtfolie und dem
Film hineingelegt und verschlossen. Nach 7 Minuten wurde der Film wieder
entnommen, fir ca. 1 Minute in den Entwickler der Firma BW Plus Réntgen GmbH
& Co. KG, dann 10 Sekunden in Leitungswasser, ca. 60 Sekunden in den Fixierer
der Firma BW Plus Rontgen GmbH & Co. KG und abschlieen 2 Minuten in

Leitungswasser zum Neutralisieren gelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Anti-BP230-IgE ELISAS

Zunachst wurde der Anti-BP230 IgE ELISA mit sechs Seren an drei
unterschiedlichen Tagen durchgefihrt, um die Interassay Variabilitat zu ermitteln.
Es ergab sich ein Variationskoeffizient von 7,3%, dies spricht fir eine gute

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (siehe Tab. 6).

Tab. 6: Berechnung des Variationskoeffizienten.

Serum- Anti- Anti- Anti- | Mittel- | Standard- | Variationkoeffizient
nummer | BP230 | BP230 | BP230 | wert | abweich- (Standard-
IgE (OD) | IgE IgE ung abweichung/
Tag 1 (OD) (OD) Mittelwert)
Tag2 | Tag 3
1 1,92 1,76 1,84 1,84 0,08 0,04
2 1,26 1,26 1,37 1,30 0,06 0,05
3 0,71 0,66 0,72 0,70 0,03 0,04
4 0,78 0,71 0,77 0,75 0,03 0,04
5 0,07 0,08 0,08 0,08 0,01 0,13
6 0,07 0,07 0,08 0,07 0,01 0,14
Gesamt-Variationskoeffizient: 0,073

OD, optische Dichte

Nach Etablierung des Anti-BP230 IgE ELISA untersuchten wir 2 Kohorten von BP
Patienten, Seren von Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Kohorte 2).
Seren von konsekutiven Patienten unabhéngig vom Zeitpunkt im Krankheitsverlauf
(Kohorte 3)
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18% der BP Patienten haben bei Erstdiagnose IgE-Autoantikdrper gegen BP230

Es wurden 74 Seren von BP Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Kohorte 2)
auf das Vorhandensein von Anti-BP230 IgE, Anti-BP230 IgG, Anti-BP180 NC16A
IgE und Anti-BP180 NC16A IgG Antikorper untersucht. Des Weiteren wurde der
Gesamt-IgE ELISA-Titer bestimmt (siehe Tab. 7).

Bei 13 Seren (17,6%) wurden IgE Antikérper gegen BP230 nachgewiesen. Der
Hochstwert lag bei 2,35 OD-b (Erlauterung siehe Seite 24) der niedrigste positive
Wert bei 0,27 OD. In keinem der Seren konnten ausschlie3lich Anti-BP230 IgE
Autoantikdrper nachgewiesen werden.

Tab. 7 Ergebnisse der verschiedenen ELISA bei BP Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose (Kohorte 2).

Patient | Anti-BP230 IgE | Gesamt- | Anti-BP230 | Anti-BP180 IgE
Antikdrper in IgE in IgG Anti- Anti-korper in
OD-b U/ml kdrper in U/ml OD-b
BP-2-1 1,35 >500,0 19,8 0,26
BP-2-2 -0,01 24,5 6,1 0,25
BP-2-3 3,13 >500,0 102,4 0,15
BP-2-4 -0,01 128,3 0,0 0,05
BP-2-5 1,52 >500,0 >200,0 0,64
BP-2-6 -0,01 >500,0 >200,0 0,06
BP-2-7 0,36 >500,0 134,7 0,10
BP-2-8 0,00 17,4 36,0 0,08
BP-2-9 0,02 58,0 <2,0 0,24
BP-2-10 0,00 7,3 147,0 0,05
BP-2-11 0,01 64,7 178,0 0,08
BP-2-12 0,70 66,9 42,0 0,05
BP-2-13 -0,01 >500,0 149,1 0,43
BP-2-14 0,00 37,4 <2,0 0,09
BP-2-15 0,09 22,9 <2,0 0,10
BP-2-16 0,00 39,2 67,0 0,05
BP-2-17 0,06 >500,0 >200,0 0,09
BP-2-18 0,02 >500,0 2,1 0,07
BP-2-19 0,03 28,7 <2,0 0,51
BP-2-20 0,01 105,6 11,0 0,17
BP-2-21 0,02 12,4 <2,0 0,09
BP-2-22 0,00 69,5 <2,0 0,06
BP-2-23 0,09 18,4 >200,0 0,73
BP-2-24 0,00 75,9 3,9 0,13
BP-2-25 0,00 >500,0 2,0 0,13
BP-2-26 0,02 >500,0 101,0 0,07
BP-2-27 0,00 141,0 35,7 1,01
BP-2-28 0,08 0,1 >200,0 0,05
BP-2-29 0,00 >500,0 <2,0 0,28
BP-2-30 0,07 306,2 <2,0 0,05
BP-2-31 0,08 >500,0 151,0 0,05
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BP-2-32 0,00 >500,0 82,0 0,07
BP-2-33 0,03 >500,0 175,6 0,09
BP-2-34 0,00 0,2 16,9 0,07
BP-2-35 0,16 >500,0 >200,0 0,00
BP-2-36 0,01 98,1 37,7 0,39
BP-2-37 0,00 37,2 0,0 0,04
BP-2-38 0,00 >500,0 2,5 -0,02
BP-2-39 0,01 346,7 >2,0 0,19
BP-2-40 0,05 364.,5 >500,0 -0,02
BP-2-41 2,35 >500,0 101,6 0,07
BP-2-42 0,02 4,1 48,3 0,02
BP-2-43 0,56 >500,0 >200,0 0,03
BP-2-44 0,01 13,9 7,9 -0,01
BP-2-45 0,01 140,1 <2,0 0,59
BP-2-46 0,03 17,4 85,7 0,04
BP-2-47 0,03 37,4 <2,0 0,20
BP-2-48 0,00 11,2 4,2 0,12
BP-2-49 0,79 >500,0 43,5 0,00
BP-2-50 0,00 >500,0 8,8 0,20
BP-2-51 0,01 141,2 2,8 0,00
BP-2-52 0,01 65,8 4,6 0,02
BP-2-53 0,01 39,9 <2,0 0,09
BP-2-54 1,85 >500,0 103,8 0,25
BP-2-55 -0,01 52,2 <2,0 -0,02
BP-2-56 0,01 43,4 2,5 0,01
BP-2-57 -0,01 57,2 <2,0 0,02
BP-2-58 0,02 88,7 101,3 0,00
BP-2-59 0,02 2,7 <2,0 0,01
BP-2-60 0,07 >500,0 12,9 0,68
BP-2-61 0,29 >500,0 8,5 0,57
BP-2-62 0,37 >500,0 69,9 -0,01
BP-2-63 -0,01 50,8 <2,0 0,02
BP-2-64 0,01 84,4 4,3 -0,01
BP-2-65 0,02 67,9 >200,0 0,00
BP-2-66 0,00 51,7 116,7 0,00
BP-2-67 0,82 >500,0 140,5 0,00
BP-2-68 1,84 33,4 20,6 0,37
BP-2-69 0,01 11,3 >200,0 -0,01
BP-2-70 0,02 99,2 <2,0 0,11
BP-2-71 0,01 4,0 <2,0 0,04
BP-2-72 0,28 85,0 158,5 0,01
BP-2-73 0,27 44,7 30,4 0,28
BP-2-74 0,01 1211 6,2 0,00

OD-b, optische Dichte abzlglich der optischen Dichte des Leerwertes.
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Ungefahr 29% konsekutiver BP Patienten zeigen Anti-BP230 IgE Autoantikdrper

80 Seren von konsekutiven Patienten mit BP wurden auf das Vorhandensein von
Anti-BP230-IgE- und Anti-BP230-IgG-, Anti-BP180-IgE -und Anti-BP180-IgG-
Antikorpern untersucht und das Gesamt-IgE bestimmt. Dabei wurden Anti-BP230-
IgE Antikorper bei 23 Proben (28,8%) nachgewiesen. Die Diskrepanz zu Kohorte 2
konnte unter anderem mit einem Class switch hindeuten, bei dem sich die
Reaktivitat der Autoantikorper gegen verschiedene Epitope im Laufe der Zeit unter
dem Einfluss diverser Faktoren veréandert. Von diesen 23 Proben waren 9 (39,1%)
zusatzlich auch positiv fur BP180 IgE Antikbper, insgesamt zeigten sich bei 31
(38,8%) Patienten Anti-BP180 NC16A IgE Antikorper. Patienten, die fur beide IgE-
Autoantikdrper positiv waren, zeigten ein erhdhtes Gesamt-IgE. Insgesamt war das
Gesamt-IgE bei 43 (53,8%) Patienten erhoht. In 47 (58,8%) Seren waren Anti-
BP230 1gG Antikorper detektierbar. Bei 59 (73,8%) Patienten konnten Anti-BP180
NC16A 1gG nachgewiesen werden

Tab. 8 Ergebnisse der verschiedenen ELISA bei konsekutiven BP Patienten
(Kohorte 3).

Patient | Anti-BP230IgE | Gesamt- | Anti-BP2301gG | Anti-BP180 IgE
Antikdrper in IgE in Antikdrper in Antikdrper in
OD-b U/ml U/ml OD-b
BP-3-1 0,19 436,8 16,1 0,17
BP-3-2 0,40 372,8 183,2 0,05
BP-3-3 0,01 54,9 2,4 0,35
BP-3-4 0,07 48,7 573,9 0,01
BP-3-5 0,78 >500 192,0 0,13
BP-3-6 2,34 >500 112,3 0,37
BP-3-7 0,06 64,4 <2,0 0,04
BP-3-8 0,69 >500 100,4 0,05
BP-3-9 0,04 123,3 <2,0 0,28
BP-3-10 0,10 97,2 105,8 0,06
BP-3-11 0,08 48,5 144,0 0,07
BP-3-12 1,82 >500 97,0 0,43
BP-3-13 0,54 >500 13,3 0,19
BP-3-14 0,86 >500 110,5 0,11
BP-3-15 0,07 16,8 <2,0 0,08
BP-3-16 0,06 11,1 15,7 0,08
BP-3-17 0,12 47,7 13,6 0,03
BP-3-18 0,07 >500 75,4 2,66
BP-3-19 0,11 54,0 120,5 0,05
BP-3-20 0,04 122,5 21,0 0,03
BP-3-21 0,12 79,8 75,4 0,03
BP-3-22 0,40 445,6 120,5 0,42
BP-3-23 0,03 52,0 <2,0 0,07
BP-3-24 0,29 376,5 88,0 0,05
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BP-3-25 0,07 15,9 47,0 0,04
BP-3-26 0,17 >500 23,1 0,14
BP-3-27 0,03 18,9 2,7 0,02
BP-3-28 0,06 86,1 60,0 0,03
BP-3-29 0,00 9,8 2,4 0,01
BP-3-30 0,02 13,1 <2,0 0,00
BP-3-31 0,65 >500 129,1 0,09
BP-3-32 0,04 173,7 432,2 0,01
BP-3-33 0,01 >500 <2,0 0,70
BP-3-34 0,42 >500 25,0 0,97
BP-3-35 0,00 104,5 <2,0 0,01
BP-3-36 0,14 173,2 122,3 0,01
BP-3-37 0,10 82,8 48,0 0,01
BP-3-38 0,02 16,1 <2,0 0,01
BP-3-39 0,06 >500 4,8 1,12
BP-3-40 0,00 36,5 43,0 0,02
BP-3-41 0,01 16,7 36,0 0,29
BP-3-42 0,13 232,8 12,8 0,31
BP-3-43 0,01 4,1 2,3 0,00
BP-3-44 0,18 >500 1175,7 0,02
BP-3-45 0,00 93,2 6,1 0,06
BP-3-46 1,06 >500 30,0 0,11
BP-3-47 0,01 34,6 55,0 0,00
BP-3-48 0,13 >500 20,0 0,02
BP-3-49 -0,01 >500 <2,0 0,50
BP-3-50 0,00 31,9 9,0 0,01
BP-3-51 0,01 32,8 55,0 0,05
BP-3-52 0,02 22,9 <2,0 0,02
BP-3-53 0,07 31,7 <2,0 0,05
BP-3-54 0,66 >500 118,5 0,87
BP-3-55 0,01 116,8 <2,0 0,06
BP-3-56 0,01 126,2 65,0 0,03
BP-3-57 0,17 >500 91,4 0,13
BP-3-58 0,60 >500 40,0 0,07
BP-3-59 1,85 >500 187,3 0,25
BP-3-60 0,01 13,2 99,0 0,04
BP-3-61 0,01 8,2 <2,0 0,07
BP-3-62 0,00 156,2 23,0 0,02
BP-3-63 0,61 >500 145,0 0,03
BP-3-64 0,01 84,3 <2,0 0,01
BP-3-65 0,27 240,5 163,7 0,05
BP-3-66 0,05 11 9,7 0,00
BP-3-67 0,01 33,3 36,2 0,02
BP-3-68 0,03 55,3 42,4 0,01
BP-3-69 0,01 10,1 <2,0 0,04
BP-3-70 0,56 >500 95,0 0,02
BP-3-71 0,81 >500 1641,2 0,02
BP-3-72 0,04 369,3 <2,0 0,05
BP-3-73 0,01 90,4 <2,0 0,02
BP-3-74 1,08 >500 866,6 0,14
BP-3-75 0,01 44,5 <2,0 0,18
BP-3-76 1,02 229,3 68,0 0,01
BP-3-77 0,00 409,5 7,2 0,22
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BP-3-78 0,00 8,1 <2,0 0,01
BP-3-79 0,46 260,3 97,0 0,92
BP-3-80 0,31 >500 1183,1 0,01

OD-b, optische Dichte abzlglich der optischen Dichte des Leerwertes

Insgesamt waren 59 (73,8%) Seren positiv fur Anti-BP180 NC16A 1gG Antikorper,
der niedrigste Wert lag bei 26 U/ml, der hochste bei >200 U/ml. Bei 36 (48,7%)
Seren lieRen sich 1gG Antikorper gegen BP230 nachweisen, hier lag der niedrigste

BP180
NC16A IgE
6

Abb. 10 Venn-Diagramm der Ergebnisse der BP180 NC16A und BP230 IgG und
IgE ELISA der BP Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Kohorte 2). Die
funf negativen Seren wurden zuvor positivim Immunoblot mit LAD-1 getestet.

Wert bei 20,6 U/ml und der hochste bei >200 U/ml. 38 (51,4%) Patienten zeigten
IgE Autoantikdrper gegen BP180 NC16A mit dem Minimum bei 0,04 OD-b und dem
Maximum bei 1,01 OD-b. Das Gesamt-IgE war bei 34 (46,0%) Seren mit Werten
zwischen 105,6 U/ml und >500 U/ml erhéht. Abb. 10 fasst die Ergebnisse der ELISA
zusammen. Die Aktivitdt der Krankheit gemessen mit dem BPDAI schwankte
zwischen 0 und 111, wobei der Mittelwert bei 26 lag. Der bereits entstandene

Hautschaden bewegte sich 0 und 17, im Mittel lag er bei 2.

Fur die weitere Beurteilung des Krankheitsverlaufs bei den Patienten, die Anti-
BP230 IgE Autoantikdrper aufwiesen, wahlten wir sieben dieser Patienten aus, die
sich mindestens noch zwei Mal nach der Erstdiagnose in unserer

Autoimmunsprechstunde vorstellten. Und fuhrten an den Seren der Verlaufsvisiten
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noch einmal alle erwahnten ELISA durch. Die Verlaufsseren wurden im Mittel 2,2
(1,5-3) Monate und 5,1 (4-7) Monate nach Erstdiagnose enthnommen. Es zeigte sich
eine intraindividuelle Korrelation zwischen der Hohe der Anti-BP230 IgE Antikorper
und der Krankheitsaktivitat (Approximative Spearman Correlation Test, p=0,013).

Bei keinem von 37 Seren von Patienten mit gesichertem Schleimhautpemphigoid
konnten IgE Antikoérper gegen Anti-BP230 nachgewiesen werden, bei 10 (27,0 %,
102,9 U/ml - >500 U/ml) Patienten lag ein erhéhtes Gesamt-IgE vor. Bei 9 (24,3%)
der Seren waren Anti-BP180 IgG Antikdrper nachweisbar, bei 5 (13,5%) Seren
konnten IgG Antikorper gegen BP230 nachgewiesen werden und 2 (5,4%) Seren
wiesen IgE Antikorper gegen BP180 NC16A auf.

Bei 55 Seren der Kontroll-Patientinnen mit PG konnten weder IgE noch IgG
Autoantikdrper gegen BP230 nachgewiesen werden. Bei 35 (63,6%) Seren zeigten
sich IgG Antikorper gegen BP180 NC16A, das Gesamt-IgE war bei 23 (41,8%)
Seren oberhalb des Referenzwertes, wobei die positiven Werte zwischen 132,8
U/ml und >500 U/ml lagen. Der Anti-BP180 NC16A IgE ELISA konnte aus Mangel
an Serum nur noch bei 40 Seren durchgefuhrt werden, bei 5 (12,5%) von diesen

Seren fiel der ELISA positiv aus.

Die Seren von Patientinnen nach der Geburt wiesen weder IgG noch IgE Antikorper
gegen BP230 oder BP180 NC16A auf, bei sechs (8,5%) Seren liel3 sich ein Gesamt-
IgE oberhalb des Referenzwertes nachweisen, der niedrigste positive Wert lag bei
105,8 U/ml, der hochste bei >500 U/ml.

Der Anti-BP230 IgE ELISA zeigte auch bei 40 PV Seren keine erh6hten Werte, nur
bei zwei (5,0%) Seren konnte mit 333,28 U/ml und >500 U/ml ein erhéhtes Gesamt-
IgE nachgewiesen werden. Bei je einem Serum konnten IgG Antikdrper gegen
BP230 bzw. BP180 NC16A nachgewiesen werden, IgE Antikdrper gegen BP180
NC16A waren nicht detektierbar.

Bei 50 gesunden Blutspendern konnten weder IgG noch IgE Antikdrper gegen
BP230 oder BP180 NC16A gezeigt werden, bei sechs Seren (12,0%) von
Blutspendern konnte ein erhdhtes Gesamt-IgE nachgewiesen werden, die Werte
lagen hier zwischen 115,24 U/ml und >500 U/ml.
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Bei der Durchfihrung des Gesamt-IgE ELISA, des BP230 IgG und BP180 NC16A
IgG ELISA wurde aufgrund des Mangels an Serum, auf eine Austitrierung bei
Werten tber 500 U/ml bzw. tber 200 U/ml verzichtet, was zu bei den im Folgenden
beschriebenen Ergebnissen der Korrelationsanalysen zu bericksichtigen ist.

In Tabelle 9 sind die BPDAI Werte zu sehen, auf deren Grundlage die Korrelation

berechnet wurde.

4.2. Korrelationsanalysen

Tab 9.: Werte des BPDAI der Kohorte 2 zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

BPDAI
Patient | Aktivitat | Aktivitat | Aktivitat | Aktivitat [Damage |Pruritus
Blase/ Urtikae/ | Mucosa | Gesamt
Erosion | Erythem
BP-2-1 23 4 0 27 7 30
BP-2-2 20 8 0 28 0 10
BP-2-3 2 21 0 23 7 30
BP-2-4 18 5 5 28 0 30
BP-2-5 65 10 0 75 9 10
BP-2-6 21 4 0 25 3 20
BP-2-7 0 10 0 10 0 10
BP-2-8 22 10 0 32 4 20
BP-2-9 9 7 0 16 0 0
BP-2-10 0 10 0 10 0 30
BP-2-11 21 5 5 31 0 10
BP-2-12 0 0 0 0 0 20
BP-2-13 12 4 0 16 0 30
BP-2-14 0 0 2 2 0 0
BP-2-15 20 5 0 25 0 20
BP-2-16 8 17 0 25 0 10
BP-2-17 3 0 0 3 0 0
BP-2-18 4 0 2 6 5 20
BP-2-19 18 29 0 47 9 20
BP-2-20 12 4 0 16 0 0
BP-2-21 2 0 0 2 0 0
BP-2-22 10 0 1 11 4 0
BP-2-23 32 0 0 32 0 30
BP-2-24 2 3 0 5 0 0
BP-2-25 0 0 0 0 9 0
BP-2-26 40 0 8 48 0 10
BP-2-27 1 24 0 25 0 20
BP-2-28 26 16 0 42 0 20
BP-2-29 6 8 0 14 0 0
BP-2-30 37 0 0 37 0 20
BP-2-31 34 9 0 43 11 30
BP-2-32 32 0 0 32 0 30
BP-2-33 0 0 0 0 2 0
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BP-2-34 58 53 0 111 0 10
BP-2-35 55 0 1 56 8 10
BP-2-36 1 24 0 25 0 20
BP-2-37 14 0 0 14 0 20
BP-2-38 37 0 4 41 0 30
BP-2-39 1 6 0 7 0 10
BP-2-40 26 7 7 40 1 20
BP-2-41 13 7 4 24 0 20
BP-2-42 34 22 0 56 0 20
BP-2-43 13 7 0 20 0 20
BP-2-44 21 0 0 21 0 10
BP-2-45 19 3 0 22 1 0

BP-2-46 11 0 0 11 0 10
BP-2-47 8 9 0 17 0 20
BP-2-48 27 17 0 44 0 20
BP-2-49 17 0 5 22 0 10
BP-2-50 20 0 0 20 0 0

BP-2-51 10 1 0 11 0 10
BP-2-52 41 3 0 44 17 0

BP-2-53 12 0 0 12 0 0

BP-2-54 11 5 0 16 0 10
BP-2-55 16 0 0 16 0 20
BP-2-56 14 0 0 14 0 20
BP-2-57 18 0 0 18 0 20
BP-2-58 45 0 0 45 0 0

BP-2-59 57 0 0 57 0 21
BP-2-60 0 0 6 6 0 0

BP-2-61 21 13 10 44 0 30
BP-2-62 26 8 0 34 0 20
BP-2-63 10 10 2 22 0 10
BP-2-64 15 7 0 22 0 20
BP-2-65 7 35 9 51 0 20
BP-2-66 2 0 0 2 0 0

BP-2-67 18 20 2 40 0 0

BP-2-68 11 14 0 25 1 20
BP-2-69 24 6 6 36 0 10
BP-2-70 9 0 0 9 10 0

BP-2-71 8 10 0 18 0 10
BP-2-72 13 10 1 24 0 10
BP-2-73 21 0 0 21 0 10
BP-2-74 10 12 0 22 0 20
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Es besteht keine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat und der Hohe der
Anti-BP230

Zusammenhang zwischen den Anti-BP230 IgE Autoantikdrpern und dem Auftreten

IgE Autoantikérper Im Serum der BP Patienten und kein

eines bestimmten klinischen Phanotyps.
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Abb. 11 Ergebnisse der Korrelationsanalysen
Grauer Bereich: Konfidenzintervall mit Ausgleichgrade. Zudem angegeben: rho- und p-
Werte.

a) X-Achse: Krankheitsaktivtitat (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 IgE (OD)
b) X-Achse: Urtika/Erytheme (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 IgE (OD)
c) X-Achse: Blasen/Erosionen (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 IgE (OD)

Auf Abb.11a ist zu sehen, dass keine Korrelation (Spearman Correlation Test rho=
0,148, p= 0,2082) zwischen der Krankheitsaktivitat und der Héhe des Anti-BP230
IgE Antikorperspiegels besteht. Die Krankheitsaktivitdt wurde durch den BPDAI

ermittelt, hierfir wurde der Wert fiir , Aktivitat Blasen/Erosionen” mit dem Wert fur
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JAktivitat Urtika/Erytheme/Andere” addiert (siehe Abb.11). In Abb. 11 b st
dargestellt, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
urtikariellen/erythematosen Lasionen dem Anti-BP230 IgE Spiegel besteht
(Spearman Correlation Test rho= 0,105, p= 0,375). Die urtikariellen/erythemattsen
Lasionen wurden mittels BPDAI anhand des Wertes fur ,Aktivitat
Urtika/Erytheme/Andere” ermittelt. Abb. 11c zeigt, dass keine Korrelation zwischen
der Hohe der Anti-BP230 IgE Antikorpern und dem Auftreten von Blasen/Erosionen
besteht (Spearman Correlation Test rho= 0,076, p= 0.519). Das Auftreten von
Blasen oder Erosionen wurde ebenfalls mittels BPDAI ermittelt, hier wurde die

Kategorie ,Aktivitat Blasen/Erosionen“ aus dem BPDAI festgehalten.

Es zeigt sich eine schwache Korrelation zwischen der Hohe der Anti-BP230 IgE
Antikorper Spiegel und dem Gesamt-IgE. Die Hohe der Anti-BP230 IgE Antikorper
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose korrelieren schwach positiv mit der Hohe des
Gesamt-IgE Spiegels (Spearman Correlation Test rho= 0,262, p= 0,023).
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Abb. 12: Ergebnis der Korrelationsanalyse. X-Achse: Gesamt-IgE. Y-Achse: Anti-
BP230 IgE (U/ml). Graue Bereich: Konfidenzintervall mit Ausgleichgrade. Zudem
angegeben: rho- und p-Wert.
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Eine weitere Korrelationanalyse liel3 keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
der Hohe der Anti-BP230 IgE Autoantikorper Spiegel und dem prozentualen Anteil
der eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut (Spearman Correlation Test rho=
0,106, p= 0,369) erkennen (Abb. 13).
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BP230 IgE

Abb. 13 Ergebnis der Korrelationsanalyse. X-Achse: Anti-BP230-IgE (U/ml), Y-
Achse: eosinophilen Granulozyten im Blut (%). Grauer Bereich: Konfidenzintervall, mit
Ausgleichgrade. Zudem angegeben: rho- und p-Wert.
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Es besteht eine positive Korrelation zwischen der Hohe der Anti-BP230 IgE und den
Anti-BP230 1gG Autoantikorpern (siehe Abb. 14). Patienten mit Anti-BP230 IgE
Autoantikorpern haben erhohte Anti-BP230 1gG Antikdrperspiegel (Spearman
Correlation Test rho= 0,385 p= 0,001).
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Abb. 14 Ergebnis der Korrelationsanalyse. X-Achse: Anti-BP230-IgE (U/ml), Y-
Achse: Anti-Bp230 IgG (U/ml). Grauer Bereich: Konfidenzintervall, mit
Ausgleichgrade. Zudem angegeben: rho- und p-Wert.

Es zeigt sich eine schwache Korrelation zwischen der Hohe der Anti-BP230 IgG
Antikdrper und der Krankheitsaktivitat (rho= 0,269, p=0,020), dabei gibt es
allerdings keine signifikante Korrelation zu dem Auftreten von Blasen/Erosionen
(rho= 0,157, p= 0,183) oder Urtikae/Erythemen (rho= 0,214, p= 0,067) (siehe Abb.
15 a) -¢)).
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Abb. 15 Ergebnisse der Korrelationsanalysen
Grauer Bereich: Konfidenzintervall mit Ausgleichgrade. Zudem angegeben: rho- und
p-Werte.

a) X-Achse: Krankheitsaktivtitat (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 IgG (U/ml)
b) X-Achse: Urtika/Erytheme (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 IgG (U/ml)
c) X-Achse: Blasen/ Erosion (BPDAI), Y-Achse: Anti-BP230 1gG (U/ml)

Eine schwache Korrelation zeigte sich zwischen dem Auftreten von Anti-BP230 IgG
Antikdrpern und dem Auftreten von Anti-BP180 NC16A IgG Antikdrpern (rho 0,250,
p=0,033.

Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass keine signifikante Korrelation
zwischen der Krankheitsaktivitat und der Hohe der Anti-BP180 IgE Antikdrpern
besteht (rho=-0,138, p=0,241), allerdings besteht eine schwache negative

Korrelation zwischen dem Auftreten von Blasen und dem Vorhandensein von Anti-
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BP180 NC16A IgE Autoantikdrpern. Keine Korrelation besteht auch zwischen der
Hohe der Anti-BP180 NC16A IgE Antikérpern und dem Auftreten von
Urtikae/Erythemen (rho=1,44, p=0,222). Es besteht weder ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Anti-BP180 NC16A IgE Antikérpern und dem Gesamt-
IgE (rho=0,135, p=0,251) noch der Zahl der Eosinophilen im peripheren Blut (rho=-
0,066, p=0,575). Auch ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Anti-BP180
NC16A IgE Antikorpern und der Hohe der Anti-BP180 NC16A IgG Antikdrpern
(rho=-0,028, p=0,814) oder der Hohe der Anti-BP230 IgG Antikorper (rho=0,135,
p=0,251) besteht nicht.

Es besteht keine Korrelation zwischen den Anti-BP180 NC16A IgG Antikérpern und
der Krankheitsaktivitat (rho=0.001, p=0,992). Ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten der Anti-BP180 NC16A IgG Antikorpern und einem bestimmten klinischen
Phanotyp besteht ebenfalls nicht (rho=-0.045 bzw. 0.168, p= 0.704 bzw. 0.156).
Die Anti-BP180 NC16A 1gG Antikorper korrelieren weder mit der Eosinopilie des
Blutes (rho=0,156, p=0,187) noch mit der Hohe des Gesamt-IgE (rho=-0,007,
p=0,951).
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Weiterhin war zu konstatieren, dass keine Korrelation zwischen dem prozentualen

Anteil der Eosinophilen im peripheren Blut und der Intensitat des Pruritus bestand,

(rho=-0.036, p=0,760).

Tab. 10 Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationsanalysen.

Anti-BP230 Anti-BP230 IgG Anti-BP180-IgE | Anti-BP180-IgG | Pruritus
IgE
rho p rho p rho p rho p rho p
BPDAI 0,148 | 0,208 | 0,269 0,020 -0,138 | 0,241 | 0,001 | 0,992 0,398 0,0004
gesamt
BPDAI 0,076 | 0,519 | 0,157 0,183 -0,238 | 0,0413 | -0,045 | 0,704 0,284 0,014
Blase/
Erosion
BPDAI 0,105 | 0,375 | 0,214 0,067 0,144 | 0,222 | 0,168 | 0,156 0,280 0,015
Urtika/
Erythem
Pruritus 0,078 | 0,507 | 0,119 0,311 -0,084 | 0,472 | -0,018 | 0,883 | ------ | --m--m----
Eosinophile | 0,135 | 0,252 | 0,042 0,723 -0,066 | 0,575 | 0,156 | 0,187 -0,036 | 0,760
(Absolut) | (Absolut)
0,012 0,918
(Prozent) | (Prozent)
Gesamt-IgE | 0,262 | 0,024 | 0,257 0,027 0,135 | 0,251 | -0,007 | 0,951 -0,020 | 0,869
Anti-BP180- | 0,107 | 0,362 | -0,084 0,479 | - | e -0,028 | 0,814 -0,084 | 0,472
IgE
Anti-BP230 | 0,385 | 0,001 | -------- | -------- 0,135 | 0,251 | 0,250 | 0,033 0,119 0,311
[s]€]
Anti-BP180 | 0,008 | 0,943 | 0,250 0,033 -0,028 | 0,814 | - | - -0,018 | 0,883
IgG

fettgedruckte p-Werte: Korrelation
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4.3. Immunoblots

Tab.11: Ergebnisse der Immunoblots der Patienten mit BP (Kohorte 2)

Fragment |N1 N2 |[R1 R2 |Cl1 |C2 |C3 |Anti-
BP230
IgE
ELISA

Patient

BP-35 - - - - -
BP-39 - - - - -
BP-41 - - - - -
BP-42 - - - - -
BP-43 - - - - -
BP-44 - - - - -
BP-45 - - - - - - - -
BP-46 - - - - - - - -
BP-47 - - - - - - - -
BP-48 - - - - - - - -
BP-49 - - - - - - + +
BP-50 - - - - - -
BP-51 - - - - - + - -
BP-52 - - - - - - -
BP-53 - - - - - + + -
BP-54 - - - - - + +

BP-56 - - - - - - - -
BP-57 - - - - - - - -
BP-58 - - - - - - - -
BP-59 - - - - - - - -
BP-60 - - - - - - - -
BP-61 - - - - - -
BP-62 - - - - - + + +
BP-63 - - - - - +

BP-64 - - - - - - - -
BP-65 - - - - - - - -
BP-66 - - - - - - - -
BP-67 - - - - - - + +
BP-68 - - - - - + + +
BP-69 - - - - - - - -
BP-70 - - - - - - - -
BP-71 - - - - - - - -
BP-72 - - - - - + + +
BP-73 - - - - - - - +
BP-74 - - - - - - - -
Summe 0 0 0 0 0 10 | 10 9

=+ |1 1
1
1

+ [+ |

Um herauszufinden, ob es neben den im Anti-BP230 IgE ELISA verwendeten
Fragment C3 noch andere immundominate Epitope in Bezug auf die IgE-Reaktivitat

gibt, fuhrten wir Immunoblots mit 7 verschiedenen rekombinanten Fragmenten von
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BP230 mit 34 Seren von BP Patienten, die bei Erstdiagnose entnommen wurden,
durch. Als negative Kontrollen dienten 7 Seren von gesunden Blutspendern.

Zunachst wurde die Proteinmenge, mit der sich die Antikdrper am besten darstellen
lassen, ermittelt. Hierzu fuhrten wir den Immunoblot mit Proteinmengen in
aufsteigender Dosierung durch. Es stellte sich heraus, dass eine Proteinmenge von
40 ul pro Tasche die besten Ergebnisse liefert,

Bei zehn Seren liel3en sich Autoantikérper gegen das Fragment C3 vom BP230
nachweisen, acht dieser Seren waren zuvor auch im BP230 IgE ELISA reaktiv. Es

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Abb. 16 Immunoblot mit Fragment C3 von BP230

Streifen 1-7, 14 und 16 stellen positive Patientenseren dar, Streifen 8-13 und 15 negative
Patientenseren, Streifen 17-22 stellen die negativen Kontrollen mit normalem humanem
Serum dar. 23 stellt die positive Kontrolle dar.

konnten durch den Immunoblot bei zwei Seren IgE Autoantikdrper nachgewiesen
werden, die im ELISA zuvor nicht nachweisbar waren. Bei dem einen Serum waren
zuvor im ELISA jedoch IgG Antikdrper gegen BP230 und BP180 NC16A
nachweisbar. Das zweite Serum zeigte sich zuvor im Anti-BP180 NC16 A IgE ELISA

123456 789 1011 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 21 22 23 24

Abb. 17 Immunoblot mit Fragment C2 von BP230

Streifen 1-3, 5, 6,12 und 19 stellen positive Patientenseren dar, Streifen 4, 7-
11, 13-18 und 20-23 bilden die negativen Patientenseren ab und Streifen 7-11
stellt die Seren von negativen Kontrollen mit NHS dar.
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positiv. Ein Serum, bei welchem im BP230 IgE ELISA Antikérper nachgewiesen
werden konnten, war im Immunoblot negativ. Zudem liel3en sich bei 10 Seren IgE
Antikorper gegen das Fragment C2 des BP230 detektieren. Bei sieben Seren liel3en
sich im Immunoblot sowohl Antikdrper gegen das Fragment C3, als auch gegen das
Fragment C2 nachweisen, d.h. in 3 Seren konnte ausschlief3lich eine Reaktivitat
gegen das C2 Fragment detektiert werden. Bei einem dieser Seren konnten zuvor
im ELISA weder IgE noch 1gG Antikdrper gegen BP180 NC16A oder BP230 gezeigt
werden. Das zweite Serum zeigte im ELISA IgG und IgE Antikdrper gegen BP230,
sowie 1gG Antikdrper gegen BP180 NC16A. Das dritte Serum wies im ELISA nur
IgG Antikoérper gegen BP180 NC16A auf.

Gegen andere Fragmente des BP230 konnten in keinem der Seren IgE
Autoantikorper nachgewiesen werden. Bei den gesunden Blutspendern konnten
keine IgE-Autoantikdrper gegen Fragmente von BP230 nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

Pemphigoiderkrankungen sind gekennzeichnet durch Autoantikérper gegen
Strukturproteine der DEJ. Die bei weitem haufigste Pemphigoiderkrankung ist das
BP, das immunpathologisch durch Autoantikbrper gegen BP180 (Kollagen Typ
XVII) und BP230 gekennzeichnet ist. IgG- und in geringerem Mal3e auch IgA-
Autoantikorper sind die wichtigsten Autoantikorper-Isotypen bei dieser Erkrankung.
Durch die Entwicklung von mehreren Mausmodellen und den erfolgreichen Einsatz
von Omalizumab, einem Anti-IgE-Antikorper, in der Therapie des BP, wurde das
Interesse an der pathophysiologischen Bedeutung der IgE-Antikdrper in der bei
dieser Erkrankung geweckt (Fairley et al., 2007; Yu et al., 2014; London et al., 2012;
Schmidt & Zillikens, 2013; Lin et al., 2018; van Beek et al., 2016).

Das Ziel dieser Studie war es, einen Anti-BP230 IgE ELISA zu entwickeln und die
Relevanz von IgE Antikdrpern gegen BP230 in Bezug auf die Krankheitsaktivitat zu

untersuchen.

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt Seren von 367 Patienten untersucht.
Neben dem neu entwickelten Anti-BP230 IgE ELISA kamen auch ein bereits
etablierter Anti-BP180 NC16A IgE ELISA (van Beek et al., 2017b) und verschiedene
kommerziell erhaltliche ELISA, der Anti-BP180 NC16A 1gG ELISA (Sitaru et al.,
2007), der Anti-BP230 IgG ELISA (Blocker et al., 2012) und der Gesamt-IgE ELISA
zum Einsatz. Zuséatzlich wurde bei 35 BP Seren ein Immunoblot mit verschiedenen
Fragmenten des BP230 durchgefuhrt, um die IgE Reaktivitat gegen ebendiese
Fragmente zu Uberprufen und die immundominate Region fir die IgE Antikérper zu

identifizieren.

Neben insgesamt 74 Seren von BP Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
(Kohorte 2), wurden 80 Seren von konsekutiven BP Patienten (Kohorte 3), 37 Seren
von MMP Patienten, 55 Seren von Patientinnen mir PG, 71 Seren von gesunden
Muttern, die innerhalb von 24 Stunden nach Geburt entnommen wurden, und 50
Seren von Blutspender verwendet. Von sieben BP Patienten, bei denen zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose Anti-BP230 IgE Antikdrper nachweisbar waren, wurden
zudem je zwei weitere Seren, die im Verlauf der Erkrankung abgenommen wurden,

untersucht.
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Bei Kohorte 2 wurde zudem der BPDAI zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und im
weiteren Krankheitsverlauf erhoben. Fir die im Folgenden beschriebenen
Korrelationsanalysen wurde die Kohorte 2 der BP Patienten bertcksichtigt. Bei
Kohorte 1 und 3 lagen uns diese Daten nicht vor, da es sich um Material-

Einsendungen aus externen dermatologischen Kliniken/Praxen handelte.

Im Vorfeld der vorliegenden Promotionsarbeit wurde in der Abteilung Translation
des LIED bereits ein BP230 IgE ELISA auf Basis des kommerziellen Anti-BP230
IgG ELISA der Firma Euroimmun entwickelt. Als Zweitantikbrper wurde der Anti-
IgE-Antikdrper ebendieser Firma verwendet. Es ergab sich mittels ROC-Analyse
(Abb.7) eine Sensitivitat zwischen 0,471 und 0,769, sowie eine Spezifitat zwischen
0,971 und 1 jeweils in Abhangigkeit vom Gesamt-IgE. Fur die ROC-Analyse wurden
die 34 Seren von BP Patienten der Kohorte 1 und 105 Kontroll Seren verwendet.
Auch Hashimoto et al gingen im Jahr 2017 in &hnlicher Weise vor, auch sie nahmen
einen bereits erhéaltlichen Anti-BP230 IgG ELISA, um einen Anti-BP230 IgE ELISA

zu entwickeln (Hashimoto et al., 2017).

Das mittlere Alter der Kohorte 2 lag bei 79 Jahren. Die Kohorte reprasentiert damit
das Alter beschriebener BP Kohorten, bei denen das Durchschnittsalter zwischen
69 und 81 Jahren lag (Izumi et al., 2019; Kalinska-Bienias et al., 2019; Kodera et
al., 2019; van Beek et al., 2017b). Mit einem Frauenanteil von 51,4 % waren beide
Geschlechter ungefahr gleich haufig betroffen. In bereits veréffentlichten Studien
zeigte sich ein Frauenanteil von 56,5 %, 60,7 %, 59,0% und 61% (Eftekhari et al.,
2018; Joly et al., 2012; Langan et al., 2008; van Beek et al., 2017b).

Eine Beschreibung der Korrelation der Krankheitsaktivitat anhand von Kohorte 2
wurde moglich, da bei den Patienten bei der Erstdiagnose und bei den weiteren
Vorstellungen in der dermatologischen Abteilung des Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein Serum zur Bestimmung der Antikérper entnommen und der
BPDAI erhoben wurde. So sind auch Aussagen uber den Verlauf der Antikorpertiter
in Bezug auf die Krankheitsaktivitat moglich. Bei allen Patienten wurde die Diagnose
im Vorfeld durch eine DIF, eine IIF auf humaner Spalthaut und/ oder mittels BP180
NC16A IgG ELISA gesichert (Schmidt et al., 2020).

Bei 13 (17,6%) der 74 Seren von BP Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
(Kohorte 2) lieRen sich Anti-BP230 IgE Autoantikérper nachweisen. Bei den
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konsekutiven Patienten (Kohorte 3) war der Anteil mit 28,8% hoher. Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass die IgE Autoantikorper gegen BP230 erst im Laufe der

Erkrankung gebildet werden und nicht von Beginn an existieren.

In verschiedenen Studien lag der prozentuale Anteil der Anti-BP230 IgE positiven
Seren zwischen 21 und 68% (Ishiura et al., 2008; Fania et al., 2012; Ghohestani et
al., 1998; Delaporte et al., 1996). Die Unterschiede lassen sich durch die
Abweichungen in den untersuchten Patientenkohorten und den nicht einheitlichen
Testsystemen erklaren. So bestehen beispielsweise Abweichungen in Sensitivitat
und Spezifitat zwischen ELISA und Immunoblot-Systemen. Delaporte et al.
verwendete im Jahr 1996 Radioimmunassays zum Nachweis von BP230 IgE
Antikdrpern, sie fanden bei 4 von 19 Seren (21,1%) IgE Autoantikérper gegen die
C-terminale Domane von BP230 (Delaporte et al., 1996).

Um ein einheitliches Testsystem zu entwickeln, muss also zunachst definiert
werden, welches die immundominanten Domanen fur die IgE Reaktivitat bei BP230
sind. Mit diesem Ziel fuhrten wir Immunoblots mit sieben verschiedenen
Fragmenten von BP230 (siehe Abb.9) an 35 Seren von BP Patienten durch. Es
zeigte sich, dass 10 von 35 getesteten (28,6%) Patientenseren Autoantikorper
gegen das Fragment C3 aufwiesen; dieses Fragment wurde auch fur den ELISA
von Euroimmun verwendet. Im ELISA waren acht dieser Seren bereits positiv
getestet worden, bei zwei Seren, die zuvor im ELISA negativ getestet worden sind,
konnten durch den Immunoblot IgE Autoantikérper gegen das Fragment C3 vom
BP230 detektiert werden. Ein Serum, welches zuvor im ELISA positiv fur IgE
Autoantikdrper gegen das Fragment C3 vom BP230 getestet wurde, zeigte sich im
Immunoblot negativ. Ebenfalls 10 Seren zeigten IgE-Autoantikbrper gegen das
Fragment C2 vom BP230, gegen andere Fragmente konnten keine IgE-Antikdrper
nachgewiesen werden. Bisher wurde in verschiedenen Studien das Vorkommen
von Anti-BP230 IgE Autoantikdrpern berichtet, allerdings wurde bisher keine
immundominante Region fir die IgE Reaktivitat definiert (Ghohestani et al., 1998;
Ishiura et al., 2008; Fania et al., 2012; Hashimoto et al., 2017).

Blocker et al. konnten im Jahr 2012 mittels Westernblot nachweisen, dass das
Fragment C3 die immundominate Region des BP230 fur IgG Antikorper ist, aber

auch gegen andere Fragmente des BP230 konnten IgG Antikdrper nachgewiesen
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werden (Blocker et al., 2012). Im Jahr 2016 konnten Hayakawa et al. mittels neu
entwickelter ELISA Systeme bestéatigen, dass die meisten IgG Autoantikorper

gegen C-terminale Fragmente von BP230 gerichtet sind (Hayakawa et al., 2016).

Weder bei Seren der Kohorte 2 (BP bei Erstdiagnose) noch bei Seren der Kohorte
3 (Konsekutive BP Patienten) konnten ausschlie8lich Anti-BP230 IgE
Autoantikorper nachgewiesen werden. Dies lasst im ersten Moment darauf
schlieBen, dass der neu etablierte ELISA diagnostisch keine Relevanz zu haben
scheint. Allerdings handelt es sich bei den verwendeten Seren um Seren von
Patienten mit gesichertem BP, das heil3t bereits im Vorfeld waren nur bei 5
Patienten im ELISA weder IgG Antikdrper gegen BP230 noch gegen BP180

nachweisbar.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, war es zu ermitteln, inwieweit die Hohe
der BP230 IgE Autoantikérper mit der Krankheitsaktivitat korreliert. Es zeigte sich
allerdings keine Korrelation zwischen der Hohe von Anti-BP230 IgE Antikérpern und
der Krankheitsaktivitéat. Im Einklang damit konnten auch Hashimoto et al im Jahr
2017 keinen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Anti-BP230 IgE
Autoantikdrpern und der Krankheitsaktivitat feststellen. Sie verwendeten jedoch zur
Beschreibung der Krankheitsaktivitat nicht den BPDAI, sondern ein selbst
entwickeltes Klassifikationssystem. In dieses flossen neben der klinischen
Auspragung der Erkrankung auch der Einsatz von systemischen Kortikosteroiden
mit ein (Hashimoto et al., 2017), wohingegen Delaporte et al berichteten, dass
Patienten mit spezifischen IgE Autoantikdrpern gegen BP230 unter einem
schwereren Verlauf der Erkrankung litten. Delaporte et al. verwendeten allerdings
ein anderes 55 kDa schweres Fragment der c-terminalen Region des BP230 und

zudem keinen ELISA sondern ein Radioimmunassay (Delaporte et al., 1996).

Bei der Untersuchung der Verlaufsseren fiel auf, dass eine intraindividuelle
Korrelation der Anti-BP230 IgE Antikorper mit der Krankheitsaktivitat besteht
(Approximative Spearman Correlation Test p=0,013). Ein &hnliches Ergebnis zeigte
eine Studie von Cozzani et al. an Seren von zwei BP Patienten (Cozzani et al.,
1997).

Neben dem Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitat und der Hohe der

Anti-BP230 IgE Autoantikorper, war Ziel der vorliegenden Arbeit zu analysieren, ob
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ein bestimmter Phanotyp des BP mit dem Auftreten von BP230 IgE Autoantikdrpern
vergesellschaftet ist. In den Korrelationsanalysen zeigt sich, dass das Auftreten von
Anti-BP230 IgE Autoantikdrpern nicht mit dem vermehrten Auftreten von
urtikariellen oder erythematésen L&sionen assoziiert war. Ahnliche oder
kontroverse Ergebnisse wurden fir die Anti-BP230 IgE Antikérper in der Literatur
nicht beschrieben. Allerdings beschrieben van Beek et al im Jahr 2017, dass auch
zwischen dem Vorkommen von Anti-BP180 NC16A IgE Antikérpern und dem
Auftreten von urtikariellen oder erythematdsen Lasionen kein signifikanter
Zusammenhang besteht (van Beek et al.,, 2017b). Es zeigte sich, dass kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Blasen oder Erosionen
und dem Nachweis von Anti-BP230 IgE Antikérpern besteht. Fur die Anti-BP230 IgE
Autoantikorper wurde bisher in der Literatur kein Zusammenhang zu dem Auftreten
von Blasen oder Erosionen beschrieben. Van Beek et al. konnten nachweisen, dass
auch zwischen der Hohe der Anti-BP180 NC16A IgE Autoantikdrpertiter und dem
Auftreten von Blasen/Erosionen bei BP Patienten kein signifikanter Zusammenhang
besteht (van Beek et al., 2017b). Im Jahr 2017 berichteten Hashimoto et al, dass
der nodulare Phanotyp bei BP Patienten positiv mit den Anti-BP230 IgE und negativ
mit den Anti-BP180 IgE Autoantikorpern korreliert (Hashimoto et al., 2017). Da sich
der nodulare Typ des BP nicht durch den BPDAI ermitteln lasst, lasst sich anhand
der vorliegenden Daten der Patienten aus Kohorte 2 keine Aussage hierzu treffen.
Auch intraindividuell korrelieren die Anti-BP230 IgE Antikdrper nicht mit dem
Auftreten von Blasen/Erosionen oder erythemattsen/urtikariellen Lasionen. Es lasst
sich also zusammenfassend sagen, dass das Auftreten von Anti-BP230 IgE
Autoantikorpern mit keinem durch den BPDAI bestimmten Phanotyp der

Erkrankung assoziiert zu sein scheint.

Des Weiteren lie3 sich bei BP Patienten mit nachweisbaren Anti-BP230 IgE
Antikorpern keine verstérkte Eosinophilie des Blutes nachweisen. Im Gegensatz
dazu stellten Engineer et al. im Jahr 2001 fest, dass die sechs von ihnen
untersuchten BP Patienten, die alle sowohl im Serum, als auch in der
Blasenflussigkeit IgE Autoantikdrper gegen BP230 aufwiesen, eine Eosinophilie im
Serum und in der Haut zeigten (Engineer et al., 2001). Engineer et al. untersuchten
jedoch anders als in der vorliegenden Arbeit keine Patienten zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose, sondern Patienten im aktiven Krankheitsstadium und mit
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prologiertem Krankheitsverlauf (Engineer et al., 2001). Zudem untersuchten
Engineer et al. mit sechs Patienten nur eine kleine Kohorte (Engineer et al., 2001).
Auch Ishiura et al. konnten im Jahr 2008 zeigen, dass die Hohe der Anti-BP230 IgE
Antikorper positiv mit der Akkumulation von eosinophilen Zellen in der Haut von

Patienten korreliert (Ishiura et al., 2008).

Es zeigte sich, dass die Hohe der Anti-BP230 IgE Antikdrper positiv mit der Hohe
des Gesamt-IgE korreliert. Bereits im Jahr 1998 konnten Ghohestani et al. den
gleichen Zusammenhang feststellen (Ghohestani et al., 1998). Messingham et al.
zeigten im Jahr 2014 in Erganzung hierzu, dass auch zwischen den Anti-BP180 IgE
Antikérpern und dem Gesamt-IgE eine positive Korrelation besteht, sie
untersuchten hierfiir 49 Seren von BP Patienten, die noch keine spezifische
Therapie erhalten hatten, zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch van Beek et al.
(Messingham et al., 2014, van Beek et al., 2017b).

Der Immunoblot mit verschiedenen Fragmenten von BP230 zeigte, dass in 10 von
34 BP-Seren IgE Antikorper gegen das Fragment C3 vom BP230 nachweisbar
waren. Dieses Fragment wird auch fir den kommerziell erhaltlichen Anti-BP230 IgG
ELISA verwendet, welchen wir in abgewandelter Form fir den neu entwickelten
Anti-BP230 IgE ELISA verwendet haben. In 10 Seren waren IgE Antikérper gegen
das Fragment C2 des BP230 nachweisbar, 3 dieser Seren wiesen zuvor kein IgE
gegen BP230 im ELISA nach Bei einem Serum waren weder IgE noch IgG
Antikdrper gegen BP230 und BP180 NC16A nachweisbar. Man kann also vermuten,
dass die Durchfuihrung des IgE Immunoblot mit Fragment C2 fir einige Patienten
einen zusatzlichen diagnostischen Nutzen haben konnte. Wenn beispielsweise der
starke klinische Verdacht eines BP besteht, aber zuvor in den gangigen ELISA keine

spezifischen Antikérper nachweisbar waren.

Neben den Anti-BP230 IgE Antikdrpern konnten in der Kohorte 2 auch Anti-BP180
NC16A IgE Autoantikorper in 16 von 74 BP Seren (40%) nachgewiesen werden, in
der Kohorte 3 lag der Wert bei 38,8%. Beide Werte sind im Einklang zu den im Jahr
2017 von van Beek et al. veroffentlichen Ergebnissen. In dieser Untersuchung war
bei 40,2% der BP Seren IgE-Autoantikorper gegen BP180 NC16A nachweisbar (van
Beek et al., 2017b). In anderen bisher veroffentlichten Studien lag der Anteil der fur
Anti-BP180 IgE positiven Seren mit bis zu 88,3% teils deutlich héher (Kalowska et
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al., 2016; Dresow et al., 2009; van Beek et al., 2017b). Die sehr unterschiedlichen
Ergebnisse in den Studien kamen vermutlich durch unterschiedliche Testsysteme

zustande. Es wurde bisher kein kommerzieller Anti-BP180 IgE ELISA entwickelt.

Anti-BP230 IgG Antikorper lielRen sich bei 36 der 74 (48,7%) Seren von BP
Patienten der Kohorte 2 und bei 47 von 80 (58,8%) BP Patienten der Kohorte 3
nachweisen. In bisher vero6ffentlichten Studien lag der prozentuale Anteil der BP
Seren mit Anti-BP230 IgG Antikérpern zwischen 50-70% (Blocker et al., 2012;
Charneux et al., 2011; Kromminga et al., 2004; Roussel et al., 2011; Yoshida et al.,
2006). In verschiedenen Korrelationsanalysen berichteten lediglich Chanprapaph et
al. von einer Korrelation der Anti-BP230 IgG Antikoérper mit der Krankheitsaktivitat
(Chanprapaph et al., 2019). Wie auch andere Studien (Lee et al.,, 2012,
Daneshpazhooh, 2018; Kromminga et al., 2004; Ishiura et al., 2008) konnten wir
nicht feststellen, dass die Anti-BP230 IgG Antikorper intraindividuell mit der
Krankheitsaktivitat korreliert. Daraus lasst sich schliel3en, dass diese Antikdrper sich

nicht dazu eignen, das Therapieansprechen zu beurteilen.

In der Testung mit dem Anti-BP180 NC16A IgG ELISA waren 60 von 74 BP Seren
von Patienten der Kohorte 2 positiv, was einem prozentualen Anteil von 81%
entspricht. Bei den Seren der Kohorte 3 zeigten 74% eine IgG Reaktivitat gegen
BP180 NC16A. Die Ergebnisse liegen etwas unterhalb der Ergebnisse von in den
letzten Jahren vero6ffentlichten Studien, in denen sich der prozentuale Anteil der
BP180 NC16A IgG positiven Seren zwischen 82-93% bewegte (Sakuma-Oyama et
al., 2004, Sitaru et al., 2007; Adaszewska et al., 2019; Holtsche et al., 2018). Eine
Erklarung fur die deutlichere Abweichung bei Kohorte 3 konnte in den
unterschiedlichen Entnahme Zeitpunkten der Seren liegen. Da in Kohorte 3
konsekutive BP Patienten untersucht wurden, besteht die Moglichkeit, dass einige
Patienten bereits eine wirksame Therapie erhalten haben und die Antikérper zu
Zeitpunkt der Blutentnahme flir die vorliegende Studie nicht mehr nachweisbar
waren. Wohingegen Holtsche et al.,, Sakuma-Oyama et al. und Sitaru et al.
Patienten vor Einleitung der Therapie untersuchten (Holtsche et al., 2018; Sitaru et
al., 2007; Sakuma-Oyama et al., 2004).

In verschiedenen Studien wurde bereits die Bedeutung der Anti-BP 180 NC16A IgG
Autoantikorper in der Krankheitsentstehung des BP belegt (Liu et al., 1993; Nishie
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et al., 2007; Schmidt et al., 2000b). Zudem wurde die intraindividuelle Korrelation
der Anti-BP180 NC16A IgG Antikérper mit der Krankheitsaktivitat schon mehrfach
beschrieben (Schmidt et al., 2000a; Amo et al., 2001; Chanprapaph et al., 2019;
Feng et al., 2008; Cai et al., 2015). Bei der interindividuellen Korrelation der Anti-
BP180 NC16A IgG Autoantikérper fallen die Studien allerdings nicht einheitlich aus.
Wahrend Holtsche et al im Jahr 2018 eine interindividuelle Korrelation der
Krankheitsaktivitdt mit der Hohe der Anti-BP180 NC16A IgG Antikorper bei 253
therapienaiven Patienten nachwies (Holtsche et al., 2018), konnten Kamata et al.
im Jahr 2019 keine Korrelation der Anti-BP180 NC16A IgG Antikérper mit der
Krankheitsaktivitat zeigen (Kamata et al., 2019). Auch wir konnten bei unserer
Kohorte 2 keine Korrelation der Anti-BP180 NC16A IgG Antikdrper mit der
Krankheitsaktivitdit zum Zeitpunkt der Erstdiagnose feststellen. Eine mogliche
Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse stellt die Datenerhebung bezlglich
der Krankheitsaktivitdt dar. So verwendeten Holtsche et al., im Gegensatz zu
Kamata et al. und der vorliegenden Arbeit, nicht den BPDAI zur Beschreibung der
Krankheitsaktivitat, sondern teilten die Patienten anhand der vorhandenen Blasen
in einen milde Krankheitsaktivitat bei <10 Blasen, in eine moderate
Krankheitsaktivitat bei 10-30 Blasen und in eine hohe Krankheitsaktivitat bei >30

Blasen ein (Holtsche et al., 2018; Kamata et al., 2019).

Ob der Nachweis von Anti-BP180 IgG Antikérper mit einem bestimmten Phanotyp
des BP assoziiert ist, wird in verschiedenen Studien unterschiedlich beschrieben.
Wahrend van Beek et al. im Jahr 2017 eine Korrelation zwischen dem Nachweis
von Anti-BP180 IgG Antikérpern und dem Auftreten von Erosionen und Blasen
zeigten (van Beek et al.,, 2017b), konnten Kamata et al. 2019 keinen
Zusammenhang zwischen einem bestimmten Ph&notyp und dem Auftreten von
Anti-BP180 NC16A IgG Antikdrpern nachweisen (Kamata et al., 2019). Auch wir
konnten nachweisen, dass Anti-BP180 IgG Antikdrper nicht mit einem bestimmten

Phanotyp assoziiert sind.

Wir konnten zeigen, dass eine Korrelation zwischen der Hohe der Anti-BP180
NC16A IgG Antikorpern und den Anti-BP230 IgG Antikérpern besteht. Diese
Beobachtung machten auch Chanprapaph et al. im Jahr 2019 (Chanprapaph et al.,
2019).
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Bei 46% der BP Patienten der Kohorte 2 zeigte sich ein erhéhtes Gesamt-IgE (>100
U/ml), bei Kohorte 3 war das Gesamt-IgE bei 54% der Seren erhdht. Diese Werte
liegt unter den in anderen Studien verdffentlichten Werten, die sich zwischen 70%
und 85% bewegten (van Beek et al., 2016). Dies mag mit unterschiedlichen
Testsystemen oder unterschiedlichen Lagerbedingungen und —zeiten der Seren
zusammenhangen. Auch die Heterogenitat der untersuchten Patientengruppen
konnte eine Rolle spielen. Wahrend in unserer Untersuchung Patienten getestet
wurden, bei denen das bulldse Pemphigoid erst kiirzlich diagnostiziert wurde, waren
bei anderen Untersuchungen sowohl Patienten bei Erstdiagnose als auch Patienten
unter Therapie beteiligt. Bereits im Jahr 1974 berichteten Arbesmann et al. Uber das
vermehrte Vorkommen erhdhter Gesamt-IgE Spiegel bei Patienten mit BP, zudem
stellen sie fest, dass Pemphiguspatienten keine erhéhten Gesamt-IgE aufwiesen
(Arbesman et al., 1974).

33 der 74 BP Patienten (45%) wiesen eine Eosinophile im peripheren Blut auf.
Hohere Spiegel an eosinophilen Granulozyten im Blut waren bei unserer BP
Patienten Kohorte jedoch nicht mit einer erhdhten Krankheitsaktivitéat assoziiert.
Bereits 1983 konnten Bushkell et al. in einer retrospektiven Studie mit 28 BP
Patienten feststellen, dass 50% dieser Patienten eine Eosinophilie im peripheren
Blut aufwiesen (Bushkell & Jordon, 1983). Im Jahr 2017 konnten de Grauuw et al.
in einem humanem ex vivo Modell nachweisen, dass eosinophile Granulozyten, die
durch IL-5 aktiviert wurden in Anwesenheit von BP-Autoantikdrpern eine
Blasenbildung induzieren (Graauw et al., 2017). Erst kurzlich konnten Hashimoto et
al eine signifikante positive Korrelation zwischen der Starke des Juckreizes und der
Zahl der Eosinophilen im Blut von BP Patienten feststellen (Hashimoto et al., 2019).

Diese Beobachtung liel3 sich in unserer Kohorte 2 nicht bestatigen.

In Kohorte 2 zeigte sich eine Korrelation zwischen der Starke der Pruritus und der
Gesamt Aktivitat ermittelt anhand des BPDAI (p=0,0004, rho=0,398).

Da es sich in diesem Fall um eine monozentrische Kohorte handelt, kbnnen nur

bedingt Aussagen zur allgemeinen Gultigkeit der Ergebnisse getroffen werden.

Zum ersten Mal wurden Seren von Patientinnen mit PG mit einem ELISA auf das
Vorhandensein von BP230 IgE Autoantikdrpern untersucht, in keinem Serum lief3en

sich ebendiese Autoantikérper nachweisen. Auch IgG Antikdrper gegen BP230

-68 -



lieBen sich bei keinem der Seren nachwiesen. Im Gegensatz dazu konnten Tnij et
al im Jahr 2014 bei 4 von 25 PG Seren (16%) IgG Antikérper gegen BP230
nachweisen (Tani et al., 2015). In 41,8% unserer PG Seren zeigte sich ein erhéhtes
Gesamt-IgE. Bisher wurde nur in Einzelfallen Gber erhdhte IgE Spiegel bei PG
Patientinnen berichtet, so konnten Bonifazi et al bereits im Jahr 1984 bei einer
Mutter mit PG erhéhte IgE Spiegel nachweisen, nicht jedoch bei dem
Neugeborenen (Bonifazi & Meneghini, 1984). Wir konnten bei 35 von 55 Seren
(64%) 1gG Antikérper gegen BP180 NC16A nachweisen, in zuvor veréffentlichten
Studien lag der prozentuale Anteil der Seren mit IgG Reaktivitat gegen BP180
NC16A bei 60, 87 und 90% (Sitaru et al., 2004; Di Zenzo et al., 2007; Cobo et al.,
2009). IgE Antikorper gegen BP180 NC16A waren in 5 von 40 Seren (12,5%)
nachweisbar, bisher wurde das Vorkommen dieser Antikorper bei PG Patientinnen
nur vereinzelt beschrieben (Chapman MA, Olague-Marchan M, Yancey KB, Giudice
GJ, Fairley JA, 2007).

Bei keinem der Seren von Mittern, welches innerhalb von 24 Stunden nach der
Geburt abgenommen wurde, konnten IgE oder IgG Antikérper gegen BP230 oder
BP180 NC16A nachgewiesen werden. Im Jahr 2010 untersuchten Noe et al Seren
von 299 Schwangeren und 134 Nicht-Schwangeren Kontrollen auf das Vorkommen
von Anti-BP180 NC16A IgE Autoantikdrpern, bei den Schwangeren konnten die
Antikdrper in 7,7% der Seren nachgewiesen werden, wohin gegen IgG Antikorper
gegen die NC16A Domane von BP180 nicht nachgewiesen werden konnten. Bei
den Kontrollseren waren nur in 2,2% der Seren IgE-Autoantikbrper gegen BP180
NC16A nachweisbar (Noe et al., 2010). Uber das Vorkommen von Antikdrpern

gegen BP230 bei schwangeren Frauen wurde bisher nicht berichtet.

Auch bei Patienten mit SHP wurde der Anti-BP230 IgE ELISA erstmalig
durchgefuhrt. Bei keinem der Seren fiel der ELISA positiv aus. In 5 der 37 Seren
(13,5%) lieRBen sich IgG Antikdrper gegen BP230 nachweisen. In einzelnen
publizierten Fallberichten wurde bereits Gber Vorhandensein von Anti-BP230 1gG
Autoantikdrper bei Patienten mit SHP berichtet (Inoue et al., 2016; Fukuchi et al.,
2013). 1gG Antikorper gegen BP180 NC16A konnten bei 18 Seren (24,3%)
nachgewiesen werden, bereits im Jahr 1996 fanden Balding et al heraus, dass der
Uberwiegende Teil der SHP Patienten IgG Antikorper gegen BP180 bilden, wobei

sie feststellten, dass ungefahr 60% der Patientenseren mit einer Doméane des C-
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terminalen Endes des BP180 reagieren (Balding et al., 1996). Auch in anderen
Studien konnten gezeigt werden, dass 50-70% der SHP Seren mit Doméanen des c-
terminalen Endes von BP180 reagieren (Lee et al., 2003; Nie & Hashimoto, 1999;
Schmidt et al., 2001). 27,0% der SHP Patienten konnten wir ein erhdhtes Gesamt-
IgE feststellen. Bisher ist nur wenig Uber die Bedeutung von IgE-Antikdrpern bei der
Entstehung des SHP bekannt. Yayli et al konnten im Jahr 2011 mittels direkter
Immunfloureszenz bei 9 von 13 (69%) SHP Patienten IgE Ablagerungen entlang
der Basalmembran feststellen, allerdings konnten sie keine Verbindung zu dem
klinischen Erscheinungsbild herstellen (Yayli et al., 2011).

Lediglich bei jeweils einem der Seren von Patienten mit PV konnte ich IgE-oder IgG
Autoantikdrper gegen BP230 oder BP180 nachweisen. Der Anti-BP230 IgE ELISA
wurde auch hier das erste Mal durchgefiihrt. Zudem konnten wir bei nur zwei von
40 PV Patienten (5,0%) ein erhohtes Gesamt-IgE nachweisen. Im Jahr 1974 wurde
wie bereits erwahnt zum ersten Mal dariber berichtet, dass erhéhte Gesamt-IgE
Spiegel bei BP Patienten, aber nicht bei PV Patienten vorkommen (Arbesman et al.,
1974). Nagel et al konnten allerdings bei 37 Patienten mit akutem PV zeigen, dass
sowohl das Gesamt-IgE also auch die IgE Antikérper gegen Desmoglein 3 mit der
Krankheitsaktivitat korrelieren (Nagel et al., 2010).

Abschliel3end konnten wir in der vorliegenden Studie keine diagnostische Relevanz
fur den Anti-BP-230 IgE ELISA bei Patienten mit bereits gesichertem BP
nachweisen, allerdings kann die Untersuchung auf Anti-BP230 IgE einen Nutzen
bei Patienten mit Verdacht auf ein BP ohne den Nachweis von IgG Antikorper gegen
BP180 oder BP230 haben. Eine Korrelation der Anti-BP230 IgE Spiegel mit der
Krankheitsaktivitdt konnte nicht generell nachgewiesen werden. Es zeigte sich
jedoch eine intraindividuelle Korrelation der Anti-BP230 IgE Spiegel mit der
Krankheitsaktivitdt in der Verlaufsbeobachtung. Es scheint also fur einzelne
Patienten sinnvoll zu sein, die Anti-BP230 IgE Antikdrper zu bestimmen, bei
Positivitat im Krankheitsverlauf zu monitorieren und Uber die Anpassung der
Therapie auf eine zielgerichtete anti-lgE Therapie nachzudenken. Es sind weitere
Studien erforderlich, die die Ansprechrate von Patienten mit Anti-BP230 IgE
Antikdrpern auf die gegen IgE gerichteten Therapieoptionen untersuchen (z.B.

Omalizumab.).
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6. Zusammenfassung

Das bullose Pemphigoid (BP) ist die in Mitteleuropa am haufigsten auftretende
blasenbildende Autoimmundermatose. Sie betrifft vor allem altere Patienten und ist
mit starkem Juckreiz vergesellschaftet. Charakteristisch sind vor allem IgG
Autoantikdrper gegen zwei  Strukturproteine der dermato-epidermalen
Junktionszone, BP180 und BP230. Beim BP180 wurde vor allem der nicht-
kollagentse NC16A Anteil als immundominante Region beschrieben. Neben 1gG
Autoantikdrpern wurden bei einigen Patienten auch tGber IgA und IgE Autoantikérper
berichtet. Die linearen Antikoérper-Ablagerungen an der dermato-epidermalen
Junktionszone konnen mittels direkter Immunfloureszenz, die zirkulierenden
Autoantikorper mittels indirekter Immunfloureszenz (lIF) oder Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA), unter Verwendung rekombinanter Fragmente von
BP180 und BP230, nachgewiesen werden. Wahrend fir den Nachweis von IgG
gegen BP180 und BP230 kommerzielle ELISA verfligbar sind, trifft dies fur IgE
Antikdrper nicht zu. In der Arbeitsgruppe wurde bereits ein experimenteller Anti-
BP180 IgE ELISA etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines kirzlich entwickelten BP230 IgE
ELISA die diagnostische Relevanz dieser Antikérper sowie die Korrelation mit der
Krankheitsaktivitat bei Patienten mit BP analysiert. Den Untersuchungen lagen zwei
Kohorten mit insgesamt 154 BP Patienten zugrunde. Zur Bewertung der
Krankheitsaktivitat wurde der Bullous Pemphigoid Disease Area Index (BPDAI)
verwendet, mit dem sich neben der Krankheitsaktivitat auch der Phanotyp ermitteln

|asst.

Anti-BP230 IgE Antikorper konnten bei 36 von 154 (23 %) BP Patienten
nachgewiesen werden. Es zeigte sich weder ein Zusammenhang mit einem
bestimmten Phanotyp noch eine Korrelation der Krankheitsaktivitdt mit den Anti-
BP230 IgE Antikdrpern bei Erstdiagnose. Allerdings konnten wir nachweisen, dass
intraindividuell die Anti-BP230 IgE Antikorper mit der Krankheitsaktivitat korreliert.
Es zeigte sich zudem ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von

Anti-BP230 IgE Antikérpern und erhohten Gesamt-IgE-Spiegeln.
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Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Immunoblot eruiert werden, dass
die Fragmente C2 und C3 die fir die IgE Antikdrper immundominate Regionen des
BP230 sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hohe der Anti-BP230 IgE Antikorper
im Krankheitsverlauf ein Parameter zur Beurteilung des Therapieansprechens bei
BP Patienten sein kann. Zudem koénnte die Detektion von Anti-BP230 IgE
Autoantikdrpern auf ein besseres Ansprechen der BP Patienten auf gegen IgE
gerichtete Therapien hinweisen, beispielweise Omalizumab. Um diese Vermutung
zu bestatigen sind weitere multizentrische, prospektive klinische Studien notwendig.
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8. Anhang

8.1. Abklrzungen
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8.2. Material

Gerate und Hilfsmittel

Name

Hersteller

Elektrophoresekammer Sub-Cell GT

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Minchen

ELISA Reader (Opsys MR)

Dynex Technologies GmbH,
Denkendorf

ELISA Reader (GloMax)

Promega Corporation, Madison, USA

Falcon 50 ml

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Faserschwamme

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

G 7883 (Spulmaschiene)

Miele & Cie. KG, Giltersloh

Gefrierschrank (-20° C)

Robert Bosch GmbH, Gerlingen

Kihlraum

Viessmann Kaltetechnik GmbH, Mainz

Laborabzug captairchem

Erlab Laboreinrichtungen GmbH & Co.
KG, Wangen

Laborwecker

Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Magnetrihrer IKA ® RH basic 2

IKA ® Werke GmbH & Co. KG,

Staufen

Messzylinder 100ml

Vit Lab GmbH, Grossostheim

Messzylinder 250ml

Vit Lab GmbH, Grossostheim

Midi-Rack, gelb 10 Platze

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Mini-PROTEANS3 Gelkammer

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Mini Trans-Blot Cell Gelkassette

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Miinchen

Netzgerat PowerPac HC

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Multikanal Pipette 300

Eppendorf AG, Hamburg

Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg

Pinzette

Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Reaktionsgefalistander

Sarstedt AG & Co, NUumbrecht
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Research Pipette (10, 20, 100, 200,
1000)

Eppendorf AG, Hamburg

Ruhrmagnet

Keison Products, Chelmsford, England

Schitteltisch Duomax 1030

Heidolph Instruments, Nirnberg

Serologische Pipette (5, 10, 25ml)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

0,75 mm Spacer

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Minchen

Tischzentrifuge (Rotor: Sorvall 3328)

Haereus Instruments GmbH, Hanau

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York City,
New York, USA

Wanne

Hindrex, Wuppertal

Verwendete Chemikalien

Name

Hersteller

Acrylamid 4K-L6sung (30%) Sigma-

AppliChem, Darmstadt

AGFA G 153 Entwickler

BW Plus Réntgen GmbH & Co0.KG,
Kamp-Lintfort

AGFA G 354 Fixier

BW Plus Réntgen GmbH & Co0.KG,
Kamp-Lintfort

Amersham ECL Prime Western

Blotting Detection Reagent

GE Medical Systems Information

Technologies GmbH, Freiburg

Ammonium Persulfate (APS)

Aldrich Chemie GmbH,Deisenhofen

Aqua dest.

Apotheke UK-SH Libeck

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Ethanol 70%

KAUTEX TEXTRON GMBH & CO. KG,

Bonn-Holzlar

Fast Green

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH,Deisenhofen

Magermilchpulver

Merck KGaA, Darmstadt

Methanol 99,8%

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
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Protein-Standard (farbmarkiert)

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

TEMED

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Verwendete Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Blot-Filterpapier

Schleicher und Schuell GmbH, Dassel

Nitrozellulose Membran

Whatman GmbH, Dassel

Peha-soft Handschuhe

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Pipettenspitze (10, 100, 200, 1000)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Pipettenspitze 300

Eppendorf AG, Hamburg

ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi

Eppendorf AG, Hamburg

Serologische-Pipetten 5 ml, 10 ml, 25
ml

Biochrom AG, Berlin

Skalpellklingen (einmal)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Zentrifugenroéhrchen 15 ml, 50 ml

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Universalfilm Super RX-N

Fujifilm, Tokio, Japan

Verwendete Puffer und Gele

Laufpuffer 5-fach

15 g/l Tris Base; 72 g/l Glycin; 5 g/l SDS
in Aqua dest

Transferpuffer.

100 ml Tris-Glycin 10-fach; 200 ml
Methanol; 700 ml Aqua dest

Trenngel 12 %

Aqua dest 3,42 ml, 1,5M Tris pH 8,8
2,5 ml ml, 30% Acrylamid 3,96 ml,
10% SDS 100 pl, TEMED 12 pl, 10%
APS 50 pl

Sammelgel 4%

Aqua dest 3 ml, 0,5M Tris pH 6,8 1,25
ml, 30% Acrylamid 670 pl, 10% SDS
50 pl, TEMED 12 pl, 10% APS 70 ul
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Sonstiges

Name Hersteller

Anti-BP180-NC16A-4X-ELISA (IgG) EUROIMMUN medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Anti-BP230-CF-ELISA (IgG) EUROIMMUN medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Gesamt-IgE-ELISA EUROIMMUN medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Rabbit Anti-Mouse polyklonaler Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Antikdrper
Konjugat IgE EUROIMMUN medizinische

Labordiagnostika AG, Lubeck
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