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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Blasen bildende Autoimmundermatosen

Blasen bildende Autoimmundermatosen stellen eine heterogene Gruppe von
Erkrankungen dar, die durch das Auftreten von Autoantikérpern gegen Struktur-
proteine der Haut gekennzeichnet sind (Tab. 1.1). Diese Proteine sind fiir den Zell-Zell-
Kontakt der Keratinozyten oder fir die Adhdsion der Epidermis auf der Dermis

essentiell [Schmidt & Zillikens, 2011]. (Abb.1.1)
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Abb. 1.1 Darstellung der Strukturproteine der Haut, die Zielantigene

bulléser Autoimmundermatosen darstellen [aus: Schmidt & Zillikens, 2011]
Desmosomen sind aus zwei Anteilen aufgebaut: den intrazellular gelegenen Proteinen der
desmosomalen Plaque und den transmembrandsen Cadherinen (z.B. Desmogleinen), die mittels
calciumabhéangiger Interaktionen die Verbindung benachbarter Keratinozyten vermitteln. Die
zentrale Struktur der dermo-epidermalen Junktionszone bildet die hemidesmosomale Plaque, deren
Proteine eine Verbindung der Zytokinfilamente mit den transmembrandsen Ankerfilamenten (BP180,
0gB4-Integrin) herstellt. Die extrazellularen Anteile von BP180, agB,4-Integrin finden tiber Laminin 332
Kontakt zu Verankerungsfibrillen (Kollagen Typ VII).
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Hinsichtlich der Zielstrukturen werden vier Hauptgruppen unterschieden:
o Pemphiguserkrankungen
o Pemphigoiderkrankungen
o Epidermolysis bullosa acquisita
o Dermatitis herpetiformis Duhring [Rose et al. 2007]
Bei den Pemphiguserkrankungen liegt die Blasenbildung intra-, bei den ubrigen

bullésen Autoimmundermatosen subepidermal.

Tabelle 1.1 Zielantigene bulléser Autoimmundermatosen

[Schmidt & Zillikens, 2011]

Strukturprotein Blasen bildende Autoimmundermatose
Desmoglein 1 Pemphigus foliaceus,
Pemphigus vulgaris, paraneoplastischer Pemphigus
Desmoglein 3 Pemphigus vulgaris, paraneoplastischer Pemphigus
BP180 bulléses Pemphigoid,

Pemphigoid gestationis, Lichen planus pemphigoides,

lineare IgA-Dermatose, Schleimhautpemphigoid

BP230 bulléses Pemphigoid, Pemphigoid gestationis,
Schleimhautpemphigoid, lineare IgA-Dermatose
a6B4-Integrin Schleimhautpemphigoid
Laminin 332 Schleimhautpemphigoid
Kollagen Typ VII Epidermolysis bullosa acquisita, bulloser SLE

SLE: systemischer Lupus erythematodes

Die Atiologie der Autoantikdrperbildung bei den Blasen bildendenden Autoimmun-
dermatosen ist unklar [Yancey, 2005; Kasperkiewicz et al. 2012].

Fiir die histopathologische Untersuchung ist bei allen bulldsen Autoimmundermatosen
die Biopsie eines moglichst frischen Blaschens zu empfehlen [Rose et al. 2007]. Eine
zwingende Voraussetzung fiir die Diagnose stellt der Nachweis der Autoantikorper in
der Haut (durch eine direkte Immunfluoreszenz) und/ oder im Serum der Patienten dar
[Mutasim et al. 2005; Schmidt & Zillikens, 2010]. Die zirkulierenden Autoantikorper konnen
durch die indirekte Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten menschlicher Haut
nachgewiesen und ihre Spezifitdt durch Immunoblot oder ELISA unter Verwendung
zellularer oder rekombinanter Formen der Zielantigene bestimmt werden. Haufig ist
die Diagnose daher bereits durch eine serologische Untersuchung moglich [Schmidt &

Zillikens, 2010].
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1.2 Pemphigoid-Erkrankungen

Pemphigoiderkrankungen sind durch subepidermale Blasen und Autoantikdrper gegen
hemidesmosomale Strukturproteine gekennzeichnet [Schmidt & Zillikens, 2013] (Tab.
1.1.). Hemidesmosomen verankern die basalen Keratinozyten in der Basalmembran-
zone und dem Hautbindegewebe [Kowalczyk et al. 1999; Zillikens & Guidice, 1999].
Klinisch, histologisch, immunpathologisch und molekularbiologisch lassen sich
verschiedene Pemphigoiderkrankungen unterscheiden:

o Bulléses Pemphigoid

o Pemphigoid gestationis

o Lineare IgA-Dermatose

o Schleimhautpemphigoid

o Lichen planus pemphigoides

o Anti-p200-/ Laminin y1- Pemphigoid

o Anti-Kollagen-Typ-IV-Pemphigoid

o Bulléser Lupus erythematodes

o Dermatitis herpetiformis Duhring

o Epidermolysis bullosa acquisita [Schmidt & Zillikens, 2009a]

Innerhalb der Lamina lucida oder der Lamina densa der dermo-epidermalen
Junktionszone entstehen pralle Blasen. Die Blasendecke wird durch die gesamte
Epidermis gebildet und ist daher stabiler als beim Pemphigus [Bieber et al. 2010; Schmidt

& Zillikens, 2011].

13 Bulloses Pemphigoid

Das bullése Pemphigoid ist mit einer Inzidenz von jahrlich 1,3- 4,0 Neuerkrankungen
pro 100 000 Einwohnern die héaufigste Blasen bildende Autoimmundermatose
[Langan et al. 2008; Bertram et al. 2009; Marazza et al. 2009]. Die Inzidenz der Erkrankung
steigt ab dem 60. Lebensjahr deutlich an, wobei das mannliche Geschlecht haufiger
betroffen ist [Jung et al. 1999] und unbehandelt einen lebensbedrohlichen Verlauf

nehmen kann [Rose et al. 2007]. In der Gruppe der lber 90 jahrigen Manner liegt die
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Inzidenz bei 40 jahrlichen Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohnern [Jung et al. 1999].
Kinder sind selten betroffen (juveniles bulldses Pemphigoid) [Chimanovitch et al. 2000].
Klinisch ist das Bild durch pralle -auch hamorrhagische- Blasen am Integument
gekennzeichnet (Abb. 1.2- A) [Schmidt et al. 2000a; Schmidt et al. 2011]. Die GroRRe der
Blaschen und Blasen kann von wenigen Millimetern bis mehreren Zentimetern
variieren. Pradilektionsstellen sind das untere Abdomen, die Innenseite der Ober-
schenkel, die Ellenbeugen und intertrigindse Areale [Zillikens et al. 1996a]. Typisch ist
das Nebeneinander verschiedener Entwicklungsstadien (Blaschen- Blase- Erosionen-
Krusten) [Zillikens et al. 2005].

Allen Manifestationsformen gemeinsam ist, dass sie fast immer mit Juckreiz
einhergehen [Kippes et al. 1999]. Bei 15-30% der Patienten ist nur eine Korperregion
betroffen und bei ca. 25% finden sich Lasionen in der Mundhohle, selten an der
Genitalschleimhaut oder den Konjunktiven. Meist sind dies Patienten, die eine hohe
Krankheitsaktivitdat und gleichzeitig generalisierte Blasen am Ubrigen Integument
aufweisen [Zillikens et al. 19964, Kippes et al. 1999].

Das bullése Pemphigoid kann auch ganzlich oder als pramonitorisches Stadium Uber
Wochen, Monate und manchmal Jahre ohne Blasenbildung unter dem klinischen Bild
eines Ekzems, einer Urtikaria oder einer Prurigo simplex subacuta verlaufen
[Wever et al. 1995; Zillikens et al. 1996a; Schmidt et al. 2000a; Schmidt et al. 2011; Schmidt &
Zillikens, 2011].

Histopathologisch zeigt sich im Vollbild der Erkrankung eine subepidermale Blase,
deren Dach von der gesamten Epidermis gebildet wird.

Das Entziindungsinfiltrat besteht typischerweise aus Leukozyten [Jordon et al. 1985]. Die
Mehrheit stellen die aktivierten T-Zellen mit einem Verhaltnis CD4/CD8 von 2:1 dar,
gefolgt von Monozyten/Makrophagen und Granulozyten [Ambach et al. 1992].

Die direkte Immunfluoreszenz perildasionaler Haut zeigt in praktisch allen Fallen lineare
Ablagerungen von C3 und in 90% der Falle Ablagerungen von IgG an der dermo-
epidermalen Junktionszone [Zillikens et al. 1996a; Korman, 1998; Kippes et al. 1999].

In der indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut lassen sich bei 90% der
Patienten mit bulldsem Pemphigoid zirkulierende Autoantikorper nachweisen, die im
Dach der artifiziell erzeugten Blase binden [Korman, 1998; Kippes et al. 1999]
(Abb. 1.2- B).




1 Einleitung

Abb. 1.2 bulléses Pemphigoid [aus: Schmidt
et al. 2000a]

A: Pralle Blasen, Erosionen und Krusten an
Unterarm und Ellenbeuge

B: Indirekte Immunfluoreszenz auf humaner
Spalthaut. Typischerweise binden die IgG
Antikorper auf der epidermalen Seite des
artifiziellen Spaltes

Auf AffenGsophagus liegt die Sensitivitat der indirekten Immunfluoreszenz bei 70%
[Jordon et al. 1967]. Dass der Titer der indirekten Immunfluoreszenz nicht mit der
Krankheitsaktivitat korreliert [Zillikens et al. 1992], ist wahrscheinlich darauf
zurlickzufiihren, dass die Immunfluoreszenz-Reaktivitat vor allem durch Antikérper
gegen BP230 und nur zu einem geringen Teil durch Antikdrper gegen BP180 vermittelt
wird [Pas et al. 1995].

Primar pathogenetische Bedeutung haben jedoch Antikdrper gegen BP180, die in
spezifischen Immunoblot- und ELISA-Verfahren nachgewiesen werden [Labib et al. 1986;
Miller et al. 1993; Ide et al. 1995; Zillikens et al. 1997a+b; Haase et al. 1998; Kippes et al. 1999].
Etwa 80% der Patienten weisen im Immunoblot auch IgA-Reaktivitat mit BP180 auf, die
jedoch jeweils schwacher ist als die IgG-Reaktivitdit [Dopp et al. 2000,
Kromminga et al. 2000]. Im akuten Stadium der Erkrankung finden sich in mehr als 50%
der Falle zudem erhéhte Gesamt IgE-Spiegel, haufig auch eine periphere Eosinophilie

[Bushkell & Jordon, 1983; Jordon et al. 1985; Parodi & Rebora, 1992; Schmidt et al. 1995].

Die Zielantigene des bullésen Pemphigoid, BP180 und BP230, sind Bestandteile des
hemidesmosomalen Komplexes [Schmidt et al. 2011], der eine Verbindung der
intermedidren Zytokeratinfilamente des basalen Keratinozyten mit Strukturen der

papilldren Dermis vermittelt [Zillikens, 1999] (Abb. 1.1).
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BP180 ist ein transmembrandses Glykoprotein mit Typ-II-Orientierung, d.h. der
N-Terminus liegt intra- und der C-Terminus extrazelluldr. Die Ektodomane umfasst
etwa 1.000 Aminosauren [Giudice et al. 1992; Zillikens & Giudice, 1999]. Mit der 16. nicht-
kollagenen Domédne (NC16A) und der 15. kollagenen Domadane (berspannt der
extrazelluldre Anteil von BP180 die Lamina lucida, wahrend der verbleibende
C-Terminus in die Lamina densa der dermo-epidermalen Junktionszone hineinreicht
[Masunaga et al. 1997; Hirako et al. 1998], um dann wieder in die Lamina densa
zurlickzubiegen [Zillikens et al. 1997b].

Die NC16A-Domane, die sich extrazellular unmittelbar an die Zellmembran des basalen
Keratinozyten anschlieRt, stellt einen immundominanten Abschnitt dar
[Zillikens et al. 1997b]. Es ist die Region, gegen die bei etwa 85% der Patienten mit
bullésem Pemphigoid IgG-Autoantikdrper gefunden werden [Zillikens et al. 1997a). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die Spiegel der Serumautoantikorper gegen
BP180-NC16A mit der Krankheitsaktivitat der Patienten mit bullésem Pemphigoid
korrelieren [Schmidt et al. 2000a].

BP230 liegt intrazellular und ist Bestandteil der hemidesmosomalen Plaque. Das
Carboxylende bindet an Keratinfilamente, wahrend der N-Terminus wahrscheinlich mit
BP180 und der B4-Kette von dem a6B4-Integrin interagiert [Borradori &
Sonnenberg, 1999].

Die gegen BP180 und BP230 gerichteten Autoantikorper beim bulldsen Pemphigoid
gehoren vor allem der 1gG4- und der IgE-Klasse an [Dopp et al. 2000]. Antikdrpern gegen
BP230 kommt wahrscheinlich eine Verstarkung durch eine Entziindungsreaktion hinzu,
nachdem bereits Autoantikorper gegen den extrazelluldaren Anteil von BP180 eine
initiale Blase und moglicherweise eine Schadigung des basalen Keratinozyten
verursacht haben. Der Nachweis von Autoantikdrpern mit unterschiedlicher Spezifitat
gegen verschiedene extra- und intrazelluldre Abschnitte auf BP180 und verschiedene
Epitope auf BP230 diirfte auf das Phdanomen des epitope spreading zurlickzufiihren
sein [Liu et al. 1993].

Weitere wichtige Informationen zur Pathogenese ergaben sich durch den passiven
Transfer der Autoantikorper in neonatalen Mausen [Liu et al. 1993]. Die intradermale

oder intraperitoneale Injektion von Kaninchen 1gG gegen ein rekombinantes Fragment
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des murinen BP180 in neonatale Maduse fihrte bei den Tieren zu einer bullésen
Pemphigoid dhnlichen Erkrankung [Liu et al. 1995]. Weitere Untersuchungen in diesem
Modell zeigen, dass Komplementaktivierung, Infiltration von Neutrophilen und
Freisetzung von Proteasen am Ort der Spaltbildung eine zwingende Voraussetzung fiir
die Auslosung des bullésen Pemphigoid sind [Liu et al. 1995; Liu et al. 1997; Liu

et al. 1998].

Beim Menschen geht man davon aus, dass es nach der Bindung der Autoantikérper
und Aktivierung von Komplement [Gammon et al. 1982; Naito et al. 1982],
moglicherweise auch der Freisetzung von IL-8 aus Keratinozyten [Schmidt et al. 2000a],
zum Einwandern von Leukozyten in die dermo-epidermale Junktionszone kommt
[Jordon et al. 1985]. Deren Aktivierung und die Freisetzung von Proteasen fiihren
schlieB8lich zu Spalten innerhalb der ultrastrukturellen Lamina lucida [Naito et al. 1982;
Jordon et al. 1985].

Das ex vivo-Modell besteht aus Kryoschitten gesunder humaner Haut, die bei
Inkubation mit Patientenantikdrpern durch Rekrutierung und Aktivierung von
Granulozyten zu einer dermo-epidermalen Spaltbildung fuhrt. Um eine Blasenbildung
hervorzurufen, ist der Fc-Anteil der Autoantikdrper notwendig [Sitaru et al. 2002a +b],
wobei eine Inhibition der Gelantinase B und Elastase aus neutrophilen Granulozyten
die antikorpervermittelte Spaltbildung in diesem Modell aufhebt [Shimanovich

et al. 2004].

Das bullése Pemphigoid verldauft haufig selbstlimitierend. Die Erkrankung kann sich
Uber wenige Monate, aber auch lber Jahre erstrecken [Schmidt & Zillikens, 2011]. Vor
allem aufgrund des hohen Alters der Patienten ist es immer noch mit einer
erheblichen Mortalitat verbunden. Knapp 30% der Patienten versterben innerhalb des
ersten Jahres nach der Diagnosestellung [Rzany et al. 2002].

Altere Patienten, die mit relativ hohen Dosen systemischer Glukokortikoide behandelt
werden missen und niedrige Serumalbuminspiegel aufweisen, haben eine besonders
schlechte Prognose [Rzany et al. 2002].

Bei geringer Krankheitsaktivitdit ist eine Therapie mit potenten topischen

Glukokortikoiden haufig ausreichend [Schmidt & Zillikens, 2011]. Bei Gabe eines oralen
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Glukokortikoids werden zur Einsparung von Kortikosteroiden Kombinationen mit
Dapson, Azathioprin, Mycophenolat-Mofetil oder Methotrexat eingesetzt [Person &
Rogers, 1977; Venning et al. 1989; Nousari et al. 1998; Schmidt & Zillikens, 2011]. Eine orale
Therapie mit Tetrazyklin und Niacinamid (Nikotin-sdureamid) unter zusatzlicher
Anwendung eines topischen Kortikosteroids wurde ebenfalls als erfolgreich
beschrieben [Fivenson et al. 1994; Hornschuh et al. 1997]. Diese Therapie wirkt eher tGber
die Beeinflussung lokaler Entziindungsmediatoren in der Haut, als Giber eine Reduktion
der Antikorperbildung [Hornschuh et al. 1997]. Nur selten sind hochdosierte
Kortikosteroide, intravendse Immunglobuline, Immunadsorption oder die Gabe von

Rituximab erforderlich [Schmidt & Zillikens, 2011].
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2 Fragestellung

Patienten mit bullésem Pemphigoid weisen Autoantikdrper gegen Strukturproteine der
dermo-epidermalen Junktionszone auf. Diese Proteine sind fiir die Adhdasion der
Epidermis auf der Dermis essentiell (Abb.1.1). Daher kommt es bei Autoantikérper-
bildung gegen sie zur Losung der Epidermis von der Dermis, was klinisch als Blasen-
bildung imponiert. In der Regel geht der bullésen Phase eine wochen- oder monate-
lange pramonitorische Phase voraus, die durch starken Juckreiz, unter dem praktisch
alle Patienten leiden [Kippes et al. 1999], und Auftreten von ekzematdsen,
erythematodsen oder urtikariellen Ldsionen charakterisiert ist [Wever et al. 1995;

Zillikens et al. 1996a; Schmidt et al. 2000a; Schmidt et al. 2011].

In der vorliegenden Arbeit haben wir daher die Hypothese lberpriift, ob chronischer
Juckreiz ein Risikofaktor flir die Ausbildung von Autoantikérper gegen die dermo-
epidermale Junktionszone darstellt.

Dem Konzept von Di Zenzo et al. [2011] folgend, kdnnten stdndige Hautreizungen
bedingt durch das Kratzen bei chronischem Juckreiz zur Beschadigung und
anschlielend zur Exponierung sonst verborgener Epitope auf Proteinen der dermo-
epidermalen Junktionszone gegeniiber dem Immunsystem fiihren. So kdnnte eine
Autoimmunreaktion gegen Strukturproteine der dermo-epidermalen Junktionszone in

Gang gesetzt werden.

Zur Prifung der Hypothese wurde das Serum von Patienten mit mindestens 6 Wochen
bestehenden juckenden Dermatosen auf zirkulierende Autoantikbrper gegen
Strukturproteine der dermo-epidermalen Junktionszone untersucht.

Zu den am haufigsten untersuchten Erkrankungen gehorten das atopische Ekzem, die

Psoriasis und die Prurigo simplex subacuta.

Sollte sich die Hypothese bestatigen, konnte ein Screening auf Autoantikdrper gegen
die dermo-epidermale Junktionszone bei unklaren, dauerhaft juckenden Dermatosen
zu einer friheren Diagnose und Therapie flihren.

AuBerdem lage die Vermutung nahe, dass Immunreaktionen gegen Strukturproteine

der Haut durch mechanische Irritationen (Kratzen) ausgelost werden kdnnen.

9
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Die 78 untersuchten Seren stammten von Patienten, die stationar oder ambulant in
der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie der Universitat zu Libeck
behandelt wurden. 45% der 78 Patienten waren weiblichen und 55% mannlichen
Geschlechts, was etwa der Bevolkerungspopulation entspricht (Abb. 3.1- A). Der
Median der Altersverteilung lag bei 67 Jahren (95% Quantile 26-89 Jahre) (Abb. 3.1- B).
Alle Patienten litten an starkem Juckreiz, der seit mindestens 6 Wochen anhielt, wobei
der Median bei 36 Wochen (95% Quantile 7,85-2819,70 Wochen) lag (Abb. 3.1- C). Die
Patienten waren einwilligungsfahig und hatten keine Blasen bildende

Autoimmundermatose.
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Abb.3.1: Beschreibung der Studienpopulation mittels Sdulendiagrammen
m: méannlich, w: weiblich
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Nach Aushandigung einer schriftlichen Patienteninformation hatten die Teilnehmer die
Moglichkeit offene Fragen zu klaren. Darauf erfolgte, in der Regel im Rahmen der
diagnostischen Blutentnahmen, eine vendse Blutentnahme von ca. 18ml. Diese wurde
3 Minuten bei 7000 U/min zentrifugiert (Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau), das Serum

abpipettiert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Die Diagnosen wurden in folgende Gruppen unterteilt: atopisches Ekzem (n = 21, 27%),
Psoriasis (n = 14, 18%), Prurigo simplex subacuta (n = 13, 17%) und andere Dermatosen

(Andere; n = 31, 40%)[Leser-Trelat-Syndrom, Pruritus sine materia, nummuldres Ekzem, Lichen

ruber planus, Kontaktekzem, Arzneimittelexanthem, mikrobielles Ekzem, Tinea corporis, Exzitations-

ekzem, Prurigo nodularis, Erythrodermie bei T-Zell-Lymphom, Lichen sclerosus, prurigindses Ekzem,

Stauungsdermatitis, gram negativer FuRinfekt, sonstige Prurigo]. Bei allen Patienten mit Prurigo
simplex subacuta wurde vorab mittels direkter Immunfluoreszenz eine bulldse

Autoimmundermatose ausgeschlossen (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Patientencharakteristika

Patient Alter Geschlecht Juckreizdauer DR

(Nummer) (Jahre) (Wochen)
1 73 w 52 Leser-Trelat-Syndrom
2 81 w 16 Pruritus sine materia
3 67 w 520 nummuldres Ekzem
4 54 w 20 Lichen ruber planus
5 38 m 1040 atopisches Ekzem
6 67 m 24 Kontaktekzem
7 80 m 286 Prurigo simplex subacuta
8 29 w 8 atopisches Ekzem
9 73 w 28 Arzneimittelexanthem
10 86 w 6 nummuldres Ekzem
11 79 m 8 Prurigo simplex subacuta
12 57 m 312 atopisches Ekzem
13 32 m 24 mikrobielles Ekzem
14 77 m 6 Tinea corporis
15 55 w 312 Exzitationsekzem
16 80 m 28 Exzitationsekzem
17 47 m 1040 atopisches Ekzem
18 69 w 36 Lichen ruber planus
19 79 m 24 Psoriasis
20 28 w 24 atopisches Ekzem
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Patient

Alter

Juckreizdauer

(Nummer) el Geschlecht (Wochen) Diagnose

21 87 w 12 Prurigo nodularis
Erythrodermie bei

22 89 W 12 T\-/ZeII-Lymphom
23 49 w 40 atopisches Ekzem + Psoriasis
24 48 w 1300 Prurigo simplex subacuta
25 48 m 780 Psoriasis
26 75 w 28 Lichen sclerosus
27 89 w 78 Psoriasis
28 86 m 12 Arzneimittelexanthem
29 69 w 52 Prurigindses Ekzem
30 85 w 24 Exzitationsekzem
31 33 m 24 atopisches Ekzem
32 42 w 8 Pruriginses Ekzem
33 76 w 260 Pruriginéses Ekzem
34 49 m 104 Prurigo simplex subacuta
35 66 w 16 atopisches Ekzem
36 63 m 12 Psoriasis
37 41 w 520 Psoriasis
38 64 m 520 Stauungsdermatitis
39 78 w 104 atopisches Ekzem
40 63 m 24 nummuldres Ekzem
41 84 w 24 Psoriasis
42 72 m 520 Psoriasis
43 54 w 338 Psoriasis
44 68 w 208 Psoriasis
45 26 m 416 Psoriasis
46 32 w 624 Psoriasis
47 46 m 9 gram negativer FuRinfekt
48 44 m 8 Prurigo nodularis
49 77 w 8 Arzneimittelexanthem
50 68 w 2080 Prurigo nodularis
51 39 m 1040 atopisches Ekzem
52 26 m 520 atopisches Ekzem
53 47 m 2444 atopisches Ekzem
54 67 w 3484 atopisches Ekzem
55 54 m 2808 atopisches Ekzem
56 57 m 2964 atopisches Ekzem
57 38 m 1976 atopisches Ekzem
58 33 m 1716 atopisches Ekzem
59 25 m 1300 atopisches Ekzem
60 82 w 8 Prurigo sine materia
61 73 m 12 Psoriasis
62 53 w 182 Psoriasis
63 82 w 12 atopisches Ekzem
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Patient Alter Geschlecht Juckreizdauer Bliess

(Nummer) (Jahre) (Wochen)
64 50 w 22 nummuldres Ekzem
65 66 m 78 Prurigo simplex subacuta
66 37 w 52 Prurigo simplex subacuta
67 60 w 12 Prurigo simplex subacuta
68 77 m 12 Prurigo simplex subacuta
69 76 w 24 Prurigo simplex subacuta
70 72 m 130 atopisches Ekzem
71 89 w 24 Prurigo simplex subacuta
72 84 w 16 Stauungsdermatitis
73 66 w 24 sonstige Prurigo
74 75 w 16 Arzneimittelexanthem
75 63 m 12 Prurigo simplex subacuta
76 77 m 260 atopisches Ekzem
77 75 w 2080 Prurigo simplex subacuta
78 85 w 36 Prurigo simplex subacuta

m: méannlich, w: weiblich

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck am 08.09.2008

positiv beurteilt. (Nr.: 08-128)

3.2 Negative Kontrollseren

Als Negativkontrollen dienten Seren von gesunden Blutspendern.
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3.3

Antikorper

Tabelle 3.2.: angewandte Antikorper

Blot Bezeichnung Typ Verdiinnung Funktion
Laminin a-3 (H-187)
ECM (Santa Cruz Biotechnology, | Rabbit Polyclonal 1gG (HRP) 1:1.000 Primar-AK
Heidelberg)
Laminin B-3 (H-300) | g1 it polyclonal 1gG (HRP) | 1 :100 000 Primar-AK
(Santa Cruz Biotechnology)
Laminin B_'?’ (H-300) Rabbit Polyclonal IgG (HRP) 1:200 000 Primar-AK
(Santa Cruz Biotechnology)
Laminin.x-Z (E6) Mouse Monoclonal 1gG; (HRP) 1:100 000 Primar-AK
(Santa Cruz Biotechnology)
Laminin ¥-2 (E6) | 10 ,ce Monoclonal IgG, (HRP) | 1 :200 000 Primar-AK
(Santa Cruz Biotechnology)

NHS, PK, Pat. Patientenserum 1:50 Primar-AK
Anti-Rabbit Polyclonal Goat Anti-Rabbit . .
(Dako, Glostrup, Dénemark) Immunglobulins (HRP) 1:1.000 Sekundar-AK
Anti-Mouse Polyclonal Rabbit Anti-Mouse . .

(Dako) Immunglobulins (HRP) 1:1.000 Sekundar-AK
(:ifg) Mouse Anti-Human IgG, (HRP) 1:300 Sekundar-AK
Desmoplakin 1 & 2 M M lonal 1eG
KCE (ProGen Biotechnik, ouse 0:::; onat gtz 1:50 Primar-AK
Heidelberg) ( )
Envoplakin 1:1.000 Primar-AK
Periplakin 1:1.000 Primar-AK
PNP Patientenserum 1:50 Primar-AK
PK (BP 180/ BP 230), Patientenserum 1:50 Primar-AK
NHS, Pat.
R 136 Rabbit 1:1.000 Primar-AK
r BP 230 Rabbit 1:200 Primar-AK
Anti-Mouse Polyclonal Rabbit Anti-Mouse . -
(Dako) Immunglobulins (HRP) 1:500 Sekundar-AK
Anti-Rabbit Polyclonal Goat Anti-Rabbit .
1:1.000 Sekundar-AK
(Dako) Immunglobulins (HRP) exundar
Anti-Rabbit Polyclonal Goat Anti-Rabbit . .
(Dako) Immunglobulins (HRP) 1:500 Sekundar-AK
IgA Polyclonal Rabbit Anti-Human . -
(Dako) (HRP) 1:300 Sekundar-AK
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Blot Bezeichnung Typ Verdiinnung Funktion
LAD-1 PK, NHS, Pat. Patientenserum 1:100 Primar-AK
PK, NHS, Pat. Patientenserum 1:20 Primar-AK
IgG Polyclonal Rabbit Anti-Human . -
(Dako) (HRP) 1:500 Sekundar-AK
IgA Polyclonal Rabbit Anti-Human ) .
(Dako) (HRP) 1:50 Sekundar-AK
DE PK-p200, PK-EBA, Patientenserum 1:50 Primar-AK
NHS, Pat.
(IDgaf;‘) Mouse Anti-Human IgG, (HRP) 1:300 Sekundar-AK
NC16A PK, NHS, Pat Patientenserum | 1:20 Primar-AK
IgA Polyclonal Rabbit Anti-Human ) -
(Dako) (HRP) 1:50 Sekundar-AK
Basalmembran- . .
IIF Patientenserum 1:10 Primar-AK
fluoreszenz (BD)
EBA (BB) Patientenserum 1:1.000 Primar-AK
PK, Pat. Patientenserum 1:10 Primar-AK
I1gG
(Bio-Rad Laboratories, Anti-Human (F.L.T.C.) 1:100 Sekundar-AK
Miinchen)
IgA . . w
) ) Anti-Human (F.L.T.C.) 1:100 Sekundar-AK
(Bio-Rad Laboratories)

ECM: extrazelluldare Matrix, HRP: horseradish —Meerrettichperoxidase, AK: Antikdrper, NHS: normales
humanes Serum, PK: Positivkontrolle, Pat.: Patient, KCE: Keratinozytenextrakt, PNP: Paraneoplastischer
Pemphigus, LAD-1: Lineare-lgA-Dermatose Antigen 1, DE: dermales Extrakt, PK-p200: Positivkontrolle
mit p200-Antigen, PK-EBA: Positivkontrolle mit Epidermolysis bullosa acquisita, [IF: indirekte
Immunfluoreszenz, BD: Blasendach, BB: Blasenboden, F.I.T.C.: Fluoresczin-Isothiocyanat

Dargestellt sind die verwendeten Blot mit den eingesetzten Primar- und Sekundar-Antikorpern.
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34 Indirekte Immunfluoreszenz

Durch die indirekte Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut gelang der Nachweis
von Antikorpern im Serum der Patienten gegen Bestandteile der dermo-epidermalen
Junktionszone. Die Induktion eines subepidermalen Spaltes erfolgte mittels Inkubation
humaner Haut in 1M NaCl- Lésung (Roth, Karlsruhe), anschliefend die Anfertigung von
Gefrierschnitten dieses Praparats und deren Inkubation mit Primarantikdrpern fir
30 Minuten im Brutschrank (Heraeus, Hanau). Die sekundaren Antikoérper (Bio-Rad,
Minchen) waren an Fluoreszin-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt, dadurch lieRen sich die
gebundenen Antikdrper an der dermo-epidermalen-Junktionszone im Fluoreszenz-
mikroskop (Olympus BX40, Hamburg) nachweisen. [Gammon et al. 1984; Kelly &
Wojnarowska, 1988; Zillikens et al. 1996b]

3.5 Enzymed-linked immuno sorbent-assay (ELISA)

ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen BP180-NC16A und BP230 wurden nach
den Angaben der Hersteller (Euroimmun, Liibeck und MBL, Medical & Biological,

Nagoya, Japan) durchgefiihrt.

3.6 Kultur von HaCaT-Keratinozyten

Die Resuspension in einer T75 Zellkulturflasche (Sarstedt, Nimbrecht) der primar in
Stickstoff eingefrorenen HaCaT(Human adult low Calcium high Temperature)-Zellen
(Prof. N. E. Fusenig, DKFZ Heidelberg) [Boukamp et al. 1988] schloss sich sekundar im
vorgewdrmten Keratinozytenmedium (KGM+, Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien)
an. In die Zellkulturflaschen wurden Vitamin C (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim),
EDTA (Roth) und Phenylmethylsulfonyl-Flourid (PMSF, AppliChem, Darmstadt)
supplementiert. Die Losung der Adhasionskultur erfolgte mittels Trypsin (CCP,
Oberdorla); fetales Kalberserum (FBS, Biochrom, Berlin) bewirkte die EDTA-
Neutralisation. Die Kultivierung geschah im Begasungsbrutschrank (Heraeus) bei 37°C

und 4,9% CO,. Um die Konfluenz der Zellen und die moglichen Kontaminationen zu
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beurteilen, wurden die Zellkulturen taglich mikroskopisch begutachtet. Nach der
Pelletierung der Zellen konnten sie in einem Einfriermedium aus 60% Keratinozyten-
medium (KGM+, Cambrex Bio Science), 30% fetalem Kélberserum (FBS, Biochrom) und
10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemie) konserviert werden. [Kneisel &
Hertel, 2011]

3.7 Gewinnung von Zellkulturiiberstand konditionierter kultivierter HaCaT-
Keratinozyten zur Herstellung der 16slichen extrazellularen Domane von
BP180 (LAD-1)

Zur Pelletierung erfolgte die Versetzung und Zentrifugation (90min, 4°C, 16.000g)
(Megafuge 1.0, Heraeus) des Keratinozyteniberstandes nach Herstellung einer
HaCaT-Kultur mit 30%igem Ammoniumsulfat (Sigma-Aldrich Chemie). Lésung und
Resuspension entstandener Pellets fand mit einer Tablette complete mini
(Roche, Mannheim), die Dialyse mit PBS (Phosphate buffered saline) bestehend aus
NaCl 0,9% (Roth), Kaliumchlorid (KCI, Merck, Darmstadt), Natrium-
dihydrogenphosphat (Na,HPO,4, Merck), Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,4, Merck)
und Aqua dest. (Apotheke UKSH, Campus Liibeck) (pH 7,2), statt. Das Dialysat wurde
mit 5fach-SDS-Probenpuffer bestehend aus 1,5M Tris (pH 6,8) (Merck), Glycerol
(AppliChem), Sodiumdodecylsulfat (SDS, Merck), Aqua dest. (Apotheke UKSH),
0,2% Bromphenol (Roth) (0,2g/ 100ml Ethanol (Apotheke UKSH)) und
R-Mercaptoethanol (Merck) versetzt, gekocht (5min, 96°C) (Blockthermostat BT5320,
Eppendorf AG, Hamburg), aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren.

LAD-1 konnte mit Hilfe des sekundaren Antikérpers (Polyclonal Rabbit Anti-Human
(HRP) (Dako), Verdinnungen IgG 1:500, IgA 1:50) im Immunoblot nach 2,5 bis 3

Minuten nachgewiesen werden. [Marinkovich et al. 1996; Motoki et al. 1997]
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3.8 Expression von GST-BP180-NC16A und GST

Die Herstellung der Primarkultur kam aus der Beimpfung des LB Mediums
(MP Biomedicals Europe, llkirch, Frankreich) und Carbencillin (Roth) mit E-coli-Zellen
(eigene Herstellung aus DH5a [Zillikens et al. 1997b]) in einem Falcon-Réhrchen
(Sarstedt) zustande, wobei das Antibiotikum der Plasmidstabilisierung diente. Das
Medium wurde bis zum Erreichen einer optischen Dichte (ODggo, Bio Photometer
(RS 232C), Eppendorf) von 0,6 bei 37°C und 220rpm (Schittler Certomat IS, B. Braun,
Melsungen) inkubiert. Die Erzeugung der Sekundarkultur unter Zugabe von
1M Isopropyl-Bp-Thiogalacto-Pyranoside (IPTG, Roth) einschlieBlich folgender
Inkubation schloss sich an. Nach Zentrifugation (10min, 4°C, 2.000g) (Megafuge 1.0,
Heraeus) eliminierte man den Uberstand, verwarf diesen, um die verbleibende
Sekundarkultur mit einer Tablette complete mini (Roche) zu resuspendieren. Die
rekombinanten Proteine von E. coli lagerten sich als I6sliches zytoplasmatisches
Protein innerhalb der Zelle ab, deshalb war zur Isolierung der Proteine die Lyse der
Bakterienzellen notwendig. Um das Protein separieren zu konnen, mussten die
gelosten Pellets in ein Falcon-Réhrchen (Sarstedt) gegeben und auf Eis mit
100% Power, 3x 20 Schlagen sonikiert (BANDELIN, Berlin) werden. Der abzentrifugierte
Uberstand, in dem sich unter anderem das Protein befand, wurde abpipettiert.
[Zillikens et al. 1997a]

Glutation-S-Transferase nutzte man zur weiteren Verwendung unaufgereinigt,
Glutation-S-Tranferase-NC16A aufgereinigt Uber einer Gluthationsdule (Gluthation-
Matrix, Sigma-Aldrich Chemie) [Zillikens et al. 1997b; Schmidt et al. 2000a].

Die Eliminierung schwach gebundener und kontaminierter Proteine von der Saule ging
durch Waschung mit PBS vonstatten. Die Gewinnung der Proteine aus der Membran
erforderte den Einsatz von 1% Triton X (Sigma-Aldrich Chemie) [Helenius & Simons
et al. 1975]. Nach photometrischer Kontrolle (280nm) des erhaltenen Extraktes,
Sammlung und Kochen (5min, 96°C) (Blockthermostat BT5320, Eppendorf AG), erfolgte
das Einfrieren bei -80°C bis zur weiteren Verwendung.

Mit Hilfe des Sekundarantikorpers (Polyclonal Rabbit Anti-Human (HRP) (Dako),
Verdinnung 1:300) konnte die entsprechende Bande in einer Zeitspanne von 8 bis 20

Sekunden nachgewiesen werden. [Zillikens et al. 1997a; Hata et al. 2000; Sitaru et al. 2007]
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3.9  Herstellung von Keratinozytenextrakt (KCE)

Der Uberstand der HaCaT-Zellen (Prof. N. E. Fusenig), befindlich in T-175cm?-
Zellkulturflaschen (Sarstedt), wurde verworfen, anschlieBend das Extrakt mit 5fach-SDS
Probenpuffer gelost, in Eppendorf-GefaBen gesammelt, gekocht (5min, 96°C)
(Blockthermostat BT5320, Eppendorf AG) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren.

Mit Hilfe des Sekundarantikorpers (Polyclonal Rabbit Anti-Human (HRP) (Dako),
Verdiinnung 1:300) konnte das native BP180 nach 1 bis 1,5 Minuten nachgewiesen

werden. [Schicke et al. 1998]

3.10 Herstellung von Extrakt aus humaner Dermis (DE)

Die Gewinnung des Extraktes, wie bei Zillikens [et al. 1996b] beschrieben, erfolgte aus

frischer humaner Haut.

Zum Nachweis von EBA(290kDa)- und p-200(200kDa)-Banden ist die Herstellung des
dermalen Extraktes notwendig. Dazu musste, nach Entfernung der Subkutis, die Kutis
in eine Losung von 1M NaCl (Roth), 5mM EDTA (Roth), 1ImM Phenylmethylsulfonyl-
Flourid (PMSF, Appli Chem) (oder 1mM 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl-Fluoride
AEBSF (Sigma-Aldrich Chemie)) und PBS in ein Becherglas 3Tage bei 4°C einlegt
werden. Nachdem die Epidermis abgezogen, die verbliebene Dermis in ca. 2cm x 2cm
grolRe Stiicke geschnitten und in eine Apparatur (Eigenbau) eingespannt wurde, konnte
pro freigelassenes Hautstlick 500ul Puffer A bestehend aus 12,5mM Tris pH 6,8
(Merck), 4M Harnstoff (Roth), 5mM EDTA (Roth), AEBSF (Sigma-Aldrich Chemie) und
Aqua dest. (Apotheke UKSH) aufpipettiert werden. Nach 10min konnte dieser Puffer
verworfen, je 350ul Puffer B aus 12,5 mM Tris pH 6,8 (Merck), 9M Harnstoff (Roth),
2% Sodiumdodecylsulfat (SDS, Merck), 10% R-Mercaptoethanol (Merck), 5mM EDTA
(Roth), 1mM AEBSF (Sigma-Aldrich Chemie) und Aqua dest. (Apotheke UKSH) fiir eine
Stunde aufgegeben werden. Das nun entstandene dermale Extrakt (DE) wurde mit

S5fach SDS-Proben-Puffer im Verhdltnis 4:1 erganzt, gekocht (5min, 96°C)
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(Blockthermostat BT5320, Eppendorf AG) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren.

AnschlieRend erlaubte die Zugabe vom Sekundarantikérper (Mouse Anti-Human IgG,
(HRP) (Southern Biotech, Birmingham, USA), Verdiinnung 1:300) die Darstellung der
spezifischen Banden, wobei die Zeitspanne zwischen 2 bis 9 Minuten betrug [Zillikens

et al. 1996b].

3.11 Herstellung eines Extraktes der extrazelluliren Matrix kultivierter HaCaT-
Keratinozyten zum Nachweis von Anti- Laminin 332 Reaktivitdt (ECM)

Nach Inkubation der HaCaT-Zellen (Prof. N. E. Fusenig) in T-175cm?-Zellkulturflaschen
(Sarstedt) mit Ammoniumhydroxid-Losung aus 33% Ammoniumhydroxid (Sigma-
Aldrich Chemie) und Aqua dest. (Apotheke UKSH)) losten sich die Zellen ab und die
ECM konnten mit Hilfe von 5fach-SDS-Probenpuffer in Eppendorf-Gefdllen gesammelt
werden. Das Extrakt wurde dann gekocht (5min, 96°C) (Blockthermostat BT5320,
Eppendorf AG) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Laminin 332 konnte mit Hilfe des sekunddren Antikorpers (Mouse Anti-Human IgG,
(HRP) (Dako), Verdinnung 1:300) in der Dunkelkammer detektiert werden. Die
Zeitspannen der Entwicklung lagen zwischen 1 Sekunde und 8 Minuten. [Stanley

et al. 1981; Basset-Séguin et al. 1990; Durkin et al. 1997; Leverkus et al. 1999; Lazarova
et al. 2004]

3.12 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse der Proben mit Hilfe der hergestellten Extrakte konnte die Sodium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) nach Laemmli [1970] genutzt
werden.

Nach Laborstandard kamen zwei verschiedene Zusammensetzungen zur Anwendung:
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Sammelgel Trenngel
ECM, KCE, LAD-1, NC16A 4% 7.5%
Aqua dest. Apotheke UKSH 3,iml 4,15ml
0,5M Tris pH 6,8 700ul
1,5M Tris pH 8,8 1,35ml
30% Acrylamid-
Appli Ch
bis (49:1) ppli Chem 650ul 2,5ml
100% Glycerol Appli Chem 250pl 500ul
0,5M :%TA pH Roth a0yl
1M Glycin Roth 1ml
10% SDS Merck 200ul
° ere H 4000l
Temed Roth 12ul 12ul
10% APS Sigma 1o0ul 150ul
DE Sammelgel Trenngel
4% 6%
Aqua dest. Apotheke UKSH 2,iml 2,65ml
0,5M Tris pH 6,8 700ul
1,5M Tris pH 8,8 1,35ml
30% Acrylamid-
Appli Ch
bis (49:1) ppli Chem 650ul 2ml
100% Glycerol Appli Chem 1,25ml 2,5ml
0,5M :%TA pH foth a0yl
1M Glycin Roth 1ml
10% SDS Merck 200yl 400pl
Temed Roth 12ul 12ul
10% APS sigma 100p! 150pl

3.13 Proteintransfer

Der Elektrotransfer der Proteine aus den Extrakten erfolgte auf einer Nitrocellulose-
membran (Whatman, Dassel) in einer Tankblotkammer (Bio-Rad, Miinchen). Die Wahl
des Proteinmarkers fiel auf den Bench Mark TM Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe),
der standardisiert eingesetzt, 15 Banden zwischen 10kDa und 220kDa aufweist. Der
Laufpuffer bestand aus Tris Base (Merck), Glycin (Roth), Sodiumdodecylsulfat (SDS,
Merck), Aqua dest. (Apotheke UKSH) und der folgende Transfer-Puffer aus Methanol
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(Apotheke UKSH), 10fach Tris Glycin (Merck), Aqua dest. (Apotheke UKSH). Der
Transfer erfolgt Gber Nacht bei 30V und 300mA (Netzgerat Power Supply EPS 3500,
Pharmacia, Ratingen) oder innerhalb von einer Stunde auf Eis mit 30V und 3,5A

(Netzgerat Power Supply EPS 3500, Pharmacia).

Dem Transfer schloss sich eine unspezifische Detektion der Proteine durch Fast Green
Losung zusammengesetzt aus Fast Green (Merck), Methanol (Apotheke UKSH),

Essigsdure (Roth) und Aqua dest. (Apotheke UKSH) an. [Towbin et al. 1992]

3.14 Immunoblot

Die in Streifen geschnittene Nitrozellulosemembranen (Whatman) wurden in Blocking-
Puffer aus Magermilchpulver (Merck) und TBS bestehend aus Tris-Base (Merck),
Natriumchlorid (NaCl, Roth), Aqua dest. (Apotheke UKSH), pH 7,5 inkubiert, dann mit
dem Primarantikorper und spater mit dem Sekundéarantikoérper in Inkubations-Puffer
aus Magermilchpulver (Merck), BSA (Roth) und TBS aus Tris-Base (Merck), Natrium-
chlorid (NaCl, Roth), Aqua dest. (Apotheke UKSH), pH 7,5 in Kontakt gebracht. Fiir den
LAD-1 Blot setzte sich der Inkubationspuffer ohne Zugabe von Magermilchpulver
(Merck) zusammen.

Zwingend erwies sich die nachtliche Blockung des BP180-NC16A-Blot statt der tiblichen
Stunde; der Blocking-Puffer enthielt zusatzlich BSA (Roth). Zeitgleich praabsorbierten
die Seren in 1% BSA (Roth), GST und TBST aus Tris-Base (Merck), NaCl (Roth), Tween 20
(Sigma-Aldrich Chemie), Aqua dest. (Apotheke UKSH), pH 7,5 ebenfalls Gber Nacht.
[Khyse-Andersen, 1984; Zillikens et al. 1997b]

3.15 Detektion

3.15.1 Diamino-benzidintetrahydrochlorid (DAB)

Das an den Zweitantikdrper gekoppelte Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) erzeugte
in  Anwesenheit seines Substrates eine Farbreaktion. Dazu musste eine DAB-

Puffertablette (Merck) in 10ml Aqua dest. (Apotheke UKSH) gel6st und kurz vor
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Einbringen der Membranen in die Losung, 20ul Wasserstoffperoxid (Merck)
hinzugegeben werden. Die Ermittlung der Zeitspannen, in denen sowohl Positiv-, als
auch Negativkontrollen (NHS- normales humanes Serum) visuell nachweisbar waren,
trat primar, die Detektion der Patientenseren zusammen mit neuen Positiv- und
Negativ-Kontrollen sekundar fiir den gleichen Zeitraum ein. [Green et al. 1989]

Dieses Vorgehen war bei BP180-NC16A-, BP180-LAD-1-, Keratinozytenextrakt- und

dermalem Extrakt-Blot indiziert.

3.15.2 Enhanced Chemoluminescence

Die Fixierung der Membranen auf einer Klarsichtfolie und die Aufpipettierung der
enhanced Chemoluminescence Losung (Losung A & Losung B, ECL-Plus, Healthcare,
Buckinghamshire, England) in lichtgeschiitzte EppendorfgefaRe (Eppendorf AG) fand
vor der Detektion statt. Diese Lumineszenz basiert auf der katalytischen Umsetzung
des im Reagenz enthaltenen Luminols durch die am Sekundarantikérper gekoppelte
HRP, sie kann durch Exposition auf einem Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm™ ECL,

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen) detektiert werden. [Kricka et al. 1987]

3.16 Statistik

Diagramme und Statistiken wurden mittels ,,Gnu R“ (URL: http://www.r-projekt.org)
erstellt. Fir Venn-Diagramme wurde das Zusatzpaket ,gplots” verwendet.

Zur Testung eines Zusammenhangs zwischen zwei kategorialen Variablen kam der
Fisher’s exact Test zum Einsatz, wobei als EffektgrofRe die Odds Ratio verwendet
wurde. Eine logistische Regression mittels generalisierter linearer Modelle (GLM)
wurde vorgenommen, um zu prifen, ob ein positives Ergebnis in einem der
Testverfahren von mehreren Faktoren (Alter, Diagnose, Geschlecht, Juckreizdauer)
abhangig war. Ausgehend von einem gesattigten Modell wurden bei diesen Gberprift,
ob sich das Modell nach sukzessiver Entfernung von Faktoren signifikant
(Likelihood-Ratio Test) verschlechterte. Zusatzlich wurde hiermit Gberpriift, ob eine
Diskretisierung kontinuierlicher Faktoren wie Alter und Juckreizdauer die

Vorhersagequalitat des Modells verbessern kann. Als einfachste Form der

23




3 Material und Methoden

Diskretisierung einer kontinuierlichen Zufallsvariable X in eine diskrete (logische)
Zufallsvariable Y wurde einfach ein GroRenvergleich Y = X > Median(X) vorgenommen.

Nach Optimierung des Modells wurden die Effektschatzer (Odds Ratio) der einzelnen
Faktoren untersucht. Fir die logarithmierte Odds Ratio wurde ein 95% Konfidenz-
intervall berechnet; zusatzlich wurde ein p-Wert daflir berechnet, dass die

logarithmierte Odds Ratio nicht Null ist.
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4 Ergebnisse

Das Patientenklientel dieser Arbeit bestand aus 78 Personen mit chronisch-juckenden
Dermatosen, es konnten Autoantikorper charakterisiert werden, die fiir subepidermal
Blasen bildende Autoimmundermatosen typisch sind. Im Immunoblot wurde nach
BP180 (im Keratinozytenextrakt), LAD-1 (=lineare-IgA-Dermatose Antigen 1, was der
l6slichen Ektodomane von BP180 entspricht [Hirako et al. 1998, Hirako et al. 2003, Nishie
et al. 2010]), BP180-NC16A (NC16A), Kollagen VII (im dermalen Extrakt) und Laminin
332 (im Extrakt extrazellularer Matrix kultivierter humaner Keratinozyten) gesucht. Die
Ermittlung von Antikdrper gegen BP180-NC16A und BP230 geschah auBerdem mit
Hilfe von ELISA, die Antikérper auf humaner Spalthaut mittels indirekter

Immunfluoreszenz. (Abb. 1.1)

15
20 %
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|
15 %

10 %
Gesamtpopulantion

Anzahl der Positiven

5%

0

|

|
0%

[ | I [ I I [ I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Juekreizdauer (Wochen)

Abb. 4.1: Kurve der positiv getesteten Personen in Abhangigkeit von der Juckreizdauer
Auf der linken Ordinate ist die Anzahl der positiv getesteten Patienten (n = 18), auf der rechten
Ordinate sind diese bezogen auf die Gesamtpopulation aller Untersuchten (23,1%) aufgetragen;
die jeweilige Juckreizdauer der einzelnen Patienten in Wochen ist auf der Abszissenachse
dargestellt. Die Kurve entspricht der Summe der positiv Getesteten, da die Anzahl der bisherigen
zu den neuaufgetretenen addiert wurden, somit entspricht jede Stufe einer weiteren Person. Die
Kurve zeigt an, wie viele Personen in Abhangigkeit von der Juckreizdauer positiv getestet wurden.
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4 Ergebnisse

Nach 1.000 Wochen sind 2/3 der Patienten auf eines der angewandten Verfahren
positiv erfasst. Danach nimmt die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses stark

ab. Der Schnitt wurde bei 1.000 Wochen gesetzt (Abb. 4.1).

4.1 Indirekte Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut

Bei den Patienten Nummer 11 und 63 (2,6%) konnte bei IgG als Zweitantikdrper eine
lineare Fluoreszenz an der epidermalen Seite der Spalthaut nachgewiesen werden
(Abb.4.2), die direkte Immunfluoreszenz perildsionaler Haut konnte nur bei dem
Patienten Nummer 11 mit negativem Ergebnis bestimmt werden.

IgA Ablagerungen an der dermo-epidermalen Junktionszone lielen sich in der

indirekten Immunfluoreszenz nicht darstellen.

Abb. 4.2 Indirekte Immunfluoreszenz -> humane Spalthaut (200fache VergréBerung)
Negativkontrolle (NHS = normales humanes Serum), Positivkontrolle (PK), positiver Patient (Pat)
Am Blasendach der Positiven (PK, Pat) ist eine lineare Fluoreszenz auf der epidermalen Seite des
Spaltes zu erkennen.
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4 Ergebnisse

4.2 BP180- NC16A und BP230 ELISA

ELISA-Kits unterschiedlicher Firmen kamen zum Einsatz. Die Nachweisgrenzen lagen fir
die Euroimmun-ELISA bei >20 RE/ml (BP180-NC16A & BP230), den MBL-ELISA-BP180-
NC16A bei 29 U/ml und den MBL-BP230-ELISA bei 210 U/ml.

Die meisten positiven Ergebnisse in Bezug auf alle Testergebnisse ergaben sich beim
ELISA BP180-NC16A der Firma MBL (n =6; 7,7%, Nr. 50, 54, 57, 59, 63, 66), gefolgt vom
ELISA BP180-NC16A der Firma Euroimmun (n = 5; 6,4%, Nr. 24, 28, 54, 63, 66), wobei
bei drei Patienten (3,8%, Nr. 54, 63, 66) Ubereinstimmung existierte. (Abb. 4.3)

Vier dieser Patienten (Nr. 54, 57, 59, 63) litten unter einem atopischen Ekzem, zwei
(Nr. 24, 66) verband die Diagnose Prurigo simplex subacuta, wdhrend bei zwei

Patienten (Nr. 28, 50) andere Dermatosen die Ursache des Juckreizes bildeten.

Der ELISA BP230-MBL zeigte drei positive (3,8%, Nr. 30, 60, 63), der ELISA BP230-
Euroimmun nur ein positives Ergebnis (1,3%, Nr. 63), das sowohl mit dem anderen
ELISA-Anbieter, als auch mit den BP180-NC16A-ELISA beider Firmen analog war (Abb.
4.3).

Bei zwei dieser Patienten (Nr. 30, 60) wurden andere Dermatosen diagnostiziert,
Patient Nummer 64 litt unter einem atopischen Ekzem.

Finf der positiv getesteten Probanden war ein Negativbefund perildasionaler Haut in
der direkten Immunfluoreszenz gemein, bei den anderen fiinf gab es keine

Untersuchung.
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4 Ergebnisse

MBL BP180 Euroimmun BP230

Euroimmun BP180 MBL BP230

Abb. 4.3 Venn-Diagramm der ELISA:
Dargestellt ist der Zusammenhang der verschiedenen ELISA-Verfahren, wobei die Summe innerhalb
einer Ellipse den Anteil der positiven Ergebnisse des Testsystems ergibt.

Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Zusammenhdnge beziglich der beiden
untersuchten Autoantikorper, es schlossen sich weitere Analysen -gesplittet in

Hersteller und Strukturprotein- an.

Der MBL-BP180-NC16A-ELISA zeigte bei sechs Patienten positive Ergebnisse, wovon
vier eine Juckreizdauer iber 1.000 Wochen aufwiesen, was eine Signifikanz darstellt
(Tab. 4.1).

Ein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen Autoantikorpern bei Patienten mit
hoéherem Lebensalter (oberhalb des Medians von 67Jahren) und positiven Ergebnissen
sowohl im Euroimmun-BP180-NC16A-ELISA (Tab. 4.1), als auch im MBL-BP230-ELISA
(Tab.4.1).

Bei dem Euroimmun-BP230-ELISA konnte kein signifikanter Einfluss zwischen positiven
Ergebnissen und einem der definierten Faktoren (Alter, Geschlecht, Juckreizdauer,

Diagnose) festgestellt werden (Tab. 4.1).
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.1: Darstellung der signifikanten Zusammenhange der ELISA mithilfe von

p-Werten

Komponenten p-Wert Komponenten p-Wert

Patient positiv = Patient positiv =
BP180 MBL Juckreiz >1.000 0.0121 BP230 EU Alter >Median 0.2368

Patient positiv = Patient positiv =
BP180 EU Alter >Median 0.0359 Geschlecht 0.3874

Patient positiv = Patient positiv >
BP230 MBL Alter >Median 0.0386 Juckreiz >1.000 0.6240
Patler.1t positiv > 02361

Diagnhose

MBL: Medical & Biological Laboratories, EU: Euroimmun

Seitlich sind die jeweils gepriften Testsysteme aufgefiihrt. Die Komponenten geben die in
Beziehung stehenden Parameter (Alter >Median, Geschlecht, Diagnose, Juckreiz >1.000 Wochen
jeweils oder kombiniert) in Bezug auf positive Ergebnisse an, wobei Geschlecht und Diagnose
nicht weiter definiert sind. P-Werte unter 0,05 sind in rot gekennzeichnet signifikant.

4.3 Immunoblot mit Uberstand kultivierter humaner Keratinozyten (LAD-1)

In dieser Untersuchung zeigte die 1gG und IgA Reaktivitdt gegen die 120 kDa schwere
|6sliche Ektodomane von BP180 (LAD-1).

Dabei reagierten vier Patienten im Blot gegen IgA (5,1%, Nr. 12, 38, 45, 76) und zwei
gegen IgG (2,6%, 71, 74) als Zweitantikorper.

|

1 Abb. 4.4: Immunoblot mit

' LAD-1 des BP180
120 -> A Die beldgn Positivkontrollen
(PK) weisen nach Kontakt
‘ mit IgA-Zweitantikorpern
jeweils Doppelbanden auf,
100 -> ‘ wobei der unteren die
] entscheidende  Bedeutung
zukommt. Die  Negativ-
kontrollen (NHS = normales
humanes Serum) und
Patient 1 sind negativ, die
| Proben 2 und 3 positiv

(schwarze Punkte).

wmv n um
rrxxl 23
zZ=zz=

¥
a o
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4 Ergebnisse

4.4 Immunoblot mit rekombinantem BP180 NC16A (NC16A)

Die Beurteilung der Banden erfolgte visuell, wobei keiner der Patienten ein positives

Ergebnis aufgewies.

kDa

40 -> Abb. 4.5: Immunoblot
mit BP180 NC16A
Die ersten beiden
Streifen stellen die
Positiv-  (PK, roter
Pfeil), die néchsten
drei die  Negativ-

zd B kontrollen (NHS =
30-> normales  humanes
Serum) dar. Als
Zweitantikdrper wurde
25 -> IgA genutzt. Keine der
Patientenseren weist
eine Reaktivitat auf.

20 >

PK
PK
NHS
NHS
NHS

4.5 Immunoblot mit Extrakt kultivierter humaner Keratinozyten (KCE)

Da das verwendete Extrakt nicht fiir den Nachweis von Antikdrpern gegen BP230
validiert war, erfolgte lediglich die Beurteilung der BP180-Reaktivitat.

Alle Patientenproben waren auf BP180 negativ.
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4 Ergebnisse

Abb. 4.6: Imnmunoblot mit

220> Keratinozytenextrakt
N Die ersten beiden Streifen
16(_) N ) stellen die Positivkontrollen (PK)

dar, dort befindet sich jeweils
eine Bande auf der Hohe von
180kDa (roter Pfeil), sowohl die
120 ->| s B ’ Negativkontrolle (NHS =
normales humanes Serum), als
auch die Patientenseren weisen
100 ->| B auf dieser Hohe keine Bande
- 3 auf. Die Patienten 2, 9 und 17

| " ‘ i haben wegen der Serum-
! { | | zusammensetzung eine Dunkel-
farbung, weisen aber keine
Banden auf. Die Bande der
Probe 13 liegt nicht auf gleicher
Hohe mit den PK und ist somit
auch negativ.

RN —

o
R
N
w
=
(S
[N

4.6 Dermales Extrakt (DE)

Die Beurteilung der Banden erfolgte visuell, wobei keiner der Patienten ein positives

Ergebnis aufwies.

Abb. 4.7: Immunoblot mit dermalem

... Extrakt
220> ™ Die Positivkontrollen stellen eine Bande
auf dem ersten Streifen das Protein
&d | p-200 (p200 -> roter Pfeil), das bei

Patienten mit Anti-p200-Pemphigoid
nachgewiesen werden kann und auf dem
zweiten Streifen das Protein, das bei

160 > Patienten mit Epidermolysis bullosa
120 -> acquisita positive Typ VII Kollagen (EBA ->

roter Punkt) dar. Sowohl die zwei
100 -> folgenden Negativkontrollen (NHS

= normales humanes Serum), als auch die
Patienten zeigten keine Reaktivitdat mit
dem p200 Protein oder Kollagen VII.

p200
EBA
NHS
NHS
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4 Ergebnisse

4.7 Immunoblot mit extrazelluldrer Matrix (ECM) kultivierter humanisierter

Keratinozyten

Zur Detektion der a3-, die B3- und y2-Ketten von Laminin 332 diente ein 1gG,

Antikorper. Der Patient mit der Nummer 77 (1,3%) wies B3- und y2-Ketten auf.

220 ->
- W <-ay
160 -> U<y,
<- B,
120 ->
%) 1 2 3 4 5 6 7
~ ~ ~ I
[~ o o =2

Abb. 4.8 Immunoblot mit extrazelluldrer Matrix
Die ersten drei Streifen sind Positivkontrollen (PK) mit unterschiedlich starken Banden, diese
wurden durch Variation der Zeit austariert. Der zweite Streifen stellt alle Banden (a3, Bs, v,) dar.
Sowohl die Negativkontrolle (NHS = normales humanes Serum), als auch die hier dargestellten

Patientenseren sind negativ.
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4.8 Deskriptive Statistik

Insgesamt konnten bei

18 Patienten (23%,

95%

Konfidenzintervall

15 - 34)

Autoantikorper gegen die dermo-epidermale Junktionszone nachgewiesen werden.

Tabelle 4.2: Ergebnistabelle nach Diagnose und Testverfahren

at:::lsches Psoriasis Prurlg: sm:plex Rest Gesamt
) n (%) e n (%) n (%)
IIF -> Sp
IgG 1/21(4,8) 0/ 14 (0) 1/13(7,7) 0/31(0) 2/78(2,6)
IgA 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 0/ 13 (0) 0/ 31 (0) 0/ 78 (0)
ELISA
BP 180 EU 2/21(9,5) 0/ 14 (0) 2/13 (15,4) 1/31(3,2) 5/ 78 (6,4)
BP 180 MBL 4 /21 (19,0) 0/ 14 (0) 1/13(7,7) 1/31(3,2) 6/78(7,7)
BP 230 EU 1/21(4,8) 0/ 14 (0) 0/13 (0) 0/31(0) 1/78(1,3)
BP 230 MBL 1/21(4,8) 0/ 14 (0) 0/13 (0) 2/31(6,5) 3/78(3,8)
Immunoblot
NC 16A 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 0/ 13 (0) 0/31(0) 0/ 78 (0)
KCE IgG 180 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 0/ 13 (0) 0/31(0) 0/ 78 (0)
LAD-1
IgG 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 1/13(7,7) 1/31(3,2) 2/78(2,6)
IgA 2/21(9,5) 1/14(7,1) 0/ 13 (0) 1/31(3,2) | 4/78(5,1)
DE ->IgG,
p200 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 0/ 13 (0) 0/31(0) 0/ 78 (0)
EBA 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 0/ 13 (0) 0/31(0) 0/ 78 (0)
ECM IgG, 0/ 21 (0) 0/ 14 (0) 1/13(7,7) 0/31(0) 1/78(1,3)
Summe 11/ 21 (52,4) 1/14(7,1) 6/13 (46,2) 6/31(19,4) | 24/ 78 (30,8)

IIF: indirekte Immunfluoreszenz, Sp: Humane Spalthaut, EU: Euroimmun, MBL: Medical & Biological
Laboratories, KCE: Keratinozytenextrakt, LAD-1: Lineare-lgA-Dermatose Antigen 1, DE: dermales
Extrakt, p200: p200-Antigen, EBA: Epidermolysis bullosa acquisita, ECM: extrazellulare Matrix

Links ist das jeweilige Testverfahren aufgefiihrt, oben die verschiedenen Diagnosen. ,n“ bezeichnet
die Anzahl der positiv getesteten Patientenseren in Bezug auf die Gesamtzahl fir die jeweilige
Diagnose, wobei ein Patient sowohl unter einem atopischen Ekzem, als auch unter einer Psoriasis litt,
daher resultiert die Gesamtanzahl 78.
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Folgende Tabelle prasentiert ebenfalls die Ergebnisse dieser Arbeit in anderer

Darstellung:

Tabelle 4.3: Ergebnistabelle nach Diagnose und Testverfahren

IIF -> Sp ELISA KCE | LAD-1 | DE->IgG, | ECM
BP | BP | BP | BP | | O
Diag | Pat | I1gG |IgA | 180 | 180 | 230 | 230 | 1gso IgG P200 | EBA | IgG, | A
EU | MBL| EU | MBL

112 - - - - S R D N - - -
S R R R T 0

I - - - - - -
m 11 e
neg
” . _ . _ . _ . _ oDF
neg
66 . _ . _ . _ DF
neg

77 R D R R

v 28 U D D e
neg
neg

38 - - - - - - - - |- - - -
neg

wl 1

IIF: indirekte Immunfluoreszenz, Sp: Humane Spalthaut, EU: Euroimmun, MBL
Laboratories, KCE: Keratinozytenextrakt, LAD-1: Lineare-lgA-Dermatose Antigen 1, DE: dermales
Extrakt, p200: p200-Antigen, EBA: Typ VIl Kollagen-> positiv bei Patienten mit Epidermolysis bullosa
acquisita, ECM: extrazelluldare Matrix, ~: Zusatzinformation, Diag: Diagnose, Pat: Patientennummer, I:
Patienten mit atopischem Ekzem, IlI: Patienten mit Psoriasis, lll: Patienten mit Prurigo simplex
subacuta, IV: Patienten mit einer anderen Dermatose, — : negatives Ergebnis, +: positives Ergebnis, *:
kein Probenmaterial, 0: DIF konnte wegen fehlender Kooperativitat nicht bestimmt werden, DIF:
Kontrolle mittels direkter Immunfluoreszenz, neg: negatives Ergebnis, #: nicht auswertbar, da die
Anti-GST-Reaktivitat nicht vollstandig blockiert werden konnte
Links sind die verschiedenen Diagnosen und oben das jeweilige Testverfahren angegeben. In grau
unterlegt stehen die Patientennummern, der jeweils positiven Ergebnisse.

: Medical & Biological
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4 Ergebnisse

4.9 Analysen

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen positiven Ergebnissen und der Juckreizdauer
Uber 1.000 Wochen konnte dargestellt werden (Tab. 4.4 - 1). Dies bestatigte sich

unter Anwendung einer automatischen Modellverbesserung (Tab. 4.4 = 2).

In konventionellen Testsystemen (Immunoblot und indirekte Immunfluoreszenz) ergab
sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen Autoantikérpern und den
dargestellten Komponenten (Tab 4.4 - 3), wahrend beim ELISA eine Signifikanz
beziiglich der Juckreizdauer und Autoantikérper erkennbar war (Tab. 4.4 - 4), die sich

nach automatischer Optimierung bestatigte.

Tabelle 4.4: Darstellung der signifikanten Zusammenhange der Ergebnisse mithilfe

von p-Werten

Komponenten | p-Wert Komponenten | p-Wert
Pos & Juckreiz Patlent.posmv - 0.0179 ELI'SA & Patlent.posmv - 0.0011
>1.000 Juckreiz >1.000 Juckreiz >1.000 | Juckreiz >1.000
Pos & Juckreiz Patient positiv =
>1.000 Juckreif >1.000 0.030
nach aMV '
konventionelle | Patient positiv =
Systeme Alter >Median 0.4390
Patient positiv -
Geschlecht 0.6280
Patient positiv =
Juckreiz >1.000 0.7173
Patler'1t positiv > 0.4459
Diagnose

Pos & Juckreiz > 1.000: positive Testergebnisse mit signifikantem Zusammenhang zum Juckreiz tGber
1.000 Wochen, aMV: automatischer Modellverbesserung, konventionelle Systeme: Immunoblot und
indirekte Immunfluoreszenz, ELISA & Juckreiz >1.000: positive Testergebnisse im ELISA mit
signifikantem Zusammenhang zum Juckreiz iber 1.000 Wochen

Seitlich sind die jeweils gepriften Kombinationen aufgefiihrt. Die Komponenten geben die in
Beziehung stehenden Parameter (Alter, >Median, Geschlecht, Diagnose, Juckreiz >1.000 Wochen
jeweils oder kombiniert) in Bezug auf positive Ergebnisse an, wobei Geschlecht und Diagnose nicht
weiter definiert sind. P-Werte unter 0,05 sind in rot gekennzeichnet signifikant.
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5 Diskussion

In den letzten zehn Jahren ist die Inzidenz des bulldsen Pemphigoid in Deutschland
erheblich gestiegen. (1995 - 6,6/ 1 Million Einwohner/ Jahr; 2001/2002
- 13/ 1 Million Einwohner/ Jahr). Ahnliche Zahlen konnten fiir Frankreich und
GrolSbritannien ermittelt werden [Langan et al. 2008; Joly et al. 2012]. Die Inzidenz des
bullésen Pemphigoid wurde fiir die Schweiz mit 12, fir Schottland mit 14 und in
Frankreich auf 23/ 1 Million Einwohner/ Jahr bestimmt. Im Vereinigten Konigreich
GroBbritannien mit Nordirland lag sie hingegen deutlich hoher bei
66 Neuerkrankungen/ 1 Million Einwohner/ Jahr [Gudi et al. 2005; Langan et al. 2008;
Bertam et al. 2009; Marazza et al. 2009; Joly et al. 2012]. Ursachlich hierfiir sind zum einen
bessere Diagnoseverfahren, zum anderen, da es Erkrankungen des hdoheren
Lebensalters sind, die Veranderung der Bevolkerungsstruktur  [Bertram
et al. 2009]. Zusatzlich konnte in anderen Studien erwiesen werden, dass die Induktion
der Erkrankung durch eine Medikation mit Aldosteron, Spironolakton oder bestimmten
Neuroleptika ausgelost werden kann [Bastuji-Garin et al. 1996; Bastuji-Garin et al. 2011].
Die Differenzierung der fiir die Erkrankungen ursachlichen Autoantikérper und ihrer
Zielantigene flhrte zu exakteren Diagnosen und ermdglichte spezifische Therapie-
ansatze [Schmidt & Zillikens, 2009b]. Dabei nehmen BP180 und BP230 eine
Schliisselstellung bei der Verankerung basaler Keratinozyten in der Basalmembran ein.
Neben der zunehmenden Inzidenz ist auch die Mortalitat der Patienten mit bullésem
Pemphigoid auffallig. In zwei groRBen Studien zeigte sich eine hohe 1-Jahres-Mortalitat
nach Diagnosestellung des bullésen Pemphigoid, wobei bestimmte Risikofaktoren
(Lebensalter, Prednisolondosis >37mg/d, Albuminspiegel <3,6g/dl, Blutsenkungs-
geschwindigkeit >300mm/h, Karnofsky Index >40) eine entscheidende Rolle spielten

[Roujeau et al. 1998; Joly et al. 2005].

Bereits bekannt ist, dass ein hoheres Lebensalter der Patienten, typischerweise tiber
75 Jahre, ein Risikofaktor fiir das Auftreten des bulldsen Pemphigoid ist [Schmidt
et al. 2011]. In der Tat steigt die Inzidenz mit zunehmendem Alter und liegt bei den Ulber

80-Jahrigen zwischen 150 und 330/ 1 Million Einwohner/ Jahr [Schmidt & Zillikens, 2013].
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In der vorliegenden kontrollierten prospektiven Studie Uberprifte ich die Hypothese,
ob chronischer Juckreiz ein Risikofaktor fiir das Auftreten von Autoantikérpern gegen
die dermo-epidermale Junktionszone darstellt. Im Gegensatz zu den anderen bullésen
Autoimmundermatosen leiden alle Patienten mit bullésem Pemphigoid an
ausgepragtem Juckreiz [Kippes et al. 1999].

Ursachlich konnten permanente Hautreizungen sein, die zur Beschadigung und
anschliefender Exponierung sonst verborgener Epitope auf Proteinen der dermo-
epidermalen Junktionszone gegeniiber dem Immunsystem fiihren und Autoantikdrper
z.B. gegen BP180 und BP230 bilden [Di Zenzo et al. 2011].

Bei Verifizierung ware ein Screening auf diese Antikdrper bei unklaren dauerhaft
juckenden Dermatosen sinnvoll, um moglichst friih eine Diagnose und
Therapieeinleitung zu ermdglichen.

Dariber hinaus waren aufgrund dieser Erkenntnis, dass der Ausbildung von
Autoantikdrpern eine mechanische Reizung zugrunde liegt, weitere Studien

anzuschlielRen.

In der vorliegenden Studie wurden 78 Seren von Patienten mit mindestens 6 Wochen

bestehender Juckreizdauer untersucht.

Weil die Inzidenz der Erkrankung ab dem 60. Lebensjahr deutlich ansteigt [Jung
et al. 1999], Juckreiz auBerdem eine der haufigsten Beschwerden im Alter darstellt
[Thaipisuttikul, 1998] und mit zunehmendem Lebensalter steigt [Stdnder et al. 2010],
traf die Auswahl der Patienten hauptsichlich altere Personen mit einem
Altersmedian von 67 Jahren.

Die Geschlechterverteilung mit 45% weiblichen und 55% mannlichen Probanden
entsprach etwa der Bevolkerungspopulation und ebenfalls dem Verteilungsmuster des

bullésen Pemphigoid.

Autoantikorper, die fiir subepidermal Blasen bildende Autoimmundermatosen typisch
sind, wurden in der vorliegenden Studie mittels Immunoblot, ELISA und indirekter

Immunfluoreszenz (auf humaner Spalthaut) untersucht.
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Um die Hypothese zu bestatigen, misste ein signifikanter Anteil der Patienten mit
chronischem Juckreiz Autoantikorper gegen die dermo-epidermale Junktionszone
aufweisen. Sensitivste Methode ist hierbei der Autoantikdrper-Nachweis im BP180-
NC16A- und BP230-ELISA [Zillikens et al. 1997a; Kippes et al. 1999; Schmidt et al. 2000b;
Sakuma-Oyama et al. 2004; Thoma-Uszynski et al. 2004; Kromminga et al. 2004; Yoshida
et al. 2006; Feng et al. 2008]. Bei langer bestehendem Juckreiz ware aulRerdem zu

erwarten, dass eher Autoantikorper nachgewiesen werden kénnten.

Einige Autoren haben an kleinen Patientenpopulationen bereits Uber einen
Zusammenhang von Erkrankungen mit Juckreiz und dem Auftreten von
Autoantikorpern gegen Proteine der dermo-epidermalen Junktionszone berichtet
[Rieckhoff-Cantoni et al. 1992; Hofmann et al. 2003; Jedlickova et al. 2008; Feliciani et al. 2009;
Hofmann et al. 2009].

In der vorliegenden Arbeit fand bei allen Testverfahren eine Untersuchung nach
verschiedenen Diagnosen (atopisches Ekzem, Psoriasis, Prurigo simplex subacuta,
andere Dermatosen), des Lebensalters, des Geschlechts und der Juckreizdauer als

gegebenenfalls relevante Einflussfaktoren statt.

Als Schnitt wurde beim Lebensalter der Median (67 Jahre) und bei der Juckreizdauer
1.000 Wochen gewadhlt. 1.000 Wochen entsprechen ungefahr 20 Jahren, dies stellt
nicht nur eine sehr lange Zeit zur Bildung von Autoantikdrpern dar, sondern erwies sich
auch statistisch aufgrund der Verteilungskurve der positiv getesteten Personen in

Abhéangigkeit auf die Juckreizdauer (Abb. 4.1) als sinnvoll.

Eine Reaktion in der indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut findet sich
bei verschiedenen Autoimmundermatosen. Das bullése Pemphigoid zeigt dabei eine
Sensitivitat von 80-90% [Kelly & Wojnarowska, 1988; Machado et al. 1992; Ghohestani
et al. 1996; Ghohestani et al. 1997; Korman, 1998; Kippes et al. 1999; Chan et al. 2003], der
Lichen planus pemphigoides [Mora et al. 1983; Davis et al. 1991] und die Epidermolysis

bullosa acquisita [Ghohestani et al. 1997] sogar von 100%, bei allerdings sehr kleinen
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Kohorten (3-4 Patienten/ 10 Patienten). Die Sensitivitdt der Lineare-lgA-Dermatose
liegt bei 73% [Willsteed et al. 1990; Georgi et al. 2001], die des Schleimhautpemphigoid
bei 50-70% [Kelly & Wojnarowska, 1988; Bernard et al. 1990; Ghohestani et al. 1997; Schmidt
et al. 2001] und des Pemphigoid gestationis nur bei 20% [Anhalt & Morrison, 1991]. AuRer
der Epidermolysis bullosa acquisita, die durch eine dermale Bindung gekennzeichnet
ist, weisen alle anderen Krankheitsbilder eine epidermale Bindung auf.

In der vorliegenden Studie lieRen sich bei zwei Patienten (2,6%) IgG Autoantikorper
gegen die epidermale Seite des Spaltes in der indirekten Immunfluoreszenz auf
humaner Spalthaut nachweisen.

Bei der ersten Patientin, ohne weiteres positives Ergebnis in einem der anderen
Testsysteme, wurde eine direkte Immunfluoreszenz angeschlossen mit negativem
Befund. Bei der anderen Patientin mit zusatzlich positiven Ergebnissen in den ELISA
konnte leider keine direkte Immunfluoreszenz erfolgen.

Signifikante Relationen zu den vorab gestellten Kofaktoren (Juckreizdauer, Diagnosen,
Alter, Geschlecht) ergaben sich nicht. Als positive AusreiRer fanden diese Ergebnisse

daher keine Berlicksichtigung.

Die Ergebnisse in den ELISA-Verfahren zeigten, dass drei Patienten Anti-BP230- und
acht Patienten Anti-BP180-NC16A-Autoantikérper aufwiesen. Zuerst wurden alle ELISA
als eigene Testverfahren beurteilt und die Ergebnisse im Nachhinein mit den gleichen
ELISA des jeweils anderen Herstellers verglichen.

Bei der differenzierten Betrachtung der verschiedenen Hersteller (MBL/ Euroimmun)
trat eine Ubereinstimmung beim BP230- (Nr. 63) und drei Ubereinstimmungen beim
BP180-NC16A-ELISA (Nr. 54, 63, 66) auf, wobei eine Patientin (Nr. 63) in allen vier
ELISA positive Ergebnisse zeigte (Abb. 4.3). Keine der Ubereinstimmungen waren
jedoch wegweisend, da es weder signifikante Zusammenhange noch Unterschiede zu
den definierten Kofaktoren (Juckreizdauer, Diagnosen, Alter, Geschlecht) gab.

Keines der Testsysteme des einen Herstellers zeigte eine signifikant unterschiedliche
Anzahl an positiven Reaktionen im direkten Vergleich zu dem des anderen Herstellers.
Hieraus ergibt sich, dass die Unterschiede zwischen den Produkten beider Firmen nur

gering sind.
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Insgesamt wiesen neben der Patientin (Nr. 63) mit vier positiven Ergebnissen auch
zwei Patienten jeweils in beiden BP180-NC16A-ELISA Reaktionen auf (Nr. 54, 66).
Weitere zwei Personen hatten allein im Euroimmun-BP180-NC16A- (Nr. 25, 28) und
drei lediglich im MBL-BP180-NC16A-ELISA (Nr. 50, 57, 59) positive Ergebnisse.

Zwei weitere Patienten zeigten nur Reaktionen beim MBL-BP230-ELISA (Nr. 30, 60).
Somit wiesen insgesamt sieben Patienten bei einem ELISA und drei Patienten in zwei

oder mehr ELISA Autoantikdrper-Reaktivitat auf.

Die Patientin (Nr. 63) mit in allen ELISA-Verfahren positiven Befunden war 82 Jahre alt,
litt an einem atopischen Ekzem und dariiber hinaus seit 12 Wochen unter Juckreiz.
Zusatzlich waren die indirekte Immunfluoreszenz positiv, alle anderen Testsysteme
dagegen negativ. Eine direkte Immunfluoreszenz lag leider nicht vor. Bei dieser
Patientin kann ein bulléses Pemphigoid ohne klinische Anzeichen der Erkrankung nicht
sicher ausgeschlossen werden. Zudem wurde in verschiedenen Arbeiten dargestellt,
dass eine kleine Anzahl von Patienten, die Exkoriationen -die mit hoher
Wahrscheinlichkeit bei der Patientin bestanden- und Autoantikdrper aufwiesen, spater
eine Blasen bildende Autoimmundermatose entwickelten [Amato et al. 1988; Tamada
et al. 1995; Wever et al. 1995, Laffitte, 2001; Powell et al. 2002; Schmidt et al. 2002b; Tashiro
et al. 2005]. Es wurde berichtet, dass Kratzen zu einer klinischen Variante der
Prurigoform des bullésen Pemphigoid flihren kann, wobei die Unterscheidung zum
bullésen Pemphigoid nur durch eine direkte Immunfluoreszenz méglich ist [Gengoux &
Lachapelle, 1997]. Zudem wurden verschiedene klinische Formen des bullosen
Pemphigoid beschrieben unter dem Bild einer Urtikaria, eines Ekzems, einer
Erythrodermie, einer Intertrigo, einer Prurigo simplex subacuta oder Prurigo
nodularis [Schmidt et al. 2011]. Bei diesen klinischen Varianten kann es zu starkem

Juckreiz kommen, wahrend das klassische Bild mit prallen Blasen und Erosionen fehlt.

Abgesehen vom Geschlecht und der Tatsache, dass keines der weiteren Testsysteme
ein positives Ergebnis erbrachte, zeigten die zwei Patientinnen mit positivem Befund in
beiden BP180-NC16A-ELISA keine Gemeinsamkeiten. Eine 67 jahrige Patientin (Nr. 54)

litt 3484 Wochen unter Juckreiz bei atopischem Ekzem. Die andere 37 jahrige

40



5 Diskussion

Probandin (Nr. 66) wies lediglich 12 Wochen Juckreiz bei einer Prurigo simplex

subacuta auf.

Bei allen anderen Patienten zeigte sich lediglich in den dargestellten ELISA Systemen
Autoantikorperreaktivitat, alle weiteren Testsysteme blieben negativ.

Von den sieben Patienten, die nur in einem der vier ELISA Systeme Antikorper
aufwiesen, lagen drei unter und vier tiber dem Altersmedian. Vier der Patienten litten
seit Uber 1.000 Wochen an Juckreiz, drei der sieben Patienten waren Manner. Zwei der
Patienten hatte ein atopisches Ekzem, vier litten an anderen Dermatosen und ein
Patient an einer Prurigo simplex subacuta. Eine signifikante Relation von Autoanti-
kérpern zu den Faktoren (Alter, Juckreizdauer, Geschlecht, Diagnose) ergab sich nicht.
Auffallig war zudem, dass die ELISA-Werte relativ niedrig lagen und nur bei finf der
zehn Patienten Reaktivitaten oberhalb des Doppelten der unteren Nachweisgrenze
gemessen wurden. Dabei handelte es sich immer um einen der BP180-NC16A-ELISA
und in einem Fall (Nr. 63) um alle vier ELISA. Da gezeigt werden konnte, dass die
Spiegel der Serumautoantikorper gegen BP180-NC16A mit der Krankheitsaktivitat der
Patienten mit bulldsem Pemphigoid korrelieren [Schmidt et al. 2000a], weist dies -wie
schon die Tatsache, dass es keine signifikanten Ubereinstimmungen zwischen den
jeweiligen ELISA (BP180/ BP230) der beiden Hersteller (MBL/ Euroimmun) gab- darauf
hin, dass zirkulierende Autoantikorper gegen BP180 und BP230 im ELISA bei den
Studienpatienten mit chronischen Juckreiz nicht sicher nachzuweisen waren.

In einer Studie konnten BP180 und BP230 tber 5 Jahre ohne Auftreten eines bullésen

Pemphigoid oder einer anderen Dermatose nachgewiesen werden [Wolz et al. 2013].

In die gleiche Richtung zielte die Analyse der Ergebnisse mittels logistischer Regression.
Hier zeigte zwar der Likelihood-Ratio-Test einen signifikanten Zusammenhang
zwischen erhohtem Lebensalter (>67 Jahre) und einer der gestellten Diagnosen
(atopisches Ekzem, Psoriasis, Prurigo simplex subacuta, andere Dermatosen) zu
positiven Resultaten im Euroimmun-BP180-NC16A-ELISA. Die positiven Resultate
konnten durch die Ubrigen parallel durchgefiihrten Testverfahren nicht bestatigt

werden, sie unterstiitzen daher die obige Schlussfolgerung.
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Der MBL-BP180-NC16A-ELISA weist eine Sensitivitat von 89,0% und eine Spezifitdt von
94,8% auf [Sitaru et al. 2007]. In der vorliegenden Studie zeigte er einen signifikanten
Zusammenhang zur Juckreizdauer (ber 1.000 Wochen, somit sind die meisten
Patienten, die Autoantikorper bei Juckreiz bilden, erfasst.

Eine geringe Validitat resultierte allerdings aus der relativ kleinen Kohorte. Insgesamt
sind in diesem Testverfahren nur sechs der 78 Probanden positiv getestet worden, vier
von ihnen hatten eine Juckreizdauer von lber 1.000 Wochen, somit ist das Ergebnis
signifikant positiv. Dennoch muss ein solcher Zusammenhang nicht zwingend kausaler
Natur sein. Auch Unterschiede, die statistisch signifikant sind, konnen zufallig sein. Je
grofBer die Anzahl der getesteten Personen, desto wahrscheinlicher ist der gestellte
Zusammenhang [Dubben & Beck-Bornholdt, 2006]. Sechs Proben sind daher im Sinne der
Validitat als eher gering anzusehen, was Zweifel bezlglich der Reliabilitdt aufwirft.
Zusatzlich lie der BP180-NC16A-ELISA von der Fima Euroimmun keinen signifikanten
Zusammenhang zur Juckreizdauer erkennen, was der Fall hatte sein miissen, wenn das

Ergebnis der Tatsache entsprache.

Es bleibt die signifikante Korrelation zwischen erhéhtem Lebensalter und
Autoantikérpernachweis beim  Euroimmun-BP180-NC16A-ELISA  bestehen, da
signifikant haufiger Patienten Uber dem Altersmedian (67 Jahre) Autoantikdrper
aufwiesen.

Im Hinblick auf die hohe Sensitivitat (89%) und vor allem Spezifitdt (98%) des BP180-
NC16A-ELISA [Zillikens et al. 1997a; Kippes et al. 1999; Schmidt et al. 2000b; Sakuma-Oyama
et al. 2004; Thoma-Uszynski et al. 2004; Kromminga et al. 2004; Yoshida et al. 2006; Feng
et al. 2008] entkraftet das negative Ergebnis bezliglich der Juckreizdauer zuséatzlich die
Vermutung, dass Autoantikorper bei langer bestehendem Juckreiz ausgebildet werden

kénnen.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und der Autoantikdrper-
bildung stellte sich ebenfalls beim MBL-BP230-ELISA dar, die Sensitivitat liegt lediglich
bei 57,8%, die Spezifitdt bei 97,5% [Damoiseaux et al. 2012]. In der vorliegenden Studie
waren drei der insgesamt 78 Patienten positiv getestet worden, alle mit einem Alter

Uber 80 Jahren. Dies und das Euroimmun-BP180-NC16A-ELISA Ergebnis unterstiitzen
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somit die Aussage, dass adltere Patienten signifikant haufiger Autoantikorper gegen die
dermo-epidermale Junktionszone richten [Hachisuka et al. 1996, Schmidt & Zillikens,

2011].

Interessant ist die These von Widmer [et al. 2006], der den Alterungsprozess als
mogliche Ursache fir die Expression immunogener Epitope in der dermo-epidermalen

Junktionszone postuliert.

Allerdings sind in den genannten Arbeiten [Hachisuka et al. 1996; Schmidt & Zillikens,
2011] zum einen Testverfahren angewandt worden, die in der vorliegenden Studie
nicht getestet wurden (indirekte Immunfluoreszenz auf Osophagus, Immunoblot mit
epidermalem Extrakt); zum anderen zeigte das vergleichbare Testverfahren (indirekte
Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut) bei lediglich einem der drei Patienten eine
Reaktivitat.

In anderen Studien war ersichtlich, dass Autoantikérper gegen die dermo-epidermale
Junktionszone auch bei gesunder Population auftreten [Kobayashi et al. 2002;
Thoma-Uszynski et al. 2004; Foureur et al. 2006; Yoshida et al. 2006; Wieland et al. 2010;
Blécker et al. 2012], wobei meist eine Assoziation zu mittlerem und héherem Alter
besteht [Desai et al. 2008]. Die Durchfiihrung geschah mittels epidermalen Blot- der in
der vorliegenden Studie nicht zum Einsatz kam- indirekter Immunfluoreszenz

auf humaner Spalthaut, Anti-BP180-NC16A- und Anti-BP230-ELISA.

Im EU-BP230-ELISA ergab das bereits vorgestellte Ergebnis der 82 jahrigen Patientin
mit atopischem Ekzem einen positiven Befund; es konnte wegen fehlender Relation zu

den Kofaktoren (Juckreizdauer, Diagnosen, Alter, Geschlecht) vernachlassigt werden.

Der Goldstandard in der Diagnostik des bulldsen Pemphigoid, die direkte Immun-
fluoreszenz, wurde bei den 11 Patienten mit positivem Ergebnis in den hier
durchgefiihrten ELISA oder der indirekten Immunfluoreszenz teilweise post hoc
durchgefiihrt, um ein bulléses Pemphigoid sicher auszuschliefen. Ein 79 jdhriger
Patient mit Prurigo simplex subacuta, achtwochigem Juckreiz und positivem Befund in

der indirekten Immunfluoreszenz, wies in der direkten Immunfluoreszenz einen
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Negativbefund auf. Bei der anderen Patientin konnte keine direkte Immunfluoreszenz

durchgefihrt werden.

Von den zehn im ELISA positiv getesteten Patienten, haben fiinf —vier davon mit
atopischem Ekzem- der Probebiopsie nicht zugestimmt.

Drei dieser Patienten liegen liber dem Altersmedian, was fiir die Diagnose des bullésen
Pemphigoid sprechen wiirde. Neben dem Ausschlusskriterium: keine Blasenbildung bei
Probeentnahme, ist tber die Personen leider nichts bekannt, somit miissen weitere
Vermutungen (z.B. zu moglicherweise auslosenden Medikamenten) unterbleiben.
Insgesamt sollte aufgrund der nicht erfolgten direkten Immunfluoreszenz von einer
leichten Verfdlschung der Studie ausgegangen werden und bei weiteren Arbeiten

gegebenenfalls auf die Entnahme direkt zu Beginn der Studie geachtet werden.

Im Immunoblot mit Uberstand von kultivierten humanen Keratinozyten wurden 1gG-
und IgA- Antikorper gegen LAD-1, die l6sliche Ektodomane von BP180, untersucht.
LAD-1 ist das Zielantigen der linearen IgA Dermatose, die durch IgA-Anti-LAD-1
Antikorper charakterisiert ist [Marinokovich et al. 1996; Roh et al. 2000; Kromminga
et al. 2000; Georgi et al. 2001]. IgA Anti-LAD-1 Reaktivitat lasst sich nicht nur bei
Patienten mit linearen IgA-Dermatosen, sondern auch bei Untergruppen von Patienten
mit Schleimhautpemphigoid [Schmidt et al. 2001] und Patienten mit bullésem
Pemphigoid nachweisen [Pas et al. 1997; Kromminga et al. 2000; Schmidt et al. 2002a]. 1gG
Reaktivitdit gegen LAD-1 findet sich bei Schleimhautpemphigoid und bullésem
Pemphigoid in 75% und 76% der Falle [Kromminga et al. 2000; Oyama et al. 2006]. Das
bullése Pemphigoid und die lineare IgA-Dermatose gehdren somit wahrscheinlich
einem Spektrum derselben Erkrankung an, was durch den Nachweis von IgA-
Antikorpern in diesem Blot bei der Mehrheit des Patientenklientels unterstitzt wird
[Kromminga et al. 2000; Schmidt et al. 2009a]. Etwa 80% der bullésen Pemphigoid-
Patienten weisen IgA-Reaktivitat auf, sie ist jedoch jeweils schwéacher als die IgG-
Reaktivitat [D6pp et al. 2000; Kromminga et al. 2000].

In der vorliegenden Studie zeigten vier Seren (5,1%) eine IgA- und zwei weitere Seren

(2,6%) eine IgG-Reaktivitat. Zusatzlich waren keine signifikanten Zusammenhéange von
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positiven Ergebnissen und den Kofaktoren (Juckreizdauer, Diagnosen, Alter,
Geschlecht) zu ermitteln. Keine der LAD-1 reaktiven Seren ergab ein positives Ergebnis

in einem der anderen Testsysteme.

Eine Autoantikdrperbildung gegen eine rekombinante Form der NC16A Domadne von
BP180 kann mit Hilfe des Immunoblot mit rekombinantem BP180-NC16A bei fiinf
verschiedenen subepidermalen Autoimmundermatosen nachgewiesen werden:
bulléses Pemphigoid, Pemphigus gestationis, Lichen planus pemphigoides und
Schleimhautpemphigoid [Schmidt & Zillikens, 2011], wobei circa 90% der bullésen
Pemphigoid-Patienten positiv reagieren [Murakami et al. 1996; Zillikens et al. 1997a+b;
Sitaru et al. 2007]. Die in der vorliegenden Studie angewandte IgA-Reaktivitdt wird mit
23,5% angegeben [Nakatani et al. 1998].

Eine Untersuchung der Patienten in dieser Studie ergab bei diesem Immunoblot jedoch
in keiner Probe ein positives Ergebnis.

Vorab bestand die Notwendigkeit der Eliminierung von Stérfaktoren, da unspezifische
Hintergrundreaktivitaiten durch Antikdrper -die auch in Seren Gesunder vorhanden
sind- das Ergebnis der Detektion verfalschten. Dabei wurde stufenweise die Dosis der
Glutathion-S-Transferasen erhoht, welche die unspezifischen Antikorper gegen das
Tragerprotein absorbierte, so dass nur noch die gegen BP180-NC16A agierenden

Antikorper erfasst werden konnten.

Das bullése Pemphigoid und die lineare IgA-Dermatose gehéren wahrscheinlich einem
Spektrum derselben Erkrankung an, was durch den Nachweis von IgA-Antikdrpern im
Immunoblot mit Extrakt von kultivierten humanen Keratozyten auf BP180 bei der
Mehrheit dieses Patientenklientels unterstitzt wird [Kromminga et al. 2000; Schmidt
et al. 2009a]. Etwa 80% der bulldsen Pemphigoid-Patienten weisen IgA-Reaktivitat auf,
sie ist jedoch jeweils schwéacher als die IgG-Reaktivitat [Dépp et al. 2000; Kromminga
et al. 2000].

In der vorliegenden Studie konnten bei dem Immunoblot keine positiven Ergebnisse

detektiert werden.
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Beim dermalen Extrakt werden Autoantikdrper gegen das p200-Protein (Sicherung der
Diagnose des Anti-p200-Pemphigoid) und Autoantikdrper gegen Kollagen Typ VII
(Zielantigen der Epidermolysis bullosa acquisita oder bulldsem Lupus erythematodes)
nachgewiesen [van Beek et al. 2012].

Im Immunoblot mit dermalem Extrakt wurden in der vorgestellten Studie jedoch keine

Antikorper gegen das p200 Protein oder Typ VII Kollagen detektiert.

Laminin 332 wurde als Zielantigen bei etwa 25-30% der Patienten mit
Schleimhautpemphigoid beschrieben [Domloge-Hultsch et al. 1992; Moll & Moll, 1998;
Chan et al. 2003].

In der vorliegenden Studie zeigte sich im Immunoblot mit extrazellularer Matrix von
kultivierten humanen Keratinozyten bei einem Patienten (1,3%) mit Prurigo simplex
subacuta eine Anti-Laminin 332 Reaktivitat, die in keinem Zusammenhang mit

Reaktivitaten in anderen Testsystemen stand.

Bei Wertung aller Seren mit positivem Ergebnis in einem der Testsysteme war ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Autoantikérpern und einer Juckreizdauer tber
1.000 Wochen auffdllig. Die Unterteilung der Testsysteme in konventionelle
(Immunoblot und indirekte Immunfluoreszenz) und ELISA-Systeme zeigte nur noch in
den ELISA-Systemen einen signifikanten Zusammenhang mit der Juckreizdauer.

Allerdings sind die Ergebnisse unter Vorbehalt zu sehen, da ELISA-Systeme trotz oder
vermutlich gerade wegen ihrer Vorteile in der Standardisierbarkeit und praktischen
Handhabung eine Neigung aufweisen, bei bestimmten Patienten gehauft
falsch-positive Resultate zu liefern. Eine Juckreizdauer von tGber 1.000 Wochen scheint

mit einer erhéhten Anzahl falsch positiver Testergebnisse zu korrelieren.

Im Ubrigen muss auch auf die Qualititen der Textsysteme hingewiesen werden. Die
indirekte Immunfluoreszenz und die Immunoblot sind wegen der visuellen Beurteilung
beobachterabhangig mit daraus folgendem negativen Einfluss auf die Reliabilitat und

Validitat.
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Aber auch im ELISA stellt die Reaktivitdt nicht nur die erwiinschten Autoantikorper,

sondern auch falsch-positive Proben dar.

Generell muss das Auftreten positiver Reaktionen durch irregulare Autoantikorper, die
keinen Krankheitswert haben, und das Auftreten von fehlerhaften Signalen in den

Testsystemen ebenfalls bericksichtigt werden.

Ferner ist darauf hinzuweisen, dass bedingt durch die kleine Kohorte der vorliegenden

Studie, eine eingeschrankte Validitat besteht.

In einer weiteren prospektiven Studie (Inauguraldissertation von Amelie Dohse -in
Vorbereitung), wurden zwei weitere Kollektive mit den gleichen Testsystemen in

denselben Laboratorien untersucht [Van Beek et al. 2014].

Ein Blutspender-Kollektiv beinhaltete 50 Seren von gesunden Blutspendern im Alter
von 22 bis 59 Jahre, das zweiten Kollektiv umfasste 93 Seren von lber 70 Jdhrigen mit

nichtentzindlichen Hauterkrankungen.

Ein Vergleich der vorliegenden Daten mit diesen beiden Kollektiven zeigte keine
signifikanten Unterschiede im Fisher’s exact Test.

Die dargestellten mit dem Alter assoziierten Verfahren weisen nahezu gleiche
Ergebnisse auf (Euroimmun-BP180-NC16A-ELISA -> 6% /6%; MBL-BP230 -> 3%/4%).
Wenn aber das Lebensalter ein bedeutender Faktor fiir die Autoantikdrperbildung
waére, hatte sich dies in einem signifikanten Ergebnis der alteren Probandengruppe
darstellen missen. Es konnte daher an dieser Stelle ein fehlender Bezug zu héherem
Lebensalter vorsichtig interpretiert werden, wie bereits in einer anderen Studie
angefiihrt [Wieland et al. 2010].

Der mit dem Juckreiz assoziierte MBL-BP180-NC16A-ELISA zeigt einen etwas hoheren
Prozentsatz (4%, 8%), wobei kein Unterschied im Fisher’s exact Test festgestellt

werden konnte.
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In der Gesamtschau aller Ergebnisse lie sich ein Zusammenhang zwischen
chronischem  Juckreiz und Serum-Autoantikbrpern gegen Proteine der
dermo-epidermalen Junktionszone nicht nachweisen. Somit scheint chronischer
Juckreiz kein unabhéangiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer bullésen

Autoimmundermatose, insbesondere eines bullésen Pemphigoid zu sein.

Ein Screening auf Autoantikorper bei diesem Patientenklientel ist daher keine klinische

Option.

Unterstitzt wird dieses Fazit durch die prospektive Studie von Jedlickova et al. [2008],
in der 90 alte Patienten (78,6 + 4,7 Jahre), die, in vier Gruppen unterteilt, untersucht
wurden: Patienten mit Diabetes mellitus, Patienten mit juckenden Hauterkrankungen,
Patienten mit Diabetes mellitus und juckenden Hauterkrankungen, sowie Patienten
ohne Diabetes mellitus und ohne juckende Hauterkrankungen.

Der Nachweis von Autoantikdrpern mittels indirekter Immunfluoreszenz auf
Affendsophagus gelang bei 11 (12,2%) der Patienten. Zusatzlich konnten einige
Ergebnisse nicht eindeutig positiv oder negativ zugeordnet werden. Diese und die
positiven 11 Ergebnisse unterzog das Team einer Priifung mit ELISA gegen BP180,
BP230 und Laminin 332, wobei 11/29 (37,9%) positive Ergebnisse erbrachten. Sechs
der 11 positiv getesteten Patienten (54,5%) wiesen sowohl eine Fluoreszenz in der
Immunfluoreszenz, als auch mindestens ein positives ELISA-Ergebnis auf.

Statistisch signifikante Unterschiede der vier Gruppen mit Diabetes mellitus und/oder
juckenden Hauterkrankungen und Patienten ohne Diabetes mellitus und ohne
juckende Hauterkrankungen wurden nicht detektiert, weshalb schlielllich kein
Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus oder Juckreiz und Autoantikorperbildung

gegen die Basalmembran abgeleitet wurde.

Die Studie von Hofmann et al. [2009] beschreibt bei 15 alteren Patienten (> 65 Jahre,

80,3 * 10,7 Jahre) mit juckenden Dermatosen Autoantikorper gegen die
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dermo-epidermalen Junktionszone. Allerdings wurden die Patienten zusatzlich nach
sechs Monaten mittels BP180-NC16A-ELISA und indirekter Immunfluoreszenz auf
humaner Spalthaut getestet. Dabei reagierten vier der 15 (26,7%) Probanden in der
ersten, zwei (13,3%) in der zweiten Testung positivim BP180-NC16A-ELISA, was keinen
signifikanten Zusammenhang zum Juckreiz darstellte. Keiner der Patienten hatte ein
positives Ergebnis in der indirekten Immunfluoreszenz oder entwickelte in der
Beobachtungsphase ein bulléses Pemphigoid. Zu Beginn der Studie klagten alle
Patienten Uber Juckreiz (Dauer 1,5-120 Monate), bei der zweiten Untersuchung
lediglich 1/3 der Probanden. Bei diesen fand sich allerdings ein negativer Befund im
ELISA, so dass auch hier kein Zusammenhang zum Juckreiz ersichtlich war. Die meisten
der Patienten befanden sich nach den sechs Monaten in einer Kklinischen
Remissionsphase. Als Kontrollgruppe dienten 34 Personen gemischten Alters ohne
Juckreiz, von denen 6% (2/34) nur in der ersten Testung reagierten.

Die Autoren verzichten auf eine Interpretation der Ergebnisse mit Verweis auf die sehr
geringe Populationsgrofe.

Es ist auBerdem darauf hinzuweisen, dass bei dieser Studie eine eigene Odds-Ratio
gewadhlt wurde, die unterhalb der vom Hersteller vorgegebene Cut-off- Grenze liegt
und somit niedrigere Antikorpertiter bewertete. Ferner zeigten die Titer einen
absinkenden Verlauf. Die beiden Proben mit in beiden Testungen positiven
Ergebnissen zdhlten mit 0,57 und 0,53 die hochsten Werte in der ersten Untersuchung.
In der zweiten Testung nach sechs Monaten zeigten sie jeweils nur noch 0,4, so dass
ein deutlicher Abfall zu verzeichnen ist. Die Ubrigen Werte (0,39/ 0,31) wéren bei
gleicher Abfallgeschwindigkeit unter den Cut-off von 0,3 gefallen. Somit ist

anzunehmen, dass die Autoantikorpertiter rickldufig waren.

In einer prospektiv durchgefiihrten Studie kam Rieckhoff-Cantoni et al. [1992] dagegen
zu dem Schluss, dass der Immunoblot niedrigere Titer von Autoantikdrpern bei
Patienten mit juckenden Dermatosen detektieren kann.

Bei der Untersuchung von 97 Patienten mit juckenden Dermatosen reagierten 24
(25%) in mindestens einem der Immunoblot. Bei sieben dieser Patienten wurde ein

klassisches bulléses Pemphigoid, bei vier eine papulése Variante des bullésen
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Pemphigoid diagnostiziert, zwei litten an einem Ekzem, einer an Lichen planus und 10
Patienten hatten Juckreiz oder Prurigo unbekannter Genese. 13% der Patienten mit
Autoantikdrpern erfillten nicht die bullésen Pemphigoid-Kriterien. Zur Kontrolle
wurde eine 24 Seren starke Testgruppe mit dem gleichen Immunoblot-Verfahren (in
diesem Falle das epidermale Extrakt) untersucht, wobei alle Ergebnisse negativ
ausfielen. Die Autoren schlussfolgerten, dass ein friihzeitiger Nachweis von Auto-
antikérpern bei Patienten mit Juckreiz jedoch inkompletter Erfiillung der bullésen
Pemphigoid-Kriterien im Immunoblot moglich ist.

In der vorliegenden Studie fand der dargestellte epidermale Blot keine Anwendung,
ebenso wurde der hier als sensitivstes Testsystem dargestellte BP180-NC16A-ELISA bei
der Arbeitsgruppe von Rieckhoff-Cantoni nicht getestet, somit ist ein direkter Vergleich

der Ergebnisse nicht moglich.

Auch Hofmann et al. [2003] berichtete Uber einen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Autoantikorpern gegen die dermo-epidermale Junktionszone und
Patienten mit Juckreiz.

In dieser retrospektiven Studie mit 25 alten Patienten (78,8 + 15,5 Jahre) mit
juckenden Hauterkrankungen ergab sich im MBL-BP180-NC16A-ELISA folgendes Bild:
es fanden sich drei (12%) Patienten mit positivem Resultat, diese zeigten in der
direkten und indirekten Immunfluoreszenz keine positiven Ergebnisse. Als Referenz
wurden 11 Seren von Patienten mit atopischem Ekzem und 11 Seren von jungen
(< 30Jahre) Gesunden gewahlt, die alle keine Reaktivitat aufwiesen. Von den Autoren
wurde das folgendermalien interpretiert: ursachlich fur das Auftreten von Auto-
antikorpern sei der Juckreiz, fur einen kleinen Teil der Patienten bestehe ein héheres
Risiko im spateren Verlauf an einem bullésen Pemphigoid zu erkranken.

Das dargestellte Ergebnis ist allerdings statistisch nicht signifikant, auch hier besteht
eine kleine KohortengroRe mit dem daraus resultierenden Problem beziiglich der
Reliabilitat und Validitat. Auffallig waren auBerdem die relativ niedrigen ELISA-Werte,
die Reaktivitat lag nur bei einem der drei Patienten oberhalb des Doppelten der
unteren Nachweisgrenze, welche die Krankheitsaktivitdt widerspiegelt [Schmidt

et al. 2000a].

50



5 Diskussion

Die Studie von Feliciani et al. [2009] beschrieb ebenfalls einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Patienten mit Juckreiz und der Bildung von Autoantikérpern
gegen die dermo-epidermale Junktionszone. Dabei wurden prospektiv 15 alte
Patienten (76 + 6 Jahre) mit akuten oder chronischen juckenden Dermatosen, 30 mit
klinisch typischem bullésem Pemphigoid (74 + 16 Jahre) und 25 Patienten (78 + 3
Jahre) mit allergischen Erkrankungen (Urtikaria, allergische Rhinitis, Insekten-,
Medikamentenallergie), die nicht unter blasenbildenden Hautldsionen litten,
untersucht. Die Analyse von Antikdrpern gegen BP180 (Subgruppen —ex, -N, -C) und
BP230 (Subgruppen —C, -N) geschah mittels ELISA. Antikorperreaktionen konnten bei
allen Patienten mit bullésem Pemphigoid, bei 8% (2/ 25) der Patienten mit allergischen
Erkrankungen und 33% (5/ 15) der Patienten mit juckenden Dermatosen (5/ 15)
nachgewiesen werden (80% BP230, 40% BP180).

Bei zwei der letztgenannten Patienten zeigten sich Autoantikorper gegen alle
Fragmente des BP180. Autoantikdrper speziell gegen das immundominante
BP180-NC16A wurden dabei nicht bestimmt. Vier Patienten wiesen Autoantikorper
gegen BP230 auf, wobei nur ein Patient in allen Subgruppen positive Ergebnisse
erzielte. Er war auch der einzige Patient mit Autoantikorpern gegen BP180 und BP230.
Alle reaktiven Seren dieser Gruppe wiesen im Gegensatz zur vorliegenden Studie, ohne
Aufteilung in Subgruppen, auch Reaktivitaten in der indirekten Immunfluoreszenz auf
humaner Spalthaut auf.

Zur Diskussion stellten die Autoren die Vermutung, dass bei Patienten mit juckenden
Dermatosen und Autoantikérpern gegen BP230 ein Prapemphigoid in Frage kommen
konnte. Ein Toleranzverslust gegeniiber den Proteinen BP180 und BP230 konnte bei
dlteren Personen mit juckenden Dermatosen ursachlich sein.

Die Diskrepanz zu der hier vorgelegten Studie lasst sich durch die unterschiedlichen
Populationsgrofien relativieren.

Interessant ist, dass, im Gegensatz zur vorliegenden Studie, die Patienten mit
juckenden Hauterkrankungen in einem Zeitraum von 4-31 Monate bis zum Abklingen
der Symptome beobachtet wurden: keiner entwickelte unter oder nach der Therapie

(topischen Glukokortikoiden, mittlerer ultravioletten-(UV-B)-Bestrahlung,
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systemischen Antihistaminika) Blasen, die Anzeichen auf den Beginn einer
Autoimmundermatose waren. Es waére aufschlussreich gewesen, den eventuell

racklaufigen Autoantikérpertiter bei diesen Patienten zu beobachten.

Ausblick

Zukinftige Arbeiten sollten sich auf andere Faktoren konzentrieren, die an der
Entstehung des bulldsen Pemphigoid Anteil haben kénnten. Dazu gehéren wie bereits
erwahnt: Medikamente (z.B. Aldosteron, Spironolakton oder bestimmte Neuroleptika
[Bastuji-Garin et al. 1996; Bastuji-Garin et al. 2011]), Infektionen und neurologische

Erkrankungen [Bastuji-Garin et al. 1996; Cordel et al. 2007; Mul et al. 2007].

Ferner ware es sinnvoll, weitere prospektive Studien mit einer moglichst groRen
Patientenkohorte lber mehrere Jahre zu fihren. Das wiirde erlauben, auch einen
geringen Einfluss des Juckreizes auf die Induktion eines bullésen Pemphigoid zu
erfassen. Einschlusskriterien wéaren Juckreiz und ein positives Ergebnis im ELISA
(BP180-NC16A/ BP230), da dieser das sensitivste Testverfahren fiir Serum-
autoantikorper beim bullésen Pemphigoid ist. Zudem kdnnten halbjahrliche klinische
und serologische Verlaufskontrollen erfolgen. Bei Nachweis von Serumautoantikorpern
sollte in allen Fallen ein bulléses Pemphigoid mittels direkter Immunfluoreszenz

ausgeschlossen werden.
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6 Zusammenfassung

Das bulldse Pemphigoid ist durch subepidermale Blasen und Autoantikorper gegen
BP180 und BP230, Strukturproteine der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ),
gekennzeichnet und die hdufigste Blasen bildende Autoimmundermatose. Klinische
Charakteristika des bullésen Pemphigoid, bei den zumeist adlteren Patienten, sind pralle

Blasen und der ausgepragte Juckreiz, der praktisch bei allen Patienten besteht.

In dieser prospektiven, kontrollierten Studie wurde die Hypothese Uberpriift, ob
Juckreiz, der moglicherweise zur Irritation der DEJ und nachfolgender Induktion einer
Autoantikorperantwort gegen Strukturproteine der DEJ fihrt, mit dem Auftreten

dieser Autoantikorper assoziiert ist.

Hierzu wurden 78 Seren von Patienten mit chronisch juckenden Dermatosen auf Auto-
antikoérper gegen Strukturproteine der DEJ untersucht. Dabei wurden 12 verschiedene
validierte serologische Testsysteme, die auch in der Routinediagnostik zum Einsatz
kommen, angewandt: indirekte Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut,
verschiedene kommerzielle ELISA-Verfahren (BP180-NC16A, BP230) sowie Immunoblot
unter Verwendung von Uberstand kultivierter humaner Keratinozyten (Ektodoméine
von BP180), Extrakt kultivierter humaner Keratinozyten, extrazellularer Matrix
kultivierter humaner Keratinozyten (Laminin 332), Extrakt humaner Dermis (Typ VII

Kollagen und p200 Protein) und rekombinantem BP180-NC16A.

Insgesamt konnten in 18 (23%) der 78 Seren Autoantikorper gegen die DEJ
nachgewiesen werden. Wobei eine (1%) Reaktion im Immunoblot mit Extrakt
kultivierter humaner Keratinozyten, je zwei (3%) in der indirekten Immunfluoreszenz
auf humaner Spalthaut und im Immunoblot mit Uberstand kultivierter humaner
Keratinozyten beim Zweitantikdrper 1gG, vier (5%) im Immunoblot mit Uberstand
kultivierter humaner Keratinozyten beim Zweitantikérper IgA detektiert wurden. Im
ELISA reagierten acht (10%) Patienten gegen BP180-NA16A (Euroimmun n = 5, 6%;
MBL n =6, 8%) und drei (4%) Patienten gegen BP230 (Euroimmunn=1, 1%; MBLn =3,
4%).
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Drei (4%) Patienten reagierten in mehr als einem Testverfahren, wobei zwei (3%)
davon in beiden BP180-NC16A-ELISA und ein (1%) Patient in allen ELISA beider
Hersteller und in der indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Spalthaut reagierte.
Bei funf der zehn Patienten mit Reaktivitaten im ELISA konnte ein Wert oberhalb des
Doppelten der unteren Nachweisgrenze gemessen werden.

Die direkte Immunfluoreszenz einer bei diesen Patienten post hoc durchgefiihrten
perildsionalen Probebiopsie, der diagnostische Goldstandard des bullésen

Pemphigoid, war bei allen Patienten negativ.

Im Vergleich mit den bereits vorliegenden Daten zweier Kontrollkohorten,
Blutspendern (n = 50) und altersgleichen stationdren Patienten ohne entzlindliche
Hauterkrankungen (n = 93) ergab sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu
Patienten mit chronischem Juckreiz hinsichtlich der Reaktivitat mit Strukturproteinen

der DEJ.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit chronischem
Juckreiz kein erhohtes Risiko haben, Autoantikdrper gegen Strukturproteine der DEJ zu
entwickeln. Zumindest ist das Risiko so klein, dass es im klinischen Alltag nicht relevant
sein sollte.

Basierend auf diesen Daten wird empfohlen, bei Patienten mit ldnger bestehendem
Juckreiz ein bulléses Pemphigoid zundchst serologisch auszuschlieBen. Bei positiven
Befunden, vor allem bei Reaktivitdt in mehr als einem Nachweissystem oder Auto-
antikorperspiegeln deutlich (iber der unteren Nachweisgrenze, sollte eine direkte
Immunfluoreszenz durchgefiihnrt werden, um ein bulléses Pemphigoid sicher

auszuschlieflen oder es zu diagnostizieren.
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8 Anhang

8.1  Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AK Antikorper

APS Ammonium Persulfate

Aqua dest. aqua destillata

BB Blasenboden

BD Blasendach

BSA Bovines Serumalbumin

bzw beziehungsweise

CED chronisch entziindliche
Darmerkrankungen

DE Dermales Extrakt

DEJ Dermo-epidermale Junktionszone

DIF Direkte Immunfluoreszenz

DTT Dithiothreitol

ECM extrazelluldre Matrix

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsaure

Dinatriumsalz Dihydrat

ELISA Enzymed-linked immuno sorbent-assay
FBS Fetal Bovine Serum

F.I.T.C. Fluoreszin-Isothiocyanat

GST Glutathion-S-Transferasen

H,0, Wasserstoffperoxid

HaCaT Humane Keratinozyten Zell-Linie

HRP horseradish —Meerrettichperoxidase

Ig Immunglobulin

lF indirekte Immunfluoreszenz

IL Interleukin
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IPTG Isopropyl-B-p-Thiogalacto-Pyranoside
KCE Keratinozytenextrakt

LAD-1 Lineare-lgA-Dermatose Antigen 1
M Molare Masse

MBL Medical & Biological Laboratories Co
min Minuten

ml Milliliter

MMP Magermilchpulver

NaCl Natriumchlorid

NHS normales humanes Serum

oD Optische Dichte

Pat. Patient

PBS Phosphate buffered saline

PMSF Phenylmethylsulfonyl-Fluorid

PNP Paraneoplastischer Pemphigus

PK Positiv-Kontrolle

rem Revolutions per minute

SDS Sodiumdodecylsulfat

SLE systemischer Lupus erythematodes
Tab. Tabelle

TBS Tris-buffered Saline

TBST Tris-buffered Saline Tween-20
TMED Tetramethylethylendiamine

U Unit
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8.2 Material

> Verwendete Gerate und Hilfsmittel

Name

Hersteller

Abzug

captair chem by erlab, Toxicap 1624

Erlab D.F.S S.A.S, Vertretungsbiiro Deutschland,
Koln

Analysenwaage Analytical Plus

Ohaus Corporation, New Jersey, USA

Begasungsbrutschrank

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Biofuge pico

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Bio Photometer (RS 232C)

Eppendorf AG, Hamburg

Bio Vortex V1

lab4you GmbH, Berlin

Blockthermostat BT 5320

Eppendorf AG, Hamburg

Blotkammer

Mini Trans-Blot Cell and Systems

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

enthalt: 4 Gel-Systeme mit 5 Kimmen, 4 Paar
Glasplatten + Spacer, 2
Stander, 4 Glashalterungen, Tank, Deckel,

2 Dichtungen

Blot-Schale

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bunsenbrenner

DRUCKGASDOSE 230G

Lot- und Gasgerate GmbH, Offenau

Cryostat
(Leica CM 3050S)

Leica Microsysteme Vertrieb GmbH,

Wetzlar

Dialyseschlauch

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Elektrische Feinwaage PT 150

Sartorius AG, Gottingen

Elektrophoresekammer Sub-Cell GT

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

ELISA- Reader (Opsys MR)

Dynex Technologies GmbH, Denkendorf

Eppendorf Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Fluoreszenzmikroskop

(Olympus BX40)

Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg

Generator

(Olympus U-RFL-T)

Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg

Gelkassetten

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Glasplatten

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Kassette

A. Hartenstein GmbH Labor- u.

Medizintechnik, Wirzburg

Laborabzug captairchem

Erlab Laboreinrichtungen GmbH, K&in

Laborwecker

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe
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Name

Hersteller

Leica CM3050S

Leica Camera AG, Solms

Magnetrihrer IKA ® RH basic 2

IKA ® Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Magnetrihrer

Keison Products, Chelmsford, England

Multipipette plus

Eppendorf AG, Hamburg

8-fach Pipette (research)

Eppendorf AG, Hamburg

Netzgerat Power Supply EPS 3500

Pharmacia GmbH, Ratingen

Objekttragerkasten

Hassa Laborbedarf, Libeck

pH-Meter ph526

MultiCal WTW, Weilheim

Pinzette

Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Pipettierhilfe, pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,

Eberstadt

Power Supply- EPS 3500

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Rotlicht

Kindermann GmbH, Ochsenfurt

Schittler Certomat IS

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schitteltisch Duomax 1030

Heidolph Instruments, Nirnberg

Sonikiergerat

(Sonoplus HD 2070)

BANDELIN, electronic GmbH & Co. KG, Berlin

Spacer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Spannapparatur

Von einem Mitarbeiter selbst gebaut

Sterilbank, Biowizard Kojair

W. H. Mahl, Reinraumtechnik GmbH,

Magdeburg

T-75cm?-Zellkulturflasche

Tissue Culture Flask T75, Sarstedt,

Nimbrecht

T-175cm?-Zellkulturflasche

Tissue Culture Flask T175, Sarstedt,

Nimbrecht

Taumler

(Duomax 1030)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Thermostat

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Transferkammer

Mini-Protean Tetra Companion Running

Module

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
enthélt: Tank, Deckel, Mini Trans-Blot
module, Electrode assembly,

companion running module

Ultra Low Temperature Freezer

-80°C

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, New
Brunswick Produkte, Wesseling-Berzdorf

Wanne

Hindrex, Wuppertal
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Name

Hersteller

Wasserbad WTH 500

Karl Hecht GmbH & Co., Sondheim

Wasserbad Zellkultur

Lauda Aqualine, Typ AL5, Lauda-Kénigshofen

Zellschaber

Sarstedt, Newton, N.C., USA

Zentrifuge, Varifuge 3.0 R

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zentrifuge

Avanti TM J-25 Centrifuge

Beckman Coulter, Made in U.S.A.

Zentrifuge, Megafuge 1.0

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

5100 Cryo 1°C Freezing Container

Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

(Einfrierhilfe) Danemark
Zellschaber Hartenstein GmbH, Wiirzburg
» Chemikalien
Name Hersteller
Aqua dest. Apotheke UKSH, Campus Liibeck

Acrylamid 4K-Lésung (30%)-Mix 49:1

Appli Chem GmbH, Darmstadt

4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride

hydrochloride (AEBSF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Ammoniumhydroxid

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Ammonium Persulfate (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Ammoniumsulfat ((NH,4), SO4)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Aqua dest.

Apotheke UKSH, Campus Libeck

Bromphenol

(Bromphenolbau)

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Borsaure

Merck KGaA, Darmstadt

Diaminobenzidin-Puffertabletten

(DAB)

Merck KGaA, Darmstadt

Di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Merck KGaA, Darmstadt

ECL-Plus (Westernblotting Detektion System)

Healthcare, Buchinghamshire, England

Entwickler

AG FA-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien

Essigsaure

Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Ethylendinitrilotetraessigsaure Dinatriumsalz

Dihydrat (EDTA)

Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe
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Name

Hersteller

Ethanol 70 %

Apotheke UKSH, Campus Libeck

Fast green Merck KGaA, Darmstadt
Fixierer AG FA-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Glycerol AppliChem, Darmstadt

Glycin Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Harnstoff Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Isopropyl-B-5-Thiogalacto-Pyranoside

(1M IPTG)

Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Kaliumchlorid (K*Cl)

Merck KGaA, Darmstadt

L-Glutathione reduced

Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Magermilchpuler (MMP):

Merck KGaA, Darmstadt

R-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Methanol

Roth GmbH +Co KG, Karlsruhe

Natriumazid

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)-Platzchen

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
(PMSF 100mM)

Appli Chem GmbH, Darmstadt

Phosphorsdure 85%

Merck KGaA, Darmstadt

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Merck KGaA, Darmstadt

Tetramethylethylendiamine (TEMED)

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Tris Base

Merck KGaA, Darmstadt

Tris-HCL

Merck KGaA, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)aminomethane

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Triton X 100

Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Trypsin-EDTA

CCP-GmbH, Oberdorla

Tween 20

Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Wasserstoffperoxid ( H,0,)

Merck KGaA, Darmstadt

> Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Amersham HyperfilmwI ECL

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units,
Ultracel-10k

Millipore GmbH, Schwalbach/Ts

Cryo-Rohrchen

Nunc, Roskilde, Danemark
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Name Hersteller
Dako Pen Dako, Glostrup, Danemark
Deckglaser Menzel-Gladser, Braunschweig

Dialyseschlauch

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Einmal-Skalpell

Feather Safety Razor Co., LTD, Osaka,

Japan

Eis

Apotheke UKSH, Campus Libeck

Falcon-Réhrchen 15 ml, 50 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Schleicher & Schuell BioScience GmbH,

Filter
Dassel
Filter MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren
Filterpapier

Chromatographierpapier

Hartenstein GmbH, Wirzburg

Gelloader-Spitzen (1-200 pl)

A. Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg

Glutathione-Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glutathione-Matrix

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Handschuhe

Peha-soft, Heidenheim

Nitrocellulose Transfer Membran

Whatman GmbH, Dassel

Objekttrager (superfrost plus)

Menzel-Glaser, Braunschweig

Proteinmarker BenchMark "

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

ReaktionsgefaRe

Fa. Sarstedt, Newton, NC, USA

ReaktionsgefaRe 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Serologische Pipetten 10 ml, 25 ml

Sarstedt AG & Co. Nimbrecht

Skalpellklingen

Geb. Martin, Tullingen

Vitamin C (L-Ascorbins&ure)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Wells Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ZentrifugengefaRe Nalgene Rochester, New York, USA
> Sonstiges
Name Hersteller

Albumin Fraktion V (BSA)

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

a-6
Anti-CD49f Mouse

Calbiochem, Canada

Bench Mark TM Protein Ladder

Invitrogen GmbH, Technologiepark,

Karlsruhe
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Name

Hersteller

Carbenicillin

Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Coomassie Brilliant Blue R-250

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Complete mini

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Desmoplakin 1 & 2

Mouse monoclonal IgG,,

ProGen Biotechnik GmbH, Heidelberg

ELISA-Kit (EU)
Euroimmun BP 180-NC16A-4X-ELISA (IgG)

Euroimmun, Libeck

ELISA-Kit (EU)

Euroimmun BP 230-CF-ELISA (IgG)

Euroimmun, Libeck

ELISA-Kit- MBL

Mesacup BP 180 Test

Medical & Biological Laboratories Co,

Nagoya, Japan

ELISA-Kit- MBL
Mesacup BP 230 Test

Medical & Biological Laboratories Co,

Nagoya, Japan

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biochrom AG, Berlin

F.I.T.C. conjugate IgA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

F.I.T.C. conjugate IgG

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Glutathion-S-Transferasen (GST)

Interne Bezeichnung C10

GST-NC16A

Interne Bezeichnung C1-5

HaCaT-Zellen

Prof. N. E. Fusenig, DKFZ, Heidelberg

Integrin B-4 (A9)

mouse monoclonal IgG,,

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Laminin a-3 (H-187)

rabbit polyclonal I1gG

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Laminin B-3 (H-300)

rabbit polyclonal I1gG

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Laminin ¥ -2 (E6)

mouse monoclonal IgG,

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

LB-Medium (Large Capsules)

MP Biomedicals Europe, llkirch, Frankreich

Mouse Anti-Human 1gG,4

Dako, Glostrup, Danemark

Mouse Anti-Human IgG, (Clone HP 6025)

Southern Biotech, Birmingham, USA

Polyclonal Rabbit Anti-Human (HRP)
= 1gG, IgA

Dako, Glostrup, Danemark

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse

Immunglobulins (HRP)

Dako, Glostrup, Danemark
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Name

Hersteller

Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins

(HRP)

Dako, Glostrup, Danemark

Zellkulturmedium: KGM+

(Keratinocyte Growth Medium 2 +

Supplement)

KGM Bullet Kit

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien

8.3  Tabelle mit allen Ergebnissen
IIF -> Sp ELISA KCE LAD-1 DE -> 1gG, | ECM
BP BP BP BP NC | 1gG
Pat | IgG | IgA | 180 180 | 230 | 230 16A | 180 IgG | IgA | P200 | EBA | IgG, | Zusatz
EU MBL | EU | MBL
1 neg | neg | 16,0 2,7 3,5 0,8 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
2 neg |neg| 3,8 8,9 17,8 | 3,2 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
3 neg | neg <1 1,8 <1 0,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
4 neg | neg <1 1,1 4,8 0,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
5 neg | neg <1 1,5 <1 0,8 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
6 neg | neg| 5,8 1,6 6,6 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
7 neg | neg <1 0,8 2,6 0,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
8 neg | neg <1 1,9 4,3 43 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
9 neg |neg| 4,3 1,3 2,7 0,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
10 neg | neg | 10,3 0,6 15,7 | 1,4 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
11 neg | 13,4 1,6 13,2 | 2,2 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg r?elz
12 neg | neg <1 1,9 5,3 1,6 | neg | neg | neg - neg | neg | neg
13 neg | neg <1 0,7 <1 1,1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
14 neg | neg <1 1,3 12,2 | 1,0 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
15 neg | neg <1 0,8 <1 3,3 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
16 neg | neg <1 3,4 <1 1,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
17 neg | neg <1 1,2 <1 1,5 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
18 neg | neg| 8,7 0,5 4,9 2,1 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
19 neg | neg <1 0,7 <1 0,8 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
20 neg | neg| 11,0 2,8 5,7 1,8 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
21 neg | neg <1 0,5 <1 0,8 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
22 neg | neg <1 2,0 2,5 1,2 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
23 neg | neg | 19,2 0,7 <1 1,4 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
24 neg | neg 0,7 11,4 | 0,6 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg r?elz
25 neg | neg <1 0,6 4,1 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
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IIF -> Sp ELISA KCE | LAD-1 | DE->IgG, |ECM
BP | BP | BP | BP | |
Pat | IgG |IgA | 180 | 180 | 230 | 230 | , 1gso IgG | IgA |P200 | EBA | IgG, | Zusatz

EU MBL | EU | MBL

26 neg | neg <1 2,3 <1 2,5 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

27 neg | neg <1 1,2 3,8 1,4 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

28 neg neg- 2,3 8,3 2,5 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg :;I;

29 neg | neg <1 0,5 3,6 3,0 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

30 neg | neg <1 2,4 2,9 . neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg :;I;

31 neg | neg <1 0,2 <1 1,4 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

32 neg | neg <1 7,8 7,1 1,3 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

33 neg | neg <1 3,2 145 | 40 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

34 neg | neg <1 0,8 <1 29 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

35 neg | neg <1 4,9 <1 0,7 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

36 neg | neg <1 0,4 <1 0,9 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

37 neg | neg <1 3,9 <1 3,0 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

38 neg | neg| <1 1,0 3,8 1,2 | neg | neg | neg i neg | neg | neg

39 neg | neg <1 1,0 <1 1,4 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

40 neg | neg <1 1,1 <1 1,5 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

41 neg | neg <1 1,2 2,9 1,0 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

42 neg | neg <1 2,3 <1 0,6 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

43 neg | neg <1 1,7 <1 1,0 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

44 neg | neg <1 0,9 <1 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

45 neg | neg <1 1,4 <1 1 neg | neg | neg - neg | neg | neg

46 neg | neg <1 2,2 3,7 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

47 neg | neg <1 3 <1 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

48 neg | neg <1 0,7 7,2 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg A

49 neg | neg <1 1,2 7,5 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

50 | neg |neg| <1 - <1 2 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg ::;

51 neg | neg <1 1,0 <1 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

52 neg | neg <1 4,0 <1 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

53 | neg | neg| <1 2 <1 <1 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

neg | neg | neg | * | neg | neg | neg 0

55 neg | neg <1 4,0 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

56 neg | neg <1 3,2 7,5 * neg | neg | neg | neg | neg | neg

57 neg | neg <1 16,2 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg 0

58 neg | neg <1 1,2 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

59 neg | neg <1 3,6 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg 0

61 neg |neg| 3,2 1,4 12,7 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

4
1
<1
3
2
5
60 neg | neg <1 1,4 2,5 -I # neg | neg | neg | neg | neg | neg 0
1
1

62 neg | neg <1 2,2 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
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IIF -> Sp ELISA KCE LAD-1 DE ->1gG,; | ECM
BP BP BP BP NC | 1eG
Pat | IgG | IgA | 180 180 | 230 | 230 16A 1g80 IgG | IgA | P200 | EBA | IgG, | Zusatz
EU MBL | EU | MBL

63 neg neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg 0
64 neg |neg| 7,4 2,3 5,4 3 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
65 neg | neg | 11,9 0,7 7,2 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
66 neg | neg - 10,6 3 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg r?elz
67 neg |neg| 3,0 1 11,0 2 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
68 neg | neg <1 1 <1 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
69 neg | neg| 3,8 2 4,2 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
70 neg | neg | 13,3 2 3,2 2 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
71 neg |neg| 2,7 1 <1 2 # neg - neg | neg | neg | neg
72 neg |neg| 2,6 2 3,3 3 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
73 neg |neg| 4,7 2 <1 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
74 neg |neg| 7,4 1 3,6 1 neg | neg neg | neg | neg | neg
75 neg | neg | 12,7 3 19,8 4 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
76 neg | neg <1 2 <1 1 neg | neg | neg neg | neg | neg
77 neg |neg| 3,8 1 <1 <1 neg | neg | neg | neg | neg | neg
78 neg | neg <1 2 2,2 1 neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
s | 2o s [ 6 |1 ][3]o0o|of2]a]o0]o]1]

Pat: Patientenidentifikationsnummer, IIF: indirekte Immunfluoreszenz, Sp: Humane Spalthaut,
EU: Euroimmun, MBL: Medical & Biological Laboratories, KCE: Keratinozytenextrakt, LAD-1: Lineare-
IgA-Dermatose Antigen 1, DE: dermales Extrakt, p200: p200-Antigen, EBA: Epidermolysis bullosa
acquisita, ECM: extrazelluldre Matrix, neg: negatives Ergebnis, pos: positives Ergebnis, DIF: direkte
Immunfluoreszenz, neg: negatives Ergebnis, *: unspezifische Banden, *: kein Probenmaterial, 0: DIF
konnte wegen fehlender Kooperativitdt nicht bestimmt werden, #: nicht auswertbar, da die Anti-
GST-Reaktivitat nicht vollstandig blockiert werden konnte, Z: Summe der positiven Ergebnisse
Links stehen in grau unterlegt die Patientennummern und oben das jeweilige Testverfahren.

84




8 Anhang

8.5 Publikation

Van Beek N, Dohse A*, Riechert F*, Krull V, Recke A, Zillikens D, Schmidt E.

Serum autoantibodies against the dermal-epidermal junction in patients with chronic
pruritic disorders, elderly individuals, and blood donors prospectively recruited.

Br. J. Dermatol. 2014, Apr

* gleichwertiger Beitrag

Die zu dem Zeitpunkt erhobenen Daten wurden am 9. Juni 2010 bei der Veranstaltung
,Uniim Dialog” in Form eines Posters prasentiert.
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