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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Ubersicht bulloser Autoimmundermatosen

Beim bullésen Pemphigoid (BP) handelt es sich une élasenbildende Autoimmun-
erkrankung der Haut.

Die Haut (Cutis, Integument) ist das grof3te Orgas dchenschlichen Koérpers. lhre
Struktur ist komplex und sie erfillt unterschiedbte Aufgaben. Zu diesen gehoren
bspw. der Schutz vor mechanischen, chemisch-tosisctund thermischen
Einwirkungen sowie der Schutz vor Wasserverlust Knghkheitserregern. Aul3erdem
besitzt sie die Funktion der Salz- und Temperatudagion und dient weiterhin u.a. der
Sinneswahrnehmung. In ihrer Grundstruktur bestebt ais den drei Schichten
Epidermis, Dermis und Subcutis, die eine funktig&inheit bilden.

Entscheidend fur die Kohérenz und Stabilitat deutHsind dabei zum einen die
Desmosomen, die als plaqueartige Strukturen derzellularen Adhésion der Zellen
der Epidermis dienen, zum anderen die Basalmembnan@BMZ), die die Epidermis
mit der Dermis verbindet (Abbildung 1.1).

Sowohl die Desmosomen als auch die BMZ besteherzahiseichen interagierenden
Adhéasionsmolekilen, die bei verschiedenen blaséailen Autoimmundermatosen als
Autoantigene fungieren konnen. Uber die Bindungkutierender Autoantikorper
kommt es dabei letztendlich Uber eine Reihe unteggdticher Mechanismen zu einem
Adhasionsverlust der interagierenden Proteine nfudgedessen zur Blasenbildung.
Anhand der Lokalisation des Autoantigens kann Zwasc intraepidermalen und
subepidermalen blasenbildenden Erkrankungen uhiedeEn werden: Findet die
Antigen-Antikorper-Reaktion im Bereich der Desmogom(Abbildung 1.1 A) statt,
resultiert eine intraepidermale Blasenbildung (@eet al.,2001; Hertlet al., 2002a).
H&aufigster Vertreter dieser Krankheitsgruppe ist 8emphigus. Befindet sich das
Autoantigen im Bereich einer der Komponenten der ZBMbspw. innerhalb der
Hemidesmosomen (Abbildung 1.1 B), so entsteht sintgepidermale Blasenbildung,

wie sie flur das bulldse Pemphigoid typisch ist.
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Abb.1.1: Schematischer Aufbau der Epidermis und deDermis:

Ausschnittweise dargestellt sind die Lokalisationdar Desmosomen (A) und der
Hemidesmosomen/Basalmembranzone (B).

Insgesamt bilden die blasenbildenden Autoimmunekuagen eine recht heterogene
Gruppe. Die Klassifizierungen sind momentan teitchn uneinheitlich, da sie im

Wesentlichen auf klinischen Beobachtungen berubdenwiederum fur verschiedene
Krankheitsbilder ~ Uberschneidungen bieten. Aufgrunder fortschreitenden
Antigendifferenzierungen werden bulldse Dermatosemnmutlich zukinftig weiter

untergliedert bzw. in neue Gruppen zusammengef&ase derzeitige Ubersicht gibt
folgende Auflistung (Hertet al.,2002a):

Tab. 1.1: Ubersicht bulléser Autoimmundermatosen

Intrae pidermaler Adhasionsverlust
(->Desmosomen)

* Pemphigus vulgaris

« Pemphigus foliaceus

» Paraneoplastischer Pemphigus

e Arzneimittelinduzierter Pemphigus
* IgA-Pemphigus

Subepidermaler Adhéasionsverlust
(= BMZ/Hemidesmosomen):

e Pemphigoid
0 Bulléses Pemphigoid
o0 Pemphigoid gestationis
0 Vernarbendes
Schleimhautpemphigoid
0 Sehr seltene Varianten
e Epidermolysis bullosa acquisita
e Lineare IgA-Dermatose
e Dermatitis herpetiformis Duhring
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1.2 Definition des bulldsen Pemphigoids

Beim bulldsen Pemphigoid handelt es sich um didifgiste erworbene blasenbildende
Autoimmunerkrankung des Erwachsenenalters, dienspgzifisch die Haut beféllt. Der
Verlauf ist chronisch entzindlich und geht kladsésweise mit zirkulierenden und
gewebsgebundenen Autoantikbrpern einher. Diese tenchsich gegen die
hemidesmosomalen Strukturproteine BP180 und BP@&0Bestandteil der BMZ der
Haut sind. Die Antigen-Antikdrper-Bindung fuhrt tbeine Reihe von Mechanismen,
u.a. durch die Aktivierung des Komplementsystems, ener Infiltration von
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowiestigldllen und Monozyten bzw.
Makrophagen, die proteolytische Enzyme sezernieiurch deren destruierende
Wirkung kommt es zu einem Adhasionsverlust von Eprds und Dermis im Bereich
der Lamina lucida der BMZ und infolgedessen zu regubepidermalen Blasenbildung.
Als Begleitbefund besteht ein Entzindungszellirdtltder oberen Dermis und der
Blasenflissigkeit (Jordoat al.,1967). Klinisch imponieren pralle Blasen auf nolena
oder erythematdser Haut, die ohne Narbenbildungibdsh(Lever 1953; Hertét al.,
2002b). Ein Mundschleimhautbefall tritt in 10 bisxamal 30% der Falle auf, ein Befall
der Ubrigen Schleimhaute weitaus seltener. Auchikialie narbenlose Abheilung die

Regel.

1.3 Historie

Die Beschreibung blasenbildender Hauterkrankungem in Lauf der Zeit sehr
vielfaltig. Zu Beginn des 18ten Jahrhunderts trat Begriff des Pemphigus auf und
fand fortan fur verschiedenste Formen blasigeroi#izenzen Verwendung. Erst 1953
wurde das BP durch Lever als eigenstandige Krankbeschrieben (Lever 1953).
Wahrend Jordort al. 1967 die Assoziation der Blasenbildung zu zirkelelen und
gewebsgebundenen Antikdrpern erkannten, konntenbletbal. 1986 erstmals eine
Autoreaktivitdt gegen u.a. ein 180 kDa schwereslesprales Antigen demonstrieren
(Jordonet al.,1967; Labibet al.,1986). Mittlerweile wurden Zielantigene identigzi

und charakterisiert. Mit Hilfe von Tiermodellen undttels verschiedenster Labortests
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nahert man sich immer mehr auf molekularer Ebemne ddlstadndigen Verstandnis der

Erkrankung.

1.4 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von 6 bis 43 Neuerkrankunge®00.000 Einwohner/ Jahr ist das
BP die haufigste blasenbildende Autoimmunerkrankuigs Erwachsenenalters
(Bernardet al., 1995; Zillikenset al., 1995; Junget al., 1999; Gudiet al., 2005; Joly
2008; Langanet al., 2008). Interessanterweise liel3 sich ein deutlichestieg der
Inzidenzen innerhalb der letzten Jahre verzeichndaer vermutlich auf die
demographische Entwicklung der Bevdlkerung zurlfikaen ist (Joly 2008; Langan
et al., 2008). Die Erkrankung manifestiert sich meist naem 60. Lebensjahr mit
einem Median von 80 Jahren, wobei der Anteil deauEn mit ca. 60% der Falle
Uberwiegt (Langanet al., 2008). Dabei wachst die Erkrankungshaufigkeit mit
zunehmendem Alter stark an. So wiesen Langaal. eine adjustierte Inzidenz von
mehr als 400 Neuerkrankungen/ 1.000.000 Einwohdaint flr die Uber 80-jahrige
Bevolkerung in Grol3britannien nach (Langah al., 2008). Auch wenn es sich
vornehmlich um eine Erkrankung des hoheren Alteamdelt, wurden einzelne
Erkrankungsfalle im Kindesalter beschrieben (Nene¢thl.,1991; Truelet al.,1999).

1.5 Pathogenese des bulldosen Pemphigoids

Im diesem Kapitel soll nhun die Pathogenese des 2atert werden, um nachfolgend
die diagnostischen Befunde und das klinische Baidtehen zu kénnen.

Die Blasenbildung findet subepidermal statt. Dietigene, gegen die sich die
zirkulierenden Autoantikdrper richten, sind die den in der BMZ lokalisierten
StrukturproteineBP180 (Kollagen XVII oder BPAG2) undP230(BPAGL1) (Labibet
al., 1986; Stanlet al.,1988; Giudiceet al.,1992). Da die BMZ somit entscheidend in
die Antigen-Antikérper-Reaktionen involviert iststies wichtig, ihren strukturellen

Aufbau und ihre Funktion zu kennen.
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1.5.1 Struktur und Funktion der Basalmembranzone

Basaler

Keratinozyt
Kreatinfilamente

Plektm

BP230

BP180

Ly B B i O B B o o 4

- - / .
Lamina lucida Laminin-5
Lamina densa

\ ja6B4Integrm
//ff////f//r’/

Basalmembran

Ankerfibrillen
(Kollagen VII)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Basalmembranzone
Lage der wesentlichen Strukturproteine sowie dareraktionen;
rot markiert: Strukturproteine der Hemidesmosomen
(modifiziert nach: Hertkt al.,2002b, Abb. 4)

Die BMZ (Abbildung 1.2) setzt sich aus vier elektemmikroskopisch differenzierbaren
Bereichen zusammen: den Hemidesmosomen, der Ldnuica, der Lamina densa und
den Ankerfibrillen der oberen Dermis.

Die Hemidesmosomen (HD) sind plaqueartige Struktucke an dem dermalen Pol
basaler Keratinozyten lokalisiert sind und als jiorkale Komplexe der Verankerung
des cytoplasmatischen Intermediarfilamentsystenaeirextrazellularen Matrix dienen.
Dabei interagieren verschiedene hemidesmosomalétStproteine - u.a. BP180 und
BP230 - auf komplexe Weise, um die Koheranz vondé&ppnis und Dermis zu
gewahrleisten (Hopkinsoet al., 1995; Borradoriet al., 1999; Kosteret al., 2003;
Powell et al.,2005): So verankern die intrazellularen Proteif®280 und Plektin, die
beide zur Plakin-Familie gehéren, Utber ihr C-telaes Ende die ebenfalls intrazellular
gelegenen Keratinfilamente 5 und 14 in den HD. Zagalen Seite hin sind BP230 und
Plektin N-terminal jeweils mit den intrazellulardbomanen der beiden ebenfalls
miteinander in Verbindung stehenden Transmembragipe BP180 undi634-Integrin
assoziiert. Diese Uberspannen ihrerseits jeweitshren extrazellularen Doméanen die
44-55 nm breite Lamina lucida, um in der Lamina sderzu inserieren. Dabei
Uubernimmt die grof3e zytoplasmatische Domanefeddntereinheit desi634-Integrins
die intrazellularen Bindungen an BP230, Plektin whe intrazellulare Doméne des

BP180, wohingegen die-Untereinheit mit der extrazellularen Doméane desl&P
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interagiert. In der Lamina densa besteht fur BPA8@a6B4-Integrin Gber Laminin 5
die Verbindung zu den dermalen Ankerfibrillen, dier allem aus Kollagen VI
bestehen. Diese wiederum interagieren mit den gdtitietlen dermalen
Kollagenfaserbindeln.

Die BMZ ist somit unverzichtbar fur die Adh&sion nva&Epidermis und Dermis.
Mutationen in den verschiedenen genannten Kompenendler Antikérperreaktionen
gegen diese Strukturen fihren zu einem Adhé&siohsteim Bereich der BMZ und
damit zu einer subepidermalen Blasenbildung (Geerrgil.,2001; Hertlet al., 2002b;
Zillikens 2002; Kosteet al.,2003).

1.5.2 Das Zielantigen BP180

BP180
™
M
intrazellular 0 extrazellulir

o
I Z -
7, @)
@)
= )
I T T 1 aa
1 500 1000 1500

Abb. 1.3:  Schematischer Aufbau des BP180
TM: transmembrandse Doméne (modifiziert nach: Thaiaynskiet al.,2006, Abb. 1)

BP180 stellt eins der beiden zentralen AutoantiggeseBP dar. Es handelt sich hierbei
um eine transmembrane Komponente der Hemidesmosofdnantikorper gegen
dieses Strukturprotein finden sich auch bei Pagientie an Pemphigoid gestationis
(Herpes gestationis), vernarbendem Pemphigoid,adere IgA-Dermatose, Lichen
planus pemphigoides oder Prurigo nodularis erkrasikt (Morrisonet al., 1988;
Bernardet al.,1992; Tamadat al.,1995; Zoneet al.,1998; Powelkt al.,2005).

Das BP180-Gen (COL17A) ist auf dem langen Arm déso@osoms 10 (locus
10924.3) lokalisiert und damit unabhangig von dexa BP230 (s.u.) (Let al.,1991).
Eine Mutation des Gens verursacht die klinischeiarae der Epidermolysis bullosa

junctionolis Typ Non-Herlitz (GABEB: generalisierteatrophische benigne
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Epidermolysis bullosa), eine angeborene Erkrankdiggdurch Fragilitat der Haut und
Blasenbildung gekennzeichnet ist (Jonkneaal.,1995; Mc Gratlet al.,1995).

Das 180 kDa schwere Glycoprotein BP180 ist ein Smambranprotein der Gruppe I
(Powell et al., 2005). Als Homotrimer besteht es aus drei ideh&scKetten, die je
1497 Aminosauren (AS) umfassen. Dabei lassen sigieride Bereiche unterscheiden
(Abbildung 1.3): Eine intrazellulare Domane (IC@ine transmembranfse und eine
extrazellulare Doméane (ECD). Die 466 AS umfassei@i2 bildet den N-terminalen
Anteil und ist globular formiert. Es folgt der 23 SA umfassende lipophile
transmembranose Bereich, der die Zellmembran digichrnnd in die ECD Ubergeht.
Diese Uberspannt stabférmig mit ihren 1008 AS dienina lucida und inseriert C-
terminal mittels eines flexiblen Endstlicks in demiina densa (Nonaket al., 2000;
Powellet al.,2005).

Der groRe extrazellulare Bereich besteht aus ldg@htésen Subdoménen (COL1L-
COL15), die jeweils von einer der nicht-kollagenbs8&ubdoméane (NC1-NC16)
unterbrochen werden (Giudied al., 1992; Hopkinsoret al., 1992). Zellmembrannah
liegt die groR3te dieser nicht-kollagendsen Domadenals NC16A-Domane (AA 489-
566) bezeichnet wird. Gegen sie weist die grol3e rkégth der Patientenseren eine
Antikorperreaktivitat auf (Zillikengt al.,1997; Hofmanret al.,2002; Thoma-Uszynski
et al.,2006; Di Zenzeet al.,2008). Wegweisend fir diese Erkenntnis war ein hioret

al. 1993 etabliertes Mausmodell, bei dem Kaninchendaih extrazellularen Segment
des murinen BP180, das zur humanen NC16A-Domaneologmist, immunisiert
wurden, was der Gewinnung von Antikorpern gegesetieSegment diente (Let al.,
1993). Der passive Transfer dieser Antikdrper ingadorene Mause fuhrte zu einer
subepidermalen Blasenbildung, die klinisch der B&s entsprach. Dies lie3 darauf
schlieRen, dass es sich bei der NC16A-Domane uemigimundominante Region des
BP180 handelt. In einem weiteren Tiermodell mit lammiertem Autoantigen konnte
die Rolle der NC16A-Autoantikdrper untermauert veerdNishieet al., 2007): Nach
der Injektion humaner, gegen die NC16A-Doméane fezter Antikorper in transgene
Mause, die statt des murinen BP180 das humane BRiB®Iog exprimierten,
resultierte eine BP-typische Blasenbildung.

Dartber hinaus wurden weiter sowohl extra- als antfazellular gelegene Bereiche
des BP180 identifiziert, gegen die sich in unteledlicher Haufigkeit Autoantikérper
detektieren lassen. Bezuglich der Lokalisation aliesveiteren Epitope konnten

verschiedene Studien Autoantikorperreaktivitateigege C-terminale Sequenzen der
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ECD in ca. 20 bis ca. 75% der Falle nachweisen &hatket al.,1998; Hofmanret al.,
2002; Thoma-Uszynsket al., 2006; Di Zenzoet al., 2008). Und auch im mittleren
Bereich der ECD (Thoma-Uszynski al.,2006; Di Zenzcet al.,2008) sowie innerhalb
der ICD (Perriarcet al.,1999; Di Zenzcet al.,2004; Di Zenzcet al.,2008) lie3en sich
in bis zu ber 50% der Falle immunreaktive Epitdeeektieren. In Ubereinstimmung
hierzu zeigten 96% aller getesteten Seren einertizantrischen Studie eine
Antikorperreaktivitat gegen zusatzliche, aulRerhdkr NC16A-Domane gelegene
Epitope der ECD des BP180 (Di Zenai al., 2008). Insgesamt geht aus den
zahlreichen Studien deutlich hervor, dass auf deaelagtigen BP180 individuell
zahlreiche Epitope prasentiert werden kobnnen, geden sich Autoantikdrper

entsprechend in unterschiedlicher Haufigkeit nacbevelassen.

1.5.3 Das Zielantigen BP230

BP230
globulér stabformig globulér
. :
a T
[ 1 ] I I T i Aaa
1 500 1000 1500 2000 2500 3000

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau des BP230
(modifiziert nach: Thoma-Uszynskt al.,2006, Abb. 2)

Das auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (locus -6p12) kodierte, 230 kDa
schwere und 2649 Aminosauren umfassende ProteirB@BM2gt intrazellular vor
(Stanleyet al., 1988; Sawamurat al., 1990). Der zentrale stabférmige Bereich wird
beidseits von je einer globularen Enddomane flahKabbildung 1.4). Zu der Familie
der Plakine gehérend, dient es als Komponente detitesmosomen (siehe 1.5.1) der
Verankerung von Keratinfilamenten an der Basalsd#teKeratinozyten (Sawamued
al., 1991; Ruhrbergt al.,1997; Borradoret al.,1999; Kosteet al.,2003).

Bislang konnte die Pathogenitat der BP230 Antikdrpech nicht eindeutig
nachgewiesen werden: In einem Tiermodell wurdenitren-Antikorper gegen eine
Peptidsequenz des humanen BP230 generiert (&isal., 2005). Deren passiver
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Transfer in neonatale Mause fuhrte nur im Einzelfal einer Blasenbildung,

histologisch und immunhistologisch lie3en sich rdilegs lineare 1gG- und C3-
Ablagerungen, subepidermale Blasenformationen sowmzindungszellinfiltrate

detektieren, wie sie fur das BP typisch sind.

Analog zu BP180 konnten auch auf dem Zielantigen23P unterschiedliche

immunreaktive Epitope identifiziert werden: So v@rsverschiedene Arbeitsgruppen
sowohl fir C-terminale als auch fur N-terminale &&wgen Autoantikdrper nach
(Gaucherancet al., 1995; Skariaet al., 2000; Thoma-Uszynsket al., 2004; Thoma-

Uszynskiet al.,2006; Yoshidaet al.,2006; Di Zenzeet al.,2008).

1.5.4  Epitope Spreading*

Aufgrund des Vorkommens verschiedener Epitope hmadbrdes BP180 und angesichts
der Tatsache, dass mit dem BP230 ein zweites, igehegesehen unabhangiges
Autoantigen mit ebenfalls mehreren Epitopen votlietellt sich die Frage, wie es zu
dieser Vielfalt von Epitopen kommen kann. Eine ggegTheorie ist die des sog.
.Epitope Spreading”. Diese wurde von Vanderlugt avifler als im Rahmen einer
chronischen Autoimmunerkrankung oder Entzindung$isea sekundar auftretende
spezifische Immunantwort autoreaktiver B-und/oddryinphozyten gegen endogene
Epitope beschrieben, die sich bezlglich des immomoianten Epitops unterscheiden,
mit diesem nicht kreuzreagieren und auf demsellam einem anderen Protein liegen
kénnen (Vanderlugt, C. &t al., 1996). Das heil3t, dass im Laufe eines autoimmunen
oder entzindlichen Prozesses ein derartiger Gewledidsn entsteht, dass bestimmte
Proteinbestandteile, die unter normalen Bedingundgén das Immunsystem
unzugéanglich sind, demaskiert werden und dadurtibeares Potential entwickeln. Dies
fuhrt zu einer sekundéren Autoimmunantwort und dazi einem Fortschreiten der
Erkrankung (Vanderlugt, C. 8t al.,1996; Charet al.,1998).

Flr das BP bedeutet dies, dass die extrazellularedde des BP180 vermutlich initial
die entscheidenden Autoantigene prasentiert, undh serst sekundar im
Krankheitsverlauf tGber Demaskierungsprozesse Arikdeaktivititen gegen
intrazellulare Epitope des BP180 (im Sinne einésmolekularen ,epitope spreading®)
bzw. gegen das intrazellular lokalisierte BP230 @mne eines intermolekularen

~epitope spreading“) entwickeln. Dies fuhrt wahrsictich letztendlich zu der Vielfalt
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der Epitope und dem individuellen Befallsmustenb&P. Beziiglich der Initialreaktion
wurde der NC16A-Region im Rahmen dieser Theorie zamreichen Autoren auf der
Grundlage verschiedener Tiermodelle (latal., 1993) undin vitro Untersuchungen
(Sitaru et al., 2002) sowie anhand serologischer Tests und kheis@eobachtungen
(Amo et al., 2001; Hofmanret al., 2002; Kobayashet al.,2002; Thoma-Uszynsleat
al., 2006) besondere Bedeutung beigemessen.

Das Modell des Epitope Spreading scheint bei zihle® Autoimmunerkrankungen,
wie beispielsweise der Multiplen Sklerose, dem Btab mellitus Typ | und der

Myasthenia gravis eine Rolle zu spielen (VanderlGgtL_. et al.,2002).

1.5.5 Komponenten der Pathogenese

Beim BP handelt es sich um eine Autoimmunerkrankubgs Immunsystem des
Menschen ist im physiologischen Zustand permanantitdbeschaftigt, kdrpereigene
von korperfremden Strukturen zu unterscheiden. Wirge Substanz als korperfremd
erkannt, wird eine Immunreaktion in Gang gesetzt dem Ziel, diese Substanz zu
eliminieren und somit den Organismus zu schitzeslidmunreaktionen werden dabei
Uber das spezifische und das unspezifische Immtemysermittelt. Das spezifische
System setzt sich aus der zellularen Komponente Tdeymphozyten und der
humoralen Komponente der von B-Lymphozyten bzw.sikzellen sezernierten
Antikorper zusammen. Das unspezifische Abwehrsysteesteht vor allem aus
Neutrophilen, Mastzellen, Makrophagen, dendritischeZellen und dem
Komplementsystem. Die Trennung in beide Systemaunscharf, da sie funktionell
Uber komplexe Mechanismen eng zusammenarbeiten.ni{atie Selbsttoleranz des
Korpers aus dem Gleichgewicht, entstehen Autoimmkiaekungen. Bei der
Pathogenese des BP spielen alle oben genanntennkomponenten eine Rolle. Es
handelt sich um eine T- und B- Zell vermittelte, tikdrperabhangige Auto-

immunerkrankung.

1.5.5.1 Vom Autoantigen zur Autoantikdrper-Produktion

Autoreaktive T-Zellen scheinen eine entscheidendaleRfur die Aktivierung

autoreaktiver B-Zellen mit deren Produktion pathageAntikérper gegen BP180 und
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BP230 zu spielen (Budinget al., 1998; Eminget al., 2000; Hertl 2000; Hertét al.,
2006). T-Lymphozyten erkennen Antigene nur in Assoan mit einem autologen
HLA-Produkt (human leukocyte antigen; entspricht ®tHmajor histocompatibility
complex) das ihnen von einer antigenprasentiereiZidie (u.a. dendritische Zellen,
Makrophagen, B-Lymphozyten) prasentiert wird. Jédensch hat, beruhend auf seiner
genetischen  Grundlage, ein individuelles HLA-Musteim Sinne einer
immungenetischen Veranlagung. Bekannt ist, dass Hia&-Klasse-II-Allel HLA-
DQB1*0301 mit bullésen Autoimmundermatosen - u.a. dem Kraitkbild des BP -
assoziiert ist (Delgadet al.,1996; Budingeet al.,1998).

Es lassen sich 2 Hauptgruppen der T-Lymphozyteersicheiden:

- CD4-positive T-Zellen:
Sie erkennen an MHC-Klasse-Il gebundene Antigeng lassen sich weiter
unterteilen in:

* Thl-Zellen: Sie produzieren u.a. die Zytokine Ilgekin 2,
Tumornekrosefaktoe- und Interferony. Zu ihren Hauptaufgaben gehoéren
die Stimulation von Makrophagen zwecks des Abbahagpzytierter
Bakterien sowie die Steigerung der Proliferatiortomyxischer CD8-
positiver T-Lymphozyten. Des Weiteren regulieree siie 1gG1l- und
lgG2-Sekretion (Romagnani 1992).

* Th2-Zellen: Sie produzieren u.a. die Zytokine 1k43.5,-6,-10 und —13.
Ihnen kommt besondere Bedeutung in der B-Zell-Satman zur
antikorperproduzierenden Plasmazelle sowie demtypsoswitching” der
Immunglobuline zu. Daher werden sie auch T-Helfelleh genannt.
DarlUber hinaus regulieren sie die 1gG4- und IgEr&#n (Romagnani
1992).

- CD8-postitive T-Zellen:
Sie erkennen an MHC-Klasse-l gebundene Antigene wiken Uber
enzymatische Lysemechanismen zytotoxisch auf Zelldie mit Viren,
Bakterien und z.T. Protozoen infiziert sind. Aufrdkénnen sie Apoptose in

Zielzellen (z.B. in Tumorzellen) induzieren.
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Fur die Krankheitsinduktion des BP sind vermutliahtoreaktive CD4-positive T-
Zellen verantwortlich, die falschlicherweise kompigene Proteinsequenzen des BP180
bzw. des BP230 nicht aleigen sondern alsfremd erkennen und folglich B-
Lymphozyten zur Autoantikérper-Produktion gegen sdie Epitope stimulieren
(Budingeret al.,1998; Eminget al.,2000; Linet al.,2000; Hertlet al.,2006; Thoma-
Uszynskiet al.,2006). Diese Stimulation erfolgt u.a. mittels &eeisetzung bestimmter
Zytokinmuster, die im Falle des BP sowohl aus deenogenannten Thl-typischen als
auch den Th2-typischen Zytokinen bestehen (Budiegexl., 1998; Linet al., 2000).
Auch bei phénotypisch gesunden Testpersonen, digefrdesHLA-DQB1*0301—
Allels waren, konnte eine BP180-spezifische T-Zellaort gefunden werden. Dabei
zeigte sich, dass eine kombinierte Th1/Th2-Antwatmehrt in Assoziation mit der
Erkrankung auftrat, wohingegen eine selektive bilerwiegende Thl-Antwort bei
gesunden Individuen detektiert wurde (Budingeal.,1998; Eminget al.,2000). Dies
lasst darauf schlieen, dass es in der PathogeteseBP vermutlich zu einer

Dysregulation der Thl- und Th2-Antwort kommt.

Uber die Prozesse der T-Zell-Aktivierung und Zytdkeisetzung werden B-Zellen
stimuliert und differenzieren sich so zu antikdgreduzierenden Plasmazellen. Thoma-
Uszynskiet al. konnten zeigen, dass die autoreaktiven T-Zellehdia Autoantikdrper
der Plasmazellen hierbei gegen ahnliche oder sigrei Epitope des BP180 und z.T.
auch des BP230 gerichtet sind (Thoma-Uszyneki al., 2006). Die von den
Plasmazellen produzierten BP180- und BP230-Immimujioe gehtren hauptséchlich
den Klassen IgG1 und IgG4 an, seltener wurden Igd IgE gefunden (Bernaret al.,
1990a; Doppet al.,2000; Laffitteet al.,2001; Hofmanret al.,2002; Thoma-Uszynski
et al., 2004; Di Zenzcet al.,2008). Das Verhéltnis der BP180-spezifischen Ig@i-
IgG4-Antwort wird dabei kontrovers diskutiert: Sassen sich Studien finden, die ein
ausgeglichenes Verhaltnis der beiden IgG-Subklapsstulieren (Eminget al., 2000;
Thoma-Uszynsket al., 2004), wohingegen Hofmaret al. eine IgG1-Dominanz akut
erkrankter Patienten gegeniber einer IgG4-DominanzRemission befindlicher
Patienten nachwiesen (Hofmaeh al., 2002). Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen um
Laffitte und Bernarddie ebenfalls ein Uberwiegen der IgG1- gegeniiberlgé4-
Subtypen beschrieben hatten, fanden somit Bestéi¢Bernardet al., 1990a; Laffitte

et al.,2001). Die Tatsache, dass sich zum einen in p@ialem Gewebe meistens C3

nachweisen lasst, und zum anderen tierexperimerdedl Notwendigkeit des
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Komplementsystems fir die Blasenbildung verifizietrden konnte, spricht fir die
Relevanz des komplementfixierenden IgG1 in derdiphase des BP (Jordast al.,
1967; Bernarcet al.,1990a; Liuet al.,1995; Hertl 2000; Thoma-Uszynséi al.,2004).

1.5.5.2 Vom Antigen-Antikérper-Komplex zur Blasenbildung

Liu et al konnten in einem wegweisenden Tiermodell die Rale der Autoantikdrper
in der Pathogenese des BP zeigen (ktual., 1993). In diesem Modell wurden
Kaninchen-Antikrper gegen ein Segment des muriB&180 (mBP180 NC14A)
generiert, welches zur menschlichen NC16A-DoméareR180 homolog ist. Die so
gewonnenen Antikorper induzierten nach passivermsfest in neonatale Mause das
klinische Bild des BP. Doch anders als beispielsevdieim Pemphigus vulgaris reicht
die Antigen-Antikorper-Reaktion alleine nicht fliried Pathogenese des BP aus.
Vielmehr ist sie an ein suffizientes Komplementsgst gebunden: So zeigten
Komplementsystem-defiziente Mause in einem abgeeltemd Tiermodell auf den
passiven Transfer dieser genannten BP180-Anitkdtpere Blasenbildung (Liet al.,
1995). Uber die Aktivierung des Komplementsystenesden chemotaktisch wirksame
Mediatoren freigesetzt, die beim Menschen zur Emdeaung von neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten sowie Mastzellen und Mgten bzw. Makrophagen in die
BMZ fuhren. Auch deren Relevanz liel3 sich im expentellen BP unterstreichen (Liu
et al., 1997; Chenet al., 2001; Chenet al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass
hierbei eine gesteigerte Expression der proinflatorischen Interleukine 6 und 8 eine
Rolle spielt (Schmidet al.,2000b). Die genannten, in die BMZ einwanderndeltede
setzen proteolytische Enzyme in Form von Granulai, frdie somit in den
Extrazellularbereich gelangen: Sowohl in humaneasBhflissigkeit als auch in
lasionalem und perildasionalem Gewebe erkrankteriefan lieBen sich hohe
Konzentrationen u.a. der Neutrophilen Elastase (NEglatinase B (GB, entspricht
MMP-9), Cathepsin G, Plasminogenaktivatoren, Plasomd MMP-2/Gelatinase A
nachweisen (Oikarineet al., 1983; Grandeet al., 1989; Krameret al., 1993; Stahle-
Backdahlet al.,1994). Diese fuihren zu einer Destruktion versaned extrazellularer
Matrixproteine - u.a. des extrazellularen Anteiés d8P180 - mit daraus resultierendem
Koharenzverlust von Epidermis und Dermis und kouoge&r subepidermaler
Blasenbildung (Hertét al.,2002b). Offensichtlich kommt den beiden Enzymenuxd

GB dabei besondere Bedeutung zu: Zum einen komxperienentell gezeigt werden,
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dass sie die extrazellulare Doméne des rekombinaBf180 zu spalten vermégen
(Stahle-Backdahét al., 1994; Liuet al.,2000a; Verraegt al.,2001; Shimanoviclet
al., 2004), zum anderen, dass ihr Fehlen zu einer fRagigegeniber experimentellem
BP fuhrt (Liuet al.,1998; Liuet al.,2000a). Des Weiteren ergab sich tierexperimentell,
dass der genannte Pathomechanismus zumindest iRrislgphase der Erkrankung an
ein intaktes Plasminsystem geknuipft ist, da dieNmistrophilen freigesetzte GB initial
als Proenzym vorliegt, das (u.a.) durch Plasmiseime aktive Form tberfuhrt werden
muss (Liuet al.,2005). Erst die aktivierte GB ist in der Lage, gérysiologischen NE-
Hemmer Alpha-1-Proteinase-Inhibiton1(-PIl) proteolytisch zu spalten (Liet al.,
2000b). Dadurch liegt die NE ungehemmt vor und kextnazellulare Matrixproteine
(u.a. die ECD des BP180) destruieren, woraus lediitsh eine Spaltbildung innerhalb

der dermo-epidermalen Junktionszone resultiert.

1.6 Klinisches Erscheinungsbild

Das klinische Erscheinungsbild des BP kann vieffadein (Hertlet al., 2002c; Di
Zenzoet al.,2007). Der klassischen Blasenbildung geht regelgnéite nicht-bullése
Prodromalphase voraus. Sie ist gekennzeichnet dovelst starken Juckreiz und
exkorierte papulovesikulose bzw. urtikarielle PlasjuDiese kdnnen tber Wochen bis
Monate anhalten und auch das einzige Zeichen déramlkung bleiben. Im
blasenbildenden Stadium sind erbsen- bis haselraf&sgralle Blasen auf normaler
oder erythemattser Haut in Kombination mit urtieein und infiltrierten Plaques bzw.
Papeln das Hauptcharakteristikum (Abbildung 1.5%le@entlich entsteht ein anulares
oder figuriertes Muster. Die Effloreszenzen konngowohl lokalisiert als auch
generalisiert auftreten, wobei der Befall h&aufign esymmetrisches Bild zeigt.
Pradilektionsstellen sind die Beugeseiten der BExitégen, das obere Abdomen und die
intertrigindsen Areale (Axillen, Inguinalregion)irBMundschleimhautbefall wird in 10-
30% der Falle beobachtet, der Befall der Ubrigehleésmhaute von Auge, Nase,
Pharynx, Osophagus und Anogenitalbereich tritt weish seltener auf. Da das
Blasendach aus der kompletten Epidermis gebilded,wsind die Blasen prall und
relativ stabil. Ihr Inhalt ist meist klar und ser&&mmt es zum Anriss der Kapillaren

des oberen Plexus, kann die Blasenflussigkeit ddchorrhagisch infiltriert sein. Es
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besteht meist eine seitliche Verschiebbarkeit dasd@h, was als positives Nikolski —II-
Zeichen bezeichnet wird. Platzen die Blasen, eémstdlache Erosionen, die krustig

abheilen und eine Hypo- oder Hyperpigmentierungehniassen kénnen. Eine Narbe

entsteht klassischerweise nicht.

Abb. 1.5 Bulléses PemphigoidDi Zenzoet al.,2007, Abb.1):
A: Nebeneinander praller Blasen und flachiger Enosn
B: Pralle ser¢s gefillte Blasen auf erythematdssartH

In der Literatur sind verschiedene Sonderformen &&s beschrieben. Bei der
lokalisierten Variante treten die genannten Effl@enzen beispielsweise nur préatibial,
vulvar oder am Kopf auf (Borradoet al., 1992; Farrellet al., 1999; Di Zenzcet al.,
2007). Andere Varianten gehen ganz ohne Blasentgl@éinher und zeigen stattdessen
ekzematdse oder prurigindse Effloreszenzen.

Des Weiteren ist bekannt, dass das BP durch Trayrbat-Strahlung, Radiotherapie
(Mul et al.,, 2007) und verschiedene Medikamente wie Diuretikardsemid,
Aldosteronantagonisten), Analgetika, Neuroleptik®iagepam) und Penicilline
getriggert werden kann (Bastuji-Garet al., 1996; Vassileva 1998). Daruber hinaus
wird eine Assoziation mit Malignomen (Venninget al., 1990), anderen
Autoimmunerkrankungen (Taylat al., 1993), neurologischen Erkrankungen (Laffitte

et al.,2005; Stinceet al.,2005) und verschiedenen Dermatosen diskutiert.



EINLEITUNG 16

1.7 Scores zur Ermittlung der Krankheitsaktivitat

Zahlreiche Arbeitsgruppen beschéftigen sich mit deraluation der Kklinischen

Krankheitsprasentation bei blasenbildenden Hawtekungen mit dem Ziel, den
Hautbefund zu quantifizieren und somit inter- baviraindividuelle Vergleiche — bspw.
im Therapieverlauf - zu erméglichen. Die Vorgeheese dieser Arbeitsgruppen
gestaltet sich dabei ganz unterschiedlich. So egbin der Literatur sowohl einfach als
auch komplex strukturierte Krankheitsaktivitdtsesor die bei blasenbildenden
Dermatosen wie dem BP oder dem Pemphigus Anwendindgn. Im Folgenden

werden wichtige in der Literatur beschriebene Krasitsaktivitatsscores erlautert, die
allerdings nur einen Auszug aus der Fllle von Eatednsmadglichkeiten darstellen. Da
ein Schleimhautbefall beim BP eine untergeordnetelleR spielt, liegt das

Hauptaugenmerk der folgenden Darstellung auf kutdhenktesystemen.

Eine Moglichkeit der Evaluation stellt die Schatguter flachenmalfigen Ausdehnung
BP-typischer Effloreszenzen bezogen auf die Gegsampekoberflache des Patienten
dar:
e Tsuji-Abeet al. (Tsuji-Abeet al.,2005):
In Abhangigkeit von der Ausdehnung des Hautbefalis~20, ~40, ~60 bzw. ~80%
der Gesamtkoérperoberflache staffelt sich die Veegain 1 bis 4 Punkten.

« Mahajanet al. (Mahajanet al.,2005):
Anhand eines Befalls von <10%, 10-25%, 25-50% odeb0% der
Gesamtkorperoberflache werden 1 bis 4 Punkte vergeb

» Agarwalet al. (Agarwalet al.,1998):
Der Befalls der Gesamtkdrperoberflache wird gesthétd in Gruppen gestaffelt,
die folgendermal3en definiert sind: 0-15%, 16-30%58%, 51-70%, 71-90% und
>90%. Anhand der Gruppenzugehérigkeit richtet sittb Vergabe von bis zu
maximal 6 Punkten.

» Thoma-Uszynsket al. (Thoma-Uszynsket al.,2004; Thoma-Uszynskit al.,2006):

Wenige Blasen, die bis zu 20% der Gesamtkdrperidlobe involvieren, werden als
lokalisiertes Krankheitsstadium definiert. AusgeatehBlasen, die mehr als 20% der
Gesamtkorperoberflache betreffen, werden als gksierées Krankheitsstadium

festgesetzt.
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Andere Scores orientieren sich an der Anzahl lesfell Korperareale, die zuvor

definiert wurden:

Herbstet al. (Herbstet al.,2000):

Hier erfolgt die Einteilung der Korperoberflachews® der oralen und genitalen
Schleimhaut von an Pemphigus vulgaris erkranktereftan in definierte Areale.
Aus einer Kombination der Anzahl befallener Areaewie der erforderlichen

Therapie wird ein Punktwert ermittelt.

Wiederum andere Scores beinhalten das Zahlen flerdszenzen:

Schmidtet al. und Harmaret al. (Schmidtet al.,2000a; Harmaet al.,2001):

Anhand der Anzahl der gezahlten Blasen bzw. Eresiomerden bis zu 3 Punkte
vergeben. So unterteilen Harmanal. den Hautbefund beim Pemphigus in <5, >5
und <20 sowie >20 Erosionen, wahrend Schratdal. beim BP eine Einteilung in
erscheinungsfrei, 1-10 und > 10 Blasen/ Erosior@nehmen.

Agarwalet al. (Agarwalet al.,1998):

Hier wird u.a. die Anzahl der neu aufgetreteners8tapro Tag berticksichtigt.

Weiterhin wird eine relative Beurteilung der Kraekisaktivitat im individuellen

Krankheitsverlauf beschrieben:

Kobayashiet al.und Yoshidaet al. (Kobayashiet al.,2002; Yoshidaet al.,2006):
Die Quantifizierung des Hautbefalls im Verlauf dégtoflr jeden BP-Patienten

innerhalb eines Bereichs von 0 bis 4 Scorepunkigiei 4 Punkte die maximale

Aktivitat im individuellen Krankheitsverlauf darsten.

Abschlie3end sollen zwei komplexer gestaltete Scgemannt werden. Sie setzen sich

jeweils aus mehreren Teilscores zusammen, die €éesamtscore ergeben:

Pfltzeet al. (Pfltzeet al.,2007):
Der ,Autoimmune Bullous Skin Disorder Intensity $eb (ABSIS) berlcksichtigt
sowohl den Haut-, als auch den Schleimhautbefath BEemphigus. Die Berechnung
erfasst folgende Aspekte:
0 Die Evaluation der flachenmafiigen Ausdehnung deflofészenzen
bezogen auf die Gesamtkorperoberflache erfolgt rashhder 9er-Regel.
Dabei wird die Handflache des Patienten einem Pitozeler

Gesamtkorperoberflache gleichgesetzt. In Abhangigika der Qualitat der
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Effloreszenzen werden unterschiedliche Gewichtualgsefen verwendet,
mit welchen der prozentuale Anteil der involvierten

Gesamtkorperoberflache multipliziert wird:

= erosive, exsudative Lasionen/Blasen: Faktor 1,5
= erosive, trockene Lasionen: Faktor 1,0
= reepithelialisierte Lasionen Faktor 0,5.

0 Die orale Beteiligung wird anhand eines von Saragwal. beschriebenen
zweiteiligen Punktesystems erfasst (Sara®wai.,2003). Dieses beinhaltet
sowohl die anatomische Ausbreitung der L&sionererimib von 11
definierten Arealen der Mundschleimhaut bzw. dearfpix als auch die
Schwere der hierdurch verursachten Symptome beNdbarungsaufnahme

verschiedener, unterschiedlich konsistenter SpeisdriGetranke.

» Di Zenzoet al (Di Zenzoet al.,2008):
Hierbei handelt es sich um einen BP-Score, der sicgh der Summe dreier

Einzelscores berechnet. Diesen liegen folgendecisgiunkte zugrunde:
0 Einerseits wird die Krankheitsaktivitat als Anzalgdu aufgetretener Blasen

innerhalb zweier aufeinanderfolgender Tage eruiert:

= Keine Blasen: 0 Punkte
= < 3 Blasen: 1 Punkt

= 3 bis 10 Blasen: 2 Punkte
= > 10 Blasen: 3 Punkte.

0  Andererseits wird die Krankheitsausdehnung im Siadlee involvierten
Gesamtkorperoberflache bericksichtigt, die mit deen genannten 9er-
Regel erhoben und folgendermal3en berechnet wird:

= Keine Lasionen: 0 Punkte
= < 10% der Gesamtkorperoberflache: 1 Punkt
= 11 bis 36% der Gesamtkdorperoberflache: 2 Punkte
= > 36% der Gesamtkorperoberflache: 3 Punkte.

o  Aufder Grundlage des subjektiv empfundenen Praigitdiolgt abschliel3end

die Vergabe folgender Punkte:
= Kein Pruritus: 0 Punkte
= Vorhandener Pruritus: 1 Punkt

= Schlafbeeintrachtigender Pruritus: 2 Punkte.
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1.8 Diagnostik

Die Diagnosestellung des BP beruht neben der kleis Préasentation des Patienten auf
histologischen, immunhistologischen (Immunfluoresze und immunserologischen
Untersuchungen (Herdt al.,2002c; Di Zenzet al.,2007).

1.8.1 Histologische Untersuchung

Insgesamt dient die Histologie nur der orientieemdnterscheidung zwischen einer
intra- und einersukepidermalen Blasenbildung (Herét al., 2002c). Als Material
eignen sich frische Lasionen sowie perilasionaleswébe. Lichtmikroskopisch
imponiert beim BP klassischerweise eine subepider8aaltbildung (Abbildung 1.6
A). Da die pathologischen Prozesse im Bereich déZ Biblaufen, wird die Epidermis
als Ganzes in Form einer Blasendecke abgehobéekirdtienmikroskopisch zeigt sich,
dass die Spaltbildung innerhalb der Lamina lucidialisiert ist. Im entstehenden
Blasenlumen finden sich vor allem Eosinophile, adnech Neutrophile, Lymphozyten
sowie Fibrin. Die obere Dermis ist 6dematds und&@ntebenfalls ein Entziindungs-
zellinfiltrat. Auch die lineare IgA-Dermatose (LAD)die Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA) und die Dermatitis herpetiformistbing (DH) weisen das Bild einer
subepidermalen Blasenbildung auf. Die Gruppe der@P&gus-Erkrankungen ist durch
einen intraepidermalen Adhéasionsverlust (Akantr®)lygekennzeichnet und lasst sich

somit schon lichtmikroskopisch abgrenzen (Abbilddrg) B).

Abb. 1.6: Histopathologie
**: Markierung der Spaltbildung
A: Subepidermaler Spaltbildung beim bullésen Pegpidi (Di Zenzoet al.,2007, Abb.6A)
B: Intraepidermale Spaltbildung beim Pemphigusafigius (Hertet al.,2002¢, Abb.2)
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1.8.2 Direkte und indirekte Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz dient der mikroskopischen [Bdsng von Antigenen,
Antikérpern,  Komplementfaktoren und  Fibrin  mit  Hilf spezifischer
fluoreszenzmarkierter Antikorper.

Mittels derdirekten Immunfluoreszenz (DIF) werden gewebsgebundene Antikdrper
und Komplementfaktoren nachgewiesen. Von dem entmamen Gewebe missen
hierfir ~ Kryostatschnitte angefertigt werden. Nacher d Beschichtung mit
fluoreszierenden Anti-IgG, Anti-IgA und/oder Anti3Gn verschiedenen Verdinnungen
wird das Praparat im Dunkeln mikroskopiert. Beim Biponieren klassischerweise
linear angeordnetes IgG und C3 entlang der BMZ {bbg 1.7 A), seltener kommt
IgA vor (Hertl et al.,2002c; Di Zenzeet al.,2007). Das gleiche Bild zeigt sich bei der
EBA sowie in Form einer IgA-Ablagerung bei der LADie DH lasst sich anhand
granularer IgA-Ablagerungen innerhalb der papitbermis abgrenzen. Mittels einer
artifiziellen Spaltbildung (SSS: Salt-Split-Skinpnierhalb der Lamina lucida mit
konsekutiver raumlicher Trennung der Auto-Antigerder BMZ wird die
Differenzierung der genannten Dermatosen erleithtBies gelingt, indem die
perilasionale Haut im ersten Schritt mit 1M NaChéedelt wird (Gammoret al.,
1992). Die nach Inkubation mit markierten Antikampe sichtbar werdenden
Immunkomplexe befinden sich beim BP an der epidemmader der epidermalamd
dermalen Seite des artifiziellen Spaltes, hingegeinder EBA und dem vernarbenden
anti-Laminin-5-positiven Schleimhautpemphigoid ataggénboden. Im Fall der LAD
imponiert haufiger ein epidermales, in ca. 30 % ralmich ein dermales

Fluoreszenzmuster.

Die indirekte Immunfluoreszenz (1IF) dient der Untersuchung von Patientenserdn au
zirkulierende Antikorper. Als Bindungssubstrat whhdmane Spalthaut verwendet, mit
der das Patientenserum inkubiert wird. Uber diehfidgende Bindung markierter
antihumaner Immunglobuline werden die aus dem Sestammenden Antikorper
sichtbar. Diese befinden sich beim BP wiederum emepidermalen oder selten an der
epidermalerund dermalen Seite des artifiziellen Spaltes, wahreadsi Patienten mit
EBA am Blasenboden detektiert werden kénnen (Gamataal., 1992). Im Fall der
LAD finden sie sich haufiger epidermal als dernt#ndelt es sich um eine DH, zeigt

sich typischerweise eine IgA-Reaktivitatt mit Endamoyn glatter Muskelzellen
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(Chorzelskiet al.,1983). Erkrankungen aus der Gruppe des Pemphithisldung 1.7
B) differenzieren sich analog ihrer Antikbrper-Reakéat im Bereich der Desmosomen

anhand eines interzellularen, netzformigen Bindongsers innerhalb der Epidermis
(Hertl et al.,2002c).

Abb. 1.7: Direkte Immunfluoreszenz (Hertl et al.,2002c, Abb.3):
A: Lineare 1gG-Ablagerungen entlang der BMZ beintiimen Pemphigoid
B: Interzellulare 1gG-Reaktivitat in der Epiderntisim Pemphigus

1.8.3 Immunserologische Untersuchungen

Zu den immunserologischen Untersuchungen gehdremumblot (Ghohestani, Ret
al., 1996) und ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Ags@illikens et al., 1997;
Thoma-Uszynsket al.,2006; Di Zenzcet al.,2008). Beide Untersuchungen kénnen auf
der Verwendung rekombinanter Proteine basiereneD@mdelt es sich um synthetisch
hergestellte komplette Antigene bzw. bestimmte deniSequenzen, mittels derer

Antikorper aus Patientenseren nachgewiesen werdiemek.

Das Prinzip des ELISA stellt sich vereinfacht faildermal3en dar (Abbildung 1.8):

Im ersten Arbeitsschritt wird das Antigen, gegencives man zirkulierende Antikorper
nachweisen bzw. ausschlielen mobchte, auf einer efpkdte immobilisiert.
Unspezifische Antikorperbindungsstellen werden gelktl Durch das Hinzufliigen des

zu untersuchenden Patientenserums kommen in dieséraltene ,primare” Antikorper
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mit den auf der Platte fixierten Antigenen in Kddtand bilden mit diesen Antigen-
Antikorper-Komplexe. In mehreren Waschvorgdngen deer die ungebundenen
Antikorper entfernt. AnschlieRend erfolgt die Inkgion mit enzymmarkierten
Zweitantikorpern, die sich gegen die Fc-Region @&estantikérpers richten. Nach
erneutem Waschen wird Uber das Hinzufligen des espmzifischen Substrates das
Ausmald der Immunkomplexbildung als Mal3 der Antikedreaktivitat photometrisch

messbar.

Enzym
Zweit-
Antikorper
Patienten-
Antikdrper

Antigen
Q Trangerplatte

Abb.1.8: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips

Das Prinzip des Immunoblots beruht auf der Trennuoig Proteinmolekilen durch
Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Dabei wandern diolekile entlang eines
elektrischen Feldes und fraktionieren sich in Alzhgkeit von Gro3e und Ladung, die
sich in der Wanderungsgeschwindigkeit niederscimags schlie3t sich der Transfer
und damit die Immobilisation der Antigene auf eihgrozellulose-Membran an, wobei
das Muster der elektrophoretischen Auftrennung lerhableibt. Dem Blocken
unspezifischer Bindungsstellen folgt die Inkubatroit den Serumantikdrpern (Primar-
Antikorper). Die entstehenden Antigen-AntikbrpenBungen lassen sich Uber das
Hinzufligen entsprechender enzymmarkierter SekuAdtikérper sowie des Substrats

detektieren.
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1.9 Differentialdiagnosen

*

x

Tab. 1.2: Differentialdiagnosen der wichtigsten subepidermale blasenbildenden
Autoimmundermatosen
* SSS: Salt-Split-Skin, 1M NacCl
(modifiziert nach: Hertkt al.,2002¢, Tab.1)
Erkrankung Klinik Auto-Ag Histologie DIF IIF
Subepidermale . Epidermales IgG,
. Plaques/ pralle Blasen/ Blase mit Lineares 1gG selten
Bulléses : f | BP180 inobhil j(selten IgA) und Kkombini
Pemphigoid Erosionen au normaler o500 | €osinophilen und "~ entlang der ombiniertes
oder erythematéser Haut neutrophilen epidermales und
BMZ
Granulozyten dermales Muster
Stammbetonte Subepidermale
L polyzyklische Plaques Blase mit Lineares IgG
Pemtpl:ilgr(:ild und Blasen, sel’?ez188|323( eosinophilen ung und C3 entlang|Epidermales 1gG
gestationis stark juckend, neutrophilen der BMZ
2./3. Trimenon Granulozyten
Vernarbendes Erosiver/ ulzerativer BP180 Subgf;;zrmale Lineares IgG Eplggrerp?leAs gC
. Schleimhautbefall, BP230 . o (selten IgA) und 9,
Schleimhaut- Tend vV bul Laminin 5 / 6 Fibrosierung C3 entl d selten dermales
pemphigoid er|1_| enE quL grn?rhur grzlr:m . und narbige eglt/lazng €1 Muster bei pos.
autbefall moglich | «6p4-Integrin Schrumpfung Laminin 5-Ak*
Mechanobullése und Subepidermale| Lineares IgG
Epidermolysis | inflammatorische For, Blase mit (oder IgA bei

Dermales IgG

bullosa Mundschleimhautbefal|,Kollagen VIl | Neutrophilen, (IgA-Variante) un (oder IgA)*
acquisita spater Milien-und spater Milien-ung C3 entlang der 9
Narbenbildung Narbenbildung BMZ
AuRerst heterogen,
beim Kind z.T. BP180 Epidermales IgA
Lineare IgA- perlschnurartige BP230 Subepidermale Lineares IgA selten dermales
Dermatose Anordnung praller LABD97 Blase mit und C3 entlang oder kombinierté
Blasen mit zentrifugaler LAD-1 Neutrophilen der BMZ Muster*
Ausbreitung, haufig | Kollagen VII
Schleimhautbefall
Urtikarielle 6dematose Endomysium Subepidermale| Granularer IgA-
Dermatitis Papeln /Plaques, pralle glatter Blase, (und C3-)
. .| Blasen z.T. herpetiform Mikroabszesse| Ablagerungen IgA gegen
Mg ST konfiguriert, starker Muskelzelien mit massenhaft in den Endomysium
Duhring 3 onfig P Gewebstransg-— . - . . Y
uckreiz, Exkoriationer| glutaminase Eosinophilen undg Papillenspitzen
Assoziation mit Zoliakie Neutrophilen und der BMZ

19.1

Neben dem bereits ausfihrlich beschriebenen bulldEmphigoid gehdren weitere

Pemphigoid-Gruppe

Erkrankungen in die Pemphigoid- Gruppe (Tabellg.1.2
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1.9.1.1 Pemphigoid gestationis (Herpes gestationis)

Hierbei handelt es sich um eine im 2. oder 3. Tnome auftretende

Schwangerschaftsdermatose, die mit stark juckerstemmbetonten polyzyklischen
Plagues und Blasen unterschiedlicher Grof3e einherdie gegen BP180 (selten
BP230) gerichteten 1gG kénnen transplazentar asf wlageborene Kind ubertragen
werden und dort zu einer Blasenbildung fiihren, meh einigen Wochen spontan
abheilt (Giudiceet al., 1993; Hertl et al., 2002a). Die Wahrscheinlichkeit, eine
Plazentainsuffizienz zu erleiden, ist erhdht (Magat al., 1995). Die diagnostischen
Resultate entsprechen denen des BP, wobei dasefaunftivdhrend der Graviditat die

Diagnose sichert.

1.9.1.2 Vernarbendes Schleimhautpemphigoid

Hierbei handelt es sich um eine seltene Variante, durch ein heterogenes
Erscheinungsbild gekennzeichnet ist. Im Vordergrstetht ein oraler und konjuktivaler
Schleimhautbefall, der im chronischen Verlauf eifendenz zur Vernarbung zeigt.
Auch die Ubrigen Schleimhaute und die Haut (voerallKopf und oberer Stamm)
kénnen betroffen sein (Mutasiet al.,1993; Charet al.,2002). Die zirkulierenden und
gewebsgebundenen Antikdrper gehdren hauptsachdichg®-Klasse an, seltener wird
kombiniert oder ausschlie3lich IgA gefunden. Sielen neben den BP-typischen
Antigenen BP180 (vor allem C-terminal) und BP23@rfiardet al.,1990b; Baldinget
al., 1996) in unterschiedlicher Haufigkeit auf Lamiiirund 6 (Domloge-Hultscht al.,
1992; Charet al., 1997),a6p4-Integrin (Tyagiet al.,1996; Bholet al., 2000; Bholet
al., 2001) und weitere noch nicht genauer beschriePeoieine ab.

Lichtmikroskopisch und mittels Immunfluoreszenz gtesich analog zum BP eine
subepidermale Blasenbildung, IgG/IgA- und Kompletablagerungen entlang der
BMZ, sowie ein epidermales Fluoreszenzmuster derhiimaner Spalthaut. Erst im
spateren vernarbenden Stadium imponiert die Fiérnesg und narbige Schrumpfung.
Eine Ausnahme bilden Patienten mit einer Antikorpaktion gegen Laminin 5, die in
der IIF, analog der Lage des Laminin 5, auch an di¥malen Seite des Spaltes

Immunglobulinkomplexe zeigen (Shimiet al.,1995) .
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1.9.1.3 Sehr seltene Varianten

Zu den sehr seltenen Varianten gehort u.a. derehichlanus pemphigoides, der
ebenfalls mit Antikdrpern gegen BP180 einhergelarnvutet wird eine Assoziation des
Lichen ruber planus mit einem oft erst Jahre spétdiretenden BP (Yancest al.,
2000).

1.9.2 Epidermolysis bullosa acquisita

Mit einer Inzidenz von 0,5/1.000.000 tritt die Egicholysis bullosa acquisita (EBA)
deutlich seltener auf als das BP, betrifft danrerdihgs jingere Patienten. Die
Erscheinungsformen sind &ufRerst vielfaltig und hrec von einer klassischen nicht-
inflammatorischen  mechanobullésen Form bis hin  zunere selteneren
inflammatorischen Form, die das BP maskiert (Bniggaet al., 1985; Zillikenset al.,
1994). Bei Ersterer wird aufgrund erhéhter Hauffiid@g durch minimale Traumata eine
pralle Blasenbildung meist im Bereich der Arme Bwine induziert, deren Abheilung
im Gegensatz zur inflammatorischen Form regelmafiig einer Milien- und
Narbenbildung einhergeht. Neben dem haufigen Murdsnhautbefall kbnnen auch
die Konjunktiven, der Osophagus, Vagina und Anwsliiert sein. Die Ubergange der
einzelnen Erscheinungsformen sind flieBend und H&hsische Bild kann im
Krankheitsverlauf variieren (Wiemet al., 1999). Immunpathologisch finden sich
zirkulierende Antikorper der Klasse IgG oder IgAe djegen Kollagen VII gerichtet
sind, welches der Hauptbestandteil der dermaleneAitkillen ist (Woodleyet al.,
1984). Dies aulert sich anhand eines dermalen ddmenzmusters innerhalb der
Spalthaut (Woodley 1990). Der pathologische Profiesket somit relativ tief in der
BMZ statt, woraus die Tendenz zur Narben- und Mbiklung deutlich wird.

1.9.3 Lineare IgA-Dermatose

Die lineare IgA-Dermatose (LAD; chronisch bulléserbatose des Kindesalters) stellt
die haufigste blasenbildende Autoimmundermatose Kiadesalters dar, kann aber

auch Erwachsene betreffen. Sowohl immunpathologsshauch klinisch finden sich
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zahlreiche Variationen. Bei Kindern manifestiedhsdie LAD klinisch haufig in Form
einer perlschnurartigen Anordnung praller Blasene dirtikariell, anular oder
polyzyklisch konfigurierte Plaques umgeben und merezentrifugalen Ausbreitung
neigen (Hertlet al., 2002a). Pradilektionsstellen bilden die perior@esichtshaut,
Schleimh&aute sowie der Genitalbereich. Aber aucltkammen uncharakteristische
Effloreszenzen kommen vor, die eine rein klinisEhigerenzierung vom kindlichen BP
oder der EBA des Kindesalters haufig unméglich reactSind erwachsene Patienten
erkrankt, so prasentieren sich verschiedenste Eirsshgsbilder, die von minimalen
Plaques bis hin zu einer disseminierten Blasenbddreichen kdnnen (Her#t al.,
2002a). Die Diagnosestellung gelingt somit mitteistologischer und serologischer
Tests. In der DIF finden sich typischerweise ligedgA- (mitunter auch 1gG-)
Ablagerungen entlang der BMZ (Wojnarowslksd al., 1988). Bedingt durch die
verschiedenen Autoantigene der LAD liefert die hemaner Spalthaut teils ein
epidermales, seltener auch ein dermales oder kaoenteis Fluoreszenzmuster
(Willsteed et al., 1990). Auf der epidermalen Seite sind hierfiur BP1thd BP230
(Ghohestani, R. Fet al.,1997), sowie ein 97kD (LABD97) (Zoret al.,1990) und ein
120kD (LAD-1) (Marinkovichet al.,1996) schweres Protein verantwortlich, wobei es
sich bei letzteren um Spaltprodukte der BP180-Ektuéhe handelt (Marinkovickt
al., 1996; Past al.,1997; Hirakoet al.,1998; Schacket al.,1998; Zoneet al.,1998).
Eine enzymatische Spaltung durch Metalloproteasdmt fdabei vermutlich zu der
Entstehung von Neoepitopen, die eine AutoimmunaritWedingen (Franzket al.,
2004). Auf der dermalen Seite hingegen kann das -BB&che Kollagen-VIl als
antigene Struktur fungieren (Hashimo#t al., 1996). Des Weiteren wird das
Vorhandensein zuséatzlicher Antigene diskutiert (Wdopwskaet al., 1991). Die
Heterogenitat des klinischen Bildes und dessenmnt@tubeobachtete Verwandtschaft

zur EBA und/oder zum BP werden anhand der Autoanggleutlich.

1.9.4 Dermatitis herpetiformis Duhring

Die Dermatitis herpetiformis Duhring (DH) ist einsich haufig im frihen
Erwachsenenalter manifestierende, seltene, chtonisezidivierend verlaufende
Dermatose, die stets in Assoziation mit einer messtbklinischen Zdliakie

(glutensensitive Enteropathie) auftritt (Reunala®®&9Hertl et al., 2002a). Sie ist
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gekennzeichnet durch das Nebeneinander unchasdigehier Erytheme, urtikarieller
odematdser Papeln und Plaques sowie meist klemeklerlauf aber auch grol3erer
praller Blasen, die gelegentlich herpetiform gr@ppsind und mit starkem, schmerzhaft
brennendem Juckreiz einhergehen. Kratzspuren updtiginisierung sind daher keine
Seltenheit. Pradilektionsstellen bilden die Stredk® der Extremitaten, die
Sakralregion und der Schultergtirtel, wobei haufiy symmetrischer Befall vorliegt.
Die Involvierung der Mundschleimhaut ist selten.mompathologisch finden sich
sowohl bei der Zoliakie als auch bei der DH zirktdinde Autoantikdrper der Klasse
IgA, die gegen das Endomysium glatter Muskelzelggrichtet sind, wobei die
Gewebstransglutaminase als eines der AutoantigeiteerbErkrankungen identifiziert
werden konnte (Chorzelskit al., 1983; Dieterichet al., 1997; Dieterichet al., 1999;
Roseet al., 1999; Georgiet al.,2001). In der DIF aul3ert sich dies anhand graaulér
IgA- (und C3-) Ablagerungen in den Papillenspitz#gr Dermis und in der BMZ
perilasionaler Haut. Histologisch finden sich hiklikroabszesse, die massenhaft
eosinophile und neutrophile Granulozyten enthalieth so zur Blasenbildung unterhalb
der Lamina densa fiihren. Interessanterweise ist Agsoziation der DH zu weiteren
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typl,utédmmunthyreoiditis,
Sjogren-Syndrom und Sarkoidose auffallig (Reumdlal.,1997).

Differentialdiagnostisch muss bei dem Vorhandensedmer subepidermalen
Blasenbildung aufRerdem an eine infektiose oder kaatkntose Genese gedacht

werden.

1.10Therapie und Prognose

Initial werden in der Regel systemische Glukokarsiteroide in einer Dosierung von
0,5 bis 1 mg/kg Kdrpergewicht gegeben, wobei disi®diber Wochen bis Monate
logarithmisch reduziert wird (Moredt al., 1984; Jolyet al., 2002). Uberlappend wird
mit einer Basismedikation bestehend aus systemmsdnmemunsuppressiva bzw.
Immunmodulatoren wie bspw. Azathioprin, Mycophetmlafetil, Ciclosporin A oder
Dapson begonnen (Vennirgg al., 1989; Guillaumeet al., 1993; Wojnarowskaet al.,

2002; Pattoret al., 2006). Auch eine alleinige topische, zweimal &glangewandte
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Therapie mit Glukokortikosteroiden der Wirkstoffk&e 1V (z.B. Clobetasolpropionat)
wurde beschrieben (Jolhet al.,, 2002). Letztendlich erfolgt die Auswahl der
Medikamente anhand der Begleiterkrankungen sowier dgeben- und

Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln. Entsdéied ist die Verhinderung
weiterer Komplikationen. So sind als Nebenwirkungeer Langzeittherapie mit
systemischen Glukokortikosteroiden Osteoporose, eHwpdamie, diabetogene
Stoffwechsellage, erhéhte Neigung zu opportuniséac Infekten, Ulkusentstehung,
Glaukom, Katarakt und Hypertonie bekannt (Roujeaual., 1998; Jolyet al., 2002).

Eine Begleitmedikation der systemischen Steroidghier die meist eine Nystatin-
Mundpflege zur Pravention oraler Pilzinfektionemws® Calcium, Vitamin D-Analoga

und einen Protonenpumpenhemmer beinhaltet, istrdgthefehlenswert.

Eine Aussage Uber die Prognose des BP zu stellstaligt sich schwierig, da
interessanterweise die Daten zur Mortalitat innkrhdes ersten Jahres nach
Diagnosestellung zwischen 19 bis 41% in européarscimel zwischen 6 bis 12% in US-
Studien variieren (Ahmeet al., 1977; Venninget al., 1992; Fivensoret al., 1994;
Roujeauet al.,1998; Jolyet al.,2002; Rzanyet al.,2002; Colberet al.,2004; Garcia-
Doval et al., 2005). Dabei erwiesen sich innerhalb verschiedenevpaischer Studien
u.a. ein hohes Alter bei Erstdiagnose, ein schégcAllgemeinzustand (Karnofsky-
Index < 40), niedrige Serumalbumin-Level, hochdosierte kBkortikoide zum
Zeitpunkt der Entlassung, ein massiver Hautbefaltl \das Vorhandensein hoher
BP180-Antikorpertiter als pradiktive Faktoren fline frihe Mortalitat (Bernaret al.,
1997; Roujeawet al.,1998; Rzanet al.,2002; Jolyet al.,2005; Langaret al.,2008).

Als Ursache fur die unterschiedlichen Mortalitatsra europaischer gegenuber
amerikanischer Studien wurden in der Vergangenheid. die traditionell
verschiedenartigen Behandlungsregime angefuhrt: révigh in  Europa die
Hospitalisation bei Erstdiagnose den Standard eléirsst diese in den USA eher die
Ausnahme (Jolyet al., 2002; Colbertet al., 2004). Der von Colbertet al. daraufhin
postulierte Zusammenhang zwischen einer stationdBamandlung und deren
Komplikationen (u.a. Sepsis) und der erh6hten Mitétain Europa konnte allerdings
widerlegt werden (Garcia-Dovadt al., 2005; Jolyet al., 2005). Die medikamentdse
Therapie ist in den USA und Europa generell ahnlind scheidet somit ebenfalls als
Erklarungsansatz aus. Insgesamt wird die Situakiomtrovers diskutiert und bleibt

bisher letztlich ungeklart.
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2 Ziel der Untersuchung

Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation der idamen Krankheitsaktivitat mit der
Autoantikdrperaktivitdit von 50 an bullésem Pempidg@rkrankten Patienten zu
untersuchen. Die Datenerhebung erfolgte retrospektiobei ein besonderes
Augenmerk auf die Daten, die den Zeitpunkt derdiaginose widerspiegelten, gelegt
wurde. Voraussetzung fur die Durchfihrung entspradler Korrelationsanalysen war
die Entwicklung eines Krankheitsaktivitatsscoresphand dessen die in den
Patientenakten dokumentierten Beschreibungen dier&$zenzen quantifiziert werden
konnten. Die IgG-Autoantikorperreaktivitditen wurdenRahmen der Diagnosestellung
mittels eines etablierten ELISA erfasst. Dabei lgto eine Differenzierunglreier

Konstrukte des Zielantigens BP180 sowigeier Konstrukte des Zielantigens BP230,

wobei die Ergebnisse in den Patientenakten dokuerenturden.

Die folgenden Zielsetzungen bzw. Fragestellunged s&egenstand der vorliegenden
Arbeit:

1. Entwicklung eines Krankheitsaktivitdtsscores mdttelessen die in den
Patientenakten dokumentierten Beschreibungen deuteHreszenzen

differenziert erfasst und quantifiziert werden kénn

2. Lasst sich eine Assoziation der Krankheitsaktiyiggtmessen als Scorehdhe
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, zu einem positigagentber einem
negativen IgG-Autoantikorpernachweis im ELIS@uélitative Differenzie-

rung) erkennen?

In diesem Rahmen werden die Null- und die Gegentingse formuliert als:
* Nullhypothese Es besteht keine Assoziation der Hohe des Saores
einem positiven gegenidber einem negativen IgG-Auikdrper-

nachweis.

* GegenhypotheseEs besteht eine Assoziation der Hohe des Scores
Zu einem positiven gegeniber einem negativen Ig@atikorper-

nachweis.
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Fur welche der funf Konstrukte lasst sich anhaatistischer Auswertungen

die Null-, fir welche die Gegenhypothese bestafigen

3. Wie stellen sich die Antikorperprofile dar? Lassichs anhand der
individuellen Kombination positiv getesteter BP180nd/oder BP230-
Konstrukte eine tendenzielle Aussage Uber die Kraitgaktivitat treffen?

4. Lasst sich bei derguantitativen Betrachtung der IgG-Autoantikorper-
reaktivitat im Sinne der Hohe der Antikdrperindexigesine Assoziation mit

der Scorehdhe nachweisen?

5. Wie verhalten sich der Score und die Antikdrperkvderte der funf

Einzelkonstrukte unter Therapieeinfluss im Krankhetrlauf?

6. Lassen die Ergebnisse im Umkehrschluss auf eine eAdbarkeit des

Scores schlieRen?
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Grundlage der Untersuchungen dieser Arbeiebdein Kollektiv von insgesamt 50
an bullésem Pemphigoid erkrankten Patienten, wslchen Folgenden als
Gesamtkollektiv bezeichnet wird. Dieses Kollektetzae sich zusammen aus:

e 20 Patienten, die im Zeitraum August 2004 bis M2@97 in der Hautklinik
Marburg behandelt wurden (Klinik fir Dermatologiedu Allergologie des
Universitatsklinikums Giel3en und Marburg GmbH, 8tah Marburg; im
Folgenden als Subkollektiv bezeichnet) und

* 30 Patienten, die sich im Zeitraum August 2001Jpis 2004 in der Hautklinik
Erlangen (Hautklinik des Universitatsklinikums Erigen) vorstellten.

Alle Patienten wurden im Rahmen der jeweiligen Amtaundermatosen-Sprechstunde
unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Hertl betreDa Herr Prof. Dr. Hertl bis Juli
2004 als leitender Oberarzt in der Hautklinik Edan tatig war und anschlieend die
Leitung der Hautklinik Marburg Gbernahm, lag einengistente Dokumentation vor.
Die Ermittlung der Patientennamen erfolgte anhamase kontinuierlich gefihrten
Laborbuches, mittels dessen somit auch die NameRakenten aus Erlangen eruiert
werden konnten.

Die Auswertung der Patientenakten erfolgte retrkigpeln diese Arbeit eingeschlossen
wurden alle Patienten, bei denen sowohl klinisckonm der typischen Blasenbildung,
als auch serologisch mittels IgG-AntikérpernachvieisELISA (siehe 3.3) zweifelsfrei
die Diagnose eines BP gestellt worden war. Lag eineignzhende Dokumentation der
klinischen Daten vor, oder war zur Diagnosestellkeigp ELISA herangezogen worden,
so wurden diese Patienten von der Erhebung audgsseh. An Sonderformen des BP
- wie beispielsweise an vernarbendem Schleimhaytpeyoid - erkrankte Patienten
wurden nicht beriicksichtigt. Im Vordergrund diesebeit standen die klinischen und
serologischen Daten, die den Zeitpunkt der Ersidiag widerspiegelten und somit
keinem Therapieeinfluss unterlagen. Weiterhin worédgemplarisch die Daten einer
Gruppe von sechs Patienten unter systemischer (&bulkoidtherapie im

Krankheitsverlauf untersucht (siehe 4.4).
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3.2 Ermittlung der Krankheitsaktivitat anhand eines Scares

Der inhaltliche Schwerpunkt dieser Arbeit lag aef @etrachtung des Verhaltens von
Krankheitsaktivitat und Antikorperreaktivitat zuaimder. Dabei stellte die objektive
und reproduzierbare Quantifizierung der in den dpddinakten dokumentierten
Beschreibungen der Hauteffloreszenzen als Mal? demkKeitsaktivitat die Grundlage
dar. Ohne sie waren statistische Auswertungen mnéiglich gewesen. In der Literatur
finden sich verschiedene Punktesysteme zur Erfgsden Krankheitsauspragung bei
blasenbildenden Hauterkrankungen. Da die Ermittldeg Krankheitsaktivitat in der

vorliegenden Arbeit den Anspriichen einer retrospekt Datenerhebung gentigen
musste, gleichzeitig aber doch so differenziert meteospektiv moglich und gleichzeitig

sinnvoll erfolgen sollte, machte dies die Entwicideines eigenen Scores notwendig.

3.2.1 Berechnung des Scores

Das Prinzip der Score-Berechnung ist in TabellezZBdammenfassend dargestellt und

ergibt sich wie folgt:
Die Gesamtkdrperoberflache wurde in 10 Areale dailjeDabei handelte es sich um:

e Kopfhaut, * Ricken,

» Gesicht/Nacken, » Schleimhéaute,
* Brust, 2 Arme und

* Abdomen, * 2 Beine.

Grundsatzlich konnte fur jedes Koérperareal mini@alnd maximal 1 Punkt vergeben
werden. Somit ergab sich eine Bandbreite des Soaes0 bis 10 Punkten. Da der
Gesamtpunktwert nicht nur anhand der Anzahl bafalldreale ermittelt werden sollte,
sondern zur umfassenderen Evaluation des Krankhstesndes vielmehr

e die Dichte und somit diQuantitat der Lasionen eines Areals sowie

» dieQualitat der entsprechenden Effloreszenzen auf diesem Areal
bertcksichtigt werden sollten, setzte sich die Bemeng des Punktwertes pro Areal aus
2 Teilpunkten zusammen, die addiert wurden. Addienan die Punktwerte der 10

einzelnen Areale, so erlangte man den Gesamtscore.
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3.2.1.1 Bestimmung des Punktwertes fir die Areale KopfhautGesicht/
Nacken, Brust, Abdomen, Ricken und Schleimhaute

1. Quantitat der Lasionen:

Lagen die beschriebenen Effloreszenzen multipel or wurden dafir 0,5
Punkte vergeben. Wurden sie lediglich als veretnzeschrieben, erlangten sie
0,25 Punkte.

2. Qualitat der Effloreszenzen entsprechend des Kgtddiadiums:

Handelte es sich bei den beschriebenen Effloresprenm pralle Blasen bzw.
Erosionen, wie sie im aktiven Krankheitsstadiuntraté#n, so wurden daftr 0,5
Punkte erteilt. Stellten sich die Hauterscheinungigrdings schon als Krusten
dar, wie sie fur ein in Abheilung befindliches Stad typisch sind, so wurden
dafir 0,25 Punkte berechnet.

Uber die Addition der Teilpunkte aus 1. und 2. elreste sich der Punktwert der
einzelnen Areale: Kopfhaut, Gesicht/ Nacken, Brusfhdomen, Ricken und
Schleimhaute. Da sich bei der Aktenauswertung einleéBnhautbefall ausschlielich
fur die orale Mukosa fand, sind die folgenden Thpelauf diese beschrénkt. Die

ubrigen Schleimh&aute waren stets erscheinungsfrei.

3.2.1.2  Bestimmung des Punktwertes fir die Extremitaten-Arale

Zur Punktwertberechnung der Extremitaten schiere eireitere Differenzierung in
Ober- und Unterarm bzw. Ober- und Unterschenkelvailh. Da dennoch pro Areal (je
Arm bzw. Bein) nur insgesamt maximal 1 Punkt veegelwerden sollte, wurden die
oben genannten Teilpunkte entsprechend halbiertawiddie Subareale (Ober- und
Unterarm, Ober- und Unterschenkel) angewandt. Dangab sich fur die Subareale
folgende Berechnung:

1. Quantitat der Lasionen:

Wurden die vorliegenden Hauterscheinungen als palltibeschrieben, so
erlangten sie 0,25 Punkte. Lagen sie vereinzelt sorwurden hierfur 0,125

Punkte berechnet.
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2. Qualitat der Effloreszenzen entsprechend des Kgitddtadiums:

Handelte es sich um pralle Blasen bzw. Erosionenwarden 0,25 Punkte

vergeben. Befanden sich die Effloreszenzen schéiheilung und stellten sich

somit krustig dar, so wurden 0,125 Punkte erteilt.

Uber die Addition der Teilpunkte aus 1. und 2. emnreete sich der Punktwert pro

Subareal. Fasste man die zusammengehdrigen Subareslmmen, ergaben sich pro

Extremitaten-Areal wiederum ein minimaler Punktwedn O sowie ein maximaler

Punktwert von

Die Addition der Punktwerte aller 10 einzelnen Aesergab den Gesamtscore.

1.

3.2.1.3 Zusammenfassende Darstellung der Berechnung des $&®
Tab.3.1 Zusammenfassende Darstellung der Berechnung des $e®
OA: Oberarm; UA: Unterarm; OS: Oberschenkel; UStddschenkel;
max: maximal; Pw: Punktwert; Angabe in Punkten
Quantitat Qualitat
der Effloreszenzen der Effloreszenzen
multipel vereinzelt | erosiv/ blaslg krustig
(Sub-) Areal max.Pw./(Sub-) Areal
Kopfhaut 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Gesicht/ Nacker 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Brust 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Abdomen 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Rucken 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Orale Mukosa 0,5 0,25 0,5 0,25 1
OA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OS rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
US rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OS links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
US links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
max. SCORE 10
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3.2.2  Zuordnung/ Interpretation abweichender Begrifflichk eiten

Da sich in den Patientenakten wiederholt Begriiftieiten fanden, die nicht primar

denen der Scoreermittlung entsprachen, sonderbviriehender Ausdrucksweise die
Lokalisation, Qualitat oder Quantitat der Effloreszen beschrieben, erfolgte fur alle
Umschreibungen eine sinnvolle und einheitlicherprietation, deren Festlegung sich in
Tabelle 3.2 findet. Lagen innerhalb eines ArealfoEdszenzen verschiedener Qualitat
oder Quantitdt nebeneinander vor, so wurde grunlig@tder schwerwiegendere

Befund gewertet. Dies trug insgesamt wesentlich @bjektivierung und zur
Reproduzierbarkeit der Auswertungen bei.

Tab.3.2 Interpretationsfestlegung abweichender Beschreiburen der Lokalisation, Quantitat und

Qualitat der Effloreszenzen
OA: Oberarm; UA: Unterarm; OS: Oberschenkel; UStddschenkel; bds.: beidseits

Woértliche Beschreibung Interpretation
Zuordnung der Lokalisation
gesamtes Integument alle Areale auR3er der Schleteha
Stamm Brust + Abdomen + Riicken
Kopf Kopfhaut + Gesicht/ Nacken
Oberkdrper Brust + Riucken
Mammae, Décollete” Brust
Arme OA und UA bds.
Axilla OA
Ellbeuge UA
Hand UA
Beine OS und US bds.
Leiste os
Kniebeuge us
Fuld us
Schulter Ricken
gluteal, perianal Rucken
Ohren, Lippen Gesicht
Interpretation der Quantitatsbeschreibungen der Efforeszenzen
gruppiert multipel
ausgedehnt multipel
disseminiert multipel
teils vereinzelte, teils multiple Effloreszenzen [t
nicht beschrieben multipel
Am gesamten Integument unter Betonung eines Befall des betonten Areals mit multiplen, des
bestimmten Areals finden sich multiple restlichen Integuments mit vereinzelten
Effloreszenzen. Effloreszenzen.
Interpretation der Qualitatsbeschreibungen der Effloreszenz
erosive Plaques aktives Stadium, Erosion
verkrustete Plaques abheilendes Stadium, Kruste
teils krustig, teils blasig/erosiv aktives StadiuBhasen/Erosionen
Maculae, Erytheme, Hyper-/Hypopigmentierundenzu unspezifische, daher keine Berlicksichtigun
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3.2.3 Exemplarische Scoreberechnung fir die Patienten 1i$3

Zur Veranschaulichung dieses Systems sind im Fdigermie Scoreberechnungen der

Patienten 1 bis 3 exemplarisch unter Wiedergabékiiendokumentationen dargestellt.

3.2.3.1  Scoreberechnung fir Patient 1

Dokumentation des klinischen Hautzustandes in déeftenakte:

»LAusgedehnte Erosionen und pralle Blasen auf GesiRkicken, Kopfhaut, Schultern,
Oberarmen und Mammae."

Tab.3.3: Berechnung des Scores fur Patient:1
zutreffende Teilpunkte sind gelb markiert;
OA: Oberarm; US: Unterarm; OS: Oberschenkel; USeksithenkel; Pw.: Punktwert

Quantitat Qualitat
der Effloreszenzen der Effloreszenzen
multipel vereinzelt | erosiv/ blasig krustig
(Sub-) Areal Pw./(Sub-) Areal
Kopfhaut 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Gesicht/ Nacken 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Brust 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Abdomen 0,5 0,25 0,5 0,25
Riicken 0,5 0,25 0,5 0,25 1
Orale Mukosa 0,5 0,25 0,5 0,25
OA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
OA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA links 0,25 0,125 0,25 0,125
OS rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
US rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
OS links 0,25 0,125 0,25 0,125
US links 0,25 0,125 0,25 0,125
SCORE 5
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3.2.3.2  Scoreberechnung fir Patient 2

Dokumentation des klinischen Hautzustandes in déefenakte:
.Multiple pralle Blasen, teils gelblich eingetribtmit deutlich erythematésem

Randsaum bis ca. 5 cm Durchmesser und oberflaghliErosionen am gesamten

Integument.”
Tab.3.4: Berechnung des Scores fir Patient:2
zutreffende Teilpunkte sind gelb markiert;
OA: Oberarm; US: Unterarm; OS: Oberschenkel; USeththenkel; Pw.: Punktwert
Quantitat Qualitat
der Effloreszenzen der Effloreszenzen
multipel vereinzelt | erosiv/ blasig krustig
(Sub-) Areal Pw./(Sub-) Areal

Kopfhaut 0,5 0,25 0,5 0,25 1

Gesicht/ Nacker 0,5 0,25 0,5 0,25 1

Brust 0,5 0,25 0,5 0,25 1

Abdomen 0,5 0,25 0,5 0,25 1

Rucken 0,5 0,25 0,5 0,25 1

Orale Mukosa 0,5 0,25 0,5 0,25

OA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OS rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
US rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OS links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
US links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5

SCORE 9
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3.2.3.3  Scoreberechnung fur Patient 3

Dokumentation des klinischen Hautzustandes in déefenakte:
»An der Mundschleimhaut buccal beidseits multipl®$tonen, Gingiva dunkelrot und

geschwollen. Am rechten Oberarm und am linken Haletdx ca. 0,3 cm grof3e,
multiple pralle Blasen auf erythematésem Grund.*

Tab.3.5: Berechnung des Scores fir Patient 3:
zutreffende Teilpunkte sind gelb markiert;

OA: Oberarm; US: Unterarm; OS: Oberschenkel; USetathenkel, Pw.: Punktwert

Quantitat Qualitat
der Effloreszenzen der Effloreszenzen
multipel vereinzelt erosiv/ blasig krustig
(Sub-) Areal Pw./(Sub-) Areal
Kopfhaut 0,5 0,25 0,5 0,25
Gesicht/ Nacken 0,5 0,25 0,5 0,25
Brust 0,5 0,25 0,5 0,25
Abdomen 0,5 0,25 0,5 0,25
Riicken 0,5 0,25 0,5 0,25
Orale Mukosa 0,5 0,25 0,5 0,25 1
OA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
UA rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
OA links 0,25 0,125 0,25 0,125
UA links 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5
OS rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
US rechts 0,25 0,125 0,25 0,125
OS links 0,25 0,125 0,25 0,125
US links 0,25 0,125 0,25 0,125
SCORE 2
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3.3 Ermittlung der ELISA-Daten

Die Erfassung der IgG-Antikorperreaktivitat erfagmittels ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent Assay) unter Differenzierung verstiier Konstrukte der beiden
Zielantigene BP180 und BP230 (Abbildung 3.1). Beisdn Konstrukten handelte es

sich um:

« BP180-ex, e BP230-N und
e BP180-N1, « BP230-C1.
e BP180-C1,
A BP180
™
intrazellulér i g extrazelluldr
>
. :
= o
I T T ] 2
1 500 1000 1500
BP180-ex (436-1497)
BP180-N1 (490-812) ey
BP180-C1 (1045-1465) I i
B: BP230
globulér stabformig globular
7 8
]
a I
M T T T T T ] aa
1 500 1000 1500 2000 2500 3000

BP230-N ¢1-130m

BP230-C1 (1881-2649)

Abb.3.1: Untersuchte Konstrukte des BP180 und des BP230
Schematische Darstellung der Lage der funf in diesdbeit untersuchten Konstrukte
innerhalb des jeweiligen Gesamtproteins BP180 #y..BP230 (B);
in Klammern Angabe der Aminosauresequenzen derelkioastrukte
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Wie bereits erwahnt, setzte sich das dieser Athggtunde liegende Patientenkollektiv
aus 30 Patienten, die in der Hautklinik Erlangegrapiert wurden, sowie 20 Patienten,

die sich in der Hautklinik Marburg vorstellten, ansmen (Abbildung 3.2).

\ )  Subkollektiv:
20 Patienten Verfiigbare
/" aus der Antikérpemachweise
Hautklinik } gegen die Konstrukte
Marburg BP180-ex
(Nr. 1-20) BP180-N1
Gesamtkollektiv: ) BP180-C1
50 Patienten BP230-N
BP230-C1
Gesamtkollektiv:
30 Patienten Verfiigbare _
\ aus der Antikérpemachweise
. . gegen die Konstrukte
Hautklinik
Erlangen BP180-ex
(Nr_ 21-50) BP180-N1
BP230-C1

Abb. 3.2:  Verfugbarkeit der Antikdrpernachweise gegen die eimelnen Konstrukte innerhalb
des Gesamt- und des Subkollektivs

Die Seren der Patienten aus Erlangen wurden im Balaer ELISA-Diagnostik bei
Erstdiagnose durchgehend auf Antikorperreaktivitdggegen die Konstrukte BP180-ex,
BP180-N1 und BP230-C1 getestet (Abbildung 3.1 urdj. Die Ergebnisse wurden in
den Patientenakten dokumentiert, wodurch sie desw&uung zuganglich waren. Die
Dokumentation beschrankte sich hier allerdings dief qualitative Unterscheidung
eines positiven vs. eines negativen Testergebniebkee Angabe der Antikorper-
indexwerte, welche die Hohe der Antikorperreakdivividerspiegeln (siehe 3.2.2).

Fur die in Marburg vorstelligen Patienten umfasdie Routinediagnostik alle funf
genannten Konstrukte (Abbildung 3.1 und 3.2). Hedolgte die Dokumentation der
Antikorperindexwerte. Das heil3t, dass fur das Slkkiov neben der qualitativen
Differenzierung eines positiven gegeniber einesatiwgn Testergebnisses auch auf
quantitativer Ebene eine Aussage Uber die Intdnglgr AntikOrperreaktivitat -
quantifiziert als Antikdrperindexwert - getroffenevden konnte. Bei einigen der
Patientenpei denen die Dokumentation der Antikorpernachwegel unvollstandig
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gewesen war, konnten die ELISA mittels konservie®teren (-20°C) nachgetestet und
diese Patienten somit in die vorliegende Arbegniert werden.
Die Durchfihrung der ELISA war, abgesehen von dewzakl der untersuchten

Konstrukte, fur alle Patientenseren gleich.

3.3.1 Expression und Aufreinigung von BP180- und BP230- ekombinanten
Proteinen

Bei den Antigenen, die zur Beschichtung der Trélgéign verwendet wurden, handelte
es sich um die rekombinanten Fusions-Proteine BRkX8BP180-N1, BP180-C1,
BP230-N und BP230-C1 (Abbildung 3.1), die zwecksciNeeis und Aufreinigung
(s.u.) N-terminal Uber einen GST- (Glutathion-Sylsferase-) und 6xHis-Tag

verfugten.

Fur ihre Herstellung kam ein sog. Baculovirus-Esprenssystem (BEVS: Baculovirus
Expression Vector System; Pharmingen) zum EinsBtorfa-Uszynskeet al., 2006).
Das BEVS ist ein eukaryotisches Doppelstrang-DNAt&y, das durch die Infektion
einer Wirtszelle mit rekombinantem Baculovirus digepression entsprechender
rekombinanter Proteine in dieser Zelle erzielt. feéilegend daflir muss das Genom des
Baculovirus so verandert werden, dass es die DNAzdeexprimierenden Proteine
beinhaltet.

Bei dem hier verwendeten Baculovirus handelte e sim den ausschliel3lich
insektenpathogenen und —spezifiscthutographa californica Nuclear Polyhedrosis
Virus (AcCNPV), der Insekten der Spezies Lepidoptegéillt. Zur Herstellung der hier
verwendeten rekombinanten Proteine kamen Inseltenzeder Lepidoptera-Art
Spodoptera frugiperdéSF, hier SF21-Zelllinie) zum Einsatz.

Die fur die Entstehung des rekombinanten Baculevihenottigte cDNA der zu
exprimierenden oben genannten Konstrukte des humBmR4180 und BP230 wurde
nach beschriebenem Protokoll generiert und amg@ifiZBorradoriet al.,1997; Skaria
et al., 2000). Da das Baculovirusgenom selbst zu langurst,als Klonierungsvektor
verwendet zu werden, machte man sich den Einsats elransfervektors zunutze.
Nach der Subklonierung der amplifizierten cDNA-Framte in einen Baculovirus-
Transfervektor () ACGHLT-A; BD, Pharmingen, San ig@alifornia) erfolgte die Ko-

Transfektion zusammen mit der Baculovirus-DNA (%igle, BD, Clontech, Palo Alto,
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California) in die SF21-Insektenzellen. Eine Hongdo der Endsequenzen des
Transfervektors zum Baculovirusgenom ermoglichtee dRekombination von
Transfervektor und Baculovirusgenom in der WirtkzelDas Ergebnis war ein
rekombinanter Baculovirus, bei dem nicht-Uberlebehsendige Gensequenzen durch
heterologe Gene ersetzt worden waren. In den nasedn rekombinanten Virus
infizierten SF21-Zellen wurde nun die Virusamplgtlon (im Verhaltnis (Virus : SF21-
Zellen) < 1; MOI (multiplicity of infection) <1) vileogen (Amagaket al.,1994), der die
Proteinproduktion in SF21-Zellen (MOI=10) nach begbenem Schema folgte (Haase
et al., 1998). Neben den genannten rekombinanten Proteimerde auch ein
GST/6xHis-Kontrollprotein generiert, indem bei dé&wo-Transfektion ein leerer

Transfervektor verwendet wurde.

Drei Tage nach Beginn der Proteinproduktion schisgh die Aufreinigung der
Proteine unter denaturierenden Bedingungen an emt diel, die intrazellular in den
Insektenzellen akkumulierten Proteine zu isolie(@homa-Uszynskiet al., 2004;
Thoma-Uszynskiet al., 2006). Nach der Abzentrifugation der infizierteellZn vom
N&hrmedium wurden diese im ersten Schritt lysiertlem ca. 10x10baculovirus-
infizierte Zellen in 1 ml 6 M Guanidin-Hydrochlorglispendiert und bei —20°C tUber 24
Stunden inkubiert wurden. Nach anschlieender #degation (2000 x g, 15 min)
erhielt man im Uberstand des Lysats das gelOstéeiRrodas mittels Affinitats-
chromatographie tUber Nickel-NTA Agarosegel (Qiagerden, Deutschland) weiter
aufgereinigt wurde. Dabei machte man sich die 6:N¥skierung der Proteine zunutze,
Uber die die Bindung der Proteine an die Nickeliragrfolgte. Die Elution der Gel-
gebundenen Proteine gelang mittels Elutionsputfer, Imidazol enthielt und zwecks
Verhinderung der Ausféllung des Proteins mit 8 Mns#off versetzt war. Das Imidazol
verdrangte dabei Uber seine im Vergleich zu Hististidrkere Affinitat zu Nickel die
His-gekoppelten rekombinanten Proteine aus ihrertriktandung. Die daraufhin
abzentrifugierbaren proteinhaltigen Eluate wurdesdgell gegen Phosphat-gepufferte
Salzlésung bei 4°C Uber 48 Stunden dialysiert, @mbhebene Imidazolreste aus dem
Dialysat zu entfernen. Die Lagerung der gereinidgtesteine erfolgte bei —80°C.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgtéhand eines modifizierten Protokolls
nach Lowry mit Hilfe eines kommerziellen Tests (CR”Zotein Assay; Bio Rad,

Munchen, Deutschland).
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Ein Nachweis der rekombinanten Proteine wurde d@elelektrophorese und Western
Blot erbracht. Bei der Gelelektrophorese wandernlekide auf einem Trager-Gel
entlang eines elektrischen Feldes und fraktionisrelmin Abhéngigkeit von Gro3e und
Ladung, die sich in der Wanderungsgeschwindigketlerschlagen. Hier kam die
Natrium-Dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektropheeg SDS-PAGE: sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) zumskin, als deren Tragersubstanz das
feinporige Polyacrylamidgel fungierte. Durch die $eerung der Protein-Eigenladung
mit dem negativ geladenen Detergens SDS (sodiuneaybdulfate) trennten sich die
Molekule ausschlief3lich aufgrund ihres Molekulargdtes. Die daraus resultierenden
Banden wurden zum einen direkt mittels Coomassibtifdy visualisiert. Zum anderen
erfolgte im Western Blot die Immobilisation der Kt@nierten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran. Auf dieser Membran konne ldimunreaktivitat der Proteine
mittels gegen GST gerichtete Antikorper (Maus, 0®0clone GST3-4C; Zymed, San
Francisco, California), die an die GST- Markierudey rekombinanten Proteine banden,
unter Zusatz von gegen diese gerichtete enzymgekepgweitantikdrper und der
entsprechenden Substratldosung nachgewiesen werd®as Mitlaufen eines
GroRenmarkers bei der Gelelektrophorese ermdglicltas Ablesen des
Molekulargewichts der Proteine und anhand dessesnd&iordnung und Nachweis.

3.3.2 ELISA-Analysen unter Verwendung BP180- und BP230-ekombinanter
Proteine

Die auf oben genannte Weise im Baculovirus-Expoessystem gewonnenen
rekombinanten Proteine kamen nun im ELISA nach hrésdoenem Schema zur
Anwendung (Thoma-Uszynskt al.,2004; Thoma-Uszynskit al.,2006).

Verwendete Materialien:

» Mikrotitierplatten (96-well polystyrene plates, Maxisorb Immunoplatienc,
Wiesbaden, Deutschland)

* Rekombinantes aufgereinigtBsotein

e 0,1 MBikarbonatpuffer (NaHCQ;, pH=9,8)

* Waschpuffer TTBS (TBS (0,2 M Tris + 1,5 M NacCl; pH:7,5) mit 0,05%v&en
20; Merck, Nurnberg, Deutschland)
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* Blockpuffer (5% Milchpulver (Magermilchpulver, Merck, Darmstad
Deutschland) in Waschpuffer TTBS (TBS (0,2M Tri4,5M NaCl; pH:7,5) mit
0,05% Tween 20; Merck, Nurnberg, Deutschland))

» Patientenseren

» Alkalische Phosphatase-markierte, gegen humanes Ig@erichtete Ziegen-
Antikorper (alkaline phosphatase-labeled goat anti-human-1gia000,
Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, Mangd, USA)

e p-Nitrophenylphosphat-Substratlésung (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg, Maryland, USA

« Photometer(microplate reader, Tecan Magellan, Salzburg, (@sitd)

Durchfiihrung:

Beim ersten Schritt, dem sog. ,coating®, wurden Aigigene auf der Mikrotitierplatte
immobilisiert. Dazu wurden in jede Kavitdt der Mikitierplatte 0,5 ug des
rekombinanten Proteins BP180-ex, -N1, -C1, BP230rN -C1 oder eine &quimolare
Menge des GST/6xHis-Kontrollproteins in 10I00,1 M Bikarbonatpuffer pipettiert und
bei 4 °C fur 5 Stunden inkubiert. Dem funfmaligerasdhen mit TTBS-Waschpuffer
folgte das Blocken unspezifischer Antikorperbindsstgllen mit je 10 Blockpuffer
bei Raumtemperatur Gber 2 Stunden. Dem AbgieRemBlde&kpuffers schloss sich das
Hinzufligen von 5@ der 1:50 in Blockpuffer verdiinnten Patienten- dahtrollseren
an, wodurch die im Serum enthaltenen AntikorpeKontakt mit den auf der Platte
fixierten Antigenen kamen. Nach zwolfstiindiger Ibktion bei 4 °C wurden die Platten
erneut finfmal gewaschen, um nicht-gebundene Bdisiden zu entfernen. Zur
Erfassung der entstandenen Antigen-Antikdrper-Rea&h erfolgte eine Beschichtung
jeder Kavitat mit Alkalische Phosphatase-markiertegkundarantikbrpern, die sich
gegen menschliches IgG richteten. Nach einstindigarbation bei Raumtemperatur
und erneutem funfmaligen Waschen mit Waschpuffetoss sich eine Beschichtung
der Mikrotitierplatten mit 10Qul p-Nitrophenylphosphat-Substratldsung an, wodurch
die Enzymreaktion in Gang gesetzt wurde. Die Intéhsler Enzymreaktion als Mal3
der Antigen-Antikorper-Reaktionen wurde anhand Hgtinktion im Photometer bel
405 nm bestimmt, sobald ein definiertes Patientems€Positivkontrolle) eine optische
Dichte (OD) von 1,0 erreicht hatte.
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Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung der Sei@e Standardisierung aller
Extinktionsdaten fand anhand der positiven und thegra internen Standards statt, die
festgelegt wurden auf 1 und O OD Einheiten. ZursElvétzung der Variabilitat der
einzelnen Platten befanden sich auf jeder Pla#atische interne Kontrollen in Form
von zwei positiven und einem negativen Kontrollserdnhand der Mittelwerte (MW)

der OD-Doppelbestimmungen der Positiv- und Negatitollen sowie des

Patientenserums konnte flr letzteres mittels falge-ormel je ein antigenzugehariger
Antikorperindexwert (PIV: Pemphigoid Index Valuayexhnet werden, wodurch eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener détlatind Patienten gewéhrleistet

wurde:

MW (Patientenserum) — MW (Negativkontrolle)
MW (Positivkontrolle) — MW (Negativkontrolle)

PIV = X 100

Der PIV der Positivkontrolle liegt damit grundséthl bei 100, der der Negativkontrolle
bei 0. Die Schwellenwerte der als positiv zu wedttan Testergebnisse sind wie folgt

definiert:
 BP180-ex: PIV 20 « BP230-N: PIV>17
e BP180-N1: PIV >28 e BP230-C1: PIV>10

 BP180-C1: PIV>28

Die Sensitivitat und die Spezifitat stellen sich éiie Einzelkonstrukte folgendermal3en
dar (Di Zenzcet al.,2008):

Sensitivitat Spezifitat
 BP180-ex 71% 94%
e BP180-N1 78% 97%
« BP180-C1 78% 69%
e BP230-N 61% 84%

« BP230-C1 59% 92%



MATERIAL UND METHODEN 46

3.4 Statistische Auswertung

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Sadiagramme, Punktwolken und
Boxplots wurden unter Anwendung des biometrischesgmms SPSS (Vers.12.0)
generiert. Die Saulendiagramme demonstrieren zuranedie absoluten Haufigkeiten
der positiven und negativen IgG-AntikdrpernachwarseELISA, aus denen sich die
relativen Haufigkeiten berechnen lieRen. Zum andeveranschaulichen sie die
Geschlechts- und Altersverteilungen. Fir letzteriolgte (ebenfalls in SPSS) die
Berechnung der Mittelwerte und der Standardabweighn. Die Punktwolken

veranschaulichen die Scoreverteilung innerhalb Kigdlektive. Der Darstellung einer

Assoziation von ELISA-Daten und Score zueinandeneln die Boxplots. Dabei zeigen
die ,Boxen” die erste und dritte Quartile der Vduegswolken sowie den Median in
Form einer Linie. Die Auslaufer der Boxen (sog. ,MKers“) reprasentieren die Werte
unterhalb der ersten und oberhalb der dritten @@anmnerhalb der 1,5-fachen
Interquartilenspanne. Aul3erhalb dessen gelegeneeiBes stellen sich als Kreise dar.
Auch die Abbildungen, die im Ergebnisteil 4.4 demtérsuchung einer Gruppe von 6
Patienten im Krankheitsverlauf unter Therapie gemad sind, wurden mittels SPSS

unter Berechnung der Mittelwerte und Standardallweigen generiert.

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammeeiarbmit dem Institut fir
Medizinische Biometrie und Epidemiologie (Herr PR. BI. Muller, Marburg). Da den
Daten keine Normalverteilung zu Grunde lag, kametsparametrische Tests zur
Anwendung. Diese wurden mit Hilfe der biometrisch®oftware StatXact (Vers.6,
Cytel Software Corporation, Cambridge, USA) fur dieiden Variablen ,ELISA-
Daten* und ,Score” durchgefiihrt. Es galt die Assatinn dieser beiden Variablen
zueinander bezuglich der unterschiedlichen BP180- BP230-Konstrukte in Hinblick
auf die formulierte Null- und Gegenhypothese zuetsuchen. Dabei wurden die p-
Werte anhand des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests barech Werte kleiner 0,05
wurden als statistisch signifikant gewertet. Fig Bestimmung der Konfidenzintervalle
(KI) sowie der Punktwerte (jeweils fir 95%iges Vauen) kam die Hodges-Lehmann-

Schatzung zur Anwendung.
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4  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Scoreberechnung sowie ELISA- und
epidemiologische Daten

Die Ermittlung des Scores als Mald der Kklinischenarikheitsschwere erfolgte
systematisch wie unter 3.2 beschrieben fir allePa@lenten und ist in Tabelle 4.1
zusammenfassend dargestellt. Die drei darauf fdgenTabellen 4.2, 4.3 und 4.4
stellen die ELISA-Daten subsumierend dar. Im Rahmen Diagnostik wurden alle
Patientenseren auf AntikOrperreaktivitdten gegenkibnstrukte BP180-ex, BP180-N1
und BP230-C1 getestet, wobei die Dokumentation @m drankenakten der 30
Patienten aus Erlangen qualitativ erfolgt war, ,ddass hier nur zwischen einem
positiven und einem negativen Testergebnis diftaegh wurde (Tabelle 4.3). Bei der
Subgruppe der 20 in Marburg behandelten Patientedem zusétzlich die Konstrukte
BP180-C1 und BP230-N auf ihrer Antikorperreaktivitégn untersucht. Hier wurden die
Antikorperindexwerte (PIV) aller funf Konstrukte klamentiert. Somit sind fur das
Subkollektiv neben qualitativen auch quantitativaiséagen zu den Antikorper-
reaktivitdten aller Konstrukte mdoglich (Tabelle ¥.2n Tabelle 4.5 finden sich die
epidemiologischen Daten zu Alter und Geschlecht.



48

ERGEBNISSE

g9z | s.0 S/€0 520 520 52
5.'9 G/E0 | GIE0 | SZE0 | GIE0 | G/£0 | GLE0 | G180 | Gl€0 | S0 | S20 | S20 | S20 | S0 vz
S.'G 50 | 50 | S0 | S0 50 | S0 T 1 520 £z
05' 50 | 50 | S0 | g0 | S0 | g0 | S0 | S0 | sL0 520 2z
00'9 1 50 | 50 | S0 | S0 50 50 T 1 Tz
00' 50 50 1 1 0z
5z'8 S0 | S0 | S0 | S0 |G/£0 | Sie0 |Gig0 | S0 | T T 1 T 520 6T
0S'7 /€0 | GIE0 | SZ€0 | GLE0 | S0 | S20 | S0 520 8T
007 0 | s0 | 50 | g0 T 1 IT
050 50 9T
5.2 S0 | g0 | S0 | 0 | S0 | s0 | so | so | sr0 | s20 | sr0 | sz0 | sro ST
i€ G0 | S0 | S0 | S/E0 T 1 -
52'9 G0 | 50 | S0 | s0 | g0 | s0 | s0 | s0 | si0 | sLo | sio £
052 50 50 50 50 50 T
5.7 50 |Gl£0 | S0 |sig0 | S0 | S0 | so | so | s.0 T s2'0 | SL0 | S0 T
00 S/E0 | G/E0 | G/£0 | S0 | S0 |GlE0 | S0 |SlE0 | 20 | s20 | S0 | sz0 | slo P
52'S G/E0 | GLE0 | G/E0 | GLE0 | G/£0 | GZE0 | /€0 | SZ€0 | SL0 | Sr0 | SL0 6
520 S/£0 S/£0 8
00' /€0 | GLE0 S0 | G/£0 | GL£0 | Sl€0 | SlE0 | 20 | sz0 | slo .
00 S0 | S0 | S0 | g0 | S0 | S0 | s0 | so T T T 9
006 S0 | 50 | S0 | g0 | S0 | g0 | S0 | S0 T T 1 T 1 S
007 S0 | 50 | S0 | g0 | S0 | S0 | S0 | S0 -
00z 1 50 50 £
00'6 S0 | 50 | S0 | 50 | S0 | 0 | S0 | so T T 1 T 1 z
00' 50 50 T T T T T
swwng | STy on | yso |eisn [aiso | vn | o | eivn | eivo |ussony uswopay | smig | PN hneyidoy | usied
s[elo AY2IS3

Ya]|oY1Wwesas sep Inj $8109S sap Bunuyosiag Ty el




49

ERGEBNISSE

Gl'E g/e'0 | s.€'0 | g0 | sze0 | Gze0 | sueto | sze0 | sig0 G20 0S
GL'L 50 50 50 §'0 | s.€0 | G.€0 | s.e0 | G0 T G0 T G0 5.0 6v
G.'0 GL€'0 GL€'0 8y
050 50 Ly
00'E 50 50 50 50 T oy
8e's 5.0 5'0 50 50 50 5'0 s'0 |s.e0 | g0 S0 S0 5.0 G20 5.0 Sy
00'6 50 50 50 50 50 50 50 50 T T T T T v
8e'T SLE0 S2'0 | s/£0 | S0 e
88'c G/€'0 50 T T T 24
00'6 50 50 50 50 50 50 50 50 T T T T T i
00' 5'0 50 5'0 50 5'0 50 5'0 ) ov
002 50 5’0 50 50 50 50 50 50 T T T 6
00'6 50 50 50 50 50 50 50 50 T T T T T 8¢
00'9 50 50 50 50 50 ) 50 50 T T L€
002 50 ) 50 50 o
52’8 T s'0 | s.e0 | g0 |sie0 | sze0 | S0 | sLe0 | sig0 T S0 5.0 S0 5.0 ge
00'S 50 50 50 §'0 | s.€0 | G.€0 | sLe0 | G0 G0 5.0 ve
002 50 50 50 50 e
002 50 50 50 50 ze
00'G 5'0 50 5'0 50 5'0 50 5'0 50 T i
05'L 50 50 50 S'0 | s.€0 | G.£0 | s.e0 | G0 T G0 5.0 G0 5.0 0
0S'G G/€'0 | 5.€'0 | G.€'0 | sL€0 T T T T 62
00'G 50 50 50 50 50 50 50 50 T 8z
00'G g/e'0 | s.€'0 | G.€'0 | sie'0 | sz€0 | S0 | sze0 | Gz€0 | S0 50 5.0 /2
0S'T s/e'0 | s.€'0 | G280 | sie0 9z
awwns ww_w_w_\,_ NSN | NSO |@1sSn ['a1SO | ‘vn | VO | @1vN | '81vO |uadony uawopgy| isnig n_ﬂ__wm_w neyjdoy | waied

T'v'gel Bunziasiuoo




50

ERGEBNISSE

6 0 9 0 aT 0 6¢ T ¢t 0 00'c 0¢
S 0 S 0 6¢ T STt T 1T T STA 6T
6 0 0T 0 €6 T v T 1214 T 0S'v 8T
L 0 L 0 0. T .8 T VL T 00'Y LT
6. T ve T 6 0 T€ T 6¢ T 050 9T
0T T cc T LTT T 16 T T T SL'L qT
9. T 14 0 aT 0 LT 0 9¢ T Sl'e 14
06 T aT 0 o€ T 8971 T L6 T S2¢'9 €T
16 T 1T 0 €T 0 6 0 6 0 0S'c ¢t
94T T Z8 T oy T LL T a8 T GL'L 1T
(44 T 144" T 14 T 144" T 8TT T 00°.L 0T
[ T v T ve T LC 0 ve T GZ's 6
659 T L 0 4 0 6 0 € 0 S.'0 8
9 0 <7A T ey T 1T 0 6T 0 00'S L
14 T 9 0 4 0 AN T 88 T 00°L 9
9 0 c6 T [40)» T 08 T 99 T 00'6 S
8 0 0T 0 LE T 90T T ¥8 T 00'Y 14
0 0 14 0 oy T LC 0 9T 0 00C €
€ 0 9 0 0T 0 L6T T 697 T 00'6 [4
8 0 9 0 6¢ T LE T €9 T 00'S T
T10-0€2dd N-0€¢d9 T10-08Tdd TN-08Td4 X9-08Tdd
( Ald ) 10-0€¢d9 ( Ald ) N-0€¢d9 ( Ald ) T10-08Tdd ( Ald ) TN-08Td4 ( Ald ) X3-08Tdd 9103S jusied

31095 ‘slamyaeN-906| (Ald ‘Uam xapugbiydwad) 1annelnuenb pun (Anisod=T ‘Anebay=iganeuienb ‘apnnsuoy@zui3 g

:(Bangrey) 0z-T usiuaned Jep usled-vs|13 :Z2'v'geL




ERGEBNISSE

51

Tab.4.3: ELISA-Daten der Patienten 21-50 (Erlangen)
3 Einzelkonstrukte, qualitativeGigNachweis (O=negativ, 1=positiv); Score

Patient| Score BP180-| BP180-| BP230- Patient | Score BP180-| BP180-| BP230-

ex N1 C1 ex N1 C1
21 6,00 1 1 0 36 2,00 1 1 0
22 5,50 1 1 1 37 6,00 1 1 1
23 5,75 1 0 1 38 9,00 1 1 1
24 6,75 1 0 1 39 7,00 1 0 1
25 2,63 1 1 1 40 4,00 1 1 1
26 1,50 1 0 0 41 9,00 1 1 1
27 5,00 1 1 1 42 3,88 1 0 0
28 5,00 1 1 0 43 1,38 0 0 1
29 5,50 1 1 0 44 9,00 1 1 0
30 7,50 1 0 1 45 8,38 1 1 1
31 5,00 1 0 1 46 3,00 1 0 1
32 2,00 1 0 1 47 0,50 0 1 0
33 2,00 1 0 1 48 0,75 0 0 1
34 5,00 1 1 1 49 7,75 1 1 1
35 8,25 1 1 0 50 3,75 1 1 1

Tab.4.4: Absolute und relative Anzahl der Patientemmit positivem BP180- und/oder
BP230- Antikdrpernachweis im Gesam{n=50) und Subkollektiv (n=20)

Subkollektiv Gesamtkollektiv
Anzahl der Patienten Anzahl der Patienten
absolut relativ (%) absolut relativ (%
nur BP180 positiv 8 40 17 34
nur BP230 positiv 2 10 4 8
BP180 und BP230 positiy 10 50 29 58
insgesamt 20 100 50 100
BP180 positiv 18 90 46 92
BP230 positiv 12 60 33 66
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Tab.4.5: Epidemiologische Daten des GesamtkollekBwzu Alter und Geschlecht
(1 = weiblich; 2 = mannlich)

Patient Alter Geschlecht Patient Alter Geschlecht
1 85 1 26 80 2
2 51 1 27 85 1
3 69 1 28 74 1
4 78 1 29 74 2
5 85 1 30 82 2
6 85 1 31 74 2
7 85 1 32 67 2
8 81 1 33 72 2
9 74 1 34 97 2
10 99 1 35 73 1
11 79 2 36 83 2
12 73 1 37 87 2
13 86 1 38 73 1
14 68 2 39 71 1
15 96 1 40 76 1
16 80 1 41 71 2
17 83 1 42 79 2
18 58 2 43 86 1
19 76 2 44 82 2
20 71 1 45 93 1
21 49 1 46 87 1
22 85 1 47 81 1
23 82 2 48 78 2
24 77 2 49 86 2
25 79 1 50 72 1

In den folgenden Abschnitten werden das Gesam#olle(siehe 4.2) und das
Subkollektiv (siehe 4.3) auf analoge Weise anatysiéeben der Alters- Geschlechts-
und Scoreverteilung werden zum einen gquhlitativer Ebene die Haufigkeiten der
positiven vs. negativen AntikOrpernachweise derzElikonstrukte beleuchtet. Zum
anderen werden diese Antikorperreaktivitaten mit Hi&he des Scores korreliert.
Diesem schlief3t sich die Analyse der Antikorperieaf Kollektiv an.

Daraufthin  folgt die Betrachtung der Assoziation voiscorehbhe und
Antikorperreaktivitat unter Berlcksichtigung dquantitativen AntikGrperindexwerte
innerhalb des Subkollektivs (siehe 4.3.4). Die @tage all dieser Untersuchungen
bilden Daten, die den Zeitpunkt der Erstdiagnossevgpiegeln.

Abschlie3end wird exemplarisch das Verhalten deiiddhen und serologischen Daten

von sechs Patienten unter Therapieeinfluss im IKraitsverlauf beleuchtet (siehe 4.4).
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4.2 Gesamtkollektiv

4.2.1 Alters-, Geschlechts- und Scoreverteilung des Gesé#ollektivs

Der Altersdurchschnitt des Gesamtkollektivs liegt B8 Jahren, wobei die weiblichen
Patienten mit 60% gegenuber den mannlichen Patigitterwiegen (Abbildung 4.1).
Epidemiologisch gesehen kann somit von einem reptasven Gesamtkollektiv aus-
gegangen werden. Des Weiteren zeigt sich, dasgediamte Bandbreite des Scores in

annahernd gleichmafiger Verteilung im Gesamtkaiteldrtreten ist (Abbildung 4.2).
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Abb. 4.1: Geschlechtsverteilungn=50; weiblich: 60%, méannlich:40%nd Altersverteilung (n=50;
Mittelwert: 78,3 Jahre; Standardalmiiung:9,9 Jahrejes Gesamtkollektivs
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Abb. 4.2: Scoreverteilung im Gesamtkollektiv(n=50)
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4.2.2 Ergebnisse der Einzelkonstruktuntersuchungen des Gamtkollektivs

Insgesamt weisen 92% des Gesamtkollektivs einetip@shutoantikdrperreaktivitat
gegen mindestens eines der BP180-Konstrukte aufimgegen sich nur in 66% der
Seren eine BP230-spezifische Antikorperreaktidgtektieren lasst (Tabelle 4.4).

Im Hinblick auf das Konstrukt BP180-ex (Abbildung.3% zeigen 84% der
Patientenseren ein positives Testergebnis im ELI®abei lasst sich bei der
Betrachtung des Boxplots eine deutliche Assoziatimer positiven Reaktivitat gegen
BP180-ex und hohem Score (Median 5,5) und umgeleher negativen Reaktivitat
gegen BP180-ex und niedrigem Score (Median 1,7¢revdn. Der mittels Hodges-
Lehmann-Schéatzung ermittelte Punktwert von 3,7 bede dass mit 95%igem
Vertrauen die Verteilung der positiven BP180-exikdpernachweise um plus 3,7
Scorepunkte gegentber der Verteilung der negatih80-ex-Antikdrpernachweise
verschoben liegt. Das Konfidenzintervall (KI) ungaslen Bereich von 2 bis 5,37 und
zeigt damit - ebenfalls mit 95%igem Vertrauen - dass die positive Antikorper-
reaktivitat assoziiert ist mit einem um mindest&nsd maximal 5,37 Punkte gré3eren
Score im Vergleich zur negativen Antikdrperreakéiti Da das Kl die Null nicht
umfasst und zusatzlich der p-Wert kleiner 0,05 wmsfyd die Gegenhypothese
angenommen: Es besteht eine statistisch signifkassoziation der Hohe des Scores

Zu einem positiven vs. einem negativen BP180-exAg@antikbrpernachweis.
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Abb. 4.3: Antikdrperreaktivitdt gegen BP180-ex (n=50 Patientn):
A: Haufigkeit der positiven (42 Patienten = 84%jluregativen (8 Patienten = 16%)
BP180-ex-1gG-Antikdrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:
Median (positiv) =5,5; Median (negativ) =1,7;
p=0,0001; KI={2; 5,37}; Punktwert: 3,7 Scoreykte
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Bei der Betrachtung des Konstruktes BP180-N1 (Al 4.4) zeigt sich ein
ahnliches Bild: Es Uberwiegen weiterhin die posigwf BP180-N1 getesteten
Patientenseren (64%) gegeniuber denen mit negafivestergebnis (36%). Auch hier
findet sich bei der Betrachtung des Boxplots einer&ation von positivem BP180-N1-
Antikorpernachweis und hohem Score (Median von &618) umgekehrt von fehlender
Reaktivitat gegen BP180-N1 und niedrigem Score (&redon 3,4). Der Punktwert
von 2,3 Scorepunkten zeigt, verglichen mit dem BE480-ex, eine etwas geringere
Verschiebung der beiden Verteilungen gegeneinaaleDazu passend liegt das Kl des
BP180-N1 etwas naher an Null (Abbildung 4.6). Edasst den Bereich 0,75 bis 3,75
und sagt damit aus, dass mit 95%igem Vertrauenpdstive AntikOrperreaktivitat
assoziiert ist mit einem um mindestens 0,75 undimaix3,75 Punkte groReren Score
im Vergleich zur negativen AntikérperreaktivitataRlias Kl wiederum die Null nicht
umfasst, und zusatzlich der p-Wert kleiner 0,05 @&tweist sich die beobachtete
Assoziation von Antikorperreaktivitdt und Score laler als statistisch signifikant.

307

207

Anzahl
Score

negativ positiv negativ positiv

BP180-N1 BP180-N1

Abb. 4.4: Antikdrperreaktivitat gegen BP180-N1 (n=50 Patienta):
A: Haufigkeit der positiven (32 Patienten = 64%}juregativen (18 Patienten = 36%)
BP180-N1-lgG-Antikdrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:
Median (positiv) =5,8; Median (negativ) =3,4;
p=0,0041; KI={0,75; 3,75}; Punktwert: 2,3 Sepunkte
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Die Ergebnisse des BP230-C1 (Abbildung 4.5) untersien sich hingegen deutlich
von denen der beiden oben genannten BP180-KonstruKivar ahnelt die

Haufigkeitsverteilung der auf BP230-C1 positiv (62und negativ (38%) getesteten
Patientenseren der des Konstruktes BP180-N1. Dadigi sich allerdings bei der
Betrachtung des Boxplots in Abbildung 4.5 sowohl die Gruppe der positiven als
auch fur die Gruppe der negativen BP230-C1-IgG-Ma&tde ein nahezu identischer
Median von 5,3 bzw. 5,0. Die Verschiebung der heiderteilungen wird entsprechend
auf einen Punktwert von 0 Scorepunkten geschata,einen deutlichen Unterschied zu
den vorausgegangenen Konstrukten des BP180 anBaigtielativ enge Kl umschliel3t
fast gleichmalig die Null und gibt somit an, dase &cores keine relevanten
Unterschiede bei negativer gegentber positiverknpierreaktivitéat zeigen (Abbildung

4.6). Aufgrund des hohen p-Werts und des die Nuiifassenden Kl muss die
Nullhypothese angenommen werden. Das heil3t, dase kstatistisch signifikante

Assoziation der H6he des Scores zu einem positigereinem negativen BP230-C1-

IgG-Autoantikérpernachweis besteht.
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Abb.4.5: Antikdrperreaktivitdt gegen BP230-C1 (n=50 Patienta):
A: Haufigkeit der positiven (31 Patienten = 62%jpwegativen (19 Patienten = 38%)
BP230-C1-1gG-Antikbrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:
Median (positiv) =5,3; Median (negativ) =5,0;
p=0, 9407; KI={-1,5; +1, 87}; Punktwert: 0 Sepunkte
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Die Ergebnisse des BP230-C1 stehen somit in daathicGegensatz zu denen der oben
genannten Konstrukte des BP180. Auf der Grundlagesthtistischen Auswertungen
wird fir die Konstrukte BP180-ex und —-N1 die Geggdthese angenommen,
wohingegen fur das Konstrukt BP230-C1 die Nullhyyese akzeptiert werden muss
(Abbildung 4.6).

p=0,0001

BP180-ex — P37

BP180-N1 #,/ — p=0.0041

Pw.: 2.3

BP230-C1 &#, (R E— g:0f90407
[ I
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Abb.4.6: Zusammenfassung der statistischen Auswertung des &emtkollektivs:
Rote Linien: Konfidenzintervalle, Angabe in Scorekien
p: p-Wert, statistische Signifikanz fur p<0,05
Pw.: Punktwert, Angabe in Scorepunkten
H,!: Gegenhypothese wird angenommegt: Nullhypothese wird angenommen
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4.2.3 Antikorperprofil des Gesamtkollektivs

Betrachtet man nun das Antikorperprofil der Pagantles Gesamtkollektivs (Tabelle
4.6) so zeigt sich, dass ein kombinierter positikatikdrpernachweis gegen alle drei
der untersuchten Konstrukte bei einem Drittel detidhten anzutreffen ist. Die
zugehorigen Scores zeigen dabei eine Bandbreite Oydnbis 9 Punkten auf. Der
Mittelwert liegt bei 6 Punkten und ist damit nahedentisch zu dem, der sich aus der
Kombination eines BP180-ex- und BP180-N1-Antikonaehweises ergibt. Das
Vorhandensein einer BP230-C1-Antikdrperreaktividheint hier also weder fur den
Mittelwert noch fir die Bandbreite des Scores wdgdnausschlaggebend zu sein. Dies
stimmt Gberein mit den zuvor dargestellten Ergedensdie keine Assoziation der Hohe
des Scores zu einem positiven gegenuber einem ivegatBP230-C1-
Antikérpernachweis herstellen konnten.

Bei 16% der untersuchten Patientenseren stellteiciBefall von lediglich einem der
untersuchten Konstrukte dar. Die Mittelwerte dergetubrigen Scores sind hier
grundsatzlich kleiner als bei kombiniertem Befallpbei sie von BP180-ex uber
BP180-N1 nach BP230-C1 abnehmen. Die Aussagekra$ed Mittelwerte ist aber
aufgrund der kleinen Fallzahl von 2 bis 4 Patiemrtieigeschrankt.

Da nur insgesamt 5 Patienten eine Involvierung Mandschleimhaut prasentierten,

l&sst sich hier keine Tendenz eines zugehdrigeik@aperprofils erkennen.

Tab.4.6: Antikorperprofil des Gesamtkollektivs (n=50):
In Klammern: Patienten mit Befall der oralen Mukos&V: Mittelwert;
*. 2 Patienten reagierten nur diefim Subkollektiv zusatzlich untersuchten Konlkteu

positiv getestete Konstrukt/ po#tiv getestetg  Anzahl (Patienten) Score- MwW
Konstruktkombinationen absolut | relativ (%) | bandbreitg (Score)
BP180-ex 2 4 1,5-39 2,7
BP180-N1 2 4 0,5-3,0 1,8
BP230-C1 4 8 0,8-2,5 1,4
BP180-ex + BP180-N1 13 (2) 26 2,0-9,0 6,1
BP180-ex + BP230-C1 10 20 2,0-75 4,8
BP180-N1 + BP230-C1 - 0 - -
BP180-ex + BP180-N1 + BP230-C1 17 (2) 34 0,5-9,0 6
keins der Konstrukte* 2 (1) 4 2,0-50 3,5
Total 50 100
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4.3 Subkollektiv

4.3.1 Alters-, Geschlechts- und Scoreverteilung des Sublektivs

Die Altersverteilung des Subkollektivs entspricketr des Gesamtkollektivs, wobei sich
allerdings das Geschlechterverhaltnis innerhalbSigskollektivs weiter zu Gunsten der
Frauen verschiebt, die hier mit 80% deutlich tbegen (Abbildung 4.7). Betrachtet
man die Scoreverteilung des Subkollektivs, so zgight analog zum Gesamtkollektiv,
dass die gesamte Bandbreite des Scores in annalgerchmaliger Verteilung
vertreten ist (Abbildung 4.8).
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Abb. 4.7: Geschlechtsverteilung(n=20; weiblich: 80%; mannlich: 20%nd Altersverteilung (n=20;
Mittelwert: 78,1 Jahre; Standardabweichung: 11i¢e)ales Subkollektivs
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Abb. 4.8: Scoreverteilung im Subkollektiv(n=20)
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4.3.2 Ergebnisse der Einzelkonstruktuntersuchungen des $kollektivs

Betrachtet man das Subkollektiv, so zeigt sichs dasgesamt 90% der getesteten Seren
eine positive 1gG-Antikorperreaktivitat gegen mistens eines der BP180-Konstrukte
aufweisen, wahrend sich nur in 60% der Falle eind2I-spezifische
Antikorperreaktivitat detektieren lasst (Tabelld)4 Diese Ergebnisse sind vergleichbar
mit den entsprechenden Resultaten des Gesamthkadlekt

Des Weiteren bestatigt sich sowohl bei der Untdrsng des Konstruktes BP180-ex
(Abbildung 4.9) als auch bei der Untersuchung desstruktes BP180—N1 (Abbildung
4.10) eine statistisch signifikante, positive Asatan von Antikorperreaktivitat und
Score: Dies &auf3ert sich fur beide Konstrukte in @déh kleiner 0,05 sowie in
Konfidenzintervallen, die jeweils die Null nicht @mssen. Folglich kommt es zur
Annahme der Gegenhypothese, formuliert als ststistsignifikante Assoziation von
Antikorperreaktivitdt und Scorehdhe, wobei ein pesr IgG-Antikbrpernachweis
vermehrt mit einem hohen Score einhergeht und usigéekim Vergleich der beiden
Konstrukte zeigt sich - analog zum Gesamtkollektifir BP180-N1 wiederum ein
etwas naher an Null gelegenes Kl sowie ein minikt@herer Punktwert als Schéatzer
der Verschiebung der Verteilungen der positiven nedativen Antikorperreaktivitat
gegeneinander (Abbildung 4.14). Im Vergleich zu B®N1 ist die Datenlage des
Konstruktes BP180-ex somit auch im Subkollektivagwdeutlicher. Signifikanz besteht

wiederum fur beide genannten Konstrukte.
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Abb.4.9:  Antikorperreaktivitit gegen BP180-ex (n=20 Patientn):
A: Haufigkeit der positiven (15 Patienten = 75%jluregativen (5 Patienten = 25%)
BP180-ex-1gG-Antikdrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:
Median (positiv) =6,3; Median (negativ) =2,5;
p=0,0119; KI={1,25; 5,75}Punktwert: 3,3 Scorepunkte
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Abb.4.10: Antikérperreaktivitdt gegen BP180-N1 (n=20 Patienta):

A: Haufigkeit der positiven (14 Patienten = 70%jluregativen (6 Patienten = 30%)

BP180-N1-lgG-Antikdrpernachweise

B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:

Median (positiv) =6,6 Median (negativ) =3,1;

p=0,0336; KI={0,25; 5,25}; Punktwert: 2,9 Sepunkte
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Auch bei der Untersuchung des Konstruktes BP180iD&rwiegen die positiv
getesteten Patientenseren (Abbildung 4.11). Dadietendenziell eine Verknipfung
positiver Antikorperreaktivitat mit héheren Sconesd umgekehrt erkennbar. Bei der
statistischen Auswertung ergibt sich allerdings giWert gréRer 0,05 in Kombination
mit einem die Null umfassenden KI. Aufgrund dies€onstellation kann die
Nullhypothese - anders als bei den vorausgegang@&mri80-Konstrukten - nicht
ausgeschlossen werden. Betrachtet man das Kl aliffearter, fallt auf, dass dieses breit
ist und von -0,75 bis +4,75 Scorepunkten reichtbiidoing 4.14). Das heil3t, dass
durchaus noch relevante Scoreunterschiede bei epusitiven vs. einem negativen
Antikdrpernachweis mdglich sind. Die Gegenhypothedaf daher hier nicht
automatisch ausgeschlossen werden. Abhilfe wirgl&didhung der Fallzahl schaffen.
Wirde ein daraus resultierendes schmales KI waitetie Null umschlie3en, kdnnte
sicher die Nullhypothese angenommen werden. Derenger und gleichmafiger das
Kl die Null umschlief3t, desto weniger unterscheidam die Scores fir einen positiven
gegenuber einem negativen IgG-Nachweis. Die groBalezahl konnte aber auch in
einem signifikant kleinen p-Wert und einem aulR3dyteldr Null liegenden, schmalen Ki
resultieren. Dann ware die Annahme der Gegenhypettie richtige Schlussfolgerung.
Man kann hier abschlieBend also nicht sicher aneehrdasskeine Assoziation der
Krankheitsaktivitat mit der BP180-C1-Antikorperréiakat besteht.
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Abb.4.11: Antik6rperreaktivitidt gegen BP180-C1 (n=20 Patienta):
A: Haufigkeit der positiven (13 Patienten = 65%jluregativen (7 Patienten = 35%)
BP180-C1-lgG-Antikdrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Héhe des Scores:
Median (positiv) =5,3; Median (negativ) =3;
p=0,0929; KI={-0,75; +4,75}; Punktwert: 2,3 &epunkte
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Betrachtet man nun das Konstrukt BP230-N, so i, dass die Minderheit der
untersuchten Patientenseren (35%) einen positivetik@pernachweis gegen dieses
Konstrukt aufweist (Abbildung 4.12). Die statistiec Analyse einer Assoziation
klinischer und serologischer Daten fiihrt aufgrured Honstellation des p-Werts und
des Kl zur Annahme der Nullhypothese. Wegen degemeasymmetrisch die Null

umfassenden Kl kann — analog zu dem Konstrukt BR1BGallerdings wiederum nicht

sicher angenommen werden, d&ssne Assoziation der Krankheitsaktivitdt mit der
BP230-N-Antikodrperreaktivitat besteht (Abbildungl4). Ein endgultiger Nachweis

konnte auch hier nur Uber die Erhéhung der Falledbacht werden.
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Abb.4.12: Antikdrperreaktivitdt gegen BP230-N (n=20 Patienteix
A: Haufigkeit der positiven (7 Patienten = 35%) urahativen (13 Patienten = 65%)
BP230-N-1gG-Antikérpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Hohe des Scores:
Median (positiv) =7,0; Median (negativ) =4,0;
p=0,1889; KI={-1,25; +4,25}; Punktwert: 2 Sepunkte
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Eindeutiger stellt sich die Situation fur BP230-@dr (Abbildung 4.13). Das Ergebnis
entspricht dem des Gesamtkollektivs: Anhand deissitchen Auswertungen, die einen
hohen p-Wert in Zusammenhang mit einem fast gle&imdie Null umfassenden Ki
demonstrieren, ist erneut die Annahme der Nullhypse indiziert. Es lasst sich somit
keine Assoziation klinischer und BP230-Cl-spezifesc serologischer Daten
feststellen. Da das Kl erstmals etwas weiter in degativen als in den positiven
Bereich reicht, ist der Punktwert, der die Versbhigg der Verteilungen gegeneinander

schatzt, negativ. Dies aul3ert sich in einer UmkiglrBoxenkonstellation innerhalb des

Boxplots.
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Abb.4.13: Antikdrperreaktivitdt gegen BP230-C1 (n=20 Patienta):
A: Haufigkeit der positiven (10 Patienten = 50%}uregativen (10 Patienten = 50%)
BP230-C1-1gG-Antikbrpernachweise
B: Assoziation der Antikdrperreaktivitat (positig.vnegativ) mit der Hohe des Scores:
Median (positiv) =5,8; Median (nhegativ) =4,8;
p=0,7251; KI={-3; +2,75}; Punktwert: -0,6 Semunkte
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Die Analyse des Subkollektivs bestatigt das unteesttiche Verhalten der beiden
Zielantigene BP180 und BP230 bezuglich einer Katr@h klinischer und

immunserologischer Daten: Wahrend eine statistisignifikante Assoziation der
Scorehthe mit der BP180-ex- sowie der BP180-NlAg@antikorperreaktivitat

bestatigt werden kann, wird diese auch im Subkbliefir das Konstrukt BP230-C1
ausgeschlossen. Bezlglich der Konstrukte BP180+@1BP230-N bleibt sie fraglich.
In Abbildung 4.14 findet sich eine zusammenfassdddestellung des Verhaltens von
Kl, p-Wert und Punktwert dieser Einzelkonstrukteuffdllig sind insgesamt die

breiteren Kl im Vergleich zum Gesamtkollektiv, cheif der geringeren Fallzahl des
Subkollektivs beruhen.

BP180-ex:  H 4 |p=0,0119
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BP180-N1: #, —_i p=0,0336
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Abb.4.14: Zusammenfassung der statistischen Auswertung des Sollektivs:
Rote Linien: Konfidenzintervalle, Angabe in Scoreften
p: p-Wert, statistische Signifikanz fur p<0,05
Pw.: Punktwert, Angabe in Scorepunkten
H,!: Gegenhypothese wird angenommegt: Nullhypothese wird angenommen
Ho?: Nullhypothese muss akzeptiert werden, bedarnf alfgrund der Breite und der Lage
des Kl weiterer Abklarung mittels gro3efratizahlen
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4.3.3 Antikorperprofil des Subkollektivs

Im Rahmen der Betrachtung des Antikdrperprofils &atienten des Subkollektivs
scheint aufgrund der geringen Fallzahl von 20 Rtgre eine Einteilung in Gruppen
sinnvoll. Dabei sind verschiedene Darstellungerkdan
e Zum einen ist eine Einteilung in Gruppen anhandatleinigen Anzahl positiv
getesteter BP180-Konstrukte (0 bis 3 Konstrukta)gaachtet der BP230-
Antikorperreaktivitat, moglich (Tabelle 4.7). Veegtht man diese Gruppen, so
zeigt sich folgende Tendenz: Je mehr Konstrukte @580 in das
Krankheitsgeschehen involviert sind, desto héhestes durchschnittliche Score.
So weist beispielsweise die Gruppe, in der nur gegees der drei BP180-
Konstrukte eine Antikorperreaktivitat besteht, @ngurchschnittlichen Score
von 3,4 Punkten auf, wohingegen eine kombinierték@nperreaktivitat gegen
alle drei BP180-Konstrukte in einem durchschnitiéin Score von 6,4 Punkten
resultiert. Dabei aulRerte sich ein zusatzlicheraBedfines oder beider BP230-
Konstrukte unterschiedlich: Es lassen sich sowaisjidele fur eine Erh6hung

als auch fir einen Abfall des Scores finden.

e Zum anderen kann die Gruppeneinteilung anhand deichperechtigten
Addition der Anzahl befallener BP180- und BP230-Kioukte (1 bis 5
Konstrukte) erfolgen (Tabelle 4.8). Bei einer dagan Darstellung findet sich
lediglich im Vergleich des Befalls eines Konstruktggegeniuber dem Befall aller
Konstrukte ein deutlicher Unterschied in der Hohes ddurchschnittlichen
Scores. In den Gruppen, in denen fir zwei bis #enstrukte ein positiver
Antikorpernachweis vorliegt, befinden sich die dcsgchnittlichen Scores im
Bereich von 5,25 bis 5,9 Punkten. Bei diesen I&ssh somit anhand der
Gruppenzugehorigkeit keine tendenzielle Aussage e Hohe des Scores
treffen. Eine derartige Einteilung des Antikorpefids scheint also im
Vergleich zu der vorausgegangenen Gruppeneintelungabelle 4.7), die nur
anhand der Anzahl involvierter BP180- Konstrukt®legt ist, nicht sinnvoll.

Zusammenfassend untermauern diese Ergebnisse didt®Re der vorausgegangenen
Kapitel, die eine Assoziation von Krankheitsak&itind Antikorperreaktivitat nur fur

die Konstrukte des BP180 herstellen konnten.
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Tab.4.7: Antikorperprofil des Subkollektivs | (n=20):

Gruppeneinteilung anhand der Anpaiditiv getesteter BP180-Konstrukte; MW: Mittelwert

Pos. Konstrukte / Konstruktkombination Anzahl Score- MW Score MW
BP180-Konstrukt(e) BP230-Konstruki(e) | Patienten | bandbreite | (Score)
) BP230-N - - - 16
BP230-C1 2(10%) | 0,75-25 1,60 ’
BP180-ex BP230-N - - -
BP230-C1 1 (5%) - 3,75
- 1 (5%) - 3,00
BP180-N1 BP230-N - - - 3,4
BP230-C1 - - -
- 1 (5%) - 2,00
BP180-C1 BP230-N 1 (5%) - 5,00
BP230-C1 - - -
- 1 (5%) - 9,00
BP180-ex + BP180-N1 BP230N - - -
“eX - BP230-C1 1 (5%) - 7,00
BP230-N + BP230-C1| 1 (5%) - 0,50
BP230-N - - -
-ex + - 54
BP180-ex + BP180-C1] 55230.C1 - - -
BP230-N + BP230-C1| 1 (5%) - 5,25
BP230-N - - -
- + -C1
BP180-N1 + BP180-C 55230.C1 - - -
BP230-N + BP230-C1 - - -
- 5(5%) | 4,0-825 5,15
BP180-ex + BP180-N1| BP230-N 1 (5%) - 9,00 6.4
+BP180-C1 BP230-C1 1 (5%) - 6,25 ’
BP230-N + BP230-C1| 3(15%) | 7,0-7,75| 7,50
Total 20 (100%

Tab.4.8: Antikorperprofil des Subkollektivs 1l (n=20):

Gruppeneinteilung anhand der Anzahl positiv getes®P180- und BP230-Konstrukte;

MW: Mittelwert

Anzahl positiver BP180- + Anzahl Patienten Score- Score MW
BP230-Konstrukte absolut relativ (%) | bandbreite
1 4 20 0,75-25 1,6
2 3 15 3,75-9 5,9
3 6 30 4,0-8,25 5,5
4 4 20 0,5-9 5,25
5 3 15 7,0-7,75 7,5
Total 20 100
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4.3.4 Assoziation des Pemphigoid-Index Wertes mit der Ha@hdes Scores

Im Folgenden soll nun die Antikérperreaktivitat veei differenziert werden, indem
nicht nurqualitativ zwischen dem Vorliegen eines positiven gegenlin&senegativen
Antikorpernachweises unterschieden wird, sondederm diequantitativeAuspragung
der AntikOrperreaktivitat - quantifiziert als Pengbid-Index Wert (PIV) - beleuchtet

wird. Die Assoziation des PIV mit der Hohe des &sawird untersucht:

Die Datengrundlage bildet das Subkollektiv, anhdedsen fir jedes Einzelkonstrukt
ein Streudiagramm angefertigt wird, wobei auf dekchse der Antikdrperindexwert
(PIV) und auf der y-Achse der zugehdorige Score etudgien werden (Abbildung 4.15).
Blau markiert stellt sich die jeweilige Ausgleiclkesgde mit entsprechendem R2 dar,
wobei es sich bei R?2 um ein Bestimmtheitsmall handes leitet sich vom
Korrelationskoeffizienten R ab und gibt an, wie lviegrozent der Variabilitat der
abhangigen Variablen (Score) durch die unabhanglariable (PIV des
Einzelkonstrukts) erklart werden. Damit dient es Qeantifizierung einer Korrelation.

Je groRRer R2 ist, desto grof3er ist die Gute deh&fsagbarkeit.

Allerdings ist nur bei gleichmafigen Verteilungsken eine lineare Beschreibung mit
der Ermittlung des zugehorigen R2 sinnvoll. Einkelse lineare Modulierung mit relativ
gleichmafiger Punktverteilung um die Ausgleichsderaerum ohne gréf3ere Licken in
bestimmten Abschnitten der x-Achse zeigt sich fiP1B0-ex und BP180-N1
(Abbildung 4.15, A und B). Fur die Konstrukte BP18Q, BP230-N und BP230-C1
erscheint eine solche lineare Modulierung nichheall, da die Verteilung der Punkte
auf der x-Achse sehr ungleichméaRig ist (Abbildungs4 C bis E). Es zeigen sich vor
allem fur die Konstrukte des BP230 gro3e Liuckere Mehrzahl der Punkte befindet
sich auf der linken Seite der Diagramme, wodurdizene jeweils rechts im Diagramm
gelegene Punkte das Bild der Ausgleichsgeraderdamdt R2 GbermaRig stark pragen.
Aus einer Erh6hung der Fallzahl konnte eine glei@Bigere Verteilung der Punkte auf
der x-Achse resultieren, auf Grundlage derer einevslle lineare Modulierung und

entsprechende Bestimmung des R? erfolgen kdnnte.

Betrachtet man nun die Verteilungswolken der Kander BP180-ex und -N1, so lassen

sich die in den vorausgegangenen Kapiteln getreffekussagen erweitern (Abbildung
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4.15, A und B): Neben der beschriebemgralitativen Assoziation eines hohen Scores
mit positivem IgG-Antikorpernachweis und umgekelidisst sich hier aul3erdem auf
quantitativerEbene anhand der Hohe des Antikorperindexwertes Aiissage Uber die
GroRRe des Scores treffen. Die Gute der Vorherskghastellt sich fur BP180-ex
aufgrund des groéReren R? hoher dar als fur BP1808811% der Variabilitat des
Scores konnen mit der Hohe des PIV des BP180-déreierden. Dies bedeutet, dass
hier beispielsweise ein PIV (BP180-ex) von 150 816 mit einem Score von 9
Punkten einhergeht (griine Markierung in Abbildunts4 A). Eine Restvariabilitat des
Scores von 36,9% bleibt. Analog dazu lassen sicksagen Uber BP180-N1 treffen.
Allerdings kdnnen hier nur 49% der Variabilitat d&sores mit dem PI1V des BP180-N1
erklart werden.

Damit werden insgesamt die in den vorausgegangdfapiteln beschriebenen

Resultate untermauert.

Aufgrund der oben genannten Ausfuhrungen sind tigeaAussagen fur die Konstrukte
BP180-C1, BP230-N und BP230-C1 bei den vorliegenderteilungswolken nicht
sinnvoll (Abbildung 4.15, C bis E).
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Abb.4.15. Darstellung der Korrelation von PIV und Score fiir die Einzelkonstrukte im Subkollektiv

A: BP180-ex

B: BP180-N1

C: BP180-C1

D: BP230-N

E: BP230-C1

n=20

blau: Ausgleichsgerade;

pink: PIV-Grenzwert, der ein flives Testergebnis definiert (siehe 3.3.2);
grun: Beispiel siehe Text
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4.4 Klinische und immunserologische Daten im Therapievéauf

Die in den vorausgegangenen Kapiteln betrachtdieiséhen und immunserologischen
Daten waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose erhabemen und unterlagen somit
keinem Therapieeinfluss. AbschlieBend wird nunABsoziation der Scoreh6he zu den
Antikorperindexwerten der Einzelkonstrukte unteri®&sichtigung der systemischen
Glukokortikoidtherapie im Krankheitsverlauf besefrén. Hierzu ausgewahlt wurden
alle Patienten des Subkollektivs, die sich inndrheihes Zeitraums von mindestens 3
und maximal 14 Monaten nach Diagnosestellung re@@igy mindestens drei Mal
arztlich vorgestellt hatten, wobei jeweils eine iotie der Immunserologie erfolgt war.

Es ergab sich eine Gruppe von sechs Patienten |(& db@).

Im Therapieverlauf zeigt sich eindrucksvoll ein eah paralleler Verlauf des Scores
und der Antikérperindices der Konstrukte BP180-exi &-N1 (Abbildung 4.16 A und
C): In dem MalRe, in dem sich der bei Diagnosestglludurchschnittlich
schwerwiegende Hautbefall wahrend der Initialptdrsenatisch bessert, fallen auch die
anfangs deutlich erhéhten Antikorperindexwerte Henstrukte BP180-ex und —NL1.
Bereits ein bis zwei Monate nach Therapiebegingeliedie Scores im Mittel bei 0,85
Punkten, was einem minimalen Hautbefall entspriabgoziiert mit BP180-ex- und —
N1- Antikorperindices von 26,8 und 33, die beideeai grenzwertig positiven IgG-
Nachweis im ELISA bedeuten. Am Ende des Beobaclszgitaums befinden sich alle
Patienten in kompletter klinischer Remission, wash sserologisch anhand der
negativen, d.h. unterhalb der Schwellenwerte gelegelgG-Nachweise beider
genannter Konstrukte widerspiegelt. Auch die Lifikmung des BP180-C1-
Antikorperindexwertes zeigt initial einen Abfall,olvei insgesamt die Bandbreite der
Indices deutlich geringer ausfallt als bei BP180uwexi —N1. Der sich der Initialphase
anschlieBende, weitere kontinuierliche Abfall desor8s bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums lasst sich allerdings niclthaad der BP180-C1-
Antikorperreaktivitat nachvollziehen, da diese nafdr Initialphase keinen weiteren
Abfall ihrer Mittelwerte zeigt.

Die Verlaufe der BP230-N- und BP230-C1-Antikorpderwerte lassen sich deutlich
von denen der Konstrukte des BP180 abgrenzen (@domgl 4.16, A und D): Auch
wenn die AntikOrperreaktivitat initial einen mildeRickgang verzeichnen l&sst,
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imponieren im weiteren Verlauf scoreunabhéngige@stele und fallende Tendenzen,
die keine Parallelitat zum Verlauf des Scores ankerlassen.

Betrachtet man abschlie3end die PrednisolondogieimnKrankheitsverlauf, so zeigt
sich eine graduelle Reduktion der systemischen @koikikoide entsprechend der
klinischen Remission (Abbildung 4.16, A und B).

Somit lassen sich die zuvor genannten Ergebnissb auater Therapieeinfluss im
Krankheitsverlauf untermauern. Sowohl fur das KangtBP180-ex als auch fir das
Konstrukt BP180-N1 imponiert eine deutliche Pahisdie klinischer und

immunserologischer Daten, begleitet von einer eatdenden Reduktion der
systemischen Glukokortikoide im KrankheitsverladDiese Assoziation lasst sich zwar
weniger deutlich, aber dennoch tendenziell auclléi& Konstrukt BP180-C1 erkennen.

Demgegenuber findet sich fir die BP230-Konstrulem klerartiger Zusammenhang.

Seore MW Score 15 = = MW Prednisolon
(mg/kg/d)
g - mg/
keg/d
6 1,0
4
05 —
2 —
l 1 I ¥ by Y
0 T T T T o— 0.0 T T T T T
0 12 3-6 7-10 11-14 Monate 0 12 3-6 7-10 11-14 Monate

54

B MW BP180-ex MW BP230-N
PIV PIV
150 150
MW BP180-N1 MW BP230-Cl
100 = W MW BP180-C1 100 4
L
50 - 50 = \ I
9
1
= —
0 T T T 0 T T T T T
0 12 36 7-10 11-14 Monate 0 12 3.6 710 11-14 Monate

Abb.4.16: Therapieverlauf: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichuondges Score@), des
Prednisolonaquivalents in mgKdrpergewicht/ TagB) und der Antikérperindexwerte der
Konstrukte BP180-ex, -N1 und {C) sowie der Konstrukte BP230-N und -(@) im
Krankheitsverlauf (Monat O: Eisighose); n=6, zugehdrige Daten: siehe Tab.4.9
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Tab.4.9: Therapieverlaufe: Tabellarische Aufstellung der zugrundeliegendeteba
A:Score, Antikérperindexwerte und Prednisolonédquivia{in mg/ kg Kérpergewicht/ Tag)
der Patienten 1,2,3,6,9 undii®&rankheitsverlauf
B: Zusammenfassung dieser Daten;: Mittelwert; SD: Standardabweichung

A: Erstdiagnose | Monat 1-2 Monat 3-6 Monat 7-10 | Monat 11-14
Score 5 0,75 0 0 0
BP180-ex 53 15 6 3 11
BP180-N1 37 9 4 5 11
Patient 1 BP180-C1 29 8 3 4 15
BP230-N 6 6 1 3 4
BP230-C1 8 2 1 0 4
Prednisolon 1,25 0,125 0,125 0,125 0,125
Score 9 0 0 0 0
BP180-ex 169 4 9 7 5
BP180-N1 197 4 13 7 5
Patient 2 BP180-C1 10 3 12 8 6
BP230-N 5 2 35 25 19
BP230-C1 3 0 5 1 0
Prednisolon 1,7 0,05 0,05 0,05 0,4
Score 2 0,75 0,75 0 0
BP180-ex 16 11 11 8 11
BP180-N1 27 27 22 23 15
Patient 3 BP180-C1 40 3 3 9 0
BP230-N 4 16 3 6 3
BP230-C1 0 0 2 2 0
Prednisolon 1 0,09 0,05 0,05 0,05
Score 7 1,5 0 - -
BP180-ex 88 11 9 - -
BP180-N1 112 9 5 - -
Patient 6 BP180-C1 2 1 3 - -
BP230-N 6 5 6 - -
BP230-C1 34 29 23 - -
Prednisolon 1,25 0,09 0,063 - -
Score 5,25 - 0 0,75 -
BP180-ex 24 - 20 19 -
BP180-N1 27 - 23 20 -
Patient 9 BP180-C1 34 - 15 12 -
BP230-N 41 - 9 7 -
BP230-C1 72 - 57 60 -
Prednisolon 1,25 - 0,09 0,065 -
Score 7 1,25 0,5 - -
BP180-ex 118 93 15 - -
BP180-N1 144 116 32 - -
Patient 10 BP180-C1 46 20 11 - -
BP230-N 124 94 110 - -
BP230-C1 22 12 16 - -
Prednisolon 0,5 0,125 0,075 - -
n (Patienten) 6 5 6 4 8
B: Soore MW 5,88 0,85 0,21 0,19 0
SD 2,39 0,58 0,33 0,38 0
BP180-ex MW 78 26,8 11,67 9,25 9
SD 58,93 37,22 5,05 6,85 3,46
MW 90,67 33 16,5 13,75 10,33
BP180-N1 SD 71,55 47,22 11,08 9,07 5,03
BP180-C1 MW 26,83 7 7,83 8,25 7
SD 17,3 7,71 5,46 3,3 7,55
BP230-N MW 31 24,6 27,33 10,25 8,67
SD 47,76 39,15 42,35 9,98 8,96
BP230-C1. MW 23,17 8,6 17,33 15,75 1,33
SD 27,12 12,44 21,27 29,51 2,31
. MW 1,16 0,1 0,08 0,07 0,07
Prednisolon
SD 0,39 0,03 0,03 0,04 0,05
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyserespektiv erhobener klinischer und
immunserologischer Daten von 50 an bullésem Peropghigrkrankten Patienten. Diese
Analyse erforderte die Entwicklung eines Krankhaditiitatsscores, der als Parameter
der klinischen Krankheitsschwere diente. Die Edagsder IgG-Antikdrperreaktivitat
war im Rahmen der Diagnosestellung mittels ELISAteunDifferenzierung finf
verschiedener Konstrukte der beiden Zielantigen28BRund BP230 (siehe Abbildung
3.1) erfolgt, wobei die Resultate in den Patierké&srazuganglich waren.

Es zeigte sich, dass fast ausnahmslos das gesatregaténkollektiv zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose und somit vor Therapiebeginn eine Ag@korperreaktivitat gegen
mindestens eines der BP180-Konstrukte prasentierdérend sich nur in ca. zwel
Drittel der getesteten Seren entsprechende Regikémi gegen BP230 detektieren
lieRen. Dabei korrelierten die Autoantikdrperreakditen gegen die Konstrukte BP180-
ex und -N1 statistisch signifikant mit der Hohe #e@ankheitsaktivitatsscores. Fir das
Konstrukt BP230-C1 konnte eine derartige Assozmtitinischer und serologischer
Daten ausgeschlossen werden, wohingegen sie bez gt Konstrukte BP180-C1 und
BP230-N fraglich blieb. Insgesamt fanden diese BEmgse sowohl anhand der
Antikorperprofile des Gesamt- und des Subkollek@ilssauch im Rahmen der Analyse
einer Gruppe von sechs Krankheitsverlaufen unterdpieeinfluss Bestatigung. Somit
untermauert die vorliegende Arbeit die Bedeutung desbesondere gegen die
extrazellulare Domane (ECD) des BP180 gerichtetentodntikdrperreaktivitat
hinsichtlich der Krankheitsaktivitat.

Voraussetzung fir die Durchfihrung entsprechenderréfationsanalysen war die
Quantifizierung des Hautbefundes mittels eines Khaitsaktivitdtsscores, der anhand
der in den Patientenakten dokumentierten Beschmgdruder Effloreszenzen berechnet
werden konnte. In der Literatur finden sich zaltinei Punktesysteme zur Erfassung der
Krankheitsschwere bei blasenbildenden Dermatosendeim BP oder dem Pemphigus
(siehe 1.7). Die Vorgehensweisen der verschiedehdeitsgruppen gestalten sich
dabei ganz unterschiedlich. So lassen sich sowahiaah als auch komplex

strukturierte Krankheitsaktivitatsscores finden. &a Schleimhautbefall beim BP - im
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Vergleich zum Pemphigus - eine untergeordnete Rsplielt, wurden Schleimhaut-
scores im Rahmen der folgenden Uberlegungen nafiicksichtigt. Auf der Grundlage
der nachfolgenden Ausfihrungen von Vor- und Natdrieipublizierter Scores
bezuglich der Anwendbarkeit auf eine retrospekidatenerhebung wurde ein neuer
Score entwickelt mit dem Ziel, die Krankheitsaktitiso differenziert wie retrospektiv
madglich und gleichzeitig sinnvoll zu erfassen.

So evaluieren die Arbeitsgruppen um Agarwal und &jfam bzw. um Tsuji-Abe (siehe
1.7) den kutanen Befall beim Pemphigus bzw. beim IBRiptsachlich auf der
Grundlage der prozentualen Ausdehnung der L&siormzogen auf die
Gesamtkorperoberflache des Patienten (Agamtadl., 1998; Mahajanet al., 2005;
Tsuji-Abe et al., 2005). Dabei werden Gruppen gebildet, anhand déugiehorigkeit
eine grob gestaffelte Punktevergabe bis maximawi B Punkte erfolgt. Problematisch
hierbei ist zum einen eine derartige retrospektitiaschatzung des prozentualen
Hautbefalls, zum anderen die Tatsache, dass kéidaterschiede nicht zum Tragen
kommen, da weite klinische Bandbreiten zu Gruppesammengefasst sind. AuRerdem
finden die verschiedenen Qualitaten der praseatigttfloreszenzen keine Beachtung.
Andere Scores orientieren sich an der Anzahl inedler, definierter Koérperareale. So
kalkulieren Herbset al. anhand einer Kombination der Anzahl befalleneradgesowie
der erforderlichen Therapie einen Pemphigus-Punktftéerbst et al., 2000). Eine
Definition von Korperarealen, mittels derer die olen Akten dokumentierten
Effloreszenzen zugeordnet werden konnen, scheint @&ine retrospektive
Datenerhebung praktikabler und daher sinnvollerdads Schatzung des prozentualen
Hautbefalls (s.0.). Allerdings finden bei dem allgen Zahlen befallener Areale weder
die Dichte und somit die Quantitat der Efflores@mnpro Areal noch deren Qualitat
Beachtung.

Weiterhin gibt es Scores, die die absolute Anzam ¥rosionen bzw. die Anzahl
taglich neu auftretender Blasen bertcksichtigenapigl et al., 1998; Harmaret al.,
2001). Nachteilig hierbei ist einerseits, dass Aiezahl der Effloreszenzen nicht
zwangslaufig deren gesamte Ausdehnung bzw. Kratddkivitat widerspiegelt, da die
einzelnen Lasionen eine deutliche Grol3endifferaxigen konnen. Andererseits lag in
den vorliegenden Akten keine Auszéhlung der Effimemzen vor, eine derartige
retrospektive Erfassung war daher nicht moglich.

Komplexer gestaltete Scores setzen sich z.T. alsemen Teilscores zusammen. So

erfasst bspw. der ,Autoimmune Bullous Skin Disortigensity Score” (ABSIS, siehe
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1.7) aulBerst differenziert sowohl den Haut- alshaden Schleimhautbefall beim
Pemphigus (Pfutzet al.,2007). Der kutanen Evaluation liegt dabei die $alnég des
prozentualen Hautbefalls bezogen auf die Gesandkdbperflaiche des Patienten zu
Grunde. In Abhangigkeit von der Qualitat der Eflszenzen werden unterschiedliche
Gewichtungsfaktoren verwendet, mit welchen der @ntzale Anteil der involvierten
Gesamtkorperoberflache multipliziert wird: Dabeiravider prozentuale Hautbefall
anhand der 9er-Regel eruiert, welche die Handfl@iegsePatienten einem Prozent seiner
Gesamtkorperoberflache gleichsetzt. Dieser Wert gabchlie3end direkt - d.h. ohne
eine Gruppenzusammenfassung - in die weitere Beuvech ein. Auch Kkleine
Unterschiede des klinischen Status werden dadurfdsse. Bei nicht vorhandener
Fotodokumentation war eine fehlerfreie retrospektisinschatzung des prozentualen
Hautbefalls mittels der 9er-Regel im Rahmen detiegenden Arbeit jedoch schwer
maoglich. Allerdings lieferten die Aktendokumentatén eine Differenzierung
verschiedener Qualitaten der Effloreszenzen, deoemt auch bei der retrospektiven
Evaluation eine unterschiedliche Gewichtung zukomkennte.

Weiterhin prasentieren Di Zenzi al. einen BP-Score (siehe 1.7), der ebenfalls aus
mehreren Elementen besteht (Di Zerzal.,2008): Die prozentuale Ausdehnung der
Effloreszenzen wird anhand der 9er-Regel quantit@estimmt und zu Gruppen
zusammengefasst. Eine derartige Kalkulation gestadich aus oben genannten
Grinden retrospektiv problematisch. Weiterhin wdre Krankheitsaktivitdt anhand der
Anzahl neu auftretender Blasen innerhalb von zwageh kalkuliert. Mittels der
vorliegenden Aktendokumentationen war diese Erhghetrospektiv - ebenso wie die

Ermittlung des subjektiven Pruritus-Teilscores ehbimdglich.

Da die Scoreberechnung der vorliegenden Arbeit adr Grundlage von
Aktendokumentationen erfolgte, war es notwendigemineuen Score zu entwickeln,
der speziell an die Bedurfnisse einer retrospektibatenerhebung angepasst war, aber
gleichzeitig die Vorziige etablierter Scores beitdtal Bei der Festlegung des
Grundgeristes dieses Scores schien eine EintedengKorperoberflache in Areale
sinnvoll, da eine Benennung krankheitsinvolvieKérperregionen einen wesentlichen
Bestandteil der dermatologischen Aktendokumentatatarstellt. Es wurde eine
Aufteilung der Korperoberflache in 10 Areale gewahbla die Hohe des Scores aber

nicht nur an der Anzahl befallener Areale festgedmagerden sollte, sondern die
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klinische Présentation jedes Areals ganzheitliaiflieRen sollte, wurde eine weitere
Untergliederung anhand folgender Uberlegungen vangenen:

* Unter dem Gesichtspunkt, dass einzeln stehendeon&si eine andere
Krankheitsschwere widerspiegeln als dicht an dsfehende Blasen, kam der
Dichte und somit derQuantitat der Effloreszenzen eine unterschiedliche
Gewichtung zu. So wurde eine Differenzierung zweschmultiplen und
vereinzelten Hauterscheinungen vorgenommen. Lagerhalb eines Areals teils
multiple und teils vereinzelte Erscheinungen vol svurden multiple
Effloreszenzen gewertet. Gleiches galt, wenn sein&k Aussage zur Dichte der
Effloreszenzen fand.

» Des Weiteren sollte der Punktwert jedes befalleAsrals dieQualitat der sich
darauf befindlichen Effloreszenzen einbeziehen. linohakut erkrankter Patient
prasentiert sich klinisch anders, als ein Patiéessen Effloreszenzen sich bereits
in Abheilung befinden. Aul3erdem konnen verschiedareale eines Patienten
Lasionen unterschiedlicher Krankheitsstadien déehie-ir die Zugehorigkeit zu
einem aktiven Krankheitsstadium wurden hier blasigend erosive
Hauterscheinungen gewertet. Das Vorhandensein vaorstéh indizierte die
Annahme eines in Abheilung befindlichen Krankheégdaims. Lagen
Effloreszenzen verschiedener Stadien nebeneinanderhalb eines Areals vor,

so wurde der schwerwiegendere Befund gewertet.

Die detaillierte Berechnung des Scores findet gicB.2. Jedes Areal erlangte anhand
der Staffelungen einen Punktwert von minimal O orakimal 1 Punkt. Bei 10 Arealen
wurde die Krankheitsaktivitat insgesamt somit aufee Messleiste von 0 bis 10

Punkten eingeordnet.

Bei der Scoreermittlung ergaben sich folgende Frobl Einerseits fanden sich in den
Akten wiederholt Begrifflichkeiten, die nicht primadenen der Scoreermittlung
entsprachen, sondern in unterschiedlicher Ausdreise die Lokalisation, Quantitat
oder Qualitat der Effloreszenzen beschrieben. fisubhg dieses Problems erfolgte eine
sinnvolle und einheitliche Interpretation, dererstfegung sich in Tabelle 3.2 findet.
Dies trug wesentlich zur Objektivierung und Wiedsbarkeit der Berechnungen bei.

AulRerdem erfolgte die Berechnung des Scores féiRatienten zeitnah.
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Andererseits stellte sich als problematisch herdass der Hautbefall unterschiedlich
differenziert dokumentiert worden war, da die Befung durch verschiedene Arzte
erfolgt war. Die bei der Punktevergabe in der Kategder Qualitat ausschlaggebenden
Bezeichnungen wie ,Blasen®, ,Erosionen“ und ,Krustefanden sich jedoch als
konsistente Bestandteile in allen verwendeten R@iakten, da die Beschreibung der
Hauterscheinungen des BP mit diesen Begriffen ggisgi Ebenso waren die Begriffe
~-multipel” und ,vereinzelt* regelmaiig auftreten@enennungen. Eine Definition einer
exakten Anzahl an Erscheinungen fur das ZutreflarBezeichnungen ,multipel* bzw.
Lvereinzelt” ist dabei nicht formulierbar. Die Zubrungsgrenze zwischen diesen
deskriptiven Attributen ist flieRend und untersdeaisich vermutlich von Arzt zu Arzt.
Da jedoch alle Dokumentationen unter der Leitung Yerrn Prof. Dr. Hertl erfolgt
waren, ist insgesamt von einer einheitlichen Imegiion und Beschreibung der

Effloreszenzen auszugehen.

In der Vergangenheit beschaftigten sich bereits rarehForschungsgruppen mit der
Untersuchung einer mdglichen Korrelation klinischerd serologischer Daten. Der
folgende Abschnitt soll einen Uberblick wichtigetu@ien geben. Dabei kamen
verschiedene ELISA-Systeme mit unterschiedlichemsgitaten und Spezifitaten zum
Einsatz. Die Erfassung der Krankheitsaktivitat kgt bei den hier genannten Studien
stets auf verschiedene Weise.

Am umfassendsten stellt sich die Datenlage fir Bereich der NC16A-Domane des
BP180 dar (siehe Abbildung 1.3). Dabei handelt et :im den grol3ten nicht-
kollagendsen Abschnitt der ECD des BP180, dem é&esondere Bedeutung im
Rahmen der Pathogenese des BP zugesprochen werdidirzahl der Patientenseren
aller im Folgenden genannten Studien wies eine Imeaktivitdt gegen dieses Epitop
auf. Dabei konnte Ubereinstimmend eine entsprechegnmokitive Assoziation zur
Krankheitsschwere beschrieben werden:

So konnten Schmidet al. unter Verwendung eines prokaryotischen ELISA eine
statistisch signifikante Korrelation der Krankhaksvitat zur Hohe BP180-NC16A-
spezifischer Antikdrperindexwerte sowohl zum Zeitkiuder Erstdiagnose als auch im
Verlauf der ersten 8 Therapiewochen nachweisen nfi#ithet al., 2000a). Die
Staffelung der Krankheitsaktivitat war mittels esneon O bis 3 reichenden Scores

anhand der Anzahl gezahlter Blasen und Erosionfaiger(siehe 1.7). Bei deutlich
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differenzierterer Erfassung der Krankheitsaktivitéf3 sich auch in der vorliegenden
Arbeit eine Korrelation der Hohe des Scores zu dersmald der Antikdrperreaktivitat
gegen das BP180-N1-Konstrukt, welches die NC16A-Brmenumfasst, nachweisen.
Diese bestatigte sich bei der Betrachtung einepf@won sechs Krankheitsverlaufen
unter Therapie anhand der sich parallel darsteflendinienfihrung des mittleren
Scores und des mittleren BP180-N1-Indexwertes.

Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen Amioal. bei der Untersuchung des
Krankheitsverlaufs von 10 Patienten, die ebenfalmahernd parallel verlaufende
Krankheitsaktivitats- und NC16A-Antikorperindexkerv aufzeigten (Amoet al.,
2001). Allerdings erfolgte die Darstellung der Kkhnitsaktivitatskurve lediglich
anhand einer unskalierten Achse und ist somit véithunur relativ zu werten. Eine
Korrelation zur Hohe der Antikdrperindexwerte kamfdlglich nicht berechnet werden.
Des Weiteren belegte die Arbeitsgruppe um Tsuji-Alar eine statistisch signifikante
Reduktion der NC16A-ELISA-Indexwerte nach erfolgher Therapie gegenuber
denen vor Therapiebeginn (Tsuji-Abeet al.,, 2005). Die Assoziation zur
Krankheitsaktivitat, welche anhand des prozentuélantbefalls einem Scorewert von
0 bis 4 Punkten zugeordnet war (siehe 1.7), wuléedangs nur bei einem Patienten
anhand eines Verlaufsdiagramms beschrieben. Etez@ah wiederum eine annahernd
parallele Linienfihrung, wobei aber eine statistescKorrelation klinischer und
serologischer Daten ausblieb.

Ahnlich stellte sich die Situation bei Kobayas#ti al. dar (Kobayashiet al., 2002).
Auch hier imponierte bei der graphischen Darstgjlder NC16A-Indexwerte und der
Krankheitsaktivitat eine Parallelitét im Krankhegslauf von 7 Patienten. Die
Quantifizierung des Hautbefalls erfolgte dabei jéden Patienten innerhalb eines
Bereichs von 0 bis 4 Scorepunkten, wobei 4 Punké ndaximale Aktivitat im
individuellen Krankheitsverlauf darstellten (sieh&). Es handelte sich somit um eine
relative Einschatzung der Krankheitsschwere, dahtnilbertragen werden kann. Ein
Vergleich der Scorepunkte verschiedener Patienggnsomit nicht mdglich. Die

Korrelation wurde wiederum nur beschrieben, eiaistsche Auswertung blieb aus.

Deutlich weniger umfangreich stellt sich die Datgd fur die Ubrigen in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Konstrukte dar:
So konnten Haaset al. unter Verwendung eines eukaryotischen ELISA beizoei

Drittel der untersuchten Patienten einen Zusamnmenhder Ho6he des BV13-
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Antikorpertiters zur Krankheitsaktivitat herstell@daaseet al., 1998). Dabei handelte
es sich bei BV13 um die extrazellulare Doméne de48® abziglich der 68 C-
terminalen Aminosauren, was in der vorliegendenefirmit BP180-ex vergleichbar
ware. Die Evaluation der Krankheitsaktivitat ertelganhand der Zuordnung der
Patienten in die Gruppen eines disseminierten tibnén, geringen sowie fehlenden
Hautbefalls, wobei die Gruppenkriterien nicht weidefiniert waren. Eine statistische
Auswertung der genannten Assoziation blieb aus, ee®lgte lediglich eine
Beschreibung des Zusammenhanges. Die vorliegendeitAbelegte eine enge,
statistisch signifikante Korrelation klinischer uBdP180-ex-spezifischer serologischer
Daten, wodurch die Ergebnisse von Haetsal. Bestatigung fanden.

Auf der Grundlage eines prokaryotischen ELISA-Syst@nalysierte die Arbeitsgruppe
um Yoshida die Assoziation der Krankheitsaktivitéir BP230-Antikorperreaktivitat
(Yoshidaet al.,2006). Der hierzu verwendete ELISA testete kondstrdie N- und die
C-terminale Region des BP230. Analog zu Kobayashal. wurde der Hautbefall
individuell von 0 bis 4 Scorepunkten gestaffelefs 1.7) (Kobayashet al., 2002).
Dabei zeigten die im aktiven Krankheitsstadium ankten Patienten seltener ein
positives Testergebnis als die in Remission befihéh Patienten. Die exemplarische
Betrachtung von 10 Patientenverlaufen ergab bei Halfte der Patienten eine
annahernd vergleichbare Linienfihrung der indivitlieKrankheitsaktivitatskurve und
des BP230-Index-Verlaufs, die sich allerdings bem dibrigen Patienten nicht finden
liel3. Insgesamt schien der BP230-Index als Kranghldivitdtsparameter unzuverlassig
zu sein. Auch in dieser Studie wurde keine statthe Auswertung der Korrelation
klinischer und serologischer Daten vorgenommen. Bésteren ist aufgrund der
kombinierten Erfassung des N- und C-terminalen iBbsedie Vergleichbarkeit mit der
vorliegenden Arbeit eingeschrankt, da in dieserkdiastrukte BP230-N und BP230-C1
separiert erfasst worden sind, wobei sich fur keiner beiden Konstrukte eine
signifikante Korrelation zur Scorehdhe herausgkdiat.

Wahrend sich die oben genannten Studien grol3tentetl der Assoziation klinischer
und serologischer Daten im Krankheitsverlauf unidrerapie befassten, lag das
Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit auf der k$otshung dieser Assoziation bei
nicht-vorbehandelten Patienten innerhalb einestivelgro3en Kollektivs von 50
Patienten. Auf der Grundlage statistischer Auswwmyém konnte die in den
vorausgegangenen Studien angedeutete AssoziatiorKrd@kheitsaktivitat mit der
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NC16A-Antikorperreaktivitat in der vorliegenden Aib unter Erfassung des

Konstruktes BP180-N1 nicht nur auf deskriptiver Eddestatigt werden. Es konnte

vielmehr zuséatzlich gezeigt werden, dass sich diessoziation selbst bei der hier

deutlich differenzierteren Evaluation der Krankbaktivitat im statistisch signifikanten

Bereich befand. Gleiches galt fir das Konstrukt &Réx.

Neben den genannten Autoren beschéftigte sich @diecArbeitsgruppe um Herrn Prof.

Dr. Hertl schon mehrfach mit einer Korrelation klinischer wedologischer Daten beim

BP. Dabei wurden u.a. die in der vorliegenden Arbeschriebenen ELISA-Konstrukte
(siehe Abbildung 3.1) untersucht.

Bezlglich der Krankheitsaktivitat unterschieden rmdahn et al. und Thoma-
Uszynskiet al. allerdings lediglich zwei Gruppen (Hofmamt al., 2002; Thoma-
Uszynski et al., 2004). In Abhé&ngigkeit von der Ausdehnung der dtéfzenzen
wurden die grol3tenteils nicht-vorbehandelten Ptierentweder der Gruppe eines
lokalisierten oder der Gruppe eines generalisieKeankheitsbefalls zugewiesen,
wobei die Zuordnung in die Gruppe des lokalisiemBaiundes erfolgte, wenn sich
wenige Blasen prasentierten, die maximal 20% desa@édrperoberflache
involvierten (siehe 1.7). Die Analysen ergaben Enligs:

Hofmann et al. konnten bei Patienten mit generalisiertem Hautbefignifikant
hohere BP180-N1-Antikoérperindexwerte nachweiserbalsden Patienten, die einen
lokalisierten Hautbefund zeigten (Hofmanet al., 2002). Die entsprechende
Untersuchung stellte sich fur ein C-terminales Kang der ECD des BP180,
welches die 113 C-terminalen AS des BP180-C1 Koktts umfasste, als nicht
signifikant heraus. Passend hierzu korrelierte &r dorliegenden Arbeit die
Scorehthe mit der BP180-N1-Antikdrperreaktivitaghingegen die Assoziation der
Scorehthe zur BP180-C1-Antikorperreaktivitat nigtatistisch signifikant war.
Bezlglich des Konstruktes BP180-ex wiesen Thomasusd et al. signifikant
hohere BP180-ex-Antikdrperindexwerte bei genemtisigegeniber lokalisiert
erkrankten Patienten nach (Thoma-Uszynskial., 2004). Die vorliegende Studie
konnte dies untermauern: Hier bestatigte sich elllsnowohl qualitativ als auch
guantitativ die positive Korrelation der BP180-ertkoOrperreaktivitat mit der

Krankheitsaktivitat.
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Weiterhin untersucht wurde eine Assoziation klihesc und BP230-spezifischer
serologischer Daten (Thoma-Uszynskial.,2004). Dabei stellte sich eine statistisch
signifikante Korrelation eines lokalisierten Hautbeles sowohl zur Hohe der
BP230-N- als auch zur Hohe der BP230-Cl-AntikOrpmikwerte dar. Somit
handelte es sich um eine inverse Assoziation: Berhder Antikorperindexwert war,
desto eher prasentierte sich ein lokalisierter Befa der vorliegenden Arbeit
zeigten die Antikorperreaktivitdten beider BP230aKtnukte keine Korrelation zur
Krankheitsaktivitat.

Somit lasst sich zusammenfassend sagen, dass diegeade Arbeit die
Untersuchungsergebnisse von Hofmaral. und Thoma-Uszynslet al. beziglich
der Konstrukte BP180-N1 und BP180-ex nicht nur d&egn konnte (Hofmanet
al., 2002; Thoma-Uszynskiet al., 2004): Denn obwohl der Evaluation der
Krankheitsaktivitat in der vorliegenden Arbeit keindichotome Einteilung
(lokalisiert vs. generalisiert), sondern eine lmeaEinteilung von 0 bis 10
Scorepunkten zugrunde lag, korrelierten Krankhkiigigat und BP180-ex-/N1-
Antikodrperreaktivitat. Somit erméglichten die Dateéer vorliegenden Arbeit anhand
der gemessenen BP180-ex/-N1-AntikdrperindexwertekRihlisse auf die Hohe
des Scores, der die Krankheitsaktivitat deutlidfiecenzierter widerspiegelt als die
Zugehorigkeit zu der Gruppe eines lokalisierten bzgnes generalisierten

Krankheitsstadium.

« Di Zenzo et al. hingegen verwendeten einen Score, der als Sumreerdr
Einzelscores (siehe 1.7) im prospektiven Versudhsauevaluiert wurde (Di Zenzo
et al.,2008): Die Teilscores umfassten zum einen die Kraitsaktivitat, gemessen
als Anzahl neu aufgetretener Blasen innerhalb awaigeinanderfolgender Tage,
aulBerdem die Krankheitsausdehnung im Sinne derlvievien Gesamtkorper-
oberflache sowie das Ausmald des Pruritus. Angewandie dieser Score in einer
multizentrischen Studie, die ein Kollektiv von 4$stdiagnostizierten und somit
nicht-vorbehandelten Patienten umfasste. Die Amalyder Autoantikorper-
reaktivitaten erfolgte innerhalb flinf verschiedemaropéischer Laboratorien, wobei
pro- und eukaryotische ELISA-Systeme zum Einsatzmég die die
Antikorperreaktivitaten gegen unterschiedliche Karge der beiden Zielantigene
BP180 und BP230 - u.a. gegen alle in vorliegenddreA genannten Konstrukte -

erfassten. Interessanterweise wiesen die gemessénikorperreaktivitdten der
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verschiedenen pro- und eukaryotischen, korrespogmtie Sequenzen umfassenden
ELISA eine hohe Ubereinstimmung auf, was dem in Wergangenheit haufig
postulierten Vorteil eines eukaryotischen gegenlulenes prokaryotischen
Expressionssystem widerspricht (Kidtlal.,1993).

Bei der Korrelation der Kklinischen und der immuméegischen Daten zeigte sich,
dass eine positive statistisch signifikante Kotielader Krankheitsschwere zu den
Antikdrperindexwerten verschiedener, die NC16A-Damamfassender Konstrukte,
bestand. Diese Korrelation wurde u.a. fur das iniegender Arbeit analysierte
Konstrukt BP180-N1 belegt. Der gleiche Nachweisagglfur BP180-ex sowie fur
eine kurze C-terminale Sequenz der ECD des BP18Bingegen keine Korrelation
fur gréRere eukaryotisch exprimierte C-terminalatéfe - u.a. fur BP180-C1 -
nachweisbar war. Fur die untersuchten Konstrukte B&230, die auch die
Konstrukte der vorliegenden Arbeit umfassten, Befh nach statistischen Analysen
keine entsprechende Assoziation finden.

Vergleichbar mit den Ergebnissen der vorliegenddrei zeigte sich weiterhin, dass
ein Antikérpernachweis gegen mindestens eines dBl8B-Konstrukte fast
ausnahmslos gelang, wohingegen sich nur in 71%Seéeen eine entsprechende
Reaktivitat gegen BP230 detektieren liel3.

Unter den Teilscores, die zur Ermittlung der Kragikéschwere herangezogen
wurden, wies interessanterweise der die KrankHeitstit erfassende Teilscore die
deutlichste Korrelation zur Serologie auf, gefolgton dem Mal3 der
Krankheitsausdehnung. Der Pruritus-Teilscore hiegegerbrachte keinerlei
Korrelation.

Die vorliegende Arbeit zeigte somit beziglich alléfonstrukte deutliche
Ubereinstimmung zu den genannten Ergebnissen. D&idki auf, dass die
Gesichtspunkte, die der Berechnung des Scores atkegenden Arbeit zugrunde
lagen, namlich Qualitat der prasentierten Effloeezen sowie deren Quantitat, auch
wesentlich in den hier zitierten Score von Di Zewrtal. einflossen: Wéahrend die
Evaluation der Krankheitsaktivitéat innerhalb derltzentrischen Studie anhand der
Anzahl neu aufgetretener Blasen innerhalb zweitiaanderfolgender Tage erfolgt
war, gelang dies in der vorliegenden Arbeit anhdedqualitativen Differenzierung
akuter vs. sich in Abheilung befindlicher Effloreszen jedes einzelnen Areals im
Sinne unterschiedlicher Krankheitsstadien. Die Khaitsausdehnung schatzten Di

Zenzoet al. anhand der prozentual involvierten Gesamtkorpefléiobe, wahrend in
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der vorliegenden Arbeit die Dichte und somit diea@titdt des Lasionen im Sinne
multipler vs. vereinzelter Effloreszenzen jedeszeinen der zehn definierten
Korperareale Beachtung fand. Insgesamt legen diegeldhisse der
Korrelationsuntersuchungen nahe, dass die Ermitttier Krankheitsaktivitat in der
vorliegenden Arbeit - den Mdglichkeiten einer repektiven Evaluation angepasst -
differenziert die wesentlichen Gesichtspunkte stias

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und Rlesultaten zahlreicher anderer
Studien geht somit zusammenfassend hervor, dagsatesrukt BP180 gegeniiber dem
Konstrukt BP230 eine ubergeordnete Rolle hinsichtlder Krankheitsaktivitat zu
spielen scheint. Dies ist vereinbar mit der Theals ,Epitope spreading®, die fur
zahlreiche Autoimmunerkrankungen herangezogen v@id. postuliert, dass sich im
Laufe einer chronischen Erkrankung eine Demaskgrysrimar verborgener,
sekundarer, endogener Epitope entwickeln kann, sitb vom immundominanten
Epitop unterscheiden, mit diesem nicht kreuzreagiemd auf demselben oder einem
anderen Protein liegen konnen (Vanderlugt, CetJal., 1996; Chanet al., 1998).
Hieraus resultiert eine spezifische Immunantworttoeaktiver B-und/oder T-
Lymphozyten gegen die entsprechenden neuen Epitogpgomit eine Unterhaltung der
Entzindungsreaktion. Das bedeutet, dass sich dieuirantwort im Krankheitsverlauf
auf sekundare Epitope ausbreiten kann, welche abgrit zumindest initial eine
geringere Relevanz fir die Pathogenese und diekKaatsaktivitat haben. Auf das BP
angewandt heil3t das, dass es sich bei dem Trangagonbtein BP180 vermutlich um
das primare Autoantigen handelt, dessen gegenxtfiazellularen Epitope gerichteten
Antikorper entscheidend fir die Primarreaktion sumdl folglich eine enge Assoziation
zur Krankheitsaktivitat zeigen. Dem gegenlber werdarazellulare Epitope des
BP180 sowie das intrazellular lokalisierte BP23Bt esekundar im Rahmen von
Demaskierungsprozessen zuganglich und dabei im eSiemes intra- bzw.
intermolekularen ,Epitope spreading” in das Krariidgeschehen involviert, wodurch
sie Bedeutung fur die Krankheitsaktivitit gewinndnieressanterweise konnten
verschiedene Studien zeigen, dass Antikdrperragittvm gegen intrazellulare Epitope
des BP180 bzw. gegen BP230 schon zu Krankheitshegathweisbar waren (Di
Zenzoet al.,2004; Thoma-Uszynskat al.,2004; Di Zenzeet al.,2008). Dabei liel3 sich

weder fir die AntikOrperreaktivitdt gegen extragkte Domanen des BP180 noch fur
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die Antikdrperreaktivitat gegen intrazellular gedeg Epitope des BP180 bzw. BP230
ein Zusammenhang zur Krankheitsdauer herstelleZébroet al.,2008). Auch in der

vorliegenden Arbeit zeigten zwei Drittel der eraghostizierten Patienten eine IgG-
Reaktivitdt gegen BP230. Dies lasst vermuten, &aiegesse des ,Epitope spreading”

schon zum Zeitpunkt der klinischen Erstmanifestatiaftreten kénnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind verainmit der Theorie des ,Epitope
spreading” und untermauern die Bedeutung der instakese gegen die ECD des BP180
gerichteten  Autoantikorperreaktivitat hinsichtlichkder Pathogenese und der
Krankheitsaktivitat: Die vorherrschende Stellung @&°180- gegenltber der BP230-
Antikorperreaktivitat &uerte sich zum einen dadi@ss positive IgG-Nachweise gegen
eines oder mehrere BP180-Konstrukte zum Zeitpumkt Efstdiagnose bei 92% der
Patienten vorlagen (siehe Tabelle 4.4). Hingegendemnu nur 66% der untersuchten
Seren initial positiv auf eines oder beide BP23Mh#taukte getestet. Zum anderen war
die Krankheitsaktivitdt wesentlich von dem Ausmad$ 8P180-ex- und BP180-N1-
Autoantikdrperreaktivitat abhéngig, wohingegen d&orhandensein oder die
Abwesenheit einer BP230-AntikOrperreaktivitat vamtargeordneter Bedeutung fur die
Krankheitsaktivitat war.

Der NC16A-Region wurde im Rahmen dieser Theorie \aahlreichen Autoren
besondere Bedeutung als immundominantes Epitogimgigsen (Liwet al.,1993; Amo

et al.,2001; Hofmanret al.,2002; Sitarwet al.,2002). In der vorliegenden Arbeit fand
sich eine Antikorperreaktivitat gegen das KonstrBR&180-N1, welches die NC16A-
Region beinhaltet, in 64% der Falle im GesamtkaoNefsiehe Abbildung 4.4) bzw. in
70% der Falle im Subkollektiv (siehe Abbildung 4.18llerdings lag eine BP180-ex-
Antikodrperreaktivitat, die die gesamte ECD des BPHBfasst, sogar in 84% (siehe
Abbildung 4.3) bzw. 75% (siehe Abbildung 4.9) déil& vor. Passend dazu konnten Di
Zenzo et al. zeigen, dass 96% der getesteten Patientenseren Zaitpunkt der
Erstdiagnose verschiedene aul3erhalb der NC16A-Dergategene Epitope der ECD
des BP180 erkannten (Di Zenebal.,2008).Dies lasst darauf schlieRen, dass nicht nur
der N-terminale Bereich der ECD des BP#8®immundominanten Epitope prasentiert,
sondern dass vielmehr zusatzliche Epitope auf d€D Hiegen, die ebenfalls
entscheidend fur die Primarreaktion und fir dasndals der Krankheitsaktivitat sind.
Somit stellt ein ausschlieBlich die NC16A-Domanpraésentierender ELISA, wie er

kommerziell verfugbar ist, vermutlich nicht die mpale Methode der BP-Diagnostik
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dar. Auf der Grundlage dieser Uberlegungen entdiekeDi Zenzoet al. einen
kombinierten ELISA (Di Zenzeet al., 2008): Wahrend die maximale Sensitivitat der
untersuchten Einzel-ELISA in dieser multizentristh8tudie bei 90% lag, gelang
mittels eines ELISA, der eine die NC16A-Domane waéde prokaryotisch
exprimierte Sequenz mit der eukaryotisch exprirareBP180-ex-Sequenz kombinierte,
in 94% der Falle ein Antikorpernachweis. Wurde #zigéh BP230-N in die ELISA-
Kombination aufgenommen, fuhrte dies mit 100%igensitivitdt zur Detektion der

BP-spezifischen Autoantikérper und damit zur sienddiagnosestellung des BP.

Im Umkehrschluss stellt sich nun die Frage, wel@®igkschlisse die genannten
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf die Validda@s Scores zulassen. Einerseits
zeigten die vorliegenden Untersuchungsergebnisaiggheh der Korrelation klinischer
und serologischer Daten eine breite Ubereinstimmumng den Resultaten
vorausgegangener Studien, bei denen die Evaluatem Krankheitsaktivitdt zum
Grol3teil erheblich weniger umfassend erfolgt ware [ der vorliegenden Arbeit
ermittelten statistisch signifikanten Ergebnissestéleentrotz der differenzierteren
Erfassung der Krankheitsaktivitdt und sind somitsprechend hdher zu bewerten.
Andererseits zeigte die vorliegende Arbeit aucheesehr enge Korrelation zu den
Resultaten der zitierten multizentrischen Studiered Korrelationsanalysen auf der
Grundlage einer detaillierten prospektiven Berecdignder Krankheitsschwere beruhten
(Di Zenzo et al., 2008). All dies legt nahe, dass die relevantenafater der
Quantifizierung einer Kklinischen Krankheitsdarbregu- den Moglichkeiten einer
retrospektiven Datenerhebung angepasst - in demeSder vorliegenden Arbeit
eingingen. Des Weiteren ist die Berechnung deseScschnell zu erlernen und dieser
im klinischen Alltag leicht anwendbar (beispielsseeianhand der Tabelle 3.1). Die in
die Berechnung deualitat der Effloreszenzen involvierten BegrifflichkeitéBlasen/
Erosionen bzw. Krusten) bestimmen zum einen daskfeitsbild des BP, zum
anderen sind sie vom behandelnden Arzt gut zurdiffaeren. Da sie sich zudem im
Krankheitsverlauf &ndern, konnen sie bei der Bereoy des Scores unterschiedlich
gewichtet werden. In der Kategorie d@uantitat der L&sionen lieRe sich bei
prospektiver Anwendung eine exakte Zuteilung in dieuppe eines multiplen

gegenuber eines vereinzelten Befundes anhand derahin entsprechender
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Effloreszenzen pro Areal definieren. Dies wirdeemer weiteren Verfeinerung der

Scoreberechnung fuhren.

Insgesamt bleibt dennoch kritisch zu bemerken, dams retrospektive Quantifizierung
der Krankheitsaktivitat anhand von Aktendokumentatn, wie sie in der vorliegenden
Arbeit erfolgte, einer prospektiven Evaluation immumterlegen sein wird. Trotz der
Festlegung von Arealen, Begrifflichkeiten und Zuardgen bleibt ein Spielraum, der
retrospektiv nicht vollstandig erfasst werden kaweiterhin ist die Reliabilitat der
Scoreberechnung zu prifen. Anhand der oben gematriterien ist allerdings von
einer guten Reliabilitdt auszugehen. AulRerdem fiefieh Uber eine weitere Erh6hung
der Fallzahl die Ergebnisse der Korrelationsanalyder Konstrukte BP180-C1 und
BP230-N, die nur im Subkollektiv untersucht wurdeerifizieren.

Die weitere Etablierung dieses Scores konnte imiddhen Alltag von gro3em Nutzen
sein, um den Krankheitsverlauf unter Therapie zjeldlvieren und auf Grundlage

dessen das therapeutische Management zu optimigkehand exemplarischer

Krankheitsverlaufe konnte eindrucksvoll gezeigt desr, welch enge Assoziation die
BP180-ex- und BP180-N1-Indexwerte zum Krankheiisdktsscore unter Therapie
aufwiesen. Es bleibt zu prufen, ob sich mittelsetedRiger ELISA-Untersuchungen
entsprechende Antikdrperindexanstiege aufdeckesemasdie Ruckfélle frihzeitig

anzeigen koénnten. So ware eventuell eine rechyeeithilde Therapieanpassung
maoglich. Den gro3tenteils alten und multimorbiderati€hten bliebe dadurch

womoglich ein harteres und dadurch starker strepezdes Therapieregime nach
erneutem Ausbruch der Erkrankung erspart, was wikdeAuswirkungen auf die

Lebensqualitat hatte. Die Relevanz der weiterenetdochung dieser Problematik in
grol3 angelegten prospektiven Studien im Therapi@wviewird hieraus deutlich.
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6 Zusammenfassung/ Summary

6.1 Zusammenfassung

Beim bullosen Pemphigoid (BP) handelt es sich ume Haufigste erworbene
blasenbildende Autoimmunerkrankung des Erwachsédteesiadie organspezifisch die
Haut befallt. Der Verlauf ist chronisch entzindlicind geht klassischerweise mit
zirkulierenden und gewebsgebundenen Autoantikdrgegen die hemidesmosomalen
Strukturproteine BP180 und BP230, die Bestandteil Basalmembranzone der Haut
sind, einher. Die Folge ist ein Adhasionsverlush \Epidermis und Dermis, der sich
klinisch in Form von prallen subepidermalen Bladafert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Korrelatklinischer und immunserologischer
Daten bei Patienten mit BP zu analysieren. Den idathungen lag ein Kollektiv von
50 Patienten zugrunde, deren Daten retrospektoberwurden. Voraussetzung fur die
Durchfihrung entsprechender Korrelationsanalyserr wia Entwicklung eines
Krankheitsaktivitdtsscores, anhand dessen die m Ptientenakten dokumentierten
Beschreibungen der Effloreszenzen quantifiziertdeerkonnten. Unter der Berlck-
sichtigung der Vor- und Nachteile etablierter BRed iPemphigus- Scores beziglich der
Anwendbarkeit auf eine retrospektive Datenerhebmuagle ein neuer Score entwickelt
mit dem Ziel, die Krankheitsaktivitdt so differeadi wie retrospektiv mdglich und
gleichzeitig sinnvoll zu erfassen. Die Berechnungses Scores beruhte auf einer
Einteilung der Korperoberflache in 10 Areale. Jedemal wurde in Abhangigkeit von
der Qualitat und der Quantitat der beschriebendlorE$zenzen mittels verschiedener
Gewichtungen ein Punktwert von 0 bis 1 zugeordBei.10 Arealen spiegelte sich die
Krankheitsaktivitat somit insgesamt auf einer Meisté von 0 bis 10 Punkten wider.
Die 1gG-Antikorperreaktivitat gegen fiinf verschiede Konstrukte der Zielantigene
BP180 bzw. BP230 war mittels ELISA erfasst unden dkten dokumentiert worden.
Die Analyse der Daten vor Therapiebeginn ergabdralgs: Wéahrend fast ausnahmslos
das gesamte Patientenkollektiv eine Antikdrperigaéit gegen mindestens eines der
BP180-Konstrukte prasentierte, lieBen sich nur i6%6 der getesteten Seren
entsprechende Reaktivitaten gegen BP230 detektiBsekonnte gezeigt werden, dass
die 1gG-Antikorperreaktivitdten gegen die KonsteiBP180-ex und BP180-N1 mit der
Hohe des Krankheitsaktivitatsscores positiv siatht signifikant korrelierten. Fur das
Konstrukt BP230-C1 konnte eine derartige Assozmtktinischer und serologischer

Daten statistisch ausgeschlossen werden, wohingsigemeziiglich der Konstrukte
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BP180-C1 und BP230-N fraglich blieb. Insgesamt &andliese Ergebnisse sowohl
anhand der Antikorperprofile als auch im RahmenAtealyse einer Gruppe von sechs
Patienten im langfristigen Therapieverlauf Bestiitig

BP180 scheint somit gegentber BP230 eine uUbergetwdRolle hinsichtlich der
Krankheitsaktivitdt zu spielen. Dies ist vereinbait der Theorie des ,Epitope
spreading®, die postuliert, dass die ImmunantwortKrankheitsverlauf nicht auf ein
einziges immundominantes Epitop beschrankt blaibhdern sich auf andere Epitope
innerhalb desselben oder eines anderen Proteibsestes. Auf das BP angewandt heif3t
das, dass es sich bei dem Transmembranprotein Bi#®utlich um das primare
Autoantigen handelt, dessen gegen die extrazetl&pitope gerichteten Antikérper
entscheidend fur die Primarreaktion sind und folglieine enge Assoziation zur
Krankheitsaktivitat zeigen. Dem gegentber werddrazellulare Epitope des BP180
sowie das intrazellular gelegene BP230 erst sekund&ahmen von Demaskierungs-
prozessen involviert, wodurch sie Bedeutung furKlignkheitsaktivitdt gewinnen. Der
NC16A-Region, die den grofiten nicht-kollagendserreidb der extrazellularen
Doméne (ECD) des BP180 darstellt, wurde im Rahmesed Theorie von zahlreichen
Autoren besondere Bedeutung als immundominantedofEpbeigemessen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten allgslinnicht nur fir die
Antikorperreaktivitait gegen das Konstrukt BP180-Ndelches die NC16A-Doméne
umfasst, sondern auch fir die BP180-ex-Antikor@tigitat, die die gesamte ECD
abdeckt, eine enge Korrelation zur KrankheitsatétviDies lasst darauf schliel3en, dass
zusatzliche Epitope auf der ECD des BP180 liegenelenfalls fir die Pathogenese
und das Ausmal’ der Krankheitsaktivitéat von entsidreler Bedeutung sind.
Abschlie3end stellt sich die Frage, welche Ricksd# die genannten Ergebnisse auf
die Validitat des Scores zulassen. Bezlglich derré{ation klinischer und sero-
logischer Daten zeigte sich eine breite, statistisasierte Ubereinstimmung zu den
Ergebnissen vorausgegangener Studien, bei denerbEvikiation der Krankheits-
aktivitat gro3tenteils erheblich weniger umfassetedyeise aber auch sehr detailliert
im prospektiven Versuchsaufbau erfolgt war. Dakeanzunehmen, dass die relevanten
Parameter der Quantifizierung der Krankheitsakihih den Score eingingen.

Die weitere Etablierung dieses Scores kénnte imiddhen Alltag von grof3em Nutzen
sein, um den Krankheitsverlauf unter Therapie zjeldlvieren. Weiterhin bleibt zu
prufen, ob sich mittels regelmafiger ELISA-Untersumgen BP180ex- und BP180-N1-
Antikorperindexanstiege aufdecken lassen, die Riliekfriihzeitig anzeigen konnten.
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6.2 Summary

Bullous pemphigoid (BP) is the most common autoimenblistering disorder of the
skin that usually affects the elderly. It is chaeaized by circulating and tissue-bound
IgG autoantibodies directed against structural comepts of the dermo-epidermal
basement membrane zone, BP180 and BP230. Clinicallyesents with generalized
tense subepidermal blisters arising on apparewntisnal or erythematous skin.

The goal of this study was to determine whetherethe a correlation of clinical and
immunological disease parameters in BP. This arsalgsluded 50 patients diagnosed
with BP who were seen in the departments of derogyoin Erlangen and Marburg
within 6.6 years. The data was assessed retrogplctiin order to quantify the
documented skin and mucosae lesions our group ajeela new score, which allowed
retrospective assessment of disease activity. Tdreréhe pros and cons of established
BP- and pemphigus-scores were taken into accounsummary our new scoring
system divides the body surface area into 10 regiDepending on weighing factors
for quality (erosive/bullous versus crusty lesioasy quantity (multiple versus single
lesions) of the reported lesions each area is dowith 0 to 1 point. As a result, this
score reaching from 0 to 10 can be attributed terye\patient. The autoantibody
reactivity was measured by ELISA based on five BPB8d BP230 recombinant

proteins.

At the time of first diagnosis almost all patiestsowed antibody reactivity against one
or more BP180 domains, while only 66% of the se@ognized at least one BP230
recombinant protein. Correlating clinical and segital parameters we could show a
statistically significant positive association beem disease activity of BP assessed by
the score and IgG reactivity against the entireragellular domain of BP180
(recombinant BP180-ex) as well as against the NCdéwmain of BP180 (covered by
the recombinant BP180-N1). In contrast there wasassociation between disease
activity and 1gG reactivity against BP230-C1. Tharrelation remained unclear for
antibody reactivity against BP180-C1 and BP230-tbnmebinant proteins due to small
numbers of measurements. Both the antibody prodihesthe analysis of a group of six

patients in the course of time under treatmentiooed these results.



ZUSAMMENFASSUNG SUMMARY 91

In summary our results suggest that the autoanyilvedctivity against BP180 has a
strong association to disease activity in newlygdased patients while the antibody
reactivity against BP230 plays a secondary rolds & in line with the theory of
“epitope spreading” which describes the currentceph of autoimmune diseases.
According to this theory it has been postulatedt ttee immune response is not
restricted to a unique immunodominant epitope, fpteads to involve additional
secondary epitopes within the same protein ormdistinolecules. That means that the
extracellular epitopes of the transmembrane prd@&t80 are certainly critical for the
initial stage of autoimmune response in BP whilecpsses of intra- and intermolecular
epitope spreading involve intracellular epitopeB&180 and the intracellular located
BP230 subsequently in the progress of disease.

It has been postulated that the NC16A domain, wiscthe largest non-collagenous
extracellular domain of BP180, is the immunodomtnagion in the pathogenesis of
BP. We could show that not only the antibody reatgtiagainst BP180-N1, which
covers the NC16A domain, but also against the ematodomain of BP180 strongly
correlated with disease activity. Thus our respitsvide further support to the concept
that the ectodomain of BP180 presents additiondbges besides NC16A that are
pathogenic and therefore associated with diseaBeitycIn contrast, autoantibody
reactivity against BP230 seems to play a secondalg/ in the pathogenesis and

consequently shows no association to disease tgctivi

In terms of correlating clinical and serologicatalaur results reveal a big consensus to
results that were obtained in previous studiegshénmajority these were based on less
detailed evaluations of disease activity but paalso based on precise analysis. Thus
we think that our new scoring system is a valid tnassessing disease activity in BP

retrospectively that considers the relevant pararset

The further establishment of our scoring system htige of great benefit in a

prospective clinical setting in order to objecttfisease activity. Moreover, it has to be
investigated if regular ELISA analysis can showated BP180-ex- und BP180-N1-
IgG reactivity indicating a relapse.
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