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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Autoimmunitat

Autoreaktivitat, Autotoxizitat, Autoaggression - viele verschiedene Begrifflichkeiten werden
mit dem Zustand der pathologischen Autoimmunitat, der Erkrankung an
Autoimmunkrankheiten, in Verbindung gebracht. Dabei ist eine saubere Trennung jener
Begriffe vom ausschlie3lich Krankhaften wichtig. So ist Autoreaktivitéat eine physiologisch
notwendige, wenngleich auch manchmal pathologische Eigenschaft, deren Ubergang

ineinander bis heute nicht ganzlich verstanden wird [21, 75, 105].

1.1.1 Selbsttoleranz

Um eine krankhafte Ausrichtung des Immunsystems gegen das Selbst zu verhindern,
existieren verschiedene Toleranzstrategien, welche hier nur kurz angerissen werden
sollen. Noch im primaren Immunorgan, also im Knochenmark oder im Thymus, werden
unreife Immunozyten, welche Antigene des Selbst mit hoher Affinitat erkennen, durch
negative Signalgebung inaktiviert und sterben durch Apoptose ab [84, 103].
Interessanterweise werden dabei eine Vielzahl, wenn auch nicht alle, korpereigenen
Antigene, wie z.B. Insulin, im Thymusmark durch spezialisierte dendritische Zellen
ektopisch exprimiert [73, 84, 103]. Diesen Mechanismus, der auf der klonalen
Selektionstheorie von Burnet (aus den Jahren 1957-59) basiert [117], bezeichnet man als

zentrale Toleranz.

Dennoch finden sich Unmengen naiver niedrigaffiner autoreaktiver T- und B-Zellen im Blut
und den peripheren Organen, ohne pathologische Effektorreaktionen auszulésen [125].
Zu den wichtigsten Mechanismen der peripheren Toleranz zahlen: Anergie, das
Nichtreagieren auf Antigene bei fehlender Aktivierung der naiven Immunozyten durch
proinflammatorische Cytokine oder costimulierende Faktoren der antigenprasentierenden
Zelle, Suppression durch regulatorische T-Zellen, funktionelle Umlenkung durch Induktion
der Differenzierung zu Regulator- anstatt Effektor-T-Zellen sowie Deletion durch
Aktivitatsinduzierte Apoptose der autoreaktiven Immunozyten [73]. Ein gewisses Ausmalf3
der Autoreaktivitat ist dabei unerlasslich fur die normale Abwehrfunktion des
Immunsystems gegenuber Infektionen oder entarteten Korperzellen [125]. Nur bei
Kombination aus genetischer Anfalligkeit (z.B. in Abhangigkeit des HLA Serotyps),
anstoflenden Umweltfaktoren (z.B. Virusinfektionen, Rauchen) und Ausfall mehrerer
dieser Toleranzstrategien kann es dauerhaft zur krankhaften Autoimmunitdt kommen
[125].
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1.1.2 Autoantikérper

Autoantikdrper sind Immunglobuline, welche sich gegen korpereigene Antigene richten
und sowohl in Patienten mit Autoimmunerkrankungen als auch Gesunden gefunden
werden kénnen [105]. Bisher wurden Autoantikorper der Klassen IgM, IgG, IgA und IgE
beschrieben [125].

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Eigenschaften dieser Antikorperklassen nur
kurz zusammengefasst [125, 193]: Die zuerst wahrend der humoralen Immunantwort
sezernierten IgM Antikorper bilden Pentamere und kénnen die Blutbahn aufgrund ihrer
Grole (970 kDa) kaum verlassen. Sie weisen meist eine niedrige Affinitat auf, sind jedoch
sehr gute Aktivatoren des Komplementsystems. IgG, IgA und IgE Antikorper sind deutlich
kleiner und konnen aus dem Blut in das Gewebe diffundieren. Nach Ablauf der
somatischen Hypermutation, der vielfachen Punktmutationen innerhalb der variablen
Region des Antikérpergens der aktivierten B-Zelle, binden sie die Antigene affiner als IgM.
Fur die plazentagangigen IgGs werden vier verschiedene Subklassen unterschieden
(IgG1-4), welche nach ihrer abnehmenden Plasmakonzentration benannt sind. Von jenen
kénnen IgG1l und IgG3 am starksten Komplement aktivieren sowie Fcy-Rezeptoren
binden und dienen durch Letzteres vordergriindig der Antigenopsonisierung. Die dimere
Form des IgA wird hauptsachlich im Respirations-, Gastrointestinaltrakt und innerhalb
exokriner Drisen (z.B. laktierender Brust) gebildet, passiert Epithelien und wirkt auf sich
allein gestellt auf - Epitheloberflachen fehlen Komplement und Phagozyten - durch
neutralisierende Antigenbindung. IgE Antikorper befinden sich zumeist Fce-
rezeptorgebunden auf der Oberflache von Mastzellen, aktivieren jene nach Vernetzung
mehrerer durch Antigenkontakt und spielen so eine wichtige Rolle in der Parasitenabwehr,

aber auch in der Pathophysiologie der Allergien.

Fur die Diagnostik von Autoimmunkrankheiten haben Autoantikorper eine herausragende
Bedeutung erlangt. Die Prasenz hochtitriger, spezifischer Serumautoantikdrper wird als
klinisch wegweisender Hinweis auf eine Autoimmunkrankheit gewertet. Haufig werden sie
aber auch bei Patienten mit diffusen, schwer einzuordnenden Symptomen pro Forma
mitbestimmt. Dabei ist ihre pathogenetische Bedeutung bisher nicht vollstandig
verstanden. Wahrend beispielsweise die Pathogenitat von Anti-BP180, Anti-Dsgl/3 oder
Anti-Kollagen-VII  Antikérpern fur die Entwicklung bulldser Autoimmundermatosen
experimentell belegt wurde [168], bleibt die Rolle der Anti-CCP-Antikérper fur die
Krankheitsentstehung der rheumatoiden Arthritis (RA) weiterhin teilweise unverstanden
[146].
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Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Autoantikdrper schon Jahre vor den ersten
Symptomen und der Diagnose einer Autoimmunkrankheit wie bei Systemischem Lupus
Erythematodes (SLE) oder RA im Serum der Patienten gefunden werden [1, 17, 61, 142].
So wiesen Arbuckle et al. retrospektiv bis zu zehn Jahre vor Krankheitsdiagnose im
Serum an SLE erkrankter US-Soldaten SLE assoziierte Autoantikérper nach und
beschrieben die progressive Akkumulation der spezifischen Autoantikdrper vor Ausbruch
der Krankheit [17].

Andererseits  werden auch Patienten mit  Autoimmunkrankheiten ohne
Autoantikdrpernachweis im Serum wie bei der seronegativen RA oder dem seronegativen
SLE beobachtet [2]. Zudem treten Autoantikorper in vollkommen gesunden Menschen
[148, 177] sowie in verschiedenen nicht autoimmunologisch bedingten Phdnomenen, z.B.
bei Infektionen [26, 60, 126, 130], onkologischen oder neurologischen Erkrankungen auf
[128].
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1.2 Autoimmunkrankheiten
1.2.1 Definition

Die Definition klinisch manifester Autoimmunitat geht auf Mackay und Burnet zurick,
welche 1962 mit ihrer Monographie ,Autoimmune Diseases“ Autoimmunkrankheiten
erstmals umfangreich beschrieben und damit die Basis fur deren weitere Erforschung
legten. Unter Autoimmunerkrankungen verstanden sie Krankheiten, bei denen durch
immunkompetente korpereigene Zellen oder Antikorper, die sich gegen normale
Korperbestandteile richten, strukturelle und funktionelle Schéden ausgeltst werden [144].
Schon damals erkannten sie, dass all jenen Krankheiten bestimmte klinische und
pathologische Marker gemein waren: Prasenz von Autoantikorpern,
Hypergammaglobulinamie, Ablagerung von Immunkomplexen und Akkumulation von
Lymphozyten im Dbetroffenen Gewebe, Pradominanz weiblicher Patienten sowie
Besserung der Symptomatik unter Gabe von Kortikosteroiden. Selbst eine Uberlappung
verschiedener Autoimmunerkrankungen in Individuen stellten sie bereits dar [144].

Auch Witebsky beschrieb schon damals Kriterien, die die Autoimmunpathogenese von
Krankheiten belegen sollten [200]. Nach Uberarbeitung der Kriterien von Rose und Bona
1993 werden drei verschiedene Evidenzgrade unterschieden [147]:

1. Direkte Evidenz durch den Transfer von pathogenen Autoantikdrpern oder
autoreaktiven T-Zellen, welche beispielsweise in Versuchstiere injiziert (passive
Immunisierung) zur typischen Krankheitsmanifestation fiihren. Dazu zahlen
beispielsweise auch die human-zu-humane diaplazentare Ubertragung von
maternalen Autoantikérpern gegen Acetylcholinrezeptoren mit  Ausbildung
neonataler Myasthenia gravis oder von Anti-SS-A-Antikdrpern, die schwerwiegende
fetale Herzrhythmusstérungen (AV-Block) verursachen kénnen.

2. Indirekte Evidenz durch Reproduktion der Krankheit in Tiermodellen, welche nach
aktiver Immunisierung mit dem Zielantigen eintritt.

3. Untergeordnete Evidenz aus dem Kontext Kklinischer Charakteristika wie
Lymphozytenaggregation im betroffenen Organ, Pradisposition bestimmter MHC-
Haplotypen, Ansprechen auf Immunsuppressiva oder Assoziation mit anderen

Autoimmunkrankheiten im selben Individuum bzw. dessen Familie.

Heute werden mehr als 80 verschiedene Erkrankungen als spezifische
Autoimmunkrankheiten unterschieden [90]. lhre Gesamtpravalenz wird auf 3-10%

geschatzt [47, 59, 90] und ist seit Jahrzehnten ansteigend [22].
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1.2.2 Klassifikation
Um die Vielfaltigkeit von Autoimmunerkrankungen zu klassifizieren, schlugen Mackay und
Rose 1992 folgende Kategorisierung vor [116]:

1. Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ | (T1DM) oder Autoimmunthyreoiditis, bei
denen Organ-spezifische Antigene wie pankreatische Inselzellenzyme (z.B.
Glutamat-Decarboxylase, Tyrosin-Phosphatase) oder schilddriiseneigene Proteine
(z.B. Thyreoperoxidase, Thyreoglobulin) angegriffen werden.

2.  Zelltyp-spezifische Erkrankungen, bei denen die pathologische autoimmunologische
Reaktivitdit gegen im gesamten Korper verbreitete Antigene die klinische
Symptomatik auslést wie beispielsweise gegen das Antigen ,Acetylcholinrezeptor”
bei Myasthenia gravis.

3. Paradox-Organ-spezifische Krankheiten, wohingegen Reaktivitdt gegen ebenso
ubiquitar verbreitete Autoantigene aber nur in bestimmten Organen Schaden
hervorruft und die Organ-typische klinische Symptomatik bedingt. Beispiele hierfr
waren das mitochondriale Zielantigen AMA-2 bei Priméar biliarer Zirrhose oder die
cytoplasmatischen Transfer-RNA-Synthetasen (z.B. Jo-1, PL-7, PL-12 etc.) als
Zielstrukturen bei Polymyositis.

4, Letztlich systemische Autoimmunerkrankungen wie SLE, bei denen eine
pathologische Autoreaktivitat gegen multiple ubiquitare zellulare Bestandteile

Schéaden in vielen verschiedenen Organen des Korpers verursacht.

1.2.3 Gemeinsames Auftreten verschiedener Autoimmunkrankheiten

Schon lange weil? man durch klinische Beobachtungen, dass Patienten unter mehr als
einer Autoimmunkrankheit leiden kdnnen [147]. Dabei tritt dieses Ph&nomen Uberzufallig
haufiger auf, als die gemeinsame Pravalenz der entsprechenden Krankheiten vermuten
lieRe [47]. Solche Uberlappungen finden sich beispielsweise fir Autoimmunthyreoiditis mit
RA, T1DM und SLE [35, 172] oder auch fir TIDM mit Anti-CCP positiver RA [108]. Die
autoimmune Polyendokrinopathie findet sich in bis zu einem Drittel der Typ | Diabetiker,
wobei diese dann zusatzlich unter Autoimmunthyreoditis (Anti-TPO, Anti-TSH),
Pernizioser Anamie (Anti-PCA), Zoliakie (Anti-Gewebstransglutaminase) oder Morbus
Addison (Anti-Steroid-21-Hydroxylase) mit charakteristischem Autoantikdrpernachweis
leiden [186]. Ferner neigen Patienten mit einer Autoimmunkrankheit dazu, ebenfalls
Autoantikérper gegen andere spezifische Autoantigene ohne Krankheitswert zu bilden
[74, 178, 194].
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1.3 Bulldse Autoimmundermatosen

Bullése Autoimmundermatosen (AIBD) sind organspezifische Autoimmunkrankheiten, bei
denen Autoantikdrper gegen Strukturproteine der Haut gebildet werden [168].
Physiologischerweise verhindert die grolle Anzahl der desmosomalen und
hemidesmosomalen Verankerungsproteine, welche die Adhéasion der Epithelzellen
untereinander sowie die Verankerung der Epidermis an der Dermis vermitteln, eine
Schadigung der Haut durch starke mechanische Beanspruchung. Wird jedoch durch
pathologische Autoantikérper die Funktion der Hautstrukturproteine beeintrachtigt, kdnnen
bereits geringe mechanische Irritationen Blasen (sogenannte Nikolsky Phanomene | und

I1) und sekundéar folgende Erosionen auslosen.

1.3.1 Epidemiologie

Bullése Autoimmundermatosen sind insgesamt seltene Autoimmunkrankheiten. In
Zentraleuropa und den USA weist das Bullose Pemphigoid (BP) mit 6,1 bis 42,8
Neuerkrankungen/1 Mio. Einwohner/Jahr in verschiedenen epidemiologischen Studien mit
Abstand die hochste Inzidenz auf [30, 31, 48, 50, 76, 92, 95, 106, 121, 209].
Interessanterweise beobachteten diese Studien eine Steigerung der Inzidenz um das
Zwei- bis Funffache innerhalb der letzten 10 Jahre. Als Griinde fiir diese Zunahme wird
neben der Alterung der Gesellschaft auch die sensitivere bzw. spezifischere Diagnostik
diskutiert, welche den signifikanten Anstieg aber wohl insgesamt nicht vollends erklaren
konnen. Die Inzidenzen weiterer subepidermaler bulléser Autoimmundermatosen liegen
weit hinter der Haufigkeit des BP zuriick [30, 31, 129].

Das Bullése Pemphigoid betrifft vor allem alte Patienten mit einem durchschnittlichen
Krankheitsbeginn in der siebten bis achten Lebensdekade [76, 95] und birgt eine hohe
Mortalitdt. So wiesen schweizer und franzésische Forscher in prospektiven Studien eine
drei- bis sechsfach erhdhte Mortalitdt gegeniiber der hinsichtlich Alters- und
Geschlechtsverteilung bereinigten Vergleichspopulation nach, wobei die gemessenen
1-Jahres Uberlebensraten nur bei 79% bzw. 62% lagen [48, 92]. Frauen sind insgesamt

haufiger betroffen als Manner [92, 106].

Fur alle Pemphiguserkrankungen zusammen liegt die beschriebene Inzidenz bei 0,6 bis
6,8 Neuerkrankungen/1 Mio. Einwohner/Jahr [24, 106, 121]. Wahrend in Europa und
Nordamerika Pemphigus vulgaris am haufigsten auftritt, wird in Nordafrika, Stidamerika
und der Turkei Pemphigus foliaceus am zahlreichsten beobachtet [123]. Das
Erkrankungsalter liegt zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr [123]. Auch hier sind Frauen
haufiger als Manner unter den Patienten vertreten [24, 106]. Neben sporadisch
auftretenden werden auch endemisch gehéufte Pemphigus foliaceus Falle (vor allem in

lAndlichen Gebieten Tunesiens und Stidamerikas) unterschieden [24, 123].
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1.3.2 Zielantigene
Autoantikdrper gegen desmosomale Strukturproteine sind mit Pemphiguserkrankungen
assoziiert; Antikdrper gegen Hemidesmosomen finden sich bei subepidermal bullésen

Autoimmundermatosen, zu denen das BP zahlt (siehe Tabelle 1.1) [161, 168].

Hemidesmosomen sind Bestandteile des komplexen Proteinnetzwerks der dermo-
epidermalen Junktionszone (DEJ) und dienen der Verankerung der basalen epidermalen
Keratinozyten mit der darunter liegenden Basalmembran und Dermis. Dabei interagieren
intrazellulare Zytokeratinfilamente der basalen Keratinozyten tuber die hemidesmosomale
Plague, u.a. bestehend aus BP230 und Plektin, mit transmembrantsen Proteinen wie
BP180 und agf4-Integrin [36]. Letztere stehen wiederum u.a. Uber Laminin-332 und
Typ VII Kollagen mit dermalen Kollagenfasern in Verbindung (siehe Abbildung 1.1) [36].
Diese hemidesmosomalen Proteine sind Zielantigene der subepidermal blasenbildenden

Autoimmundermatosen (siehe Tabelle 1.1).

Fur das Bulldse Pemphigoid wurden BP180 und BP230 als Zielstrukturen beschrieben
[56, 104, 175]. BP180, auch BPAG2 oder Typ XVII Kollagen genannt, ist ein 180 kDa
groRRes transmembrandses Glykoprotein, welches ca. 1500 Aminosauren umfassend bis
in die Lamina densa reicht [206]. Wahrend die meisten Patienten IgG Autoantiktrper
gegen viele verschiedene Epitope des Proteins bilden [55, 83, 135], ist der extrazellulare
Anteil der sechzehnten nicht-kollagenésen Domane des Proteins (NC16A) als
immundominante Region identifiziert wurden [72, 208]. Interessanterweise werden im
Krankheitsverlauf unterschiedliche Epitope des BP180 angegriffen [54]. Autoantiktrper
gegen BP230, auch BPAG1, ein 230kDa schweres intrazellulares Protein des
hemidesmosomalen Plaques [36], richten sich vor allem gegen dessen C-terminale
Domane [55, 171].

Desmosomale Cadherine wie Desmoglein 1 (Dsgl), Desmoglein 3 (Dsg3), Desmocollin 1
(Dscl) sorgen fur die gegenseitige Adhasion der epidermalen Keratinozyten (Zell-Zell-
Adhéasion) (siehe Abbildung 1.1). Dabei interagieren die extrazellularen Bestandteile
zweier gleicher Cadherine als Homodimere in trans-Stellung miteinander, wahrend deren
intrazellularen Domanen an desmosomale Plaqueproteine binden, welche wiederum
Kontakt zu intrazellularen Intermediarfilamenten herstellen [194]. Bestandteil der
intrazellularen desmosomalen Plagues sind auch Plakoglobin, Plakophillin, Desmoplakin

sowie Envoplakin und Periplakin (nicht dargestellt) [194].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der hemidesmosomalen und desmosomale Strukturproteine
der Haut.

Dargestellt sind lediglich Strukturproteine, gegen die im Rahmen von bullésen Autoimmundermatosen
Autoantikorper gebildet werden. Die hemidesmosomalen Zielantigene der Pemphigoiderkrankungen sind
hierbei in Blautdnen dargestellt. Autoantikdrper gegen Typ VII Kollagen sind mit Epidermolysis bullosa
aquisita assoziiert (rot). Die desmosomale Verbindung zweier Keratinozyten ist Zielstruktur der
Pemphiguserkrankungen und in Griinténen abgebildet. Abbildung entnommen aus Bieber et al. 2010 [33].

Die Desmogleine werden in der Epidermis differenziell exprimiert: In verhornender Haut
kommt Dsg3 nur in den unteren Schichten und Dsgl préadominant in den oberen,

schwacher auch den unteren Schichten vor; bei nicht-verhornender Haut findet sich Dsg3

in allen Schichten, wahrend Dsg1 nur in den oberen Anteilen exprimiert wird [9, 119].

verhomende Haut nichi-verhomende Haut

Abbildung 1.2: Differenzielle Desmoglein Expression in verhornender und nicht-verhornender Haut.
Abbildung erstellt nach Sitaru et al. 2004 [168] und Waschke 2008 [194].



1 Einleitung

Als Zielantigen des Pemphigus foliaceus wurde Dsgl identifiziert [63, 79]. Bei Patienten
mit Pemphigus vulgaris finden sich Anti-Dsg3- [8, 64, 79], bei Beteiligung der
verhornenden Haut des Integuments auch Anti-Dsgl-Autoantikorper [12, 57]. Dsgl
(160kDa) und Dsg3 (130kDa) sind transmembrandse glykosylierte Oberflachenproteine
der Keratinozyten, deren dreidimensionale Struktur Ca®*-abhangig reguliert wird [63, 64].
Autoantikérper gegen Dsgl und Dsg3 binden vor allem an Epitope des N-terminalen
extrazellularen Anteils beider Antigene [43, 115, 164].

Daneben weisen Pemphiguspatienten auch Autoantikdrper gegen mehr als 40 weitere
desmosomale (z.B. Desmocolline, Dsg4, Plakine, E-Cadherin) und nicht-desmosomale
Proteine (z.B. Acetylcholinrezeptoren, Annexine) auf [62, 74, 99, 131, 132].

In Abhangigkeit der Lokalisation der Blasenbildung und der Zielantigene werden
verschiedene epidermale und subepidermale blasenbildende Autoimmundermatosen,

welche in Tabelle 1.1 dargestellt sind, unterschieden [161, 162].

Tabelle 1.1: Zielantigene bulldser Autoimundermatosen*

Spaltbildung Erkrankung Autoantigen(e)

Pemphigus-Erkrankungen

Pemphigus vulgaris Dsg3, Dsgl

Pemphigus foliaceus Dsgl
epidermal,
desmosomale Envoplakin, Periplakin,
Zielantigene paraneoplastischer Pemphigus Desmoplakin | und Il, a2-Macroglobulin-likel,

Plektin, Dsg1, Dsg3, BP230

IgA-Pemphigus Dscl, Dsg3 (bei IgA Reaktivitét)

Pemphigoid-Erkrankungen

Bulléses Pemphigoid BP180 NC16A Domaéne, BP230

Pemphigoid gestationis BP180 NC16A Domaéane, BP230

BP180, Laminin 332
subepidermal, Schleimhautpemphigoid BP230, a6B4 Integrin, Laminin 311,
hemidesmosomale Typ Vi Kollagen
Zielantigene _ LAD-1 (I6sliche Ektodoméane von BP180),

Lineare IgA-Dermatose . .

BP230 (bei IgA Reaktivitat)

Anti-Laminin y1 / p200 Pemphigoid Laminin y1 (p200 Protein)

Lichen planus pemphigoides BP180 NC16A Domaéane, BP230
subepidermal, Epidermolysis bullosa aquisita Typ VI Kollagen
hemidesmosomale
Zielantigene Dermatitis herpetiformis Duhring Epidermale Transglutaminase

* Tabelle modifiziert nach Schmidt et al. 2011, Schmidt et al. 2013 und Sitaru et al. 2004 [161, 162, 168].
Fett hervorgehoben sind die hauptséchlich nachweisbaren Autoantigene.
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1.3.3 Pathophysiologie

1.3.3.1 Bulléses Pemphigoid

Die pathogenetische Bedeutung der Anti-BP180 Autoantikorper fur die Entstehung des
BP ist experimentell belegt. Jordan et al. wiesen 1967 erstmals mittels indirekter
Immunfluoreszenz Autoantikdrper gegen die subbasale Zone der Epidermis im Serum von
BP Patienten nach [93]. Entsprechend der Witebsky Kriterien (siehe Kapitel 1.2.1) gelang
Jahre spater der direkte Evidenzbeweis durch die Modellierung einer
pemphigoidahnlichen Erkrankung im neonatalen Maussystem nach passivem Transfer
von antimurinen-BP180-Antikérpern [113]. Mithilfe dieses Modells konnte im Verlauf auch
die Bedeutung der Komplementaktivierung, von neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen, Mastzellen, verschiedener Proteasen und reaktiver Sauerstoffspezies fir
die Blasenentstehung dargelegt werden [33].

Die primare Aktivierung des Komplementsystems und der Entzindungszellen scheint
durch die Keratinozyten selbst ausgeldst zu werden. In vitro gebundene Anti-BP180-
Autoantikbrper  stimulieren  Fc-Rezeptor-unabhéngig die Internalisierung des
transmembrandsen BP180 Glykoproteins, vermindern dessen Expression und fiihren zur
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-8 aus humanen
Keratinozytenkulturen [88, 158]. Die Chemokine fiihren u.a. zur Aktivierung des
Komplementsystems und Degranulation der Mastzellen mit konsekutiver Migration von
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten in die
Haut [33, 162]. Neben diesen beiden Interleukinen sind eine Vielzahl verschiedener pro-
(u.a. IL-1B, IL-4, IL-5, TNFa) und antiinflammatorischer Zytokine (u.a. IL-10) in der
Blasenflussigkeit von BP Patienten in erhohter Konzentration vorhanden [13, 152, 153].

Hinzukommen Fc-Rezeptor-abhangige Effekte, welche in vitro in Kryoschnittmodellen [71,
169], aber auch in verschiedenen Mausmodellen [33] gezeigt wurden. Nach Inkubation
von BP-Patienten-Serum auf Kryoschnitten humaner Haut zeigt sich subepidermal im
Bereich der dermo-epidermalen Junktionszone eine Separation, nachdem isolierte
Leukozyten gesunder Personen zugegeben wurden [71, 169]. Hierbei I6sen Anti-BP180-
NC16A-Autoantikorper, aber nicht Antikbrper gegen andere Epitope des BP180
Glykoproteins oder gegen BP230 eine Spaltbildung aus [169], wodurch NC16A als

pathogenetisch relevante Domane identifiziert werden konnte.

Letztlich fahrt die zunehmende Entziindungsreaktion in der Haut zur Freisetzung von
Proteasen und reaktiven Sauerstoffspezies aus den aktivierten Granulozyten. So spaltet
die von Granulozyten sekretierte Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) den al-Proteinase

Inhibitor, welcher nun nicht mehr die Neutrophilen Elastase (NE) hemmt [114]. Sowohl NE
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als auch MMP-9 spalten Peptidbindungen von Proteinen der dermo-epidermalen

Junktionszone und l6sen so die Blasenbildung aus [110].

Aktive Mausmodelle mit transgenen Mausen trugen zum Verstandnis der Rolle der
autoreaktiven CD4"-T-Zellen fur die Autoantikdrperproduktion bei. Zum einen konnte bei
Wildtyp Mausen durch wiederholte aktive Immunisierung mit murinem NC15A (&quivalent
zu humanem NC16A) [82], zum anderen durch den Transfer von autoreaktiven Anti-
BP180-NC16A-T-Lymphozyten [183] die Produktion von Anti-BP180 Antikbrpern mit
Blasenbildung in Mausen ausgelost werden. Letzteres Modell wurde mit immundefizienten
Rag2”/COL17 humanisierten Mé&usen, welche Splenozyten von Wildtyp-Mausen
transferiert bekamen, die zuvor mit einem humanen-COL17 Hauttransplantat immunisiert
wurden, durchgefiihrt [183]. Dabei zeigte sich, dass die Depletion der CD4"-T-Zellen vor
Transfer in die immundefizienten Rag2”’/COL17 humanisierten Mausen die Anti-BP180
Autoantikérperproduktion inhibiert [183], da diese autoreaktiven Anti-BP180-NC16A
CD4"-T-Lymphozyten uber CD40-CD40L Interaktion naive B-Zellen zur Anti-BP180-
NC16A IgG Produktion in vivo anregen [184]. Anti-BP180-NC16A IgE Autoantikdrper sind
ebenso pathogenetisch bedeutsam und unterstreichen die Bedeutung der Mastzellen und
Eosinophilen in der Pathophysiologie der Blasenentstehung [66, 210]. Patienten mit Anti-
BP180-NC16A IgE Antikérpern leiden unter schweren klinischen Verlaufen [58, 89], die in
Fallstudien gut auf die Therapie mit Omalizumab, einem monoklonalen IgE Inhibitor,

ansprechen [65].

Schlussendlich liefert auch die nachweisbare Korrelation von Antikoérperspiegel und
Krankheitsaktivitat klinische Evidenz fir die Schlisselrolle der Anti-BP180-Autoantiktrper
in der Pathogenese des BP [58, 157].

Im Gegensatz zu BP180 ist die pathogenetische Bedeutung von AutoantikGrpern gegen

BP230 trotz vielfaltiger experimenteller und klinischer Studien weiter unklar [162].

1.3.3.2 Pemphigus
Auch fur Anti-Dsgl- und Anti-Dsg3-Autoantikdrper ist die pathogenetische Bedeutung in
vitro und in vivo dargelegt wurden, wenngleich ihre Rolle in der Imnmunpathogenese des
Pemphigus bis heute auch umstritten ist [4]. Bereits in den 70er Jahren gelang es Schiltz
et al. in vitro mit IgG von Pemphigus-Patienten den Verlust der Zell-Zell-Adh&sion der
epidermalen Keratinozyten, Akantholyse genannt, in kultivierter humaner Haut auszultsen
[150] und nach Bindung der Autoantikdrper an kultivierte Keratinozyten, deren
Zelluntergang zu induzieren [151]. Im ersten passiven Mausmodell banden nach Injektion
von IgG von Pemphigus vulgaris-Patienten in neonatale BALB/c Mause die Antikdrper an
interzellulare epidermale Kontaktproteine und induzierten ebenso Akantholyse [14, 176].
11
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Spéater gelang es durch Affinitatsaufreinigung gegentiber chimaren Proteinen, bestehend
aus den extrazellularen Doménen von Dsgl oder Dsg3 zusammen mit der konstanten
Region (Fc) von IgG1, spezifische Anti-Dsgl- bzw. Anti-Dsg3-Autoantikdrper aus dem
Serum der Patienten zu entfernen [5, 6]. Danach konnte mit diesem Serum im passiven
Mausmodell jeweils keine intraepidermalen Blasenbildung ausgeldst werden [5, 6]. Dabei
erwiesen sich sowohl in vivo [7] als auch in vitro [32] die Autoantikorper gegen die N-
terminale Domane des Dsg3 als pathogenetisch relevant. Auch der diaplazentare passive
Transfer von maternalen Anti-Dsgl- und/oder Anti-Dsg3-Autoantikérpern wahrend der
Schwangerschaft, welcher beim Neugeborenen zum neonatalen Pemphigus foliaceus
oder vulgaris fuhrt, liefert direkte Evidenz fir die pathogenetische Bedeutung dieser
Autoantikérper [19, 77, 190].

Zum Studium der Rolle der T- und B-Zellen in der Effektorphase der
Krankheitsentstehung steht ein aktives Mausmodell von Amagai und Kollegen zur
Verfugung. Dabei immunisierten sie Dsg3-defiziente Mause mit Dsg3, sodass sich
autoreaktiven Immunzellen bilden konnten und transferierten anschlieRend die
Splenozyten dieser Mause in immuninkompente Rag2” Mause, welche Dsg3 exprimierten
[11]. Der anhaltende Toleranzverlust der T- und B-Zellen fiihrte zur kontinuierlichen
Produktion von Anti-Dsg3-Antikorper, woraufhin sich instabile Blasen und Erosionen in
den Schleimhauten der Rag2” Méuse ausbildeten [182].

Klinische Evidenz fur die pathogenetische Schlisselrolle findet sich durch Korrelation der
Anti-Dsgl bzw. Anti-Dsg3-Antikdrper mit der Krankheitsaktivitat im Individuum [78, 87,
154].

Die Bedeutung aller weiteren gefunden Autoantikérper (z.B. gegen Dsg4, Desmocolline,
E-Cadherin, Acetylcholinrezeptoren etc.) fur die Pathophysiologie ist noch weitgehend
unklar: So konnte eine alleinige Pathogenitat der mit Dsgl kreuzreagierenden
Autoantikdrper gegen Dsg4 und E-Cadherin nicht belegt werden [62, 127]. Andererseits
fuhrte IgG von Patienten, welches von Anti-Dsgl1-Antikdrpern befreit wurde, nach passiver
Immunisierung in Dsg3-defizienten Mausen dennoch zur Blasenentstehung [133]. Fir
diesen Effekt werden unter anderem die Autoantikdrper gegen Acetylcholinrezeptoren der
Keratinozyten verantwortlich gemacht [74]. So losen Anti-a9-Acetylcholinrezeptor
Antikorper in vitro Pemphigus-&hnliche Akantholyse aus, welche durch die Gabe von
Carbachol, einem Cholinagonist, riickgédngig gemacht werden kann [131]. Andererseits
erzeugen isolierte Antikdrper gegen Pemphaxin, ebenso ein Acetylcholinrezeptor, alleine

keine Blasenbildung in vivo [132].
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Im Vordergrund der Blasenentstehung stehen Akantholyse und Apoptose der
Keratinozyten. Im Gegensatz zum BP laufen diese Prozesse ohne begleitende
Entziindungsreaktion ab. Obwohl C3 Ablagerungen in der Haut der Patienten gefunden
werden [94], ist keine Komplementaktivierung oder Leukozyteninfiltration zur Spaltbildung
in vivo notwendig [15, 170]. Generell werden zwei verschiedene Mechanismen der
Storung der desmosomalen Adhéasion nach Bindung der Anti-Dsgl- bzw. Anti-Dsg3-
Antikdrper beschrieben [194]: Zum einen direkte Effekte durch Blockierung der adhasiven
N-terminalen Doméane der Desmogleine mit sterischer Behinderung der trans-Interaktion
der Homodimere, welche bisher nur fur Dsg3 nachgewiesen wurden [81, 181, 195]. Zum
anderen indirekte Einflisse auf vielfaltige intrazellulare Signalwege, welche die Zell-Zell-
Adhasion herunter regulieren und Apoptose induzieren kénnen. Zu diesen verschiedenen
Signaltransduktionswegen zéhlen u.a. Aktivierung von Phospholipase C mit konsekutivem
intrazellularem Ca®* Anstieg [119, 120], Phosphorylierung von p38-mitogenaktivierter
Proteinkinase (p38MAPK) und Hitzeschockprotein HSP27 [28, 29, 27, 107], p38-MAPK
abhangige Inaktivierung von Rho A GTPase [174, 196] sowie Aktivierung von Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) und c-Src-Tyrosinkinase [45].

Es resultieren Effekte auf die Desmosomen selbst wie z.B. Depletion desmosomaler
Komponenten von der Zelloberflache, Internalisierung und lysosomale Zersetzung von
Dsg3 oder Relokalisierung von Plakoglobin und Desmoplakin [16, 42, 149, 196, 199, 201].
Parallel dazu wird die Dysorganisation des intrazellularen Zytoskeletts, auch
Zytokeratinretraktion genannt, beobachtet, wobei sich Aktine, Keratine wie auch
Mikrotubuli von den interzellularen Zell-Zell-Verbindungen l6sen und perinuklear
ansammeln [28, 41, 42, 45, 196, 198, 199]. All diese Veranderungen fuhren zur
Schrumpfung der Keratinozyten mit Verlust der Zell-Zell-Kontakte (Akantholyse). Es war
umstritten, ob die Autoantikérper selbst Uber Signaltransduktion oder erst die
akantholytischen Zellschaden den programmierten Zelltod, die Apoptose, auslésen [194].
In vitro Modellen konnten neben Kernfragmentierung, die Expression zahlreicher pro-
apoptotischer Molekile wie Fas, FasL, p53, Caspase 3 und Suppression Anti-
apoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder FLIP, nachgewiesen werden [23, 45, 69, 134, 139,
192]. Dabei scheint die Apoptose der Keratinozyten sekundar zur Akantholyse aufzutreten
[25, 107, 156, 159]. So fiuhrte die Inkubation mit IgG von Pemphigus vulgaris Patienten in
kultivierten Keratinozyten zum Verlust der Zell-Zell-Adh&sion mit Retraktion der
Zytokeratine ohne Hinweis auf apoptotische Vorgange wie Spaltung des proapoptotischen

Enzyms Caspase-3 oder Fragmentierung des Zellkerns [156].
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1.3.4 Klinik
Im Folgenden werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die klinischen Symptome
des Bullésen Pemphigoids und des Pemphigus vulgaris bzw. foliaceus umrissen:

1.3.4.1 Bulléses Pemphigoid

Die Lokalistation der Spaltbildung erklart die klinische Préasentation der blasenbildenden
Autoimmundermatosen. Bei den subepidermal bullésen Autoimmundermatosen, bei
denen die Spaltbildung zwischen Epidermis und Dermis verlauft, entstehen pralle Blasen,
da das Blasendach alle Epidermisschichten umfasst und somit recht dick ist [162]. Die
Blasen sind mit serdser Flussigkeit gefullt, kénnen mehrere Tage persistieren und
verursachen sekundar Erosionen, Krusten und Narben. Sie sind vorwiegend an den
Beugeseiten der Extremitaten sowie Uber dem Abdomen lokalisiert und werden haufig von
einem Erythem begleitet (siehe Abbildung 1.3) [162]. In 10 bis 20% der Féalle kénnen auch
orale Schleimhautldsionen beobachtet werden [155]. Fast alle Patienten mit BP leiden
bereits Wochen bis Monate vor Blasenentstehung unter starkem Juckreiz, in einigen
Fallen prodromal begleitet durch ekzematdse, papuldse oder urtikarielle Plagues [162]. In

manchen Patienten bleiben diese nicht-bullésen Varianten auch dauerhaft erhalten [155].

%
g n

Abbildung 1.3: Klinische Prasentation des Bullésen Pemphigoids.

(A) Pralle, mit serdser Fliissigkeit gefiillite Blasen auf erythematésem Grund am Arm einer Patientin. (B,C) Es
zeigen sich nebeneinander Erythem und pralle Bullae (Priméreffloreszenzen) sowie Erosionen und Krusten
(Sekundareffloreszenzen). (A-C) Bilder zur Verfligung gestellt von PD Dr. med. Kirsten Jung.
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1.3.4.2 Pemphigus

Bei den Pemphiguserkrankungen verlauft die Spaltbildung innerhalb der Epidermis,
woraus ein dunnes, instabiles Blasendach resultiert. Es entstehen schlaffe Blasen, die
leicht zerreil3en und Erosionen hinterlassen (siehe Abbildung 1.4). So imponieren beim
Pemphigus vulgaris klinisch haufig nur Erosionen und selten schlaffe Blasen. Da das
Zielantigen des Pemphigus vulgaris Dsg3 in Schleimhauten im Vergleich zur verhornten
Haut in allen Epidermisschichten exprimiert wird [119], sind vordergrindig die
Schleimhéaute betroffen (Mukosa-dominante Form); nur bei gleichzeitigen Vorliegen von
Anti-Dsgl Autoantikbrpern kommt es auch zur Beteiligung der Haut des Integuments

(Mukokutane Form) [12]. Beim Pemphigus foliaceus (Dsgl als Zielantigen) finden sich

fast ausschlieRlich nur noch Erosionen ohne Blasen, die Schleimhaute sind immer frei
[12, 161].

Abbildung 1.4: Klinische Préasentation der Pemphiguserkrankungen.

(A) Multiple Erosionen der oralen Schleimhaut als typische Manifestation des Pemphigus vulgaris; die
Autoantikdrper sind gegen Dsg 3 gerichtet. (B) Scharf begrenzte erythematése Plaques mit Schuppenbildung
ohne erkennbare Blasenbildung als Manifestation des Pemphigus foliaceus am Oberkérper eines Mannes; die
Autoantikorper sind gegen Dsg 1 gerichtet. (C) Detailaufnahme einer scharf begrenzten Erosion nach
schneller Ruptur der schlaffen Blasen des Pemphigus foliaceus. (A, C) Bilder zur Verfliigung gestellt von PD
Dr. med. Kirsten Jung; (B) entnommen von Altmeyer, Enzyklopéadie der Dermatologie, 2011 [3].
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1.3.5 Diagnostik

1.3.5.1 Histopathologie

Die histopathologische Untersuchung zeigt die bulldse Dermatose mit Hohe der
Spaltbildung (intra- versus subepidermal) und das AusmaR der Infiltration mit
Entzindungszellen im Gewebe (siehe Abbildung 1.5). So ist beispielsweise beim BP die
subepidermale Spaltbildung mit einer reichen Infiltration eosinophiler Granulozyten in
Dermis und Blasenlumen assoziiert [168]. Beim Pemphigus vulgaris findet sich die
intraepidermale Spaltbildung unmittelbar suprabasal, beim Pemphigus foliaceus innerhalb
des Stratum granulare [194]. Fur die Histopathologie muss eine mdglichst frische Blase
(vollstandig oder partiell) mit Ubergang in die gesunde Haut biopsiert, in Formalin fixiert

und beispielsweise mit Hamatoxilin/Eosin angefarbt werden.

Abbildung 1.5: Histopathologie von blasenbildenden Autoimmundermatosen

(A) zeigt eine lasionale Hautbiopsie mit subepidermaler Blasenbildung entlang der dermo-epidermalen
Junktionszone und dichtem Infiltrat eosinophiler Granulozyten als typische histopathologische Befunde beim
BP; H&E, x40. (B) und (C) stellen die intraepidermalen Spaltbildungen der Pemphiguserkrankungen dar.
Aufgrund der unterschiedlichen Expression von Dsg 1 und Dsg 3 in verhornter Epidermis kommt es beim
Pemphigus foliaceus (B) zur subkornealen Spaltbildung (Zielantigen Dsgl), wahrend beim Pemphigus
vulgaris (C) die Trennung suprabasal verlauft (Zielantigen Dsg3). (A) entnommen von Schmidt et Zillikens,
2013 [162]; (B, C) entnommen von Bieber et al. 2010 [33].
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1.3.5.2 Direkte Immunfloreszenz

Der Goldstandard zur Diagnostik von AIBD (versus anderer bulléser Dermatosen) ist die
direkte  Immunfluoreszenz, mit der gewebsgebundene Autoantikbrper und
Komplementfaktoren wie C3 in der Haut/Schleimhaut der Patienten nachgewiesen
werden kénnen [161]. Dazu wird gesund erscheinende Haut in der Umgebung von Blasen
(perilasional) biopsiert und nativ mit flissigem Stickstoff fixiert. Im Bereich der Blase
selbst sind die Autoantikbrper bzw. Komplementfaktoren meist durch die
Entzindungsreaktion zerstort und nicht mehr nachweisbar [168]. Zur Darstellung werden
fluoreszenzmarkierte Anti-Human-1gG/IgA bzw. Anti-C3 Sekundarantikdrper verwendet.
Das Fluoreszenzmuster erlaubt dann die Unterscheidung von subepidermalen
blasenbildenden Autoimmundermatosen und Pemphiguserkrankungen [161]. Wahrend
bei den subepidermalen blasenbildenden Autoimmundermatosen lineare Ablagerungen
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone zu finden sind, entstehen beim Pemphigus
interzellulare (netzférmige) epidermale Ablagerungen (siehe Abbildung 1.6) [168]. Bei der
Dermatitis herpetiformis Duhring visualisieren sich granulare IgA-Ablagerungen in den
Papillenspitzen der Dermis [168].

Abbildung 1.6: Direkte Immunfluoreszenz.

Durch fluoreszenzmarkierte Anti-human-lgG Antikdrper kann die Ablagerung von IgG in
der Haut dargestellt werden. (A) Bulldses Pemphigoid mit linearer 1IgG Ablagerung
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone (Pfeile); entnommen von Schmidt et
Zillikens, 2013 [162]. (B) Pemphigus foliaceus mit interzelluldarer (netzférmiger)
Ablagerung zwischen den epidermalen Keratinozyten; entnommen von Yuen et Yau,
2012 [203].
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1.3.5.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Fur den Nachweis von Autoantikdrpern im Serum der Patienten wird die indirekte
Immunfluoreszenz (IIF) eingesetzt. Die Inkubation der Serum- oder Plasmaproben auf
Zielgeweben ermdglicht die Bindung spezifischer Autoantikdrper, welche durch
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper sichtbar gemacht werden. Fir die subepidermal
blasenbildenden Autoimmundermatosen wird dafir mit 1M NaCl-Losung gespaltene
humane Haut verwendet [97]. In Abhangigkeit des Zielantigens kann hierdurch eine
Bindung der Autoantikdrper an Blasendach (BP180, BP230) und Blasenboden (Laminin
y1/p200, Laminin 332, Typ VII Kollagen) unterschieden werden und hinweisend auf die
korrespondierende Erkrankung sein (siehe Abbildung 1.7) [161, 162]. FUr das Screening
auf Pemphigus oder Dermatitis herpetiformis Duhring assoziierte Autoantikérper wird als
sensitivstes Substrat Affendésophagus verwendet [161]. Dabei binden Anti-Dsg3 bzw. Anti-
Dsgl-Antikdrper mit einem interzellularen Muster an der Epidermis [168] (siehe
vergleichbare direkte Immunfluoreszenz Abbildung 1.6 B). In der IIF von Dermatitis
herpetiformis Duhring Patienten finden sich keine epidermalen oder dermalen
Autoantikdrperablagerungen, sondern IgA-Antikdrper gegen Endomysium in der Tunica

muscularis des Affendsophagus [168].

Abbildung 1.7: Indirekte Immunfluoreszenz der subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen
mittels humaner Spalthaut.

Durch Nutzung von mit 1 M NaCl Losung gespaltener humaner Haut kénnen die subepidermal
blasenbildenden Autoimmundermatosen weiter differenziert werden. (A) Autoantikdrper gegen BP180, BP230
und a6fB4-Integrin binden am Blasendach. (B) Autoantikdrper gegen Laminin y1/p200, Laminin 332 und
Typ VII Kollagen binden am Blasenboden. (A, B) entnommen von Schmidt et Zillikens, 2013 [162].
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1.3.5.4 Bestimmung der Zielantigene
Die exakte Bestimmung des Zielantigens kann mittels ELISA oder Immunoblot erfolgen.
Fast alle Patienten kdnnen heute serologisch diagnostiziert werden (siehe Vielfalt der

beschriebenen relevanten Zielantigene in Tabelle 1.1) [161].

In Kurze: Zur Diagnostik des BP kdnnen zirkulierende IgG-Autoantikbrper gegen BP180-
NC16A und BP230 mit kommerziell erwerblichen ELISA Systemen in 80-90% bzw. 60-
70% der Patienten nachgewiesen werden [101, 167, 202, 207]. Die IgG-Antikorper gegen
BP180-NC16A zeigen eine Pradominanz der IgG4-Subklasse [58]. Weiterhin finden sich
mehrzahlig bei BP Patienten auch IgA- und IgE-Autoantikdrper [58, 89, 100].

Fur den Nachweis von Anti-Dsgl-, Anti-Dsg3- und Anti-Envoplakin-Antikdrpern existieren
ebenso sensitive und spezifische kommerzielle ELISA Testsysteme [10, 136, 154].
Ebenso wie beim BP finden sich auch bei Pemphigus foliaceus und vulgaris neben IgA-,
IgE- mehrheitlich spezifische 1gG4-Autoantikorper, die mutmallich fir den Anstieg des
IgG4-Gesamtspiegels im Serum der Patienten verantwortlich sind [32, 70, 173]. Seltenere
Autoantikdrper (z.B. gegen Periplakin fir paraneoplastischen Pemphigus, Laminin 332 fir
Schleimhautpemphigoid oder Typ VII Kollagen fur EBA) werden durch nicht kommerzielle
ELISAs oder Immunoblots mit Antigenextrakten kultivierter humaner Keratinozyten
nachgewiesen [161]. Bei Dermatitis herpetiformis Duhring lassen sich die IgA-
Autoantikérper gegen epidermale und gewebsstandige Transglutaminase mittels ELISA
bestimmen [161].

Wie oben erwahnt korreliert die Hohe der Autoantikdrperspiegel im Falle von BP180 (beim
Bullosen Pemphigoid), Dsg3 (beim Pemphigus vulgaris) und Dsgl (beim Pemphigus
foliaceus) mit der Krankheitsaktivitat [58, 78, 87, 157, 154] und kann deswegen zum
Monitoring des Krankheitsverlaufes genutzt werden [161].

Die Pravalenz der Pemphigus- und Pemphigoid assoziierten Autoantikdrper in Gesunden
ist bislang anhand kleiner mitgefihrter Kontrollgruppen zumeist bei der Neuentwicklung
der ELISA oder Immunoblot Testverfahren dargestellt wurden. Dabei variiert die
publizierte Pravalenz von Antikérpern gegen Dsgl zwischen 0 und 0,7%, Dsg3 zwischen
0 bis 0,2%, BP180 zwischen 0 bis 57 % und BP230 zwischen 0 bis 9% [34, 53, 87, 98,
101, 154, 167, 202, 207].
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1.4 Entwicklung der Zielstellungen

Fur verschiedene Autoimmunkrankheiten (z.B. SLE, RA) ist bekannt, dass pathogen
relevante Autoantikérper schon Jahre vor den ersten Symptomen und der
Diagnosestellung im Serum der Patienten gefunden werden [1, 17, 61, 142]. Folglich ist
anzunehmen, dass auch Autoantikérper der blasenbildenden Autoimmundermatosen der
entsprechenden Krankheit vorrausgehen und in Gesunden nachweisbar sind. Die
Pravalenz der Pemphigoid- und Pemphigus-assoziierten Autoantikérper in Gesunden ist
bislang nicht systematisch untersucht worden. Publizierte Haufigkeiten wurden nur in
kleinen mitgefuhrter Kontrollgruppen zumeist bei der Neuentwicklung von ELISA
Testverfahren ermittelt. Dadurch sind die angegebenen Frequenzen teils widerspriichlich,
eine valide Basis zur Interpretation positiver Antikérpertests in der klinischen Praxis fehit.

Vielfaltige klinische Studien haben das Uberzuféllig haufige gleichzeitige Auftreten
verschiedener Autoimmunkrankheiten innerhalb eines Patienten belegt [35, 47, 108, 147,
172, 186]. Zusatzlich ist auch die Antikoérperbildung gegen andere spezifische
Autoantigene in bereits erkrankten Autoimmunpatienten beobachtet worden [74, 178,
194]. Noch unklar ist jedoch, ob auch klinisch Gesunde dazu neigen, verschiedene
krankheitsspezifische Autoantikorper wie z.B. Antinukledre Antikérper (ANA), Anti-CCP,
Anti-TPO oder Anti-PCA, gleichzeitig (kookkurrent) zu bilden. Falls auch in Gesunden
spezifische Autoantikdrper Uberzuféllig haufig Uberlappend zu finden sind, wéare dies
hinweisend auf eine Ubergeordnete Kontrolle des Toleranzverlustes. Da ANA zu den am
haufigsten in Gesunden nachgewiesenen Autoantikdrpern [112, 148, 177] z&hlen,
konnten Uberlappungsanalysen zwischen ANA und selteneren Autoantikbrpern

durchgefuhrt werden.

1.4.1 Ziele der Arbeit
Aus den zuvor geschilderten bisher unbeantworteten Aspekten ergeben sich folgende

Zielstellungen fir diese Arbeit:

1. Die Bestimmung von Pemphigoid- und Pemphigus-assoziierten Autoantikdrpern in
einer grof3en Kohorte gesunder Blutspender, um eine systematische Untersuchung
zu ermaoglichen.

2. Die Bestimmung weiterer krankheitsspezifischer Autoantikorper (Anti-CCP, AAK
gegen endokrine Organe, ANCA) in Gesunden, als Grundlage fur die
Uberlappungsanalyse.

3. Die Untersuchung der Kookkurrenz verschiedener Autoantikérper in Gesunden, um
Hinweise auf eine gemeinsame Kontrolle des Toleranzverlustes zu gewinnen. Dazu
sollen die Frequenzen der Autoantikorper gegen BP180/230, Dsgl1/3, CCP, TPO,

PCA und ANCA in ANA Positiven und ANA Negativen verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik

Diese Studie wurde durch die lokale Ethikkomission genehmigt und entsprechend der
Deklaration von Helsinki durchgefuihrt. Alle Blutspender wurden Uber die Verwendung der
Blutproben fir diese Studie vor Blutenthahme muindlich und schriftlich aufgeklart und
unterschrieben eine Einverstandniserklarung. Aufgrund der Einschrankung des
Ethikvotums wurden alle Proben sofort nach Entnahme anonymisiert und eindeutige

Identifikationsnummern vergeben.

2.2 Blutproben

Fur diese Arbeit wurden im Zeitraum August 2010 bis Marz 2011 insgesamt 10.155
Blutproben gesunder Blutspender in Zusammenarbeit mit Jasper Priimann gesammelt.
Prof. Siegfried Gorg und Dr. David Juhl ermdglichten die Sammlung der Vollblutproben
regularer Blutspender des Instituts fir Transfusionsmedizin, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein in Lubeck und Kiel; ebenso Prof. Reinhard Henschler fir das Institut
fur  Transfusionsmedizin  und Immunhamatologie, Deutsches Rotes Kreuz

Blutspenderservice Baden-Wirttemberg - Hessen, Goethe-Universitat in Frankfurt/Main.

Zur Vermeidung doppelter Testungen aufgrund der Anonymisierung wurden Blutproben
regelmafiger Spender innerhalb von acht Wochen, dem kirzesten Blutspendeintervall fur
Manner, gesammelt. Alle weiteren Proben stammten von Neuspendern, somit Personen,
die zum ersten Mal in dem entsprechenden Institut Blut spendeten. Das Alter aller
Blutspender lag zwischen 18 und 68 Jahren (39,9 + 14,3 Jahre) und bezogen auf
Neuspender zwischen 18 und 60 Jahren (27,4 + 10,6 Jahre).

Vor jeder Blutentnahme wurde unter arztlicher Kontrolle die Spendetauglichkeit mittels
Anamnese, orientierender korperlicher Untersuchung und Laboratoriumsdiagnostik unter
Beachtung der Einschluss-, sowie dauerhaften und zeitlich begrenzten
Ausschlusskriterien festgestellt (siehe Anhang Abschnitt 7.3) [38]. In Deutschland sind nur

gesunde Personen im Alter von 18 - 68 Jahren berechtigt, Blut zu spenden [38].

Bis zur Aufbereitung wurden die Proben in EDTA-Monovetten (Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht, Deutschland) bei 4°C gelagert und transportiert. Zur Gewinnung von
Blutplasma wurde das Vollblut 7min bei Raumtemperatur und 2500xg (Heraeus Sepatech
Megafuge 1.0 R) zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und aliquotiert. Jedes Aliquot
wurde mit der Identifikationsnummer des Spenders versehen. Alle Plasmaproben wurden

bei -20°C gelagert.
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2.3 Prinzip der Indirekten Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz (IIF) gilt als Standardtechnik fir den in vitro Nachweis von
Autoantikbrpern im humanen Plasma oder Serum. In einem ersten Schritt wurden die
Patientenproben mit dem Substrat inkubiert, sodass spezifische Antikdrper der Klasse
IgG, IgA und IgM an die dargebotenen Antigene binden konnten. Gefrierschnitte von
Zielgeweben prasentierten eine Vielzahl von Antigenen. Monospezifische Substrate wie
Antigen-Dots bzw. Antigen-exprimierende Zellen ermdglichten eine Differenzierung der
Zielantigene. Zur Detektion gebundener Antikérper wurden Fluorescein-markierte
Sekundarantikorper (Anti-Human-IgG oder Anti-Human-lgAGM) eingesetzt. Die Antikorper
waren morphologisch punktgenau wie das korrespondierende Antigen lokalisiert; fur jeden
Antikorper ergab sich folglich ein charakteristisches Fluoreszenzmuster [211]. Diese
Muster erlaubten eine visuelle Diskriminierung verschiedener Antikorper. Durch die
Kombination verschiedener Substrate auf einem Testfeld (Biochip-Mosaik) konnten
unterschiedliche Antikorper gleichzeitig untersucht werden. Bei negativem Befund lief3
sich die Prasenz einer Vielzahl von Antikdrpern ausschlie3en. Somit war die IIF Testung
auch als Screeninguntersuchung fur Antikdrper gegen Hautstrukturproteine geeignet.

2.4 Autoantikorper gegen Hautstrukturproteine

2.4.1 Screening mittels Indirektem Immunfluoreszenz Assay

Insgesamt wurden 7.063 Blutspender auf die Prasenz von AntikGrpern gegen
Hautstrukturproteine durch die Doktorandin personlich untersucht. Fir die qualitative in
vitro Bestimmung von Pemphigus- (Dsgl, Dsg3) und Pemphigoid-assoziierten (BP180,
BP230) Autoantikdrpern konnte durch Unterstitzung von Prof. Winfried Stocker das
kommerziell erwerbliche indirekte Immunfluoreszenz Testsystem Dermatologie-Mosaik 7
(Euroimmun AG, Libeck) verwendet werden. Das Biochip-basierte Verfahren enthielt pro
Objekttrager zehn Reaktionsfelder mit sechs verschiedenen Substraten: Osophagus
(Affe), Spalthaut (Affe), flachig aufgetragenes rekombinantes tetramerisches BP180-
NC16A sowie transfizierte HEK293 Zellen, welche rekombinantes BP230gC, Dsgl oder
Dsg3 exprimierten [52].

Der Assay wurde nach Standardprotokoll des Herstellers durchgefiihrt; fast alle
benétigten Verbrauchsmaterialien befanden sich in der Testpackung. Folgende
Materialien waren nicht enthalten: Ampuwa Spullésung (Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg), Reagenztrager Titerplane (Euroimmun AG, Lubeck). Zun&chst
wurden die Plasmaproben im Verhaltnis 1:10 mit PBS-Tween verdiinnt. Die Herstellung
von PBS-Tween erfolgte mit 11 Ampuwa Spullésung, 1 Packung ,Salz fur PBS pH 7,2°

und 2ml Tween 20 unter 20min rihren bis der Puffer schlierenfrei war. Je 30ul der
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verdinnten Proben wurden bei Raumtemperatur fir 30min auf den Objekttrégern mit den
Substraten inkubiert (siehe Abbildung 7.1 im Anhang). Die Verwendung des
Reagenztragers Titerplane, welcher die Objekitrager komplementéar verschlieft,
ermoglichte den gleichzeitigen Inkubationsstart aller Proben und verhinderte die
Verdunstung der Flussigkeiten. Jeder Testansatz beinhaltete auch gebrauchsfertige
Positiv- (1. Anti-desmosomal; 2. Anti-hemidesmosomal) und Negativkontrollen. Nach der
Inkubation wurden die Objekttrager im Schwall mit PBS-Tween abgespdilt und fir 5min in
einer Kivette mit Hilfe eines Rotationsschittlers in PBS-Tween gewaschen
(1. Waschschritt). Zum Nachweis gebundener Antikdérper wurde je Feld 25l
lichtempfindliches Fluorescein-markiertes Anti-Human-IgG (Ziege) aufgetragen und
erneut fir 30min bei Raumtemperatur unter Vermeidung direkter Sonneneinstrahlung
inkubiert. Es folgte ein zweiter Waschschritt (siehe oben). Nach dem Eindecken der
Objekttrager mit Glycerol und Deckglas erfolgte die Beurteilung der Fluoreszenz am
EUROStar Il Plus Fluoreszenzmikroskop (Euroimmun AG, Libeck) mit 20x Objektiv.

Spezifische Fluoreszenz bei der Verdinnung von 1:10 wurde, wie im Testprotokoll
empfohlen, als positiv bewertet (Abbildung 2.1). Zum Erlernen der spezifischen
Fluoreszenzmuster wurden vor Analyse der Blutspender einzelne Proben von Patienten
mit klinisch manifesten bullésen Autoimmundermatosen (Bulldses Pemphigoid,
Pemphigus vulgaris, Epidermolysis bullosa aquisita) mit diesem Testsystem untersucht.
Lineare IgG-Ablagerung in der dermo-epidermalen Junktionszone des Osophagus,
epidermale IgG-Ablagerung in der Spalthaut, Anti-BP180 und/oder Anti-BP230 Reaktivitat
sind typische IIF Eigenschaften des BP (Abbildung 2.1, A-D) [168]. Interzellulare
epidermale 1gG-Ablagerung im Osophagus, sowie Anti-Dsgl und/oder Anti-Dsg3
Reaktivitdt werden den Pemphiguserkrankungen zugeordnet (Abbildung 2.1, E-G) [168].
Alle Plasmaproben mit positiver spezifischer Fluoreszenz, ebenso wie Positiv- und
Negativkontrollen des entsprechenden Testansatzes, wurden am Mikroskop Olympus BX
40 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) im Autoimmunlabor der Kilinik fir
Dermatologie, UKSH Libeck fotografisch dokumentiert. Dazu wurden die Kamera
ProgRes C10”“ (Jenoptik AG, Jena) und die Fotosoftware ProgRes Capture Pro 2.1
(Jenoptik AG, Jena) genutzt.
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Abbildung 2.1: Pemphigoid- und Pemphigus-typische indirekte Immunfluoreszenzmuster.

Das Screening zum Nachweis von Autoantikdrpern gegen Hautstrukturproteine wurde mittels Biochip
basiertem IIF Mosaik durchgefuhrt. Hier dargestellt sind Gewebeschnitte aus Primatendsophagus (A, D),
antigentragende Felder mit rekombinantem BP180-NC16A (B) und transfizierte HEK293 Zellen, welche
BP230gC (C), Dsgl (E) oder Dsg3 (F) exprimieren. Lineare IgG-Ablagerung in der dermo-epidermalen
Junktionszone des Osophagus (A), Anti-BP180 (B) und/oder Anti-BP230 (C) Reaktivitéat sind typische IIF
Muster des Bullésen Pemphigoid. Interzellulare epidermale IgG-Ablagerung im Osophagus (D), Anti-Dsgl (E)
und/oder Anti-Dsg3 (F) Reaktivitat werden den Pemphiguserkrankungen zugeordnet. Alle Fotos stammen von
positiven Proben der hier untersuchten Kohorte.

2.4.2 Evaluation mittels ELISA

Alle IIF positiven Proben mit Nachweis von Autoantikdrpern gegen rekombinante
Hautstrukturproteine wurden mit entsprechenden ELISAs evaluiert. Zeigte eine Probe z.B.
eine positive Anti-BP180 Reaktion in der IIF, so wurde sie zusétzlich mit dem Anti-BP180-
NC16A-ELISA (Euroimmun AG, Lubeck) untersucht. Zur quantitativen in vitro
Bestimmung von IgG-Antikérpern dienten der Anti-BP180-NC16A-ELISA, Anti-BP230-CF-
ELISA, Anti-Dsg-1-ELISA und Anti-Dsg3-ELISA (alle Euroimmun AG, Lubeck).
Ausgewahlte Testcharakteristika dieser ELISA-Testsysteme sind anhand der Angaben
des Herstellers in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Ein positiver Antikrpernachweis wurde
als Uberschreitung der unteren Nachweisgrenze definiert. Die im Protokoll empfohlenen
Cut-Offs fur die Diagnose blasenbildender Autoimmundermatosen wurden bewusst nicht
berticksichtigt, da in dieser Arbeit keine Krankheit diagnostiziert werden sollte.

Ferner wurden fur jedes der relevanten Antigene eine vergleichbare Anzahl an IIF

Negativen auch im ELISA getestet, um die Auswertung der IIF Mikroskopie zu validieren.
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Tabelle 2.1: Testcharakteristika der verschiedenen ELISA-Testsysteme.

ELISA Anti-BP180-NC16A Anti-BP230-CF Anti-Dsgl Anti-Dsg3
untere Nachweisgrenze 0,6 RE/ml 1,0 RE/ml 0,5 RE/ml 0,3 RE/ml
Linearitat* 10 - 199 RE/ml 17 - 190 RE/ml 9-197 RE/mI 14 - 195 RE/ml
Reproduzierbarkeit
Intra-Assay-
o ) s 1,2 - 3,0% 3,0-5,0% 3,1-4,0% 2,6 -5,9%
Variationskoeffizent**
Inter-Assay-
o . M 2,6 - 4,8% 3,4-6,8% 3,7-6,0% 3,3-6,1%
Variationskoeffizient**

* Linearitat durch vier serielle Verdiinnungen sechs verschiedener Serumproben bestimmt; mindestens im
angegebenen untersuchten Bereich linear. ** Variationskoeffizienten liegen vier verschiedene Serumproben
fir Anti-BP180-ELISA, Anti-BP230-ELISA (bzw. drei fir Anti-Dsgl-ELISA, Anti-Dsg3-ELISA) zugrunde. °
Ermittelt durch 20 Bestimmungen in einem Testansatz. * Ermittelt durch jeweils vier Bestimmungen in sechs
verschiedenen Testansétzen.

Das Standardprotokoll des Herstellers galt fiir alle vier Assays (siehe Abbildung 7.2 im
Anhang). Fast alle benétigten Verbrauchsmaterialien befanden sich in den
Testpackungen. Die Assays ermdglichten das einzelne Bestiicken der Rahmenplatten mit
der bendétigten Anzahl an Reagenzgefalen. Zu Beginn wurden die 1:101 mit Probenpuffer
verdinnten Plasmaproben sowie gebrauchsfertige Positiv- und Negativkontrollen zu je
100ul in einzelne Antigen-beschichtete Reagenzgefalie pipettiert. Um eine quantitative
Auswertung zu ermdglichen, wurden pro ELISA-Platte drei Kalibratoren (2, 20 und 200
RE/mI  humanes IgG) verwendet. Jede Probe wurde nur einmal getestet
(Einzelbestimmung). Die Probeninkubation fand bei Raumtemperatur fiir 30min unter
Verschluss der Platten mit ELISA/EIA-Verschlussfolie statt.

Danach folgte der 1. Waschschritt: Dafiur wurde der mitgelieferte Waschpuffer zunachst
1:10 mit Aquadest (Apotheke UKSH, Lubeck) verdinnt. Nach Entleerung der
Reagenzgefalle folgten drei Waschzyklen. Pro Zyklus wurden je 300pl verdinnter
Waschpuffer fur 30-60s inkubiert und danach ausgeschittet. Nach dem dritten Zyklus
wurde die Mikrotiterplatte mit Offnung nach unten kraftig auf FlieRpapier ausgeschlagen,
um Flissigkeitsreste zu vermeiden.

Zur Detektion gebundener Antikdrper wurden anschlieRend 100ul Peroxidase-markiertes
Anti-Human-1gG (Kaninchen) in die einzelnen Reagenzgefalie pipettiert und erneut fur
30min bei Raumtemperatur unter Verschluss inkubiert (Konjugatinkubation). Nach
Durchfiihrung des 2. Waschschritts (siehe oben) folgte der Zusatz von 100ul Chromogen-
Substratlosung (TMB/H,0,) fur 15min bei Raumtemperatur unter Schutz vor direkter
Sonneneinstrahlung (Substratinkubation). Durch Zugabe von 100ul 0,5M Schwefelsdure
(H2S0O,) wurde der durch gebundene Peroxidase-markierte Anti-Human-IgGs katalysierte

Farbumschlag gestoppt.
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Zuletzt wurde die Extinktion der Farblosung photometrisch (Opsys MR Mircroplate
Reader; Dynex Technologies GmbH, Denkendorf) gemessen. Anhand der Kalibratoren
konnte durch die Relevation QuickLink Software 24077 (Dynex Technologies GmbH,
Denkendorf) die Extinktion der einzelnen Proben in relative Einheiten (RE/ml)
umgerechnet werden. Fur relative Enzymaktivitaten unter 1 RE/ml war die Software nicht
in der Lage, exakte Werte zu berechnen, sodass all jene Proben auf <1 RE/mI gesetzt
wurden.
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2.5 Analyse der Uberlappung verschiedener krankheitsspezifischer

Autoantikorper
Zur Untersuchung der Kookkurrenz multipler Autoantikdrper in gesunden Individuen
sollten die H&aufigkeiten verschiedener weiterer Antikbrper in ANA Positiven und ANA

Negativen verglichen werden.

Die Punktpréavalenz jener weiteren Autoantikérper wurde zunachst in 1.000 (bzw. 369)
zufallig ausgewahlten, zuvor auf Pemphigus- und Pemphigoid-assoziierten Antikdrpern
getesteten Plasmaproben (Proben-ID Nr. 8707 - 9707) bestimmt. Alle 1.000 Proben
wurden auf Organ-unabh&ngige Antikorper, die mit rheumatoider Arthritis (Anti-CCP) und
ANCA-assoziierten Vaskulitiden (ANCA) in Verbindung gebracht werden, getestet; 369
davon zusétzlich auf Organ-spezifische Antikorper, die mit Autoimmunthyreopathien (Anti-
TPO), Pernizioser Anamie Anti-PCA) oder anderen Autoimmunendokrinopathien

assoziiert sind.

Zeitgleich zu dieser Forschungsarbeit fand auch die Bestimmung von Antinukleéren
Antikorpern (ANA) durch Jasper Primann in diesen 1.000 sowie in weiteren 5.455
Blutspendern statt. Um jene ANA mit einer spezifischen Krankheit in Verbindung bringen
zu konnen, berucksichtigte dieses Screening SLE-typische ANA Muster. Dazu zahlen
nuklear homogen, nukleér granuldr, nuklear grobgranuldr mit negativen Nukleoli, few
nuclear dots sowie cytoplasmatischer Golgi-Apparat [67, 124]. Angaben zur Methodik der
ANA-Bestimmung sind der gemeinsamen Publikation Prifmann et al. zu entnehmen
[137]. Alle 6.455 auf ANA untersuchten Personen waren auch Teil der 7.063 auf

Antikorper gegen Hautstrukturproteine gescreenten Blutspender.

Fur die Analyse der Kookkurrenz anderer Autoantikbrper mit ANA stellte Jasper
Prufmann Informationen tber die ANA Positivitat der Spender zur Verfigung. Insgesamt
waren 38 Proben innerhalb der 1.000 mit einem Titer 21:320 ANA positiv. Zusatzliche 177
ANA positive Proben (aus 5.455 Blutspendern, Titer 21:320) wurden auf Anti-CCP, ANCA,
Anti-TPO, Anti-PCA und Autoantikorper gegen weitere endokrine Organe untersucht.
Durch den hoch gewdahlten ANA Einschlusstiter von 21:320 sollte die Anzahl
falschnegativer und falschpositiver Proben minimiert werden. Die Anzahl der bendtigten
ANA Positiven zum statistisch signifikanten Nachweis maglicher Antikorperiberlappungen
richtete sich nach der zuvor durchgefihrten Power Calculation (siehe Kapitel 2.6).

Abbildung 2.2 fasst das Studiendesign zusammen.
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Sammlung 10.155 Proben gesunder Blutspender

¥

Screening fir Anti-BP180/BP230- und Anti-Dsg1/Dsg3-AK (n=7.063)

v

v v
(n=5455) Zufallige Auswahl (n=1.000)
i
ausgeschlossen aufgrund
ANA positiv =1:320 (n=177) e Verunreinigung des Plasmas (n=1)
N darin enthalten
ANA positiv =1:320 (n=38)
v v
Bestimmung von {(n=177) Bestimmung von (n=999)
- Anti-CCP-AK - Anti-CCP-AK
_ANCA -ANCA
- Anti-TPO-AK
- Anti-PCA-AK

h 4

- Anti-endokrine-Organe-AK

Bestimmung von (n=369)
-Anti-TPO-AK
- Anti-PCA-AK
- Anti-endokrine-Crgane-AK

Abbildung 2.2: Darstellung des Studiendesign zur Bestimmung multipler Autoantikérper in Gesunden.

ANA Screening durchgefiihrt von Jasper Prif3mann.

2.5.1 Anti-CCP-Antikérper

IgG-Antikdrper gegen cyclische citrullinierte Peptide wurden mit dem Anti-CCP-ELISA
(IgG) (Euroimmun AG, Libeck) quantitativ nachgewiesen. Der Assay wurde nach
Standardprotokoll des Herstellers durchgefihrt. Das  Protokoll glich den
Arbeitsanleitungen, der zum Nachweis von Antikérpern gegen Hautstrukturproteinen
verwendeten ELISAs bis auf wenige Ausnahmen (wie unter Kapitel 2.4.1 beschrieben;
siehe Abbildung 7.2 im Anhang). Folgende Unterschiede bestanden: Pro ELISA-Platte
wurden funf Kalibratoren (1, 5, 20, 100 und 200 RE/ml humanes IgG) verwendet; die
Probeninkubation fand fir 60 min, die Substratinkubation fir 30 min statt. Ausgewéahlte
Testcharakteristika des Anti-CCP-ELISA sind anhand der Angaben des Herstellers in

Tabelle 2.2 zusammengefasst.
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Tabelle 2.2: Testcharakteristika des Anti-CCP-ELISA.

Reproduzierbarkeit
) Cut-Off fur ) )
untere Nachweisgrenze . . o | Linearitat*
Diagnostik der RA Intra-Assay- Inter-Assay-
Variationskoeffizent**® Variationskoeffizient***
0,3 RE/ml 5 RE/ml 3-196 RE/mI 3,4-59% 6,3-7,2%

& Empfehlung fir die Diagnose von Patienten mit Rheumatoider Arthritis. * Linearitdt durch serielle

Verdiinnung sechs verschiedener Serumproben bestimmt; mindestens im angegebenen untersuchten Bereich
linear. ** Variationskoeffizienten liegen vier verschiedene Serumproben zugrunde. $ Ermittelt durch 20
Bestimmungen in einem Testansatz. # Ermittelt durch jeweils vier Bestimmungen in sechs verschiedenen
Testansatzen.

2.5.2 Autoantikérper gegen endokrine Organe

Fur die qualitative in vitro Bestimmung von Autoantikorpern, die sich gegen endokrine
Organe richten, wurde das kommerziell erwerbliche indirekte Immunfluoreszenz
Testsystem Polyendokrinopathie-Mosaik (Euroimmun AG, Libeck) verwendet. Dieses
Biochip-basierte Verfahren enthielt pro Objekttrager zehn Reaktionsfelder mit sechs
verschiedenen Gewebeschnitten als Substrate: Schilddriise, Magen, Pankreas,
Nebenniere, Eierstock, Hoden (alle Affe). Tabelle 2.3 fasst die mit diesem IIF Test

detektierbaren Zielantigene und deren assoziierte Krankheiten zusammen.

Tabelle 2.3: Nachweismdglichkeit von Autoantikdrpern mit dem Polyendokrinopathie-Mosaik.

Gewebeschnitt | nachweisbarer Antikérper Zielantigen(e) Krankheit
Schilddr MAKk (Schilddrisen-Mikrosomen-AK) | TPO - Thyreoperoxidase Hashimoto Thyreoditis,
childdriise
TAK (Thyreoglobulin-AK). TG - Thyreoglobulin M. Basedow
) . Autoimmungastritis,
Magen PCA (Parietalzell-AK) H'/K"-ATPase

Pernizibse Anamie

GAD - Glutamat-Decarboxylase ) )
Pankreas ICA (Inselzell-AK) ) Typ 1 Diabetes mellitus
IA-2 - Tyrosin-Phosphatase

) ) ) ) Steroid-21-Hydroxylase autoimmun bedingter
Nebenniere Anti-Nebennierenrinden-AK )
M. Addison
Eierstock Anti-Theca-Zell-AK diverse Primére Ovarinsuffizienz
. . ) Hypergonadotroper
Hoden Anti-Leydig-Zell-AK diverse

Hypogonadismus

Die Durchfuhrung der IIF erfolgte entsprechend des Standardprotokolls des Herstellers.
Das Protokoll entsprach der Arbeitsanleitung des IIF Dermatologie-Mosaiks (wie unter
Kapitel 2.4.1 beschrieben; siehe Abbildung 7.1 im Anhang). Die Markierung gebundener
Antikorper fand in diesem Fall jedoch mit Fluorescein-konjugiertem Anti-Human-IgAGM

(Ziege) statt, sodass verschiedene Antikorperklassen sichtbar wurden. Spezifische
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Fluoreszenz bei einer Verdiinnung von 1:10 wurde wie im Protokoll empfohlen als positiv
gewertet (Abbildung 2.3).

Abbildung 2.3: Nachweis von Anti-TPO und Anti-PCA Antikdrpern mittels IIF.

Das Screening zum Nachweis von Autoantikbrpern gegen endokrine Organe wurde mittels IIF Mosaik
durchgefiihrt. Alle Kryoschnitte wurden aus Primatengewebe hergestellt. Hier dargestellt sind Schilddriisen-
(A, B) und Magenschleimhautgewebe (C, D). Die Abbildungen zeigen positive (A) und negative (B) Anti-TPO
Reaktivitat sowie positive (C) und negative (D) Anti-PCA Fluoreszenz. Alle Fotos stammen von Blutspendern
der hier untersuchten Kohorte.

Proben mit positiver Fluoreszenz im Schilddrisen- oder Magengewebeschnitt wurden zur
Bestédtigung erneut gefarbt. Diese Validierung fand im Klinisch-immunologischen
Referenzlabor, Prof. Winfried Stocker statt; alle dort verwendeten Materialien wurden zur
Verfiigung gestellt. Es wurden unfixiertes Schilddrisengewebe (Affe) bzw. mit Harnstoff
vorbehandelte Magenschleimhaut  (Affe) als  Substrate  verwendet. Die
Harnstoffvorbehandlung der Magenschleimhaut erméglichte die sichere Differenzierung
von Anti-PCA-Antikérpern und Fluoreszenz verfalschenden Anti-mitochondrialen
Antikbrpern. Ebenso wurden dort Proben mit auffélliger, aber nicht eindeutiger,

Fluoreszenz des Pankreasgewebes erneut getestet.

Die Farbungen wurden durch die Doktorandin (nach Standardprotokoll IIF des Herstellers
wie unter Kapitel 2.4.1 beschrieben) unter Verwendung von FITC-markiertem Anti-
Human-IgAGM (Ziege) selbst durchgeflihrt. Um eine hohere Sensitivitat fur die Detektion
von Anti-Inselzell-Antikdrpern zu erreichen, wurde das Plasma diesmal fir 18h mit dem
Substrat (Pankreasgewebe, Affe) vorinkubiert. Frau Manja Kowalke, Mitarbeiterin im

Referenzlabor, wertete die Fluoreszenzmuster zur besseren Objektivierung aus.

253 ANCA

Der Nachweis von ANCAs in 1000 Plasmen gesunder Blutspender und 215 ANA positiven
Proben (Titer=1:320) wurde durch Dr. Elena Csernok im nationalen Referenzlabor fir
Vaskulitiserkrankungen, Rheumazentrum LUbeck/Bad Bramstedt unter Vermittlung von
Prof. Peter Lamprecht durchgefiihrt. Die Bestimmung der ANCAs erfolgte durch IIF und

ELISA. In Kirze: In der IIF wurde die Antikdrperbindung auf mit Plasmaproben inkubierten
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Ethanol-fixierten Leukozyten durch Fluorescein-konjugiertes Anti-Human-1gG (Kaninchen)
(Dako, Hamburg) nachgewiesen. Um zwischen p-ANCA und ANA differenzieren zu
kénnen, wurden Proben mit perinukledren/nukledren Fluoreszenzmustern weiterhin auf
Formalin-fixierten Neutrophilen und HEp-2-Zellen untersucht. ANCA Titer tber 1:20 galten
als positiv [51]. Alle Proben wurden auch quantitativ auf PR3-ANCA und MPO-ANCA im
ELISA (Orgentec, Mainz) getestet. Hierbei galten die fur diagnostische Zwecke genutzten
Cut-Offs von 10 RE/ml beziehungsweise 5 RE/ml.

2.5.4 Vergleich Autoantikbrperpravalenz mit publizierter Krankheits-
pravalenz
Um abzuschatzen, ob Autoantikérper in Gesunden haufiger als in Kranken auftreten,
wurden die hier ermittelten Pravalenzen der Autoantikérper in Relation zu den
Krankheitshaufigkeiten gesetzt. Hierfir wurden verschiedene epidemiologische Studien
hinsichtlich Anzahl untersuchter Autoimmunkrankheiten und ethnischem Hintergrund der
Population gepruft. Zum Vergleich sollte jene Studie ausgewahlt werden, welche all jene
Autoimmunkrankheiten umfasste, deren charakteristische Autoantikdrper hier getestet

wurden, und welche ethnisch am n&chsten zur deutschen Population lag.

2.6 Statistik

Zur Auswertung der Antikdrperpunktpravalenzen wurden aus relativer Haufigkeit (p),
Gegenwahrscheinlichkeit (q) und Probenanzahl (n) der Standardfehler (SE;), sowie obere
bzw. untere 95% Konfidenzgrenze nach folgenden Formeln berechnet [86]: Eine

Standardnormalverteilung der Daten wurde hierfir angenommen.

X X (1=
sE, = P29 - /p d-»)
n n

95% Konfidenzgrenzen = p £ 1,96 X SE,,

Die Berechnung eines hypothetisch positiv pradiktiven Werts (PPW) fir das
Erkrankungsrisiko nach positivem Antikorpertest wurde durch bereits publizierte
Erkrankungsfrequenz (fewank) UNd hier ermittelte Autoantikdrperhaufigkeit (faax), bezogen
auf die gesamte deutsche Bevolkerung (82 Mio. Einwohner), berechnet. Dabei wurde
vereinfacht angenommen, dass faac alle richtig Positiven (jene Individuen, die spater

erkranken) und falsch Positiven (jene Individuen, die gesund bleiben) beinhalten.

Nrichtig positiv ferkranke % 82 Mio.
PPW = g7 =

nrichtig positiv + nfalsch positiv fAAI( X 82 Mio.
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Quantitative ELISA Werte zuvor mit indirekter Immunfluoreszenz getesteter IIF positiver
und IIF negativer Proben wurden aufgrund der fehlenden Normalverteilung dieser
Datensatze im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test durch Gnu R (Version 2.15, http://www.r-
project.org) verglichen.

Die Analyse binomialer Ereignisse moglicher Antikorpertberlappungen mit ANA erfolgte
ebenso mit Gnu R. Hierfur wurden die Odds Ratios der Antikdrperfrequenzen ANA
Positiver und ANA Negativer verglichen. Das Zusatzpacket Clickfun (Version 0.9.8,
http://www.r-project.org) ermoglichte die Ermittlung der Wilson Konfidenzintervalle. Zur
Testung der statistischen Signifikanz wurde der fur seltene Ereignisse geeignete Exakte
Test nach Fischer verwendet (Epitools, Version 0.5-6, http://www.r-project.org). Im Falle
multipler Testungen wurden die p-Werte nach der Benjamini-Hochberg Methode bereinigt.
Die Adjustierung jener p-Werte wurde durch Dr. Andreas Recke, Klinik fir Dermatologie,

Universitat zu Lubeck durchgefihrt.

Im Vorfeld dieser Arbeit fand durch Dr. Andreas Recke eine Fallzahlschatzung und Power
Kalkulation statt, um einzuschatzen, wie viele ANA positive Proben bendtigt werden,
damit eine mdgliche Assoziation zwischen ANA und anderen Autoantikdrpern detektierbar
ware. Fur eine mogliche Assoziation von ANA und Anti-TPO-Antikérpern wurden fur Anti-
TPO-AAK Frequenzen von 4% in ANA Negativen und 11% in ANA Positiven (entsprache
einer Odds Ratio von ca. 3) angenommen. Zum Nachweis dieser Antikdrperiberlappung,
ausgewertet mittels Exakten Test nach Fischer mit einer Power von 0,8, waren daflr
mindestens 203 ANA Positive und 289 ANA Negative notwendig. Uberlappungen
zwischen ANA und selteneren Antikdrpern wirden bei gleicher Power eine gro3ere Zahl
an ANA Positiven bendtigen. Da Anti-TPO Antikdrpern von den hier untersuchten
Autoantikbrpern am haufigsten sind, wurde die Power Analyse auf diese abgestimmt.
Ergebnisse hinsichtlich der Kookkurrenz von ANA mit anderen Autoantikérpern sind daher

entsprechend zu interpretieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeit von Pemphigus- und Pemphigoid assoziierten
Autoantikdrpern in Gesunden

3.1.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die IIF Mikroskopie offenbarte in 62 (N = 7.063) Blutspendern eine Reaktion mit einem
der rekombinanten Substrate des Biochips fur AIBD. Insgesamt ergab sich damit eine
Punktpravalenz von 0,88% (95% KI 0,66-1,10%) der Autoantikbrper, die gegen
desmosomale und hemidesmosomale Strukturproteine der Haut gerichtet sind. Von
diesen reagierten 0,21% (95% Kl 0,11-0,32%) mit Dsg1, 0,10% (95% KI 0,03-0,17%) mit
Dsg3, 0,52% (95% KI 0,36-0,69%) mit BP180-NC16A und 0,04% (95% KI 0,00-0,09%)
mit BP230. Es konnten keine doppelt Positiven fur mehrere rekombinante Antigene, wie
BP180 und BP230 oder Dsgl zusammen mit Dsg3, identifiziert werden.

Folglich fanden sich in 0,31% (95% KI 0,18-0,44%) der gesunden Blutspender
Autoantikérper gegen Pemphigusantigene und in 0,56% (95% KI 0,39-0,74%) gegen
Pemphigoidantigene, bei letzteren nahezu ausschlie8lich gegen BP180, das

pathogenetisch relevante Epitope des Bullosen Pemphigoids [82, 113] (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Pravalenz von Pemphigus- und Pemphigoid Autoantikdrpern in Gesunden.

3 N ELISA*
) IIF Positive* IIF Positive* [%]
Antigen
[n] (95% KiI)
<1 RE/ml[n] | >1-<20 RE/ml[n] 220 RE/ml [n]
Dsg1” 15 0,21 (0,11-0,32) 8 {4} 6 {4} 1{0}
Dsg3" 7 0,10 (0,03-0,17) 1{0} 6 {4} 0 {0}
BP180-NC16A° 37 0,52 (0,36-0,69) 2 {0} 19 {1} 16 {1}
BP230" 3 0,04 (0,00-0,09) 1{0} 2 {0} 0 {0}

* Von 7.063 getesteten Blutspendern. Angaben in {} Klammern entsprechen der Anzahl der Proben mit
deutlich sichtbarer 1gG-Ablagerung im Osophagusgewebeschnitt. **Alle IIF positiven Proben wurden
einbezogen (15 fur Dsgl, 7 fur Dsg3, 37 fur BP180-NC16A, 3 fur BP230). *Rekombinantes Antigen exprimiert
auf transfizierten HEK Zellen. $Flachenhatft aufgetragenes, gereinigtes rekombinantes Protein.
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Trotz deutlich sichtbarer IIF Reaktivitdt gegeniber den rekombinanten Antigenen des
Biochips fehlte haufig eine eindeutig sichtbare Immunglobulinablagerung in den
Gewebeschnitten. So zeigten nur 5% aller BP180/BP230 positiven Proben eine lineare
IgG-Ablagerung in der dermo-epidermalen Junktionszone des Osophagus und keine
Probe ein 1gG-Deposit im Blasendach der Spalthaut. Hingegen fand sich in 55% aller
Dsgl/Dsg3 positiven Proben eine interzellulare epidermale 1gG-Ablagerung im
Osophagus.

3.1.2 ELISA
Zur Evaluation der IIF Auswertung wurden alle IIF Positiven sowie eine vergleichbare
Anzahl an IIF Negativen mit antigenspezifischen Anti-lgG-ELISA untersucht. Die ELISAs

ermdglichten ebenso die Quantifizierung der vorhandenen Antikérpermengen.

Die Prasenz von Autoantikbrpern gegen Hautstrukturproteine in Gesunden war auch
mittels ELISAs feststellbar, wobei diese insgesamt niedrige Extinktionswerte zeigten. In
35 von 37 Anti-BP180 IIF positiven Proben konnte auch eine Reaktivitat im Anti-BP180-
NC16A ELISA nachgewiesen werden. Bemerkenswerterweise wiesen 16 von diesen
Messwerte > 20RE/ml auf; jenem Cut-off mit bester Spezifitat und Sensitivitat fur die
Diagnosestellung des Bulldsen Pemphigoids. Dabei Uberschritten 9 der Anti-BP180 IIF
positiven Proben diesen Cut-off deutlich mit gemessenen Antikérperaktivitaten zwischen
60 RE/ml bis zu 200 RE/ml. Im Falle der Anti-BP230 IIF positiven Proben zeigten zwei
von drei ELISA Werte Uber 1 RE/ml. Hingegen reagierte nur die knappe Halfte der 15
Anti-Dsgl IIF Positiven auch im ELISA positiv, wobei Werte bis 103 RE/ml bestimmt
wurden, jedoch 8 Proben Enzymaktivitaten unterhalb 1 RE/ml hatten. Anders innerhalb
der Anti-Dsg3 |IF Positiven, bei denen 6 aus 7 messbare Antikbrper im ELISA aufzeigten
(siehe Tabelle 3.1). Den zum Vergleich mitgefihrten IIF negativen Blutspendern fehlte
jegliche ELISA Reaktivitat fur die Zielantigene Dsgl und BP230. Einige wenige reagierten
mit niedrigen Enzymaktivitdten im Anti-BP180-NC16A (bis 11 RE/ml) bzw. Anti-Dsg3
(bis 3 RE/ml) ELISA.

Insgesamt wiesen Anti-BP180, Anti-Dsgl und Anti-Dsg3 IIF Positive beim Vergleich der
Verteilung ihrer ELISA Messergebnisse mit IIF negativen Proben hochsignifikant hohere
ELISA Werte auf (p<0,001). Dieser Unterschied der Extinktionswerte liel3 sich auch bei
den Anti-BP230 IIF Positiven und Negativen mit geringerer Signifikanz wiederfinden
(p<0,05) (siehe Abbildung 3.1).
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Die HOhe der im ELISA gemessenen Antikdrperkonzentrationen stand in keinem
Zusammenhang mit dem Vorhandensein einer deutlich sichtbaren IgG-Ablagerung in den
Gewebeschnitten. Sowohl bei Proben mit fehlender, niedriger als auch héherer ELISA
Reaktivitat waren IgG Ablagerungen im Osophagusgewebeschnitt der IIF erkennbar.
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Abbildung 3.1: IIF Positive zeigten signifikant hthere ELISA Werte als IIF Negative.

Dieses Balkendiagramm stellt den prozentualen Anteil IIF positiver (grin) und IIF negativer (rot) Proben in
Abhéngigkeit von ihrem gemessenen ELISA Wert dar. Die Messwerte wurden aufgrund fehlender
Normalverteilung mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verglichen. Anti-BP180-NC16A, Anti-BP230gC, Anti-
Dsgl als auch Anti-Dsg3 IIF positive Proben hatten signifikant héhere ELISA Werte als IIF negative Proben.
Alle IIF Positiven [ebenso n IIF Negative] wurden einbezogen: 37 [37] fur BP180-NC16A, 3 [9] fur BP230, 15
[27] fur Dsgl und 7 [13] fur Dsg3. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

3.2 Pravalenz weiterer getesteter Autoantikdrper in Gesunden

In 999 (bzw. 369 auf Autoimmunendokrinopathien) getesteten zufallig ausgewahlten
Blutspendern liel3en sich weitere Organ-spezifische (Anti-TPO, Anti-PCA) sowie Organ-
unspezifische (Anti-CCP, ANCA) Autoantikdrper nachweisen. Am haufigsten fanden sich
Anti-TPO Antikdrper mit einer Pravalenz von 4,6%, gefolgt von Anti-CCP (1,3%), Anti-
PCA (1,1%) und ANCA (0,3%) (Tabelle 3.2). In Tabelle 3.2 sind nur Anti-CCP Antikorper
mit Enzymaktivitaten = 5 RE/ml einbezogen. Erweitert man dies auf jegliche nachweisbare
Enzymaktivitat (= 1 RE/ml) kdmen 21,1% Anti-CCP Positive zusammen, wobei 2/3 jener
nur Messwerte zwischen 1 - 2 RE/ml aufwiesen. In dieser Kohorte gesunder Blutspender
konnten mittels IIF Screening keine Antikbrper gegen Pankreas-, Nebennieren-, ovarielle

oder testikulare Zielantigene gefunden werden.
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Tabelle 3.2: Pravalenz weiterer getesteter Autoantikérper in Gesunden.

3 Ergebnisse

Autoantikdrper verwendete Anzahl Positiver (Gesamt) Prozentsatz 95%
gegen Methode [n (N)] Positiver [%)] Konfidenzintervall
TPO IF 17 (369) 4,61 2,47 - 6,75
PCA IF 4 (369) 1,08 0,03-2,14
CCP ELISA 13 (999) 1,30 0,60 - 2,00
p- und c-ANCA IIF + ELISA 3(999) 0,30 0,00 - 0,64
Alle AAK + IIF bzw. ELISA 53 (369) 14,36 10,78 - 17,94
ANA 2> 1:320 ** ’ ' ' '
Alle AAK +

IIF bzw. ELISA 58 (369 15,72 12,00 - 19,43
ANA = 1:100 ** W (369)
Alle AAK +

IIF bzw. ELISA 75 (369 20,33 16,22 - 24,43
ANA = 1:100 * W (369)

** ANA mit SLE-spezifischen Fluoreszenzmustern. * ANA ohne Einschrankung des Fluoreszenzmusters.

Insgesamt wurden 369 Blutspender auf samtliche in dieser Arbeit beschriebenen
Autoantikbrper (BP180/230, Dsgl/3, CCP, ANCA, TPO, PCA, AK anderer
Autoimmunendokrinopathien) getestet und zusatzlich durch Jasper Prufimann auf die
Prasenz von ANA untersucht. Die im Folgenden aufgefuhrten kumulierten Haufigkeiten
beziehen sich im Falle der Antikorper gegen Hautstrukturproteine auf die IIF Ergebnisse.
Bei Betrachtung dieser Subpopulation (n = 369) reagierten unter Annahme der ANA
Positivitat mit SLE-typischen Fluoreszenzmustern (Titer >1:320) insgesamt 14,4%
(95% KI 10,8-17,9%) der Proben in mindestens einem der durchgefiihrten Antikdrpertests
positiv. Ahnliches gilt fur ANA Titer >1:100, wobei in 15,7% (95% Kl 12,0-19,4%) der
Spender mindestens ein Autoantikdrper nachgewiesen werden konnte. Bei Ausweitung
auf jegliche ANA Reaktivitat (21:100), die sowohl SLE-typische wie SLE-untypische
Fluoreszenzmuster beinhaltete, waren es sogar 20,3% (95% KI 16,2-24,4%) aller
Blutspender. Somit fiel jeder finfte Gesunde als Tréger mindestens eines

krankheitsspezifischen Autoantikérpers auf.
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3.2.1 Pravalenzvergleich  von Autoantikorpern und zugehorigen
Erkrankungen

Alle getesteten Autoantikérper wurden haufiger gefunden als die Haufigkeiten der

zugehorigen Krankheiten vermuten lieBen. So war die Frequenz fast aller Autoantikérper

20 bis 75 Mal groRer als die publizierte Pravalenz der assoziierten Erkrankung (Tabelle

3.3). Beispielsweise fanden sich BP180/BP230 38- mal und Dsgl/Dsg3 positive Gesunde

75- mal haufiger als es Patienten mit BP bzw. Pemphiguserkrankungen gibt.

Die Krankheitspravalenzen wurden fir diesen Vergleich den epidemiologischen Daten
von Eaton et al. entnommen [59]. Diese danischen Studie bestimmte durch Nutzung der
Nationalen Krankenhauskartei, in der alle medizinischen Diagnosen personengebunden
seit 1977 gesammelt werden, die Lebenszeitpravalenz 31 verschiedener
Autoimmunerkrankungen in Bezug auf die gesamte dénische Bevdlkerung. Dabei wurde
die Lebenszeitpravalenz anhand des Anteils der Bevolkerung definiert, der bei
Datenerhebung 2001 aktuell unter einer Autoimmunkrankheit leidet oder zuvor litt.

Interessanterweise stimmten nur im Falle der Anti-CCP-AK die Haufigkeiten von
Autoantikérper und Krankheit genauer tberein. Die in dieser Arbeit ermittelte Pravalenz
von 1,3% lag lediglich 2 bis 3 Mal so hoch wie die Pravalenz der Rheumatoiden Arthritis,
welche zwischen 0,4% bis 1% angegeben wird [59, 163]. Zieht man in Betracht, dass ca.
75% aller RA Patienten seropositiv fir Anti-CCP-Antikérper sind, so ware diese Ratio nur
unwesentlich hdher [138].

Tabelle 3.3: Autoantikérper in Gesunden sind deutlich hé&ufiger nachweisbar als die Frequenz
assoziierter Erkrankungen.

Autoantikorper Autoantikorper B ) Krankheits- Pravalenz

assoziierte Krankheit(en) ) PPW** [%]
gegen Pravalenz [%] Pravalenz* [%] Ratio
BP180/ BP230 0,6 Bulléses Pemphigoid 0,016 375 2,7
Dsg1/3 0,3 Pemphiguserkrankungen 0,004 75,0 1,3
CcCpP 1,3 Seropos. Rheumatoide Arthritis | 0,381 3,4 29,2
ANCA® 0,3 ANCA-assoziierte Vaskulitiden 0,010 30,0 33
TPO 4,6 Hashimoto's Thyreoditis 0,062 74,2 1,3
PCA 11 Perniziose Anamie 0,054 20,3 4,9

*Die angegebenen Krankheitspravalenzen wurden der epidemiologischen Studie von Eaton et al. entnommen
[59]. **Berechnung des hypothetischen PPW fiir das Risiko krank zu werden, wie unter Kapitel 2.6
beschrieben. °p- oder c-ANCA positive Proben.
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3 Ergebnisse

3.3 Kookkurrenz von ANA und anderen Autoantikérpern in Gesunden
Um eine mdgliche Assoziation des zeitgleichen Auftretens multipler krankheitsspezifischer
Autoantikérper in Gesunden untersuchen zu koénnen, wurden die Frequenzen der
getesteten Autoantikorper in ANA Positiven (Titer 21:320) und ANA Negativen aus der

Gesamtheit der getesteten Proben miteinander verglichen.

Erstaunlicherweise war das Auftreten von Anti-CCP, Anti-TPO und Anti-Dsg1/3
Autoantikbrpern Uberzuféllig haufig mit ANA assoziiert. So lagen die ermittelten
Pravalenzen der Anti-TPO (OR 2,4, adj. p<0.05), Anti-Dsg1/Dsg3 (OR unendlich, adj.
p<0.01) und Anti-CCP (OR 3,2, adj. p<0.05) Antikdrper in ANA positiven Proben
signifikant hoher als in ANA Negativen (Tabelle 3.4).

Die statistisch signifikant héhere Frequenz der Anti-CCP Antikorper in ANA Positiven
wurde hierbei auf Grundlage des Schwellenwertes von 5 RE/ml berechnet. Ein ferner
durchgefihrter Vergleich aller gemessenen Anti-CCP-ELISA Enzymaktivititen ANA
Positiver versus ANA Negativer bestétigte dieses Ergebnis zudem. Ubereinstimmend mit
der erhéhten Frequenz wurden auch signifikant héhere ELISA Werte flr Anti-CCP
Antikorper in ANA Positiven gefunden (p<0,001; Abbildung 3.2).

Hingegen unterschieden sich die Haufigkeiten der Anti-BP180/BP230 und Anti-PCA
Antikorper nicht signifikant zwischen ANA positiven und ANA negativen Blutspendern.
ANCA fanden sich seltener in der Subpopulation der ANA Positiven als bei ANA

Negativen.

Es lieBen sich keine weiteren signifikanten Antikorpertberlappungen aufl’er den
genannten Kombinationen mit ANA aufdecken. Unter Ausschluss der ANA, konnte nur
einmalig das zeitgleiche Auftreten von Autoantikorpern, in jenem Fall Anti-TPO und
Anti-PCA, beobachtet werden. Diese Arbeit war jedoch nicht konzipiert, um
Antikorperiberlappungen auRer mit ANA zu detektieren (siehe Kapitel 2.6). Hier sind

madgliche Antikdrperassoziationen nicht sicher auszuschliel3en.
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Tabelle 3.4: Assoziation verschiedener Autoantikérper mit ANA.

3 Ergebnisse

Autoantikdrper ANA negativ ANA positiv* Odds Ratio unadjustierter adjustierter
gegen p-Wert** p-Wert"
n (N) % n (N) % OR (95% ClI)
BP180/BP230 6 (949) 0,63 3(215) 1,40 2,2(0,3-10,4) 0,3806 0,5693
Dsg1/Dsg3 0 (949) 0,00 4 (215) 1,86 Inf (2,9 - Inf)® 0,0012 0,0072
CCP 11 (949) 1,16 8 (215) 3,72 3,2(1,1-8,9) 0,0157 0,0432
ANCA® 3 (949) 0,32 0 (215) 0,00 0,0 (0,0 - 10,7) 1 1
TPO 13 (346) 3,76 | 18 (200) 9,00 24(11-54) 0,0216 0,0432
PCA 4 (346) 1,16 4 (200) 2,00 1,7 (0,3-9,4) 0,4744 0,5693

* ANA Titer 21:320 sowie SLE-typische Fluoreszenzmuster. *Unadjustierte p-Werte wurden mittels Exaktem
Test nach Fischer kalkuliert. *Adjustierte p-Werte wurden unter Beriicksichtigung multipler Testungen nach
Benjamini und Hochberg berechnet. s’*Aufgrund der Division mit Null ergab sich eine unendlich Odds Ratio.

§p- oder c-ANCA positive Proben.
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Abbildung 3.2: ANA Positive hatten signifikant hthere Anti-CCP-ELISA Werte als ANA Negative.

Hierbei wurde die Verteilung der ELISA Messergebnisse ANA positiver (Titer 21:320) und ANA negativer

Proben mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

miteinander

verglichen (p<0.001).

Ausschnitt stellt die Verteilung der ELISA Werte tiber 5 RE/ml detaillierter dar.

Der

eingeschobene
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Blutspender

Alle hier durchgefiihrten Tests basieren auf der Annahme, dass die untersuchten
Blutspender gesunde Erwachsene sind. Aufgrund der Einschréankung des Ethikvotums
wurden alle Blutproben sofort nach Entnahme anonymisiert. Deswegen sind leider
keinerlei Informationen (ber Alter, Geschlecht, Blutspendeverhalten (Neuspender,
Gelegenheitsspender, regelméRiger Spender), Gesundheitsstatus oder Familien-
anamnese der einzelnen Spender vorhanden. Auch ist eine prospektive Verlaufskontrolle
der Probanden hinsichtlich moglicher Krankheitsmanifestation nicht moglich.

4.1.1 Gesundheitsstatus

Blutspender gelten als gesunde Erwachsene. Durch eng festgelegte Ein- und
Ausschlusskriterien der Richtlinie der Bundesarztekammer wird ihre Gesundheit vor
Spende vorausgesetzt. So zahlen zu den dauerhaften Ausschlusskriterien beispielsweise:
schwere neurologische, kardiologische oder den Spender bzw. Empfanger gefahrdende
chronische Erkrankungen, bdsartige Neoplasien, Allergien, Infektionskrankheiten (wie z.B.
HIV, HBV, HCV, Syphilis, chronisch persistierende bakterielle u.a.), Drogen- und
Medikamentenmissbrauch oder sexuelles Risikoverhalten (siehe Anhang Abschnitt 7.3)
[38]. Neben diesen offensichtlichen Gefahren gibt es jedoch auch eine Vielzahl in
unterschiedlichem AusmaR zeitlich begrenzten Ruckstellungskriterien, welche
Infektionsrisiken bergen. Hierzu zahlen unter anderem stattgehabte
Durchfallerkrankungen, unkomplizierte Infekte, Reisen in Malariagebiete,
Lebendimpfungen, Tatowierungen oder Stechen von Piercings (siehe Anhang Abschnitt
7.3) [38]. Auch in der hier durchgeflihrten Arbeit wurde vor jeder Blutentnahme die
Tauglichkeit durch Fragebogen-assistierte Anamnese, orientierende korperliche

Untersuchung und laborchemische Diagnostik neu bestimmt.

In Deutschland spenden schatzungsweise ca. 40% aller Einwohner Blut [189]. Aufgrund
dieses hohen Anteils bot die Untersuchung von Blutspendern einen guten Querschnitt
durch unsere gesunde Gesellschaft und eignete sich fur die représentative Bestimmung

der Haufigkeit krankheitsspezifischer Autoantikdrper in Gesunden.
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4 Diskussion

4.1.2 Soziodemographische Eigenschaften

Die Altersverteilung der hier untersuchten Blutspender lag wie in den Richtlinien der
Bundesérztekammer vorgeschrieben zwischen 18 und 68 Jahren [38]. Im Durchschnitt
waren die Spender dieser Arbeit, laut Angaben beteiligten Institute far
Transfusionsmedizin, 39,9 + 14,3 Jahre, ausschlie3lich bezogen auf Neuspender 27,4 +
10,6 Jahre alt. Zur Charakterisierung von Blutspendern beschrieben Atsma et al.
verschiedene  soziodemographische  Eigenschaften bei  15.000 untersuchten
Niederlandern [18]. Das Durchschnittsalter betrug 46,3 Jahre. Nahezu gleich héaufig
spendeten Manner und Frauen. Ubereinstimmend waren in verschiedenen Studien
Manner anteilig zwischen 47,3% bis 56,3% vertreten [18, 188, 189]. Es ist also
anzunehmen, dass auch in dieser hier untersuchten Kohorte Manner und Frauen etwa
gleich haufig vertreten waren. Die Lebensweise von Blutspendern erschien zudem
gestinder als von Nicht-Spendern, da sie weniger rauchten (bekannter Risikofaktor fiir die
Manifestation von Autoimmunkrankheiten), seltener exzessiv Alkohol tranken, aber
haufiger Sport trieben [18]. Die hier untersuchte Blutspenderpopulation zeigte ein deutlich
jungeres Durchschnittsalter verglichen mit der Studie von Atsma et al.. Dies liel3e sich
womdglich dadurch erklaren, dass das Institut flr Transfusionsmedizin in Libeck und Kiel
als Aufwandsentschadigung einen Geldwert von aktuell 20 Euro pro Spende bezahle und
so vor allem junge Studenten, Auszubildende oder Menschen, die ein finanzielles Zubrot
erlangen mochten, ansprache. Veldhuizen et al. konnten zeigen, dass das
Blutspendeverhalten vom Alter abhangt. Wahrend die 18 bis 45 Jahrigen haufig nur
einmalig oder gelegentlich Blut spenden, lberwiegen bei den Uber 45 Jahrigen die
regelmafigen Vielfachspender [188]. Auch in der hier vorliegenden Untersuchung waren
Neuspender durchschnittlich deutlich jinger als alle Spender insgesamt. Somit ist
anzunehmen, dass in der getesteten Gesamtpopulation ein grol3er Anteil jlngerer

Neuspender enthalten ist.
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4.2 Pemphigus- und Pemphigoid assoziierte Autoantikdrper sind

niedrigpravalent in Gesunden nachweisbar
Diese Arbeit dokumentiert eine insgesamt niedrige Prévalenz von Pemphigus- und
Pemphigoid assoziierten Autoantikbpern in Gesunden. Zusammengenommen waren
diese in fast 1% der untersuchten 7.063 Blutspender nachweisbar. Damit umfasst diese
Studie die mit Abstand gréf3te Population von Gesunden, welche bisher auf die Haufigkeit
von Autoantikbrpern gegen desmosomale und hemidesmosomale Hautstrukturproteine
untersucht wurde. Insgesamt zeigten 0,3% der Gesunden Anti-Dsgl/3 und 0,6% Anti-
BP180/230 IgG-Autoantikérper in der indirekten Immunfluoreszenz. Passend zu
epidemiologischen Daten, die das Bullése Pemphigoid als haufigste blasenbildende
Autoimmundermatose in Europa aufzeigten [30, 48, 92, 209], wurden BP-assoziierte

Autoantikdrper 6fter nachgewiesen als Pemphigus-assoziierte.

4.2.1 Unterschiede zwischen Indirekter Inmunfluoreszenz und ELISA

Es ist hervorzuheben, dass auf den IIF Biochips die immundominante Domane des
jeweiligen Zielantigens rekombinant dargeboten wurden. So exprimierten die transfizierten
HEK293-Zellen im Falle von Dsgl und Dsg3 jeweils die extrazellularen Doménen
EC1-EC5 und in Bezug auf BP230 die gobulare C-terminale Domé&ne. Ferner war die
zuvor in Bakterien (E. coli) exprimierte nicht-kollagentse 16. extrazellulare Domane des
BP180 als Tetramer aufgetragen. Folglich konnten Autoantikdrper gegen nicht
dargebotene Epitope der Antigene nicht ermittelt werden. Interessanterweise sind jedoch
z.B. Antikorper gegen intrazellulare Bestandteile des BP180 charakteristisch fur die frihe
Krankheitsphase des BP [54, 83]. Bei vollstdndiger Darbietung der Zielproteine waren
mutmalflich noch haufiger Autoantikbrper gegen die getesteten Hautstrukturproteine in

Gesunden nachweisbar gewesen.

Alle in der IIF positiv getesteten Proben sowie eine vergleichbare Anzahl an IIF Negativen
wurden anschlieRend zur Evaluation der Ergebnisse mittels antigenspezifischen ELISA
untersucht. Die verwendeten ELISA basierten auf den identischen Antigendomé&nen wie
die lIF. Dabei zeigten 35 von 37 der Anti-BP180-NC16A, 2 von 3 der Anti-BP230, 7 von
15 der Anti-Dsgl und 6 von 7 der Anti-Dsg3 IIF positiven Proben auch eine
korrespondierende positive ELISA Reaktion. Dabei waren Messwerte von minimal 1 bis

maximal 200 RE/ml nachweisbar.

Ganz bewusst wurde bei der Bewertung der ELISA Messergebnisse nicht der fur die
Diagnostik der AIBD empfohlene Schwellenwert von 20 RE/ml als Kriterium
berlcksichtigt. Dieser Cut-off gilt als Wert, welcher den bestmdoglichen Kompromiss aus

hoher Sensitivitdt und gleichzeitig hoher Spezifitat zur Diagnosestellung darstellt. Das Ziel
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dieser hier durchgefiihrten Studie liegt jedoch im Nachweis auch niedrigkonzentrierter
Autoantikbrper gegen Hautstrukturproteine in  Gesunden und nicht in der
Krankheitsdiagnostik. Zur Antikérperbestimmung ohne Kklinisches Diagnoseziel ist eine
hohe Sensitivitat erforderlich, die Spezifitdt vernachlassigbar. Die vom Hersteller
angegeben Sensitivitaten liegen fur die ELISAs zum Nachweis von Dsgl bei 100%, von
Dsg 3 bei 96% [154] und von BP180 bei 90% [167]. Lediglich der Anti-BP230-ELISA hat
mit 56% eine deutlich niedrigere Sensitivitat, wobei auch Patienten mit BP nur in 60 - 70%
Anti-BP230 Antikdrper aufweisen [160]. Folglich wurde jegliche nachweisbare
Enzymaktivitat als positiv gewertet. Die untere Nachweisgrenze der vier verwendeten
ELISAs betragt laut Herstellerangaben 0,3 bis 1 RE/ml (weitere Testcharakteristika siehe
Tabelle 2.1: Testcharakteristika der verschiedenen ELISA-Testsysteme.). Da der
niedrigste Kalibrator 2 RE/ml entsprach, war die Software, die gemessene
Extinktionswerte in relative Enzymaktivitdten umrechnete, nur in der Lage, Messwerte
21RE/ml zu kalkulieren. Somit gelten alle Enzymaktivitaten 21RE/ml als positiv. Es ist zu
beachten, dass sich die Enzymaktivitdten im niedrigen Messbereich nicht linear verhalten.
Bei guten Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten (1,2 - 5,9% bzw. 2,6 - 6,8%) sind

sie aber als reproduzierbar anzunehmen.

Aufféallig hoch lagen die Messwerte der Anti-BP180-NC16A IIF Positiven, von denen die
knappe Halfte Messwerte tber 20 RE/ml und genau ein Viertel Gber 60 RE/ml aufwies.
Zwar korreliert bekanntlich der Antikdrperspiegel mit der Schwere der klinischen
Symptomatik [58, 157], dennoch kann, wie hier gezeigt, eine deutliche Uberschreitung
des diagnostischen Schwellenwerts ohne Krankheitssymptome einhergehen. Bei solch
guantitativ hohen Enzymaktivitdten und zweifach positiver Testung mit unterschiedlichen
Methoden (IIF und ELISA) scheinen unspezifische Reaktionen als Ursache
unwahrscheinlich. Folglich ist der alleinige Nachweis von Autoantikérpern selbst gegen
die pathogenetisch relevante NC16A Domane [72, 208], nicht aber der BP Erkrankung
gleich zu setzen. Weitere Einflussfaktoren zur Manifestation der Krankheit sind notwendig
(siehe Kapitel 4.2.2). Als Konsequenz hieraus lasst sich ein umsichtiger Umgang mit
Autoantikdrpertests ableiten, der zur Minimierung falschpositiver Testergebnisse nur

Personen mit typischen Krankheitssymptomen vorbehalten sein sollte.

Wahrend fast alle Anti-BP180, Anti-BP230 und Anti-Dsg3 IIF Positive reproduzierbar auch
im ELISA nachweisbare Antikorperaktivitdten hatten, reagierte nur die knappe Haélfte der
Anti-Dsgl IIF Positiven. Mdogliche Erklarungsansatze sind: 1. Die Anti-Dsgl
Fluoreszenzmuster wurden falsch positiv interpretiert. 2. Die IIF wies haufiger als das
ELISA unspezifische Reaktionen auf; dies entsprache einer niedrigere Spezifitat der IIF im

Vergleich zum ELISA. 3. Die deutlich héhere Verdinnung der Plasmaproben (1:101 im
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ELISA versus 1:10 in der IIF) verhinderte den quantitativen Nachweis sehr
niedrigkonzentrierter Anti-Dsgl im ELISA. 4. Die IIF hat im Vergleich zum ELISA eine
hohere Sensitivitat. Schmidt et al. untersuchten die Testeigenschaften des hier
verwendeten Anti-Dsgl ELISA [154]. Dabei fanden sie in 3 von 401 (0,7%) der gesunden
Kontrollen positive ELISA Reaktionen. Die hier durchgefuihrte Studie fand deutlich
seltener Anti-Dsgl positive Individuen. Nur 0,2% der gesunden Blutspender reagierten in
der IIF, 0,1% im ELISA. Einerseits stutzt dies die hohere Sensitivitat der IIF. Andererseits
ist es moglich, dass durch die Vorauswahl der Anti-Dsgl positiven Proben mittels IIF

unspezifischen ELISA Reaktionen vorgebeugt wurde.

Insgesamt betrachtet, hatten Anti-BP180-NC16A, Anti-Dsgl als auch Anti-Dsg3 IIF
positive Proben hochsignifikant (p<0,001) héhere ELISA Messwerte als IIF negative
Proben. Gleiches galt auch fir Anti-BP230 (p<0,05), wobei die statistische Signifikanz
aufgrund der geringen Fallzahl niedriger ausfiel. Wéahrend im Anti-Dsgl und Anti-BP230
ELISA keiner der IIF Negativen reagierte, zeigten einzelne IIF Negative gegenlber
BP180-NC16A und Dsg3 nachweisbare niedrige Enzymaktivitdten. Dies wirft die Frage
nach unspezifischen Reaktionen auf. Vielleicht handelt sich auch um niedrigaffine
Antikorper, die nur im ELISA nachweisbar sind. Eine Wiederholung der Versuche wirde
Fehler in der Testdurchfiihrung ausschliel3en.

4.2.2 Progredienz zur Krankheitsmanifestation

Insgesamt finden sich Anti-BP180/230 und Anti-Dsgl/3 positive Gesunde deutlich
haufiger als Kranke (siehe Kapitel 3.2.1). Verglichen mit der in Danemark ermittelten
Pravalenz von Pemphigus (0,004%) und BP (0,016%) [59], liegt die Haufigkeit der
assoziierten Autoantikorper hier 75- bzw. 37-mal hoher. Ahnlich wie fir andere
Autoimmunkrankheiten bekannt [1, 17, 61, 142], konnten auch im Falle von Bullésen
Autoimmundermatosen Autoantikdrper Jahre vor Krankheitsbeginn nachweisbar sein.
Somit wirde jeder 75. Gesunde mit Autoantikdrpernachweis fur Dsgl/3 spater an
Pemphigus erkranken, jeder 37. Anti-BP180-NC16A positive Spender BP entwickeln.
Dieser Prozess konnte mit der Produktion von pathogen relevanten desmo- und
hemidesmosomalen Autoantikdrpern beginnen. In wenigen Individuen kdmen durch endo-
und/oder exogene krankheitsbegiinstigende Faktoren hinzu, welche letztlich zur
Manifestation der Erkrankung fuhren. Zur Differenzierung ,geféahrdeter” und ,resistenter”
Personen ware die Kenntnis weiterer Biomarker notwendig. Fur solch seltene
Erkrankungen wie Pemphigus und BP wére es allerdings erforderlich, eine sehr grol3e
Population in einer L&angsschnittstudie prospektiv zu beobachten, um Einflussfaktoren
bestimmen zu konnen. Sollte solch eine Untersuchung am Ende 50 bis 100 Patienten

umfassen, so ware bei einer kombinierten jahrlichen Inzidenz aller AIBD von 0,005% eine
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prospektive Beobachtung von 1 - 2 Millionen Menschen fur 1 Jahr oder 200.000 - 400.000

Individuen fir 5 Jahre daftr notwendig.

4.2.3 MutmalBlliche Unterschatzung der Pravalenz durch hohes
Erkrankungsalter
Wie bereits erwahnt, ist auf Grundlage der Literaturangaben eine nahezu Gleichverteilung
von Mannern und Frauen innerhalb dieser Kohorte anzunehmen, wodurch eine
Beeinflussung der ermittelten  Antikdrperpravalenz  durch das  Geschlecht
unwahrscheinlich erscheint. Aufgrund des mutmalflich grof3en Anteils junger Blutspender
sowie des Ausschlusses von Kindern und Alten (Uber 68 Jahren) ist aber eine
Unterschatzung der Haufigkeit der Autoantikdrper gegen Hautstrukturproteine nicht sicher

auszuschlie3en.

So ware eine noch hoéhere Pravalenz der BP-assoziierten Autoantikorper fir das
fortgeschrittene Lebensalter in Gesunden zu erwarten, da der Krankheitsgipfel knapp vor
dem 80. Lebensalter liegt und das Erkrankungsrisiko jenseits des 60. Lebensjahrs stark
ansteigt [76, 95, 162]. Den zuvor aufgefiihrten Gedanken folgend wéare dieser Gipfel
flankiert durch eine groRe Anzahl Gesunder mit Autoantikbrpern, die jedoch nie
erkranken. Zwar liegt das Erkrankungsalter mit 40 bis 60 Jahren fir Pemphigus deutlich
niedriger als fur BP [123], bisher ist jedoch der Einfluss des Alters in Gesunden auch auf
die Anti-Dsg1/3 Antikérper unbekannt. Zukiinftige Studien der Anti-BP180/230 und Anti-
Dsgl/3 Antikorper in alten Menschen ohne Hauterkrankung wéren hilfreich, um diesen

Effekt zu untersuchen.

4.2.4 Vergleich zu bisher publizierten Haufigkeiten

Die hier vorliegenden Daten losen die Diskrepanz der bisher publizierten Haufigkeiten von
Pemphigus- und Pemphigoid assoziierten Antikorpern in Gesunden. In Tabelle 4.1 sind
bisher veroffentlichte Angaben zusammengetragen. Anders als in dieser Arbeit wurden
jene fast ausschlie3lich in Vergleichskohorten bei der Prifung neuer ELISA-Testverfahren
ermittelt. Dabei fanden sich Anti-Dsgl1 Antikorper in 0,0 - 0,7%, Anti-Dsg3 in 0,0 - 0,2%,
Anti-BP180 in 0,0 - 2,0% und mit gré3ter Spannbreite Anti-BP230 in 0,0 - 7,0% der
gesunden Probanden (Tabelle 4.1). Die hier bestimmten Haufigkeiten liegen sowohl fur
Pemphigus- als auch Pemphigoid assoziierte Antikoérper verglichen mit jenen Studien im

niedrigen Pravalenzbereich.

Die Unterschiede der zuvor publizierten Studien kénnen durch Varianz des ethnischen
Hintergrunds und Art des verwendeten Antigens erklart werden. Solch eindrucksvolle
ethnische Abhangigkeit konnte beispielsweise fur ANA in Gesunden gezeigt werden. In

Italien wiesen 23% der immigrierten Filipinos ANA auf, aber nur 8% der Einheimischen
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[40]. Die in Tabelle 4.1 aufgelisteten ELISAs gegen Hautstrukturproteine wurden in
Europa oder Asien durchgefihrt und basierten auf rekombinant exprimierten
Proteinfragmenten, welche die immunrelevanten Domanen enthielten aus bakteriellen
(z.B. E. coli), insektiziden (z.B. Baculovirustransfer in Insektenzellen) oder auch humanen
Zellreihen (z.B. HEK293).

Eine Ausnahme bildet die Arbeit von Desai et al., welche mittels Immunoblotting auffallig
hochpravalent Antikorper gegen aus humaner Haut extrahiertes BP180 in 57% und
BP230 in 9% der 61 Gesunden nachwies [53]. Nachfolgend flhrten sie auch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie und Anti-BP180-NC16A ELISA durch. Nur 5% aller
Probanden zeigten in der IIF lineare IgG-Ablagerungen und alle reagierten negativ im
Anti-BP180-NC16A ELISA. Das im Immunoblot verwendete native BP180 bietet im
Gegensatz zum NC16A ELISA alle Epitope des Antigens. Folglich mussen die im
Immunoblot nachgewiesenen Anti-BP180 Autoantikorper auRRerhalb der
immundominanten NC16A Doméne [72, 208] gebunden haben und trugen

maglicherweise keinerlei Pathogenitat in sich.

Tabelle 4.1: Publizierte Préavalenzen Pemphigus- und Pemphigoid assoziierter Antikdrper.

Autoantikorper Untersuchte Population: Autoantikdrper . .
gegen Bezeichnung und GréRe (N) Pravalenz [%] Methodik Zitat
Kontrollkohorte (53) 0,0 ELISA [87]
Dsgl
Blutspender (401) 0,7 ELISA [154]
Kontrollkohorte (53) 0,0 ELISA [87]
Dsg3
Blutspender (401) 0,2 ELISA [154]
Gesunde Freiwillige (47) 0,0 ELISA [207]
Blutspender (494) 2,0 ELISA [167]
BP180 Kontrollkohorte (336) 15 ELISA [98]
(61) 57,0 Immunoblot
Kontrollkohorte (20) 0.0 ELISA [53]
Kontrollkohorte (109) 0,0 ELISA [202]
Kontrollkohorte (56) 7,0 ELISA [101]
BP230
Blutspender (483) 2,1 ELISA [34]
Kontrollkohorte (61) 9,0 Immunoblot [53]
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4.2.5 Pathogenitat der Pemphigus- und Pemphigoid-Antikdrper
Weiterfuhrende Analysen zur Bestimmung der Pathogenitat der in Gesunden
nachgewiesenen Autoantikdrper gegen Hautstrukturproteine konnten aufgrund des zu
groRen Zeitumfangs nicht mehr im Rahmen dieser hier vorliegenden Studie durchgefiihrt
werden. Insgesamt gestaltet sich die Funktionalitdtsprifung flr solch seltene
Autoantikérper schwierig, da trotz groRer Kohorte nur wenige Gesunde Antikorper gegen
BP180, noch seltener Dsgl, Dsg3 und BP230 tragen und untersucht werden kdnnten.
Allgemein betrachtet, h&ngt das pathogene Potential eines Autoantikdrpers von mehreren
Faktoren ab. Neben der Plasmakonzentration sind hier beispielsweise Antikorperklasse
bzw. -subklasse, Epitopspezifitat oder Aviditat zu nennen. Dieser Arbeit nachfolgend
nutzte Hiroshi Koga, Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Kutane Autoimmunitat, Klinik far
Dermatologie, Universitat zu Lubeck, einige BP180-NC16A sowie Dsg3 positive Proben
dieser Kohorte fir in vitro Untersuchungen des pathogenen Potentials jener
Autoantikorper.

4.2.5.1 Plasmakonzentration

Die Pathogenitat der BP assoziierten Autoantikorper kann in vitro experimentell mithilfe
der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nach Bindung von Neutrophilen an
Immunkomplexe abgeschatzt werden. So ist bekannt, dass polymorphkernige Leukozyten
(PMN) gesunder Spender nach Kontakt mit im Plasma von BP Patienten enthaltenen als
auch mit rekombinant erzeugten NC16A-Immunkomplexen signifikant messbar ROS
freisetzen [204]. Interessanterweise konnte Hiroshi Koga eine Korrelation zwischen
Konzentration der Anti-BP180-NC16A Antikdrper und Ausmafld der ROS Freisetzung
nachweisen (personliche Mitteilung Dr. Hiroshi Koga). Wahrend Anti-NC16-A Negative
und Anti-NC16-A Positive < 20 RE/ml die PMN nicht aktivierten, waren Anti-NC16A
Positive > 20 RE/ml ebenso wie die zum Vergleich mitgefihrten Proben von BP Patienten
in der Lage, PMN zu aktivieren und ROS auszuschiitten. Diese Erkenntnisse belegen das
vorhandene pathogene Potential der in Gesunden nachgewiesenen Anti-BP180-NC16A

Autoantikorper in Abh&ngigkeit von ihrer Plasmakonzentration.

Fur die Bestimmung der Pathogenitat der Anti-Dsg3 Antikdrper nutze Hiroshi Koga ein
Keratinozytenassay, welches die pathogenetisch relevante Internalisation der Dsg3
Molektle von der Zelloberflache [194] nach Bindung der Antikdrper testet. Hierfir wurden
HaCaT Zellen mit 15 mg/ml aufgereinigtem IgG von einem Pemphiguspatienten, drei Anti-
Dsg3 positiven und einem Anti-Dsg3 negativen Blutspendern inkubiert und anschliel3end
die Position von Dsg3 durch Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht. Im Gegensatz
zum Patientenserum war fur keine der Anti-Dsg3 positiven Proben eine Internalisation von

Dsg3 nachweisbar. Mutmafllich lasst sich dies durch die zu niedrigen
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Plasmakonzentrationen der Anti-Dsg3 Autoantikdrper, welche im ELISA zwischen 4-10
RE/ml lagen, oder apathogene Epitopspezifitaten (siehe Kapitel 4.2.5.3) in den positiv

getesteten Gesunden begriinden.

4.2.5.2 Antikorperklassen und -subklassen

Im Rahmen dieser hier durchgefuhrten Studie wurden durch selektive Anti-IgG
Markierung mittels 1IF und ELISA ausschlieBlich im Plasma zirkulierende IgG-
Autoantikdrper gegen hemidesmosomale und desmosomale Strukturproteine bestimmt.
Es ist zu bedenken, dass die Effektorfunktion und Verteilung der Autoantikdrper im
Organismus in Abhangigkeit ihres Isotyps, welcher durch die konstante Region der
schwerenKette (Fc - d,4,a,y,€) bedingt wird, differiert [125, 193]. Zunachst exprimieren
reife, naive B-Zellen antigenspezifisch lediglich IgD und IgM auf ihrer Oberflache; einige
wenige Plasmazellen sekretieren jene Isotypen. Im Rahmen der Immunantwort kann
jedoch nach Antigenkontakt und B-Zell-Aktivierung durch Rekombination der DNA ein
Klassenwechsel durchlaufen werden [125]. Folglich finden sich von Plasmazellen
produzierte 1gG, IgA oder IgE Antikorper erst spater in der Immunantwort und sprachen im
Falle von Autoantikdrpern fir ein Versagen der kérpereigenen Toleranzstrategien. Hier sei
kurz auf das dieser Theorie widersprechende Phanomen der natirlichen 19G
Autoantikérper hingewiesen, welches naher in Kapitel 4.3.2 diskutiert wird.

Da vor 1gG zunachst IgM Antikérper gebildet werden, wére es plausibel, dass die
Pravalenzen spezifischer Anti-BP180/BP230 bzw. Anti-Dsgl/3 fur IgM im Vergleich zu
den hier nachgewiesenen IgG Antikorpern in Gesunden noch hoher liegen. Eine
Bestimmung dieser spezifischen IgM Antikdrper in gesunden Probanden wére zukinftig
lohnenswert, da sie leider im Rahmen dieser Studie aufgrund des zu grofRen zeitlichen

und finanziellen Umfangs nicht verwirklicht werden konnte.

In BP Patienten sind Anti-BP180-NC16A Autoantikérper verschiedener Klassen
nachgewiesen wurden. Dazu zahlen neben IgG mit Pradominanz fur IgG4 und IgG1 auch
spezifische IgA und IgE Immunglobuline [58, 89, 100]. Klinisch leiden Patienten mit Anti-
BP180-NC16A IgE Antikdrpern unter schweren, meist kortikoidrefraktaren Verlaufen [58,
89]. Um festzustellen, ob sich die IgG-Subklasse der Anti-BP180 positiven Gesunden von
Erkrankten unterscheidet, fihrte Hiroshi Koga einen modifizierten ELISA mit zehn Anti-
BP180-NC16A positiven Blutspendern dieser hier untersuchten Kohorte und zehn BP
Patienten durch. Hierbei zeigten sich im Gegensatz zur publizierten PrAdominanz fir IgG4
[58] sowohl bei Gesunden als auch BP Patienten vorrangig spezifische Anti-BP180-1gG3
Autoantikérper (personliche Mitteilung Dr. Hiroshi Koga). Jene Subklasse, welche stark

Komplement aktiviert und besonders affin an Fcy-Rezeptoren zur Antigenopsonisierung
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bindet [125, 193]. Vielleicht wies der benutzte Test im Allgemeinen eine hdhere

Sensitivitdt zum Nachweis von IgG3 als IgG4 Antikorpern auf.

Ahnlich wie bei BP finden sich auch bei Pemphigus foliaceus und vulgaris neben IgA und
IgE mehrheitlich 1gG4 Anti-Dsg1/3 Autoantikérper [32, 70, 173]. Zudem ist in der
Pathogenese des endemischen Pemphigus foliaceus ein Wandel der spezifischen Anti-
Dsgl-1gG1 zu 1gG4 beobachtet wurden [145]. Aufgrund zu geringer Restplasmavolumina
und insgesamt niedriger ELISA Messwerten (mehrheitlich 5-15 RE/ml, max. 103 RE/ml)
stand Hiroshi Koga leider nicht genugend Material zur Verfigung, um eine IgG-
Subklassenanalyse fiir Anti-Dsg-1/3 Positive durchzufiihren. Bemerkenswerterweise ist
nur fur 1IgG4 die Mdglichkeit der bivalenten Hybridantikérperbildung bekannt [143]. Dabei
kann nach Spaltung der dimerisierten schweren Kette des IgG4 eine Leicht- und
Schwerkette mit einer anderen Paarung reassoziieren, sodass zwei verschiedene
Antigenspezifitaten erkannt werden. Die Bedeutung dieser Eigenschaft fur die

Pathophysiologie der blasenbildenden Autoimmundermatosen ist bislang unklar.

4.2.5.3 Epitope

Die Anti-BP180 Autoantikbrper von BP Patienten reagieren nachweislich mit
verschiedenen Epitopen des transmembrandsen Proteins [55, 83, 135]. Die
Epitopspezifitdten kénnen sich im Krankheitsverlauf andern [54], auch epitope spreading
genannt, wobei typischerweise eine Anhaufung innerhalb der pathogenetisch relevanten
extrazellularen nicht-kollagendsen NC16A2-3 Region auffallt [111, 208]. Hingegen sind
Anti-C-terminale Antikdrper mit Schleimhautbeteiligung assoziiert; Antikdrper gegen
intrazellulare Bestandteile finden sich wie oben erwadhnt vor allem bei Krankheitsbeginn
[54, 83].

Hiroshi Koga testete mittels fine epitope mapping die Anti-BP180-NC16A-1gG Reaktivitéat
gegenluber NC16A2-3 vergleichend bei jeweils zehn Autoantikdrper positiven Gesunden
dieser Kohorte mit ELISA Messwerten > 20 RE/ml und < 20 RE/ml sowie zehn BP
Patienten. Im Gegensatz zu den BP Patienten, welche mehrheitlich mit Epitopen
innerhalb NC16A2-3 reagierten, erkannten lediglich 1/10 Proben (> 20 RE/ml) bzw. 2/10
Proben (< 20 RE/ml) von Gesunden jene Epitope (personliche Mitteilung Dr. Hiroshi
Koga). Dies konnte die fehlende Pathologie und klinische Manifestation erklaren. Hier
liesse sich wiederum spekulieren, ob Gesunde mit Anti-BP180 Autoantikérpern zukinftig
an BP erkranken konnten (siehe Kapitel 4.2.2). Mutmalflich wirden sich passend zu den
Beobachtungen am Krankheitsbeginn auch in einer préklinischen Phase vorwiegend
gegen intrazellulare Epitope gerichtete Antikorper finden lassen. Vielleicht unterschieden

sich die Epitopspezifitdten jedoch auch grundsétzlich zwischen Patienten und Gesunden.
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Eine genaue Bestimmung der Zielepitope von Anti-BP180 positiven Gesunden ware

technisch aufwandig, aber aufschlussreich.

Ubertragbare Betrachtungen gelten auch fiir die in Gesunden gefundenen Anti-Dsg1/3
Autoantikorper. In Pemphiguspatienten nachgewiesene pathogen bedeutsame Anti-Dsgl
und Anti-Dsg3 Autoantikbrper binden mehrheitlich an Epitope innerhalb der ersten
extrazellularen Doméane (EC1) des N-terminalen Endes [43, 115, 164]. Zusatzlich sind
andere Angriffspunkte der Anti-Dsg-Antikorper bekannt. Interessanterweise konnte fir
den endemischen Pemphigus sogar ein Epitopwandel von Ektodomane EC5 auf EC1 vor
Krankheitsausbruch beobachtet werden [109]. Es ware somit denkbar, dass die hier
nachgewiesenen Anti-Dsg-Antikérper nicht an die pathogene Domane EC1, sondern
andernorts binden. Hierzu ware eine Untersuchung der Epitopspezifitat hilfreich, um
mdgliche Unterschiede zwischen Anti-Dsgl/3 Autoantikdrpern in Gesunden und

Erkrankten charakterisieren zu kénnen.

4.2.5.4 Affinitat und Aviditat

Da auch Affinitat und Aviditat die Effektorfunktionen eines Antikérpers bestimmen, wére
es zukinftig auch interessant, diese Eigenschaften in Anti-BP180/230 bzw. Anti-Dsg1/3
positiven Gesunden zu untersuchen. Zudem finden sich im Verlauf einer Immunantwort,
bedingt durch die somatische Hypermutation, zunachst niedrig-affine/avide, spater hoch-
affine/avide spezifische Antikdrper [125]. Wahrend Aviditat die Starke der multivalenten
Antigen-Antikdrper-Bindung umfasst, beschreibt Affinitat die Starke einer einzelnen
Epitop-Antikorper-Interaktion [125]. Dabei ist die Aviditat vielfach grof3er als die Affinitat
(fur bivalente Bindungen ca. 100-mal), da Losung der Antigen-Antikdrper-Bindung Energie

fur das Aufbrechen aller Einzelbindungen gleichzeitig voraussetzt.

Die Affinitat der gefundenen Pemphigoid- und Pemphigusautoantikorper wére erst nach
deren chromatografischer Aufreinigung durch Bestimmung der Dissoziationskonstante
mittels equilibrium dialysis ermittelbar. Deutlich einfacher hingegen kdnnte eine grobe
Bestimmung der Aviditat durch Vorbehandlung einer IIF-Testung mit Harnstoff sein,
welcher niedrig-avide Antigen-Antikbrper-Bindungen spaltet. Wie vom Hersteller
Euroimmun bereits beispielsweise fir ihre lIF-Assays zum Nachweis von EBV, VZV, CMV
empfohlen [212], kdnnte dieses Prinzip auch fiur die Abschatzung der Aviditat der

Antikorper gegen Hautstrukturproteine genutzt werden.
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4.3 Gesunde tragen haufig krankheitsspezifische Autoantikdrper

Das erweiterte Screening deckte Autoantikdrper gegen TPO in 4,6%, CCP in 1,3%, PCA
in 1,1% und ANCA in 0,3% der Gesunden auf. Diese Haufigkeiten stlitzen Angaben zuvor
publizierter Studien, die zumeist in kleinen Kontrollkohorten gesunder Probanden im
Rahmen von Untersuchungen an Patienten ermittelt wurden. Diese fanden Anti-TPO in
3,4 - 6% [96, 102], Anti-CCP in 1,1 - 1,8% [140, 142] und Anti-PCA in 1,6 - 7,8% [39, 68]
unter gesunden Kindern oder Erwachsenen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde

erstmals die Pravalenz von ANCA in Gesunden bestimmt.

Dabei wurden fur Anti-CCP Antikorper alle Messwerte 2 5 RE/ml als positiv bertcksichtigt.
Entgegen der zuvor ausgefiihrten Betrachtungen fir Autoantikbrper gegen
Hautstrukturporteine konnte nicht jede nachweisbare ELISA Reaktion gewertet werden.
Der Uberraschend hohe Anteil von 21% Anti-CCP positiver Blutspender bei = 1 RE/ml mit
mehrheitlich maximalen Messwerten von 2 RE/ml lasst an der Glaubwirdigkeit des
Ergebnisses zweifeln und héufige unspezifische Reaktionen vermuten. Es ist aber nicht
ganzlich auszuschliel3en, dass die 21% dem wahren Ergebnis entsprachen.

Hierbei handelt es sich im Falle von Anti-CCP und ANCA um Antikérper der Klasse 1gG.
Fur Anti-TPO und Anti-PCA Immunglobuline  wurden durch  Anti-IgA/M/G
Fluoreszenzmarkierung drei  verschiedene  Antikdrperklassen bestimmt. Eine
Differenzierung der Klassen ware in zukinftigen Untersuchungen lohnenswert, um
festzustellen, wie viele der Positiven IgM, 1gG oder beide Immunglobuline trugen. So ist
die Mehrzahl der natirlichen Antikérper vom IgM-Typ; krankheitsrelevanten pathogenen
Antikorpern wird die 1gG-Klasse zugeschrieben [20, 105, 128]. Nahere Betrachtungen
hinsichtlich der Eigenschaften der in dieser Studie gefundenen Autoantikorper finden sich
in den nachfolgenden Kapiteln 4.3.1 bis 4.3.3.

Alle Probanden wurden negativ fur pankreatische Inselzellantikbrper getestet, welche
charakteristisch fur T1DM sind. Da T1DM mit Ausnahme der late-onset Sonderform im
Kinder- und Jugendalter diagnostiziert wird, das Mindestalter der Blutspender hingegen
18 Jahre betragt und Patienten mit insulinpflichtigem Diabetes vom Blutspenden
ausgeschlossen sind [38], trifft dies die Erwartungen. Auch waren keine Antikdrper gegen
adrenale, ovarielle oder testikulare Zielantigene nachweisbar. Mit einer Pravalenz von
18/100.000 ist die autoimmun bedinge priméare Nebenniereninsuffizienz [59] von jenen
endokrinen Erkrankungen die haufigste. Primarer Hypogonadismus oder primére
Ovarialinsuffizienz werden nur sehr selten durch pathologische Autoimmunphanomene

verursacht. Aufgrund der Seltenheit dieser Erkrankungen wéare wahrscheinlich nur durch
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umfangreiche VergroRerung der Kohorte ein Nachweis von Autoantikdrpern gegen

adrenale, ovarielle oder testikulare Antigene moglich.

In der Subpopulation der 369 zuféllig ausgewahlten Blutspender, welche auf alle hier
gepruften krankheitsspezifischen Autoantikdrper untersucht wurden (BP180/230, Dsg1/3,
CCP, ANCA, TPO, PCA, AK anderer Autoimmunendokrinopathien, ANA), reagierte jeder
funfte Gesunde in mindestens einem der durchgefihrten Autoantikdrpertests positiv.
Somit ist die benigne Autoimmunitdt (Prdsenz von Autoantikdrpern ohne
Krankheitssymptome) langst kein seltenes Phanomen unter Gesunden. Vielmehr ist
fraglich, ob die Autoantikérper persistieren und welches Ausmald an Pathogenitat sie in

sich tragen. Oder sind es gar natirliche Autoantikérper, die hier nachgewiesen wurden?

4.3.1 Persistenz der Autoantikdrper in Gesunden

Basierend auf dem Querschnittsdesign dieser Studie kann lediglich auf die
Punktpravalenz der Autoantikérper in Gesunden geschlossen werden. Die Persistenz von
Autoantikérpern ist seit Bekanntwerden der teils transienten ANA Induktion durch
Infektionen wie z.B. Bilharziose, chronische Hepatitis C oder Tuberkulose, umstritten [26,
60, 130]. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden 53 Individuen mit Nachweis
von ANA (Titer > 1.640) ohne Hinweis auf eine Kollagenose nach einem
Beobachtungszeitraum von funf bzw. zehn Jahren erneut klinisch und laborchemisch
untersucht [126, 197]. Nach funf Jahren waren 91%, nach zehn Jahren immer noch 78%
der Probanden ANA positiv. Fast alle der Getesteten blieben gesund, lediglich finf
Testpersonen waren nach 10 Jahren an einer Kollagenose erkrankt. Diese Studien
belegen, dass erhthte ANA Spiegel Uber viele Jahre in Gesunden persistieren. In der
Literatur finden sich kaum aussagekréaftige Studien (ber die Entwicklung von
Autoantikdrpertitern gegentber BP180/230, Dsgl/3, TPO, CCP, PCA oder ANCA in
Gesunden. Fir Anti-TPO Antikorper ist eine Persistenz in ca. 90% der Félle Uber einen
Zeitraum von 20 Jahren beschrieben wurden, wobei die jahrliche Wahrscheinlichkeit fur
Anti-TPO positive Individuen an manifestem Hypothyreoidismus zu erkranken bei 2,1%
lag [187]. Um auch die Persistenz der anderen hier getesteten Autoantikdrper beurteilen
zu konnen, waren aufwendige prospektive Langsschnittstudien von Gesunden mit

Testung multipler Autoantikdrper notwendig.
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4.3.2 Naturliche Autoantikérper

Aufgrund des epidemiologischen Konzepts dieser hier durchgefuihrten Studie ist es nicht
mdglich, Aussagen Uber die Funktionalitéat der gefundenen Antikérper zu treffen. Somit
ware es prinzipiell denkbar, dass die gefundenen Autoantikdrper sogar natirlichen

Autoantikérpern entsprechen.

Basierend auf der klonalen Selektionstheorie von Burnet [117] werden Autoantikdrper im
Allgemeinen als verbotene, falsche Klone resultierend aus dem Verlust der Toleranz
gegenlber kdrpereigenen Strukturen verstanden. Demzufolge gilt ihre Prasenz als
unphysiologisch und krankhaft. Im Sinne der Immunhomdéostase hétten sie wahrend der
Ontogenese entfernt werden mussen. Dieser Theorie widersprechend werden seit mehr
als vier Jahrzehnten aber auch das Vorkommen und die Bedeutung natirlicher

Autoantikérper erforscht.

Naturliche Antikdrper werden ohne jegliche vorherige Immunisierung im Serum Gesunder
gefunden. Experimentell konnte gezeigt werden, dass natirliche IgM Antikdrper auch im
Serum von komplett antigen- und keimfrei gehaltenen Méausen prasent sind und ihr
Repertoire jenem von Mausen mit Antigen- und Keimkontakt gleicht [80]. Im Menschen
sind natdrliche Antikérper in gro3er Anzahl mit der Geburt nachweisbar [118, 122].
Interessanterweise reagiert ein Grofdteil der natirlichen Antikbrper mono- oder
polyspezifisch mit einer oder mehreren korpereigenen Strukturen. Jene Immunglobuline
werden deshalb natirliche Autoantikdrper genannt [20, 105, 128]. Auch hier kénnen IgM,
lgG und IgA Isotypen unterschieden werden, welche eine breite Affinitat (10 bis 10 M)
und Polyreaktivitat aufweisen [105].

Naturliche Autoantikdrper sind ubiquitdr prasent und richten sich gegen hochkonservierte
korpereigene Antigene wie beispielsweise Albumin, Zytokine, Immunglobuline, Kollagen,
intrazellulare Komponenten (z.B. Aktin, Myosin, dsDNA), Hormone (z.B. Thyreoglobulin,
Insulin) und vieles mehr [20, 122]. Damit reagieren sie unter anderem mit denselben
Autoantigenen, wie die in Kranken gefundenen pathologischen Autoantikérper. Wahrend
natirliche Autoantikbrper von nahezu unverénderten Keimbahngenen kodiert werden,
ohne die somatische Hypermutation durchlaufen zu haben [20, 105], sind in Kranken
gefundene Autoantikorper jedoch somatisch hypermutiert. Nagele et al. demonstrierten
mithilfe eines Microarrays, der fast 10.000 verschiedene korpereigene Proteine umfasste,
dass jedes getestete Individuum mindestens 300, im Mittel tausende verschiedene
natirliche IgG Autoantikoérper besitzt (n=166, 1.997 + 1.052) [128]. Dies ist insofern
bemerkenswert, da 1gG Antikorper Zeichen einer nach Antigenkontakt aktivierten

Immunantwort sind und folglich fir einen Toleranzverlust gegen das Selbst sprechen
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wirden (siehe Kapitel 4.2.5.2). Zuvor waren natlrliche Antikérper vor allem der IgM-

Klasse zugeordnet worden.

Die Vielzahl und Ubiquitat der nattrlichen Autoantikdrper lasst physiologisch bedeutsame
Funktionen nahe liegen [21]. Naturliche Autoantikdrper unterstitzen die
Gewebehomdostase, indem sie an alterierte Zellmembranen apoptotischer Zellen binden
und deren Abbau einleiten [21, 75, 105]. Dabei soll diese Antigenmarkierung zur
Internalisierung und Prozessierung durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) beitragen
und damit die Prasentation fur T-Zellen unterstitzen [179]. Bedingt durch ihre
ausgepragte Poly- oder Kreuzreaktivitdt binden sie auch an Epitope von Pathogenen,
welche dem Selbst ahnlich erscheinen und dienen damit der schnellen, ,unspezifischen®
Erregerabwehr [105]. Anti-inflammatorische Zytokinmodulation, Beeinflussung von B- und
T-Zellen sowie Anti-idiotypische Interaktionen natirlicher Autoantikbrper dienen der
Immunregulation [21]. Durch die Bindung und konsekutive Blockade von Idiotypen, den
Epitop-spezifischen variablen Regionen der Immungobuline und T-Zell-Rezeptoren
(TCR), koénnen sie Uberschielende Immunreaktionen unterdriicken. Ferner sind
beispielsweise Anti-IlgG Fc spezifische natirliche Autoantikbrper in der Lage, zur
Clearance zirkulierender Immunkomplexe beizutragen [105]. Sogar ihre Bedeutung in der
Pravention pathogener Autoimmunitat, also von Autoimmunkrankheiten, wird diskutiert. Im
Gegensatz dazu versteht die klonale Selektionstheorie von Burnet Autoantikdrper als
verbotene falsche Klone, welche durch Versagen =zentraler und peripherer

Toleranzstrategien entstehen und negiert ihre physiologische Bedeutung [117].

Dennoch sollte in der klinischen Praxis bedacht werden, dass mdglicherweise mit den
Standardverfahren wie IIF oder ELISA aufgrund identischer Zielantigene auch natirliche
Autoantikérper bestimmt werden. Beispielhaft hierfir ware dsDNA zu nennen, welche
sowohl als Zielstruktur naturlicher wie auch pathogener krankheitsspezifischer SLE
Autoantikorper berichtet wurde [20, 122]. Folglich sollten spezifische Autoantikdrpertests
gezielt bei Patienten mit krankheitstypischen Symptomen und nicht leichtfertig als
Screening eingesetzt werden. Durch Minimierung der falschpositiven Testergebnisse

wirde folglich ein gréRerer klinischer Aussagewert und Nutzen bestehen.

4.3.3 Glykosylierung von Autoantikdrpern

Als ein mdglicher Faktor, der die Pathogenitat von Autoantikdrper beeinflussen kann,
wurde in den letzten Jahren die Glykosylierung der Immunglobuline identifiziert. Die
Glykosylierung zahlt zu den wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von Proteinen,
und lauft zumeist im rauen endoplasmatischen Retikulum ab. Auch an Immunglobuline
werden verschiedene Saccharide und Aminozucker sowohl im Fab- als auch im Fc-

Fragment enzymatisch angebaut und beeinflussen deren dreidimensionale Struktur und
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biologische Aktivitat [125, 146]. Das Fc-Fragment der Antikdrper wird dabei an der
konservierten Position Asparagin 297 der schweren Kette durch N-Acetyl-Glucosamine,
Fucose, Mannose, Galaktose und Sialinsdure modifiziert. In Abhangigkeit ihres
Glykosylierungsmusters sind fir IgG Antikérper pro- und anti-entziindliche Eigenschaften
beschrieben wurden. Je mehr nicht-galaktosylierte IgG Autoantikdrper im Serum von
Patienten mit SLE und RA gefunden wurden, desto héher lag die Krankheitsaktivitat [46].
Ebenso konnte durch anti-TNFa Therapie eine Steigerung der galaktosylierten und
sialylierten 1gGs erreicht werden, welches zur Verbesserung der RA Symptome flhrte
[46, 185]. Mechanistisch erklart sich dies durch Beeinflussung der Rezeptorbindung;
wahrend nicht-galaktosylierte IgG-Fc Fragmente mit proinflammatorischen Fcy-
Rezeptoren wie Fcyl oder Fcylll interagieren, binden galaktosylierte IgGs an den
inhibitorischen FcylIB Rezeptor [46]. Zudem vermitteln Sialinsduren FcyllIB Rezeptor

unabhangig Uber den Lectinrezeptor DC-SIGN immunsuppressive Funktionen [46].

Klrzlich gelang es Rombouts et al. in einer prospektiven Studie von knapp 200
Probanden mit arthralgischen Beschwerden und Serumnachweis von Anti-CCP
Antikorpern die Anderung der Galaktosylierung vor Diagnose der Rheumatoiden Arthritis
zu beweisen [146]. Dabei verringerte sich der Anteil der galaktosylierten Anti-CCP-IgG1
Autoantikorper signifikant im Mittel drei Monate vor Diagnosestellung und verlief parallel
zur Beschleunigung der Blutsenkungsgeschwindigkeit als Surrogatmarker der
systemischen  Entziindungsreaktion. Diese Parallelitit lasst jedoch  keine
Schlussfolgerung zu, ob die Hypogalaktosylierung Ursache oder Folge der Inflammation
ist. Bei all jenen Probanden, welche die Diagnosekriterien einer RA nicht erfullten, war
keine Anderung der Galaktosylierung der Anti-CCP-IgG1 Antikorper Uber die
Beobachtungszeit nachweisbar. Einflisse auf die Glykosylierung werden von der
Fachwelt noch umfangreich diskutiert. In vitro konnten sowohl Umwelteinflisse (z.B.
Vitamin A Derivate) sowie Stimulatoren des angeborenen (z.B. TLR-Aktivatoren) und
erworbenen (z.B. IL-21) Immunsystems Einfluss auf das Glykosylierungsmuster der
Plasmazellen nehmen [191]. Im Allgemeinen geht man heute davon aus, dass unter
Prasenz proinflammatorischer Kostimulation eine Suppression der a2,6-Sialyltransferase
in den Plasmazellen folgt und vor allem agalaktosylierte und asialylierte Immunglobuline

produziert werden [46].

In Hinblick auf diese Erkenntnisse ware es lohnenswert, auch das Glykosylierungsmuster
der Autoantikdrper in Gesunden zu studieren. Leider ist dies in der hier betrachteten
Kohorte wenig sinnvoll, da keinerlei Angaben zu Geschlecht und Alter der Blutspender

bekannt sind, diese Faktoren die Glykosylierung jedoch beeinflussen [44, 165].
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4.3.4 Autoantikorper finden sich haufiger als die Krankheitspravalenz

Fast alle getesteten Autoantikorper fanden sich bei Gesunden 20- bis 75-mal haufiger als
die Pravalenz der assoziierten Erkrankung, welche der Studie von Eaton et al.
entnommen wurde [59]. FUr die hier berechneten Ratios eignete sich diese Studie
aufgrund der Darstellung vielzahliger Autoimmunerkrankungen und der ethnischen
Ahnlichkeit zwischen danischer und deutscher Population besonders gut. Dieser groRRe
Unterschied legt nahe, dass nur ein geringer Anteil Autoantikdrper positiver Blutspender in
Zukunft manifest erkranken wirde. Dies zeigt sich auch in den hypothetisch kalkulierten
Positiven Pradiktiven Werten (PPW) des Erkrankungsrisikos fir die verschiedenen
Antikorpertests. Die Anzahl der Erkrankenden wurde aus der epidemiologischen Studie
von Eaton et al. berechnet und mit der Anzahl der hier ermittelten Autoantikdrper positiven
Individuen in Bezug auf die gesamte deutsche Bevolkerung (82 Mio. Einwohner)
verglichen (siehe Kapitel 2.63.2.1). Fur BP180/230, Dsg1/3, TPO, PCA und ANCA lag der
hypothetisch errechnete PPW sehr niedrig bei unter 5%. Als Konsequenz fur die Klinik
lasst sich hieraus ein zuriickhaltender Umgang mit Autoantikérper positiven, aber klinisch
gesunden Menschen ableiten. Ein positiver Antikorpertest hat ohne Symptome keine

Krankheitsrelevanz. Als Screeninginstrument sind sie ungeeignet.

Andererseits finden sich bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten, wie bereits unter
Kapitel 1.1.2 beschrieben, schon Jahre vor Diagnosestellung krankheitsspezifische
Autoantikdrper im Blut [1, 17, 61, 142]. Nun ware es naturlich von grof3em Interesse,
vorhersagen zu konnen, welche Individuen erkranken und welche nicht. Durch
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) diskutiert die Fachwelt heute fir viele
Autoimmunkrankheiten spezifische Risikogene [125]. Um aber Gene, welche urspriinglich
den Toleranzverlust verantworten, von Genen, welche die Krankheitsmanifestation
vorantreiben, unterscheiden zu konnen, missten in GWA Studien Kranke mit
Autoantikbpern gegen Gesunde mit Autoantikbrpern verglichen werden. Theoretisch
waren dann in beiden Populationen gefundene Loci fir den Toleranzverlust
verantwortlich, zuséatzlich in Kranken vorkommende fir die Krankheitsmanifestation.
Weitere langfristige prospektive Studien zur Bestimmung zusatzlicher Biomarker, wie z.B.
von Laborparametern oder Genexpressionsanalysen [112] in Autoantikoérper tragenden
Gesunden waren notwendig, um die Erkrankungswahrscheinlichkeit genauer

prognostizieren zu kénnen.

Interessanterweise war die Frequenz der Anti-CCP Antikorper unter Gesunden mit 1,3%
aber nur 3- bis 4-mal so haufig wie die Krankheitspravalenz der seropositiven RA [59].
Jeder dritte bis vierte hier getestete Proband wirde in Zukunft erkranken. Der

hypothetisch kalkulierte PPW des Erkrankungsrisikos lag verglichen mit den anderen
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Autoantikérpern deutlich héher bei 29%. Anti-CCP Autoantikdrper sind im Einzelfall bis zu
9 Jahre, in einem Drittel von RA Patienten 1,5 Jahre vor Krankheitsmanifestation
(PPW 16%) von Rantapaa-Dahlquist et al. im Serum nachgewiesen wurden [142].
Folglich sollten Gesunde mit Anti-CCP  Antikdrpern aufgrund des hohen
Erkrankungsrisikos in regelmaRigen Abstanden klinisch auf erste arthritische Symptome

untersucht werden.

4.3.5 Einfluss von Alter und Geschlecht auf Autoantikdrper in Gesunden

Aufgrund des eher jungen Durchschnittsalters (39,9 + 14,3 Jahre) in der getesteten
Kohorte ist eine Uber- oder Unterschatzung der Préavalenz gewisser Autoantikorper
mdglich. Hingegen kann aufgrund der Literaturangaben (ber die soziodemographischen
Eigenschaften von Blutspender [18, 188, 189] von einer Gleichverteilung von Manner und

Frauen ohne Beeinflussung der Autoantikbperhéufigkeiten ausgegangen werden.

Die Abhangigkeit von Alter bzw. Geschlecht und Autoantikorperpositivitdt in Gesunden
wurde bereits 1975 mittel IIF von Shu et al. untersucht. Dabei fanden sich ANA, Anti-PCA-
Antikérper und Anti-cytoplasmatische Schilddriisenantikorper allesamt haufiger bei
Alteren und Frauen [166]. Auch in einer kirzlich durchgefiihrten amerikanischen Studie
waren ANA mit ansteigendem Alter und unter Frauen haufiger nachweisbar [148].
Widersprichlich konnte der Effekt des Alters auf die Prasenz von ANA in Gesunden
jedoch in der Studie von Li et al. nicht bestéatigt werden [112]. In Bezug auf Anti-TPO-
Antikorper gelang Kabelitz et al. der Nachweis jener fast 3-mal Ofter in gesunden
Madchen wie Jungen [96]. Dies lasst darauf schlieBen, dass auch in dieser hier
vorliegenden Arbeit mehr Frauen als Manner unter den Autoantikdrper Positiven sind.
Dieses Bias beeinflusst jedoch die nachgewiesene Kookkurrenz von ANA mit Anti-CCP,
Anti-TPO und Anti-Dsgl1/3 Antikdrper nicht. Fast alle Autoimmunkrankheiten treten
haufiger bei Frauen als Mannern auf [125, 144]. Dies gilt auch fir die hier betrachteten
Erkrankungen wie BP [92, 106], Pemphigus [24, 106], Rheumatoide Arthritis [163] und
Hashimoto Thyreoditis [187].

Kinder und Personen Uber 68 Jahren sind in der hier durchgefiihrten Studie nicht
abgebildet. Einerseits liegt die hier dargestellt Pravalenz von Anti-TPO Antikérpern mit
4,6% etwas uber der in deutschen Kindern und Jugendlichen ermittelten mit 3,4% [96].
Andererseits ist es mdglich, dass aufgrund des jungen Durchschnittsalters die Pravalenz
der Antikorper gegen PCA zu niedrig dargestellt wurde. So ist bekannt, dass bei

Gesunden die Frequenz der Anti-PCA Antikdrper mit dem Alter zunimmt [39, 166].
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4.4 Verschiedene krankheitspezifische AutoantikGrper tberlappen in

Gesunden

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine starke Uberlappung von ANA mit Anti-CCP, Anti-
TPO und Anti-Dsg1/3 Autoantikérpern in gesunden Probanden aufgezeigt werden. Bis
dato ist dies die fallzahlenmafRig groRte Untersuchung der Assoziation
krankheitsspezifischer Autoantikérper in Gesunden. Fir die Betrachtung der Kookkurrenz
wurden zunéachst, wie unter Kapitel 4.3 diskutiert, alle Anti-CCP Antikoérper =2 5 RE/m
bertcksichtigt. AnschlieBend erfolgte zur Verifizierung auch der Vergleich jeglicher
gemessener ELISA Ergebnisse zwischen beiden Subpopulationen. Dabei zeigten sich
Anti-CCP Antikorperaktivitaten in ANA Positiven signifikant hoher als in ANA Negativen
(p<0,001).

Beim Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur finden sich hierzu passende Studien von
Patienten mit Autoimmunthyreoiditis, bei denen in 30 bis 70% zusatzlich auch ANA im
Serum gefunden wurden [85, 178]. Auch SLE Patienten zeigen haufiger
schilddriisenspezifische Autoantikorper als Gesunde [102]. Weiterhin beschrieben Torok
et al. in ANA positiven, gesunden Kindern tberzufallig h&ufig und unabhéngig von der
Hohe des ANA Titers schilddriisenspezifische Antikdrper. Dabei trugen 21% dieser Kinder
Anti-TPO-Autoantikérper, wobei nur in 14% eine Hypothyreose vorlag [180]. Als
moglichen Mechanismus fiur die Assoziation von ANA und Autoimmunthyreoiditis kommt
die gesteigerte Apoptoserate des Schilddrisenfollikelepithels mit folgender Freisetzung
der nukledren Antigene in Frage [37, 180]. Mit Hilfe verschiedener ELISA und
Proteinmikroarray verglichen Li und Kollegen in 18 gesunden Probanden mit hohen ANA
Messwerten (> 40 RE/ml) und 16 mit niedrigen ANA (< 12 RE/ml) die Autoantikdrper-
spiegel gegen ca. 100 weitere Autoantigene. Dabei fanden sie, in Ubereinstimmung mit
den hier vorliegenden Daten, in der Subpopulation mit hohen ANA Werten eine
Uberlappung mit Schilddriisen- und Hautspezifischen Antikdrpern [112]. Eine Assoziation
von ANA und Anti-CCP-Autoantikdrpern in Gesunden wurde bisher in der Literatur nicht
dargelegt. Es ist jedoch bekannt, dass sich bei SLE Patienten mit Arthritis in 20 - 40%
Anti-CCP Antikérper nachweisen lassen [140, 205].

Andererseits offenbarten die Daten der hier vorliegenden Untersuchung keine Assoziation
zwischen Anti-BP180/230, Anti-PCA Antikorpern sowie ANCA mit ANA. Anti-BP180/230
und Anti-PCA Antikdrpern fanden sich zwar haufiger in ANA Positiven, lagen aber mit p-
Werten von 0,4 bzw. 0,5 weit von der statistischen Signifikanz entfernt.
Interessanterweise traten ANCA in der Gruppe der ANA Positiven seltener auf als bei
ANA Negativen. Die Vermutung, dass die Bildung all jener Autoantikdrper unabhéngig der

ANA Produktion verlauft, muss in Hinblick auf das Studiendesign mit Vorsicht getroffen
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werden. Das Design besall wie im Kapitel 2.6 beschrieben, genug statistische Power, um
eine mdgliche Uberlappung zwischen ANA und Anti-TPO Antikérpern nachzuweisen. Fur
Autoantikdrper, deren Haufigkeiten geringer waren als Anti-TPO-AK, kann auf Grundlage
dieser Daten trotz fehlender Signifikanz eine mdgliche Assoziation nicht sicher
ausgeschlossen werden. Bei p-Werten von fast 0,5 erscheint es aber unwahrscheinlich,
durch Erhéhung der KohortengréRe fur Anti-BP180/230 und Anti-PCA Antikorper eine

Assoziation mit ANA nachweisen zu kénnen.

Die gefundene Uberlappung mehrerer krankheitsspezifischer Autoantikérper in Gesunden
weist auf eine gemeinsame Kontrolle ihres Toleranzverlustes hin. Die Extreme der
globalen (fur alle Antigene) auf der einen und solitdren Toleranzkontrolle (fir ein einzelnes
Antigen) auf der anderen Seite erscheinen unwahrscheinlich. Gemeinhin werden Genetik
und Umwelt als Einflussfaktoren fir die Krankheitsentstehung betrachtet. Um eine
potentiell gemeinsame genetische Empfanglichkeit gegeniber verschiedenen
Autoimmunkrankheiten zu untersuchen, wurden Metaanalysen Genom-weiter
Assoziationsstudien durchgefuihrt. Bestimmte MHC Risikoallele sind fir die
Autoimmunpathogenese bereits wohl etabliert [125]. Neuere Studien ergriindeten auch
Risikogene aufRerhalb des MHC-Locus. So suchten Ramos et al. nach gemeinsamen
Risikogenen und Polymorphismen auf3erhalb des MHC-Locus zwischen SLE-Patienten
und 17 weiteren  haufigen  Autoimmunkrankheiten.  Obwohl  viele  der
Autoimmunkrankheiten gewisse Genloci teilen (z.B. IL23R, OLIG3/TNFAIP3 oder IL2RA),
konnte keine evidente genetische Uberlappung zwischen SLE und anderen
Autoimmunerkrankungen nachgewiesen werden [141]. Durch hierarchische Gruppierung
der Risikogene erschienen T1DM und RA sowie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa als
am meisten genetisch verwandt, hingegen SLE als eigenstandig in der genetischen
Disposition  [141]. Cotsapas et al. analysierten die Assoziation 107
autoimmunpathogenetisch bedeutsamer Single Nucleotid Polymorphism (SNPs) bei
sieben verschiedenen Autoimmunkrankheiten (darunter SLE, T1DM, RA und Zdliakie).
Nur ein SNP zeigte eine Uberlappung zwischen allen sieben Erkrankungen; die meisten
erschienen in Untergruppen signifikant assoziiert [49]. Zudem teilen verschiedene
Autoimmunkrankheiten auch andere pradisponierende Polymorphismen, wie z.B. fir

NLRP1, einem wichtigen Regulatorprotein des angeborenen Immunsystems [91].
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Insgesamt legen diese Studien eine partielle Pleiotropie, der Veranderung mehrerer
phanotypischer Merkmale durch einzelne Gene unter gewissen Autoimmunkrankheiten
nahe. Auch die epidemiologischen Ergebnisse dieser hier vorliegenden Arbeit
unterstitzen damit folgende Hypothese: Die genetische Pradisposition beeinflusst das
Erkrankungsrisiko nicht aller, sondern bestimmter Untergruppen von
Autoimmunkrankheiten. Es liegt nahe, dass all jene gemeinsame molekulare

Mechanismen des Toleranzverlustes und/oder der Krankheitsmanifestation teilen.
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5 Zusammenfassung

Fur mehrere Autoimmunkrankheiten konnte gezeigt werden, dass Autoantikdrper bereits
Jahre vor Diagnosestellung im Serum der Patienten nachweisbar sind. Zudem kdnnen
verschiedene Autoantikdrper auch in klinisch Gesunden gefunden werden. Bullose
Autoimmundermatosen sind seltene Autoimmunkrankheiten, bei denen AutoantikOrper
gegen desmosomale und hemidesmosomale Strukturproteine der Haut gebildet werden
und eine intra- bzw. subepidermale Blasenbildung ausldsen. Hierbei sind Autoantikorper
gegen BP180/230 mit BP und gegen Dsgl/3 mit Pemphigus assoziiert. Bislang ist die
Pravalenz der Pemphigoid- und Pemphigus-assoziierten Autoantikdrper in Gesunden
jedoch weitgehend unbekannt. Auferdem haben vielféltige Kklinische Studien das
Uberzufallig haufige gleichzeitige Auftreten verschiedener Autoimmunkrankheiten
innerhalb eines Patienten belegt. Noch unklar ist jedoch, ob auch Gesunde dazu neigen,

verschiedene krankheitsspezifische Autoantikorper gleichzeitig zu bilden.

Zur systematischen Bestimmung der Pemphigoid- und Pemphigus-assoziierten 1gG-
Autoantikbrper wurden insgesamt 7.063 gesunde Blutspender mittels indirekter
Immunfluoreszenz auf Anti-BP180/230 und Anti-Dsgl/3 Antikérper untersucht. Alle
Positiven und eine vergleichbare Anzahl negativer Proben wurden anschlieBend durch
antigenspezifische ELISA (IgG) reevaluiert. Insgesamt reagierten fast 1% der Gesunden
in der Immunfluoreszenz positiv; davon 0,5% mit BP180, 0,04% mit BP230, 0,2% mit
Dsgl und 0,1% mit Dsg3. Die ELISAs bestatigten vorrangig quantitativ niedrige
Antikorperspiegel, wobei alle IIF Positiven hochsignifikant hohere ELISA Messwerte
aufwiesen als IIF Negative. Passend zu epidemiologischen Daten, die das Bullése
Pemphigoid als haufigste bullése Autoimmundermatose in Europa beschreiben, konnten

BP-assoziierte Autoantikorper 6fter nachgewiesen werden als Pemphigus-assoziierte.

Als Grundlage fir die Uberlappungsanalyse wurden 1.000 Proben auf Antikérper gegen
CCP (Rheumatoide Arthritis) und ANCA (Vaskulitiden) sowie 369 davon zusatzlich auf
TPO (Autoimmunthyreoditis), PCA (Pernizibse Anamie) und andere Autoimmun-
endokrinopathien mittels indirekter Immunfluoreszenz oder ELISA getestet. Anschlie3end
wurden die Punktpravalenzen in ANA Positiven und ANA Negativen verglichen. Die ANA
positive Kohorte wurde in einer parallel durchgefiihrten Arbeit charakterisiert. Das
erweiterte Screening deckte Autoantikdrper gegen TPO in 4,6%, CCP in 1,3%, PCA in
1,1% und ANCA in 0,3% der Blutspender auf. Ferner konnte erstmals eine Kookkurrenz
von ANA mit Autoantikdrpern gegen TPO, CCP und Dsgl1/3 in Gesunden gezeigt werden.
Dies lasst auf eine gemeinsame Ubergeordnete Kontrolle des Toleranzverlustes gegen
diese Antigene schlieBen. ANCA sowie Anti-BP180/230 und Anti-PCA Antikdrper traten

nicht haufiger in ANA Positiven auf.
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Insgesamt reagierten 20% der Gesunden in mindestens einem der durchgefiihrten Tests
positiv. Fast alle getesteten Autoantikérper fanden sich bei Gesunden drastisch haufiger
als die Pravalenz der assoziierten Erkrankung. Nur jeder 20. bis 75. Proband wirde in
Zukunft erkranken. Deshalb sollten Autoantikorpertests gezielt bei Patienten mit
krankheitstypischen Symptomen und nicht leichtfertig als Screening eingesetzt werden.
Die Frequenz der Anti-CCP Antikorper unter Gesunden lag jedoch nur 3- bis 4-mal Uber
der Pravalenz der seropositiven Rheumatoiden Arthritis. Folglich ware es ratsam,
Gesunde mit Anti-CCP Antikérpern in regelmaRigen Abstanden auf erste arthritische

Symptome zu untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Votum der Ethikkommission

Alle hier durchgefiuihrten Untersuchungen der Blutproben gesunder Blutspender sind
durch die zustandige Ethikkommission bewilligt worden: Aktenzeichen 10-094,

Genehmigungsschreiben vom 01.06.2010.

7.2 Erganzende Abbildungen
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Abbildung 7.1: Standardprotokoll des Biochip basierten Indirekten Immunfluoreszenz
Assay.

Dieses Verfahren wurde fir die Bestimmung der Autoantikdrper gegen Hautstrukturproteine
und endokrine Organe verwendet. Die Titerplane Technik ermdglicht den gleichzeitigen
Inkubationsstart aller Proben und verhindert die Verdunstung der Flussigkeiten.
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Einwirkzeit: 30-60 s je Waschzyklus c’g% —‘\ﬂﬂnﬂf‘lﬂﬂl
Wash: 300 pf (man.)/450 !l (aut.) per weli %o 0 ‘O ONONO IO IO O
reaction lime: 30-60 s per washing cycle
Pipettieren: 100 pi jo Reagenzgefaly Enzymkonjugat w
Pipette: 100 pi per well SNZy8. COylighie —I ﬂ |-| " ﬂ@” n " I—
Inkubieren: 30 min bei Raumtemperatur {18°C bis 25°C) -
incubate: 30 min at room temperature (18°C to 25°C) @%E},’&J@
Waschen: 300 pl (man.}450 pl (aut.) je Reagenzgefald
Einwirkzeil: 30-60 s je Waschzyklus x —\ﬂﬂﬂ ﬂﬂr ﬂlr
Wash: 300 il {man /450 pi (aut.) per weli to) UU { U Ol

reaction time: 30-60 s per washing cycle

Pipettiecren: 100 pl je Reagenzgefa Chromogen'Substral \ I
Pipette: 100 pl per well chromogendsubsteat @|%U%
] |5 |8
Inkubieren: 15 min bei Raumtemperatur (18°C- 25°C)
incubate: 15 min at room temperature (18°C- 25°C) 32 L@M&k{
1
Pipettieren: 100 pl je Reagenzgefal Stopplésing \{
Pipette: 100 il per well Bt Tkl "OI S
N BN L
Auswerten:  Photometrische Messung (450 nm)
Evaluate: photomelric measurement (450 nm)

Abbildung 7.2: Standardprotokoll der ELISA Assays.

Dieses Verfahren wurde fiir die Validierung der IIF positiven Anti-BP180, Anti-BP230,
Anti-Dsgl und Anti-Dsg3 Plasmaproben verwendet. Zudem wurden Autoantikdrper gegen
CCP mittels ELISA bestimmt. Hierbei wurde jedoch der erste Inkubationsschritt fir 60 min,
der zweite und dritte Inkubationsschritt fir 30 min durchgefihrt.
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7.3 Ausschlusskriterien fur Blutspender

Auszug aus der Zweiten Richtlinienanpassung 2010 zur Gewinnung von Blut und

Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie) nach
88 12 a und 18 TFG; Seite 23 bis Seite 27 [38]

Ausschluss von der Blutspende

Vor jeder Spende ist zu prifen, ob eines der nachfolgenden Ausschlusskriterien vorliegt.

Kriterien fir einen Dauerausschluss

Personen, die an

schweren neurologischen Erkrankungen,

schweren Herz- und GefalRkrankheiten,

anderen chronischen Krankheiten, bei denen die Blutspende eine Gefahrdung des
Spenders oder des Empfangers nach sich ziehen kann, oder

bdsartigen Neoplasien (Ausnahmen: in situ Karzinom und Basalzellkarzinom nach
kompletter Entfernung) leiden oder litten, ~

einer Allergie leiden, wobei die Entscheidung im Einzelfall beim Arzt liegt.

Personen, bei denen eine der folgenden Infektionen nachgewiesen wurde:

HIV-1 oder HIV-2,

HBYV (Ausnahme: die Infektion bzw. Erkrankung liegt mehr als 5 Jahre zurtick und
virologische Kriterien — z. B. Nachweis von Anti-HBs mit einem Titer von 100 U/I
und negatives Ergebnis eines Tests auf HBV-Genom mittels einer validierten,
empfindlichen Nukleinsaure-Amplifikationstechnik — sprechen fir eine erloschene
Kontagiositat),

HCV,

HTLV Typ 1 oder Typ 2 (HTLV-1/-2),

Protozoonosen: Babesiose, Trypanosomiasis (z. B. Chagas-Krankheit),
Leishmaniose,

Syphilis,

andere chronisch persistierende bakterielle Infektionen12, wie Brucellose,
Fleckfieber und andere Rickettsiosen, Lepra, Riickfallfieber, Melioidose oder
Tularamie.

Personen mit dem Risiko der Ubertragung spongiformer Enzephalo-pathien (TSE):

nach Behandlung mit aus menschlichen Hypophysen gewonnenen Hormonen,
nach Erhalt von Dura-mater- bzw. Korneatransplantaten,

bei nachgewiesener oder einem Verdacht auf TSE (Creutzfeldt-Jakob-Krankheit,
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit oder andere TSE),

wegen eines familidren Risikos, eine TSE zu entwickeln (bekannte Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit oder eine andere TSE bei einem oder mehreren
Blutsverwandten),

nach einem Aufenthalt im Vereinigten Kdnigreich Grol3britannien und Nordirland
von insgesamt mehr als 6 Monaten in den Jahren 1980-1996,
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- nach einer Operation und/oder Transfusionen (Blutkomponenten) im Vereinigten
Kdnigreich Grol3britannien und Nordirland nach dem 01.01.198013,

Empféanger von Xenotransplantaten.
Personen, die Drogen konsumieren und Medikamente missbrauchlich zu sich nehmen:

- Alkoholkranke,

- Personen, die medikamenten- oder rauschgiftabhangig sind oder bei denen ein
begriindeter Verdacht dessen besteht,

- Personen, die Medikamente missbrauchlich verwenden,

Personen, deren Sexualverhalten ein gegeniber der Allgemeinbevélkerung deutlich
erhohtes Ubertragungsrisiko fir durch Blut Ubertragbare schwere Infektionskrankheiten,
wie HBV, HCV oder HIV bergen:

- heterosexuelle Personen mit sexuellem Risikoverhalten, z. B. Geschlechtsverkehr
mit haufig wechselnden Partnern,

- Manner, die Sexualverkehr mit M&nnern haben (MSM),

- mannliche und weibliche Prostituierte.

Zeitlich begrenzte Rickstellungskriterien

Infektionen
nach medizinisch dokumentierter Heilung von Malaria fir 4 Jahre,

nach medizinisch dokumentierter Heilung von Osteomyelitis, Q-Fieber, Tuberkulose sowie
Infektionen mit Salmonella typhi und paratyphi fir 2 Jahre,

nach Abklingen der Symptome einer Toxoplasmose fir 6 Monate,
nach Abschluss der Behandlung eines rheumatischen Fiebers fir 2 Jahre,
nach einer Hepatitis A bzw. dem Nachweis einer HAV-Infektion (IgM-AK) fir 4 Monate,

nach fieberhaften Erkrankungen und/oder Durchfallerkrankungen unklarer Ursache fir 4
Wochen,

nach Abklingen der Symptome anderer als der oben erwédhnten Infektionskrankheiten (mit
Ausnahme unkomplizierter Infekte) fir mindestens 4 Wochen,

nach einem unkomplizierten Infekt fir 1 Woche.

Exposition mit dem Risiko, eine Gbertragbare Infektion zu erwerben

Personen, die in einem Malaria-Endemiegebiet geboren oder aufgewachsen sind oder die
sich kontinuierlich Gber mehr als 6 Monate in einem Malaria-Endemiegebiet aufgehalten
hatten fur 4 Jahre nach Verlassen der Endemieregion; vor Aufnahme der Spendetéatigkeit
muss durch eine gezielte Anamnese, klinische Untersuchung und durch eine validierte
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und qualitatsgesicherte Labordiagnostik festgestellt werden, dass kein Anhalt fir
Infektiositat besteht.

nach Besuch eines Malaria-Endemiegebietes flr mindestens 6 Monate,

Personen, die aus einem Gebiet eingereist sind, in dem sie sich kontinuierlich langer als 6
Monate aufgehalten haben, und in dem sich HBV-, HCV-, HIV- oder HTLV-1/-2-
Infektionen vergleichsweise stark ausgebreitet haben fir 4 Monate nach dem letzten
Aufenthalt; Zulassung zur Spende im Falle kirzerer Aufenthalte kann nach &rztlicher
Beurteilung erfolgen,

nach intimem Kontakt mit Personen, die einer Gruppe mit erhdhtem Infektionsrisiko fur
HBV, HCV und/oder HIV angehéren (s. oben) fiir 4 Monate,

wahrend der Haft und nach Haftentlassung fiir 4 Monate,

bei engen Kontakten innerhalb einer h&uslichen Lebensgemeinschaft mit dem Risiko
einer Infektion durch Hepatitis (HBV, HCV, HAV) fir 4 Monate nach letztem Kontakt,

nach halogenen Gewebetransplantaten (Dura-mater- und Korneatransplantate s. Abschn.
2.2.1) und nach grof3en Operationen fir 4 Monate,

nach anderen Operationen im Ermessen des Arztes,

nach Endoskopien/Biopsien/Katheteranwendungen mit Ausnahme von Einmalkathetern
fir 4 Monate,

nach Empfang von autologen und allogenen Blutkomponenten oder Plasmaderivaten
(ausgenommen Humanalbumin) fir 4 Monate,

nach invasiver Exposition, auch Schleimhautkontakt, gegeniber Blut bzw. Verletzungen
mit durch Blut kontaminierten Injektionsnadeln oder Instrumenten fir 4 Monate,

nach einer Akupunktur, falls diese nicht unter aseptischen Bedingungen mit Einmalnadeln
durchgefihrt wurde, fir 4 Monate,

nach Tatowierungen oder Durchbohrungen der Haut und Schleimhaut zur Befestigung
von Schmuck fiir 4 Monate,

nach einem kleinen operativen Eingriff oder einer Zahnextraktion fur 1 Woche,

nach zahnéarztlicher Behandlung fir 1 Tag.

Impfungen

nach Verabreichung von Lebendimpfstoffen (z. B. gegen Gelbfieber, Roteln, Masern,
Mumps, Typhus, Cholera) fiir 4 Wochen,

nach Impfung gegen Tollwut bei Verdacht auf Exposition fir 12 Monate,

nach Hepatitis-B-Impfung fir 1 Woche.
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Keine Ruckstellung ist erforderlich nach Applikation von Tot- bzw. Toxoidimpfstoffen oder
gentechnisch hergestellten Impfstoffen (z. B. Poliomyelitis inaktiviert, Typhus inaktiviert,
Diphtherie, Influenza, Cholera inaktiviert, Tetanus, FSME, Hepatitis A), sofern der
Spender ohne klinische Symptome und bei Wohlbefinden ist.

Ruckstellung wegen besonderer epidemiologischer Situationen

Ruckstellung bei besonderen epidemiologischen Situationen angepasst an die
entsprechende Situation,

nach Verlassen eines Gebietes mit saisonal fortlaufender Ubertragung des Westnil-Virus
auf Menschen fir 4 Wochen, sofern keine Genomtestung durchgefiihrt wird.

Sonstige Rickstellgrinde
nach Verabreichung von Sera tierischen Ursprungs fur 12 Monate,
wahrend und 6 Monate nach Schwangerschaft bzw. bis zum Abstillen,

Ruckstellung nach Medikamenteneinnahme in Abhangigkeit von der Pharmakokinetik und
der Indikation des angewendeten Medikaments.
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