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1 Einleitung

1.1 Bullose Autoimmundermatosen

Bulldse  Autoimmundermatosen sind eine  Gruppe  organspezifischer
Autoantikdrper vermittelter Autoimmunerkrankungen, die klinisch durch Blasen
und Erosionen der Haut und der betroffenen Schleimhaute gekennzeichnet sind.
Die genaue Ursache flir den Toleranzverlust mit nachfolgender
Autoantikérperbildung ist nicht bekannt. Die Strukturproteine, gegen die die
Autoimmunantwort bei diesen Erkrankungen gerichtet ist, sind wichtig fur die
Adhasion von Epithelzellen zueinander innerhalb des Haut- und
Schleimhautepithels und sie sind verantwortlich fur die Adhasion des gesamten
Epithels zur darunterliegenden Basalmembran. Es lassen sich vier Hauptgruppen
der bullésen Autoimmundermatosen unterscheiden: Pemphiguserkrankungen,
Pemphigoiderkrankungen, die Epidermolysis bullosa aquisita und die Dermatitis
herpetiformis Duhring.

Pemphiguserkrankungen sind durch eine Autoimmunantwort hauptsachlich gegen
die desmosomalen Strukturproteine Desmoglein 1 und 3 gekennzeichnet. Die
Autoantikdrperbindung fuhrt zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte innerhalb des
Epithels mit daraus resultierender intraepithelialer Blasenbildung.

Die anderen genannten Hauptgruppen zeichnen sich im Gegensatz zum
Pemphigus durch eine subepidermale Blasenbildung aus. Neben dem in dieser
Arbeit thematisierten Schleimhautpemphigoid (SHP) sind als weitere wichtige
Pemphigoiderkrankungen das bullése Pemphigoid (BP), das Pemphigoid
gestationis, die lineare IgA-Dermatose, das anti-p200-Pemphigoid und der Lichen
ruber pemphigoides zu nennen. Bei Pemphigoiderkrankungen kdénnen
verschiedene Bestandteile des dermoepidermalen Verankerungskomplexes als
Antigene fungieren. Beim SHP sind es vor allem das 180 kDa schwere bullése-
Pemphigoid-Antigen 180 (BP180) und Laminin 332 (Lam 332) sowie selten agfs-
Integrin, das 230 kDa schwere bulldse-Pemphigoid-Antigen 230 (BP230) und Typ-
VlI-Kollagen; beim bullésen Pemphigoid (BP): BP180 und BP230; beim
Pemphigoid gestationis: BP180, BP230; bei der linearen IgA-Dermatose: BP180,
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v. a. das lineare IgA-Dermatose-Antigen-1 (LAD-1); beim anti-p200-Pemphigoid:
das p200-Antigen und beim Lichen ruber pemphigoides: BP180 und BP230 [7].

Bei der Epidermolysis bullosa aquisita bilden sich Autoantikdrper gegen den
Hauptbestandteil von Verankerungsfibrillen, das Typ-VIl-Kollagen. Bei der mit
einer Zoliakie assoziierten Dermatitis herpetiformis Duhring richten sich die

Autoantikdrper gegen die epidermale Transglutaminase.

1.2 Schleimhautpemphigoid

Erstmals beschrieben wurde das SHP durch Lever bereits 1951, aber erst im Jahr
2002 wurde in einer internationalen Konsensuskonferenz das SHP naher definiert
als eine blasenbildende Autoimmundermatose, die sich vorwiegend an den
Schleimhauten manifestiert und histologisch zu einer subepithelialen Spaltbildung
fuhrt [9, 30]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 60-65 Jahren, Frauen sind mit
einem Verhaltnis von 2:1 haufiger betroffen als Manner [1, 53]. In Deutschland
liegt die Inzidenz geschatzt bei 1,3-2,0 Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner
pro Jahr und ist somit nach dem BP die zweithaufigste Pemphigoiderkrankung [4,
5]. Zu bestimmten humanen Leukozytenantigenen (HLA) konnte eine Assoziation
gezeigt werden [8, 14, 16, 36, 37, 51, 55]. Abhangig von dem Manifestationsort
der Erkrankung konsultieren die Patienten haufig verschiedene Fachrichtungen,
wie Augenérzte, Hals-Nasen-Ohren-Arzte, Zahnarzte oder Dermatologen. Dies
kann zu einer Verzdgerung der Diagnosestellung eines SHP fihren. Dazu
untersuchte eine britische Studie 50 Patienten mit okuldarem SHP und ermittelte
einen Zeitraum von 2,5 Jahren, selten bis zu 10 Jahren von Erstkonsultation eines

Arztes bis zur Diagnosestellung [41].

1.2.1 Kilinik

Das SHP ist eine klinisch heterogene chronisch-progressive Erkrankung. Der
Krankheitsverlauf ist in der Regel in 2 Phasen einzuteilen: Der Beginn ist zunachst
langsam progredient und auf eine Lokalisation beschrankt, wobei die Erkrankung
spater in einen aggressiven Verlauf mit oft generalisierender Auspragung Ubergeht
[1]. Somit ist das Ausmal’ der Erkrankungsmanifestation sehr variabel und kann

von geringen Einschrankungen der Lebensqualitat bis hin zu einer
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Lebensbedrohung flihren. Charakteristischerweise heilen die SHP-Lasionen in der
Regel unter Vernarbung ab. Mundschleimhautlasionen bilden eine Ausnahme,
weswegen die alte Bezeichnung der Erkrankung ,vernarbendes Pemphigoid® nicht
mehr verwendet werden sollte [9]. In 85% der Falle ist die Mundschleimhaut
betroffen. Die typische Primarmanifestation ist eine erosive Gingivitis. Selten sind
Blasen sichtbar, die im Verlauf schnell rupturieren und zu schlecht heilenden
Erosionen/Ulzerationen fuhren (Abbildung 1, A). Die Schleimhaute von Gingiva
und Gaumen sind dabei haufiger betroffen als die der Lippen, Zunge und der
Wangen [1, 9]. Bei bis zu 20% der Patienten mit SHP bleibt die Klinik auf die
Konjunktiven beschrankt. In diesem Fall ist der Terminus ,okulares
Schleimhautpemphigoid zu benutzen [9, 53]. Eine jahrelang bestehende erosive
Konjunktivitis, eine Verkurzung der Fornices conjunctivae, eine Verwachsung der
Bindehaute von Lid und Augapfel (Symblepharon) oder der Augenlider
(Ankyloblepharon), ein ins Auge Neigen der Wimpern (Entropium), ein Reiben der
Wimpern auf der Cornea (Trichiasis), Neovaskularisation und Vernarbungen bis
zur Erblindung kénnen das klinische Bild eines okularen SHP widerspiegeln
(Abbildung 1, B). Eine Mitbeteiligung der Augen ist bei 65% der Patienten zu
finden [1, 9]. Interessanterweise beginnt der okulare Befall meist unilateral, wobei
sich der Befund nach etwa 2 Jahren zumeist zu beiden Seiten ausweitet [50].
Patienten mit diagnostiziertem SHP ohne initialen okularen Befund entwickeln mit
einem kumulativen Risiko von 22% eine Mitbeteiligung der Augen in den ersten 5
Jahren nach Erstmanifestation, eine weitere Schleimhautbeteiligung bei Patienten
mit okularem SHP ist mit circa 80% hoch wahrscheinlich [53]. Zwanzig Prozent der
Patienten zeigen eine anogenitale Krankheitsbeteiligung mit Bildung von Blasen,
Erosionen und Vernarbungen am Anus sowie auf der Glans penis und Vorhaut
beim Mann oder den Labia majora und minora der Frau [1, 9]. Fortschreitende
Vernarbungen kénnen zu Stenosierungen der Vagina oder der Urethra fihren [1].
Nasopharyngeale Manifestationen treten bei 20-40% der Patienten auf und
kénnen durch Dysphagien bedingt durch Erosionen vor allem an der hinteren und
lateralen Pharynxwand auffallen. Nasale Lasionen finden sich gehauft mit Krusten
bedeckt am Nasenseptum [1]. Bei 20% der Patienten mit SHP liegt eine
Beteiligung des Pharynx vor [1, 9]. Bei einem Befall des Larynx (in 5-10% der
Patienten) findet der Untersucher Erosionen an der Epiglottis oder an den

aryepiglottischen Falten. Zudem kann es als Komplikation zu Odembildung und
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Vernarbung mit einhergehender Stenose der oberen Luftwege kommen. Dies
kann zu einer lebensbedrohlichen Atemnot fiihren [1]. Der Osophagus ist bei 5-
15% der Patienten befallen und kann im oberen Drittel Erosionen aufweisen, die
ebenso im Verlauf vernarben, zu Schluckbeschwerden und zu
Passagehindernissen der Nahrung fuhren kénnen [1]. Eine Hautbeteiligung kann
im Rahmen eines SHP in 25-35% der Patienten auftreten, steht aber im

Gegensatz zum BP nicht im Vordergrund [1, 9]. Pradilektionsstellen sind der Kopf

und der obere Rumpf. Eine Vernarbung ist ahnlich wie bei der Mundschleimhaut
nicht regelhaft [1, 9].

Abbildung 1: Klinik des Schleimhautpemphigoids
(A) Erosion der linken Zungenkante und (B) Narbenstrdnge zwischen Lid und Sklera (Symblepharon) des
rechten Auges bei Patientin 66 (Tabelle 1).

1.3 Diagnostik des Schleimhautpemphigoids

Die Diagnosekriterien fur das SHP wurden im Rahmen der internationalen
Konsensuskonferenz festgelegt [9]. Die passende Klinik sowie lineare
Ablagerungen von 1gG, IgA und/ oder Komplementfaktor 3 (C3) an der
mukokutanen Basalmembran in der direkten Immunfluoreszenz (DIF) gelten als
entscheidend fur die Diagnosestellung eines SHP [9]. Zusatzlich kdnnen auch die

Befunde der Immunserologie und Histopathologie herangezogen werden.
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1.3.1 Direkte Immunfluoreszenz

Die DIF zum Nachweis linearer Ablagerungen von IgG, IgA und/ oder C3 entlang
der mukokutanen Basalmembran ist die Methode mit der hdchsten Sensitivitat und
daher Goldstandard in der Diagnostik des SHP [9]. |hre Sensitivitat wurde durch
viele Studien mit 70-80% beschrieben [3, 22, 44, 45, 48]. Allerdings ist bei all
diesen Studien in DIF-negativen Fallen die Diagnose anhand einer passenden
Klinik und/ oder Histopathologie gestellt worden. Dies entspricht nicht den durch
die Konsensuskonferenz im Jahre 2002 festgelegten Diagnosekriterien [9].

Die DIF detektiert gewebsgebundene Molekile wie Immunglobuline oder
Komplementfaktoren innerhalb einer Biopsie (Abbildung 2). Sie wird an
gefrorenem, nicht Formalin-fixiertem Gewebe durchgefuhrt. An den
aufgearbeiteten Kryoschnitten kdnnen durch fluoreszierende Zweitantikérper die
Lokalisation der Ablagerungen sowie die Art und Intensitat von abgelagerten
Molekulen (z.B. Antikorperklasse, Komplement) unter einem
Fluoreszenzmikroskop untersucht werden [35]. Charakteristisch fur das SHP
zeigen sich, wie in Abbildung 2 dargestellt, lineare Ablagerungen von IgG, IgA
und/ oder C3 entlang der mukokutanen Basalmembranzone [35]. Die bereits
erwahnte Konsensuskonferenz empfiehlt, dass die Biopsie streng perilasional,
also aus makroskopisch normal erscheinender Haut oder Schleimhaut, zu
entnehmen ist [9].

Sano et al. untersuchten an blasenbildenden Autoimmundermatosen mit oraler
Manifestation den Einfluss der Distanz von dem Ort der Probenentnahme zur
Lasion auf die Sensitivitat der DIF. Dabei definierten sie perilasional als 1 cm von
der Lasion entfernt und fanden keinen signifikanten Unterschied in der
Nachweiswahrscheinlichkeit der DIF zu einer Uber 1 cm entfernten Probe [48].
Wird die Gewebeprobe allerdings lasional entnommen, so kann dies ein falsch-
negatives Ergebnis der DIF zur Folge haben, da Immunablagerungen teilweise
oder komplett durch den Entzindungsprozess abgebaut werden kdnnen [35]. Die
anatomische Lokalisation fir die Entnahme einer Biopsie innerhalb der
Mundschleimhaut ist von vielen Studien kontrovers diskutiert worden [12, 18, 22,
48]. Eine generelle Empfehlung konnte aufgrund fehlender Signifikanz bisher nicht
ausgesprochen werden. Fur die Probengewinnung ist eine Stanze einem Skalpell

zu bevorzugen [48]. Bei singularem Schleimhautbefall sollte die Probe an
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betroffener Lokalisation, bei multiplen Manifestationen an einer betroffenen, aber
nicht-okularen Schleimhaut entnommen werden. Falls eine Haut- und

Schleimhautbeteiligung vorliegt, empfiehlt es sich, initial die Haut zu biopsieren [9].

Abbildung 2: Direkte Immunfluoreszenz einer Mundschleimhautbiopsie einer Patientin mit
Schleimhautpemphigoid

Lineare Ablagerungen von IgG entlang der mukokutanen Basalmembran einer Mundschleimhautbiopsie von
Patientin 66 (Tabelle 1).

Originalvergré3erung 200x.

1.3.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) kann, wie die DIF, zum Nachweis von
gewebsgebundenen Antikérpern oder Komplementfaktoren eingesetzt werden.
Diese Technik nutzt enzymatische Reaktionen (Peroxidase oder alkalische
Phosphatase) zur Erkennung von Antigen-Antikdrper-Komplexen. Anders als die
DIF wird die IHC regelhaft an in Formalin fixiertem, in Paraffin eingebettetem
(FFPE) lasional entnommenem Gewebe durchgefuhrt und gehort zur alltaglichen
Routine in  Pathologielaboren. Der Nutzen der [IHC bei bullésen
Autoimmundermatosen wie dem BP, dem Pemphigoid gestationis und dem
Pemphigus wurde bereits in einigen Studien untersucht [11, 15, 20, 25, 32, 39, 40,
54, 56]. Dabei variierte die Sensitivitat der IHC bei Patienten mit BP von 37-100%
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erheblich [11, 20, 25, 32, 39, 54]. Die IHC war somit in den meisten
Untersuchungen weniger sensitiv als die DIF, die Goldstandard in der Diagnostik
bullédser Autoimmundermatosen bleibt. Beim SHP steht allerdings ahnlich wie bei
den anderen Autoimmundermatosen nicht immer Kryomaterial fir eine DIF zur
Verfligung, da diese Differentialdiagnose bei chronisch ulzerierenden
Schleimhautentziindungen nicht immer vermutet wird oder der behandelnde Arzt
mit der Diagnostik dieser seltenen Erkrankung nicht vertraut ist. In diesem Fall
wird lediglich eine lasionale Biopsie entnommen und in Formalin fixiert zum
Dermatopathologen eingeschickt. Fur eine solche Situation ware der Einsatz von
IHC am FFPE-Gewebe von Interesse. Bisher wurde die Sensitivitat der IHC beim
SHP nur an 7 Patienten und nur gegen den Faktor C3d untersucht und im
Rahmen eines Symposiums vorgestellt [46]. Lediglich bei 2 von 7 Patienten
konnten Ablagerungen von C3d an der mukokutanen Basalmembran
nachgewiesen werden. Daten zur Sensitivitat der IHC an einem gréfReren Kollektiv
von Patienten mit SHP sowie Untersuchungen von Ablagerungen anderer

Immunreaktanten existieren bisher keine.

1.3.3 Immunserologie

Im Gegensatz zu der DIF und IHC dient die Immunserologie bei blasenbildenden
Autoimmundermatosen dem Nachweis von im Blut zirkulierenden Autoantikdrpern
(IgG und IgA). Es werden antigenunspezifische Verfahren von antigenspezifischen
Verfahren unterschieden. Die indirekte Immunfluoreszenz (lIF) ist ein
antigenunspezifisches Verfahren. Als sensitivstes Substrat dient die mit NaCl-
separierte normale humane Haut, die mit Patientenserum beschichtet wird. Mithilfe
von fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern koénnen Autoantikérper sichtbar
gemacht werden. Dabei entstehen abhangig von den erkannten Strukturproteinen
unterschiedliche Bindungsmuster in der artifiziellen Blase (Blasendach: BP180,
BP230, agpas-Integrin; Blasenboden: Lam 332, Typ VIl-Kollagen) [19]. Die
Antikorpertiter sind im Falle eines SHP niedrig (1:10-1:40). Die Sensitivitat der IIF
liegt bei circa 50-80% [50]. Parallel zu der IIF kann mithilfe von
antigenspezifischen Verfahren wie dem ELISA und Immunoblot ein genaues
Zielantigen in der dermoepidermalen Junktionszone charakterisiert werden. Im

ELISA kénnen IgG-Antikorper gegen die immundominante nicht-kollagene (NC)
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Domane NC16A des BP180 und gegen BP230 detektiert werden. Im Immunoblot
werden IgG- und/ oder IgA- Antikorper gegen spezielle Zielbereiche von BP180
(LAD-1, BP180 4575), Lam 332 und in seltenen Fallen gegen das Typ VII-

Kollagen, asBs-Integrin und gegen das p200-Antigen nachgewiesen.

1.3.3.1 Zielantigene des Schleimhautpemphigoids

Die wichtigsten Zielantigene des SHP sind in Abbildung 3 vereinfacht dargestelit.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Autoantigene des Schleimhautpemphigoids innerhalb der
mukokutanen Basalmembranzone

Die mukokutane Basalmembranzone enthélt eine Kette von Adhdsionsproteinen, welche ein fein strukturiertes
Gertist bilden [7, 31]. Die transmembranésen Hemidesmosomen und die im Bereich der Lamina lucida sowie
der oberen Lamina densa liegenden Verankerungsfilamente sorgen fiir die Adhé&sion der Keratinozyten an die
Basalmembran. Die Verankerungsfibrillen bilden mit ihren vielen Bindungsméglichkeiten molekulare Netze
aus und sorgen fiir die Befestigung der mukokutanen Basalmembran an die papilldre Dermis.

Das bullése-Pemphigoid-Antigen 230 (BP230) als intrazellulérer Bestandteil der hemidesmosomalen Plaque
steht in Verbindung mit dem ebenso zur Plaque zdhlenden transmembrandsen bullésen-Pemphigoid-Antigen

180 (BP180), welches bis in die obere Lamina densa reicht und dem aefs-Integrin, das bis in die Lamina
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lucida reicht. Das Laminin 332 ist ein Hauptbestandteil der Verankerungsfilamente und das Typ-VII-Kollagen

ist ein Hauptbestandteil der Verankerungsfibrillen. (Modifizierte Abbildung in Anlehnung an [50].)

Bei 75% der Patienten mit SHP richten sich Autoantikdrper gegen das BP180,
welches auch als Typ XVII-Kollagen bezeichnet wird [37]. Bei den Ubrigen 25%
lassen sich Antikérper gegen BP230, Lam 332 (Synonym: Laminin 5, Epiligrin),
beide Untereinheiten von agfs-Integrin oder Typ VII-Kollagen nachweisen [50].
BP180 ist ein transmembrandses Protein und gehdrt zur hemidesmosomalen
Plaque der basalen Keratinozyten (Abbildung 3). Es besteht aus einem
intrazellularen Abschnitt mit dem N-Terminus und einer Ektodomane mit dem C-
Terminus. Autoantikdrper beim SHP greifen bevorzugt extrazellular gelegene
Domanen sowie den C-terminalen Abschnitt an [29]. Dabei ist die unmittelbar
unterhalb der zytoplasmatischen Membran der basalen Keratinozyten gelegene
nicht-kollagene Domane 16A (NC16A) haufig betroffen [49]. Seltener kann eine
Reaktivitdt gegen das C-terminale Fragment 4575 oder gegen intrazellulare
Epitope nachgewiesen werden [49]. Neben der bestandigen Form der
Ektodomane von BP180 existiert zudem ein proteolytisches Spaltprodukt, welches
als lineare IgA-Dermatose-Antigen-1 (LAD-1) bezeichnet wird [2, 23, 33, 49]. LAD-
1 ist 120 kDa schwer und weist durch seine Abspaltung zusatzlich zu den
Epitopen der Ektodomane von BP180 N-Terminal gelegene Neoepitope auf, die
beim SHP haufig autoimmunologisch erkannt werden [33, 38, 49, 60]. Lam 332 ist
ein Heterotrimer, bestehend aus den namengebenden a3, B3 und y,-Kette.
Innerhalb des Lam 332-Molekdls stellt die as-Untereinheit das bevorzugte Ziel der
Autoantikdrper bei Patienten mit SHP dar [24]. Bei den Antigenen BP180 und Lam
332 konnte die pathogenetische Bedeutung an in vitro- und in vivo-Modellen
verdeutlicht werden [10, 26, 28, 43]. Fur das asPs-Integrin liegt bisher nur ein in
vitro-Nachweis der pathogenetischen Relevanz vor [10]. Bei Auto-Reaktivitat
gegen BP180 werden sowohl IgG- als auch IgA-Antikdrper gebildet, wohingegen
bevorzugt IgG gegen BP230, Bs-Integrin und Lam 332 nachgewiesen werden
konnte [37, 49]. Gehaufte Koreaktivitaten zwischen BP180 und BP230 sowie
zwischen BP180 und ps-Integrin sind beschrieben [37]. Je nach Zielantigen
bestehen Assoziationen zu internistischen Erkrankungen oder einem bevorzugten
Befall bestimmter Schleimhautareale. Patienten mit Antikbrpern gegen das fs4-

Integrin haben haufiger einen okularen Befall, wohingegen Patienten mit
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Reaktivitat gegen das oe-Integrin zumeist Mundschleimhautlasionen aufweisen
[37, 42]. Anti-Lam 332-positive Patienten haben zu etwa 30% eine Assoziation zu
malignen soliden Tumoren, sodass es sich hier um eine fakultative Paraneoplasie
handelt [17, 47]. Am haufigsten konnten Karzinome des Magens, der Lunge und

seltener des Kolons und des Endometriums nachgewiesen werden.

1.3.4 Histopathologie

Als Nebenkriterium in der Diagnostik des SHP kann eine Histopathologie von
einem lasional entnommenen FFPE-Gewebe lichtmikroskopisch untersucht
werden. Das SHP ist gekennzeichnet durch eine subepidermale Blasenbildung mit
oder ohne signifikantem Leukozyteninfiltrat. Haufig findet sich allerdings nur ein

unspezifischer Befund in Form eines Ulkus mit einer gemischtzelligen Entziindung

[7].



2 Fragestellung

Das Schleimhautpemphigoid ist eine schwere, potentiell lebensbedrohliche,
fortschreitende, blasenbildende Autoimmundermatose, die durch eine chronisch
vernarbende Entzindung der betroffenen Schleimhaute zu einer massiven
Verminderung der Lebensqualitat fuhrt. Eine  mdglichst frihzeitige
Diagnosestellung ist von grolder praktischer Relevanz, da diese die Voraussetzung
fur eine Einleitung einer immunsuppressiven Therapie darstellt. Die
charakteristische Klinik in Kombination mit einer positiven direkten
Immunfluoreszenz ist derzeit der Goldstandard in der Diagnostik eines
Schleimhautpemphigoids.

Im klinischen Alltag fallt immer wieder auf, dass die direkte Immunfluoreszenz
nicht selten falsch-negativ ausfallen kann und sich dadurch die Diagnosestellung
deutlich verzégert. Zusatzlich wird zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bei einem
Patienten mit einer chronisch ulzerierenden Schleimhautentziindung nicht immer
an die Diagnose eines Schleimhautpemphigoids gedacht und somit nicht das
notwendige Gefriermaterial einer perilasionalen Biopsie entnommen, sondern
lediglich eine lasionale Biopsie der suspekten Schleimhaut oder Haut in Formalin
eingelegt und dem Dermatopathologen zur Begutachtung eingereicht.

Wir wollten mit dieser Arbeit untersuchen, ob und inwieweit durch multiple und
wiederholte Biopsien die Sensitivitat der direkten Immunfluoreszenz zur Diagnostik
des Schleimhautpemphigoids gesteigert werden kann und ob und inwieweit eine
Immunhistochemie an einer in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeprobe eine Alternative zur direkten Immunfluoreszenz am Kryomaterial

darstellen kann.
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3 Material und Methoden

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck Uberpruft
und genehmigt (Aktenzeichen: 12-178, 07.10.2015).

3.1 Patienten und Datenerhebung

In unsere Studie eingeschlossen wurden insgesamt 78 Patienten mit der Diagnose
eines SHP, die sich in dem 10-jahrigen Zeitraum vom 01.01.2006 bis zum
01.01.2016 an der Klinik fur Dermatologie, Allergologie und Venerologie der
Universitat zu Lubeck vorgestellt haben. Retrospektiv identifiziert wurden diese
Patienten durch die Recherche in der klinikeigenen Datenbank des
Autoimmunlabors unter dem Stichwort »~>chleimhautpemphigoid®.
Einschlusskriterien waren (i) eine charakteristische Klinik, (ii) der Nachweis von
linearen Ablagerungen von IgG, IgA oder C3 entlang der Basalmembran in der
DIF und/ oder der Nachweis von zirkulierenden IgG- oder IgA-AntikGrpern gegen
BP180, Lam 332 oder Typ VlI-Kollagen im Immunoblot oder ELISA. Alle Patienten
hatten zum Zeitpunkt der initialen DIF eine aktive, klinisch manifeste Erkrankung.
Die Informationen zum klinischen Bild der Patienten wurden aus den ambulanten
und stationaren Krankengeschichten entnommen. Zudem wurden entsprechende
autoimmunologische und histopathologische Befunde aus den Krankenakten
erhoben. Alle erfassten Daten wurden pseudonymisiert. Von unseren 78
eingeschlossenen Patienten lag flur 33 Patienten ein geeignetes FFPE-Gewebe
vor, an dem immunhistochemische Untersuchungen durchgeflhrt wurden.

Die Sensitivitaten der verschiedenen Verfahren wurden nach der Standardformel
bestimmt: Richtig als krank Erkannte/ (Richtig als krank Erkannte + Falsch als

gesund Erkannte).

3.2 Direkte Immunfluoreszenz

Die perilasional enthommenen Haut- und Schleimhautbiopsien wurden bei -20°C
schockgefroren. Von dem Gefriermaterial wurden 6 um dicke Kryoschnitte

angefertigt. Diese wurden mit Fluoresceinisothiocyonat-markierten Antikdrpern

12



Material und Methoden

gegen humanes C3 (BioLogo, Kronshagen, Deutschland), IgG und IgA (beide Bio-
Rad, Marne-la-Coquette, Frankreich) wie beschrieben inkubiert [57].
Biopsien mit mikroskopisch nachweisbarer subepithelialer Spaltbildung wurden

aus der Studie ausgeschlossen.

3.3 Immunserologie

Als Substrat fur die indirekte Immunfluoreszenz zur Detektion von IgG- und IgA-
Antikérpern in den Patientenseren wurde durch 1 M NaCl-Losung separierte
normale humane Spalthaut verwendet. Rekombinantes BP180 NC16A und
rekombinantes BP230 C3 wurden zur Detektion von IgG-Autoantikdrpern gegen
diese Antigene im ELISA genutzt. Fir den Immunoblot wurde rekombinantes
BP180 4575 (IgG, IgA), ein konzentriertes Medium von kultivierten HaCat-
Keratinozyten zum Nachweis einer IgG-/ IgA- Reaktivitat gegen LAD-1,
extrazellulare Matrix von HaCat-Zellen zum Nachweis einer IgG-/ IgA- Reaktivitat
gegen Lam 332, sowie zellulare Extrakte von kultivierten HaCaT-Keratinozyten
zum Nachweis einer IgG-/ IgA-Reaktivitat gegen BP180 genutzt. Der Immunoblot
mit humanen dermalen Extrakten diente dem Nachweis einer IgG-Reaktivitat
gegen Typ VIll-Kollagen und p200-Antigen. Die Untersuchungen wurden im
Rahmen der Routinediagnostik im Autoimmunlabor der Hautklinik nach
publizierten Protokollen durchgefuhrt [6, 27, 49, 52, 58, 59].

3.4 Histopathologie

Lasionale Biopsien, die fir die Routinehistopathologie entnommen wurden,
wurden in einer Formalinldsung fixiert und in Paraffin eingebettet. Von diesen
Paraffinblécken wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin und

Eosin (HE) nach Standardprotokoll gefarbt.

3.5 Immunhistochemie

Die Untersuchung erfolgte an FFPE-Gewebe. Es wurden ausschliel3lich Biopsien

eingeschlossen, die eine intakte Basalmembranzone aufwiesen. Zum Ausschluss
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falsch-negativer Ergebnisse befand sich auf jedem Objekttrager neben der zu
untersuchenden Probe des Patienten mit SHP eine Positivkontrolle.

Fir den Nachweis von Ablagerungen von C3d und C4d dienten Hautbiopsien von
6 Patienten mit gesichertem BP als Positivkontrolle. Zur Detektion von
Ablagerungen von Immunglobulinen wurden Hautbiopsien von 3 Patienten mit
diskoidem Lupus erythematodes (IgG, IgA), von 2 Patienten mit linearer IgA-
Dermatose (IgA) und von 2 Patienten mit Dermatitis herpetiformis (IgA) als
Positivkontrollen verwendet. Auflerdem nutzten wir zum Kontrollnachweis von
Immunglobulinen Tonsillengewebe nach Tonsillektomie (IgG, IgA).

Als Negativkontrollen fungierten Schleimhautbiopsien von 6 Patienten mit oralem
Lichen ruber, sowie Hautproben von 5 Patienten mit kutanem Lichen ruber planus,
von 4 Patienten mit Psoriasis und von 4 Patienten mit atopischer Dermatitis. Auch
auf diesen Objekttragern befanden sich neben jeder Negativkontrolle eine
Positivkontrolle.

Die Diagnosesicherung bei Positivkontrollen erfolgte anhand der passenden
Histopathologie und folgender Befunde der DIF:

BP: lineare Ablagerungen von IgG und C3 entlang der Basalmembran; lineare
IgA-Dermatose: lineare Ablagerungen von IgA entlang der Basalmembran;
Dermatitis herpetiformis: granulare Ablagerungen von IgA in den dermalen
Papillen; Lupus erythematodes: bandartige Ablagerungen von IgA, IgG, IgM und
C3 entlang der Basalmembran.

Die Diagnosen der Negativkontrollen wurden mittels der jeweils typischen
Histopathologie gestellt.

Die 4 um dicken Schnitte wurden mit dem Leica Bond Max Autostainer (Leica,
Wetzlar) bearbeitet. Vorbehandelt wurden die Proben mit der Bond Epitope
Retrieval Solution 1 (Citratpuffer; AR9961). Danach wurden sie jeweils mit
polyklonalen Kaninchen-Antikbrpern gegen humanes C3d (1:8000, DAKO,
Glostrup, Danemark), polyklonalen Kaninchen-Antikérpern gegen humanes C4d
(1:100, Zytomed Systems, Berlin), monoklonalen Maus-Antikérpern gegen
humanes IgG (Verdinnungen 1:10-1:200, Klon RWP49, Leica) und monoklonalen
Maus-Antikérpern gegen humanes IgA (Verdlinnungen 1:5 — 1:30, Klon N1CLA,
Leica) inkubiert.

Alle Schnitte wurden unabhangig von 3 Wissenschaftlern untersucht (Priv.-Doz.

Dr. med. lakov Shimanovich, Priv.-Doz. Dr. med. Christian Rose, Julia M. Nitz).
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Die Beurteilung erfolgte semiquantitativ: positiv (+), stark positiv (++) oder negativ
(-)-

Die Schnitte und Farbungen, sowohl fur die Immunhistochemie, als auch fur die
Histopathologie wurden von den Mitarbeitern des dermatohistologischen Labors

unter der Leitung von Herrn Priv.-Doz. Dr. C. Rose in Lubeck angefertigt.



4 Ergebnisse

4.1 Sensitivitat der direkten Immunfluoreszenz beim

Schleimhautpemphigoid

Zur Ermittlung der Sensitivitdt der DIF in der Diagnostik eines SHP wurden
insgesamt 136 perilasionale Biopsien von 78 Patienten mit SHP untersucht
(Tabelle 1). Darunter waren 34 Manner und 44 Frauen im Alter von 23 - 93 Jahren
(Median: 65 Jahre).

4.1.1 Sensitivitat der direkten Immunfluoreszenz bei Patienten, die einfach oder

mehrfach biopsiert wurden

In 52 von 78 Fallen wurde initial eine einzelne Biopsie fur eine DIF untersucht. Bei
den restlichen 26 von 78 Patienten wurden im Rahmen der ersten Untersuchung
mehrere Biopsien simultan entnommen (Abbildung 4). Von den 52 Patienten mit
anfangs nur einer DIF war das Ergebnis in 36 Fallen positiv (Sensitivitat: 69%). Bei
den verbliebenen 16 Patienten wurde die Biopsieentnahme zu einem spateren
Zeitpunkt wiederholt. Bei 13 dieser Patienten war der DIF-Befund dann positiv,
sodass die Diagnose eines SHP gesichert werden konnte. Bei 3 von 52 Patienten
blieb die DIF auch bei Wiederholung negativ, hier wurde aufgrund eines positiven
Antikdrpernachweises gegen BP180 und passender Klinik die Diagnose als
gesichert betrachtet (Abbildung 4).

Im Rahmen der ersten diagnostischen Abklarung wurden bei 26 Patienten
simultan mehrere Biopsien entnommen. In 22 von 26 Fallen war mindestens ein
DIF-Befund in mindestens einer Biopsie positiv, dies ergab eine Sensitivitat der
DIF von 85%. Drei Patienten haben im Rahmen spaterer, wiederholter
Untersuchungen positive DIF-Befunde gezeigt. Der DIF-Befund eines Patienten
blieb auch bei Wiederholung negativ. In diesem Fall wurde die Diagnose anhand
des serologischen Nachweises von Antikdrpern gegen BP180 und passender
Klinik gesichert (Abbildung 4).
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Zusammenfassend konnte bei 74 von 78 Patienten (95%) ein positiver DIF-Befund
nachgewiesen werden, in 4 Fallen wurde die Diagnose anhand von zirkulierenden

Antikérpern im Serum gestellt (Abbildung 4).

Erste Untersuchung Spitere Untersuchungen

1 Biopsie 2 1 Biopsien

78 Patienten mit SHP :
36 _—
) \
1 Biopsie,

52

> 1 Biopsie 2 1 Biopsien AK pos.

> 1 Biopsien,
26 /
by alle
neg., 4 e—
(85%)

Abbildung 4: Diagnostisches Flussdiagramm bei 78 Patienten mit Schleimhautpemphigoid

anti-BP180

Von den 52 Patienten, die initial nur eine Biopsie fiur eine direkte Immunfluoreszenz (DIF) erhielten, war diese
in 36 Fallen (Sensitivitat: 69%) positiv (pos.). Bei 16 von diesen 52 Patienten (31%) war die erste einzelne DIF
negativ (neg.), wahrend spatere DIF-Untersuchung(en) positive Befunde erbrachten. Bei 22 von 26 Patienten
(85%), die im Rahmen einer initialen diagnostischen Abklarung zwei oder mehr Biopsien fur die DIF erhielten,
konnte in einer Biopsie ein positiver Befund erhoben werden. Zusammenfassend konnte das
Schleimhautpemphigoid bei 74 Patienten mittels DIF gesichert werden. In 4 Ubrigen Fallen blieb die DIF
negativ oder wurde nicht wiederholt (N.W.). Die Diagnose wurde alleine durch den Nachweis zirkulierender

Autoantikérper (AK) gegen das bullése-Pemphigoid-Antigen 180 (BP180) bestatigt.

4.1.2 Ubereinstimmung der Befunde der direkten Immunfluoreszenz bei

Patienten, die gleichzeitig mehrfach biopsiert wurden

Bei 32 von 78 Patienten wurden im Rahmen der ersten oder spateren
Untersuchungen simultan mehrere Biopsien zur Durchfihrung einer DIF
entnommen (Abbildung 5). Bei 21 von 32 Patienten zeigte die DIF ein gleich
(konkordant) positives oder negatives Ergebnis. Die Biopsien von 17 Patienten
waren konkordant positiv und von 4 Patienten konkordant negativ. In 11 Fallen
waren die zu einem Zeitpunkt entnommenen Biopsien in ihrem Befund ungleich

(diskordant), also positiv und negativ (Abbildung 5).
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diskordant
pos./neg.,
1
konkordant
pos., 17
konkordant
neg., 4

Abbildung 5: Ubereinstimmung der Befunde der direkten Immunfluoreszenz bei Patienten, die
gleichzeitig mehrfach biopsiert wurden

Bei 17 Patienten mit gleichzeitig gewonnenen multiplen Biopsien waren die Befunde der direkten
Immunfluoreszenz (DIF) konkordant positiv (pos.), wahrend sich bei 11 Patienten in verschiedenen Biopsien
diskordante positive und negative (neg.) Ergebnisse zeigten. Bei 4 Patienten waren die Befunde der DIF

konkordant negativ.

4.1.3 Befunde der direkten Immunfluoreszenz und immunsuppressive Therapie

Zu den Zeitpunkten der ersten oder spater durchgeflhrten Biopsien bestand bei
allen 78 Patienten eine aktive Erkrankung mit typischer Klinik von Schleimhaut-
und ggf. auch Hauterosionen/-ulzerationen.

Bei 63 Patienten bestand zu den Zeitpunkten der Biopsieentnahme keine
medikamentdse Therapie, 11 Patienten hingegen wurden bereits mit
systemischen Immunsuppressiva behandelt oder erhielten eine
immunmodulatorische Therapie. Weitere 4 Patienten wurden topisch mit
Kortikosteroiden behandelt.

Der initiale DIF-Befund (einfacher oder multipler Biopsien) ergab in 8 von 11
Fallen mit systemischer Behandlung ein positives, bei 2 Patienten ein negatives
und bei einem Patienten ein diskordantes Ergebnis. Unter lokaler Therapie war
das Ergebnis der DIF bei 3 Patienten initial positiv und in einem Fall negativ.
Demgegenliber waren bei den unbehandelten 63 Patienten in der ersten

Untersuchung 56 der Biopsien zu Beginn DIF-positiv und 17 DIF-negativ.
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4.1.4 Immunserologie

Zirkulierende Antikorper gegen BP180 konnten bei 48 von 78 Patienten detektiert
werden. Acht Patienten zeigten Antikorper gegen Lam 332. Zudem gab es bei
zwei Patienten eine kombinierte Reaktivitat gegen BP180 und Lam 332 und bei
weiteren zwei Patienten das kombinierte Auftreten von BP180- und BP230-
spezifischen Autoantikorpern. Im Falle eines Patienten wurden Antikérper gegen
Lam 332 und dem p200-Antigen gefunden (Abbildung 6).

Bei 8 Patienten konnte kein spezifisches Zielantigen ermittelt werden. Durch eine
IIF wurden in diesen Fallen zirkulierende 1gG- und/ oder IgA-Antikorper gegen die
Basalmembran von NaCl-separierter normaler humaner Haut nachgewiesen. Im
Serum der verbliebenen 9 Patienten gelang kein serologischer Nachweis von

zirkulierenden Autoantikdrpern (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Inmunserologische Befunde bei 78 Patienten mit Schleimhautpemphigoid

In der serologischen Untersuchung zeigten 69 von 78 Patienten eine Reaktivitdt gegen Bestandteile der
mukokutanen Basalmembranzone, bei 9 Patienten blieb die Detektion von Antikérpern im Serum negativ
(neg.). Acht von 78 Patienten hatten einen positiven (pos.) Nachweis von Autoantikérpern ausschlief3lich in
der indirekten Immunfluoreszenz (IIF). Der Nachweis von zirkulierenden Autoantikbrpern gegen spezifische
Basalmembranbestandteile gelang in 61 von 78 Fallen. Bei 52 von diesen 61 Patienten fanden sich Antikorper
gegen das bullése-Pemphigoid-Antigen 180 (BP180). Bei jeweils zwei Patienten konnte zusatzlich zu BP180
eine Reaktivitdt gegen Laminin 332 oder das bullése-Pemphigoid-Antigen 230 (BP230) nachgewiesen
werden. Acht von 61 Patienten zeigten Autoantikérper gegen Laminin 332. Bei einem Patienten gelang

zusatzlich zu Laminin 332-spezifischen Antikdrpern der Nachweis einer Reaktivitat gegen das p200-Antigen.

In 3 von 11 Fallen mit Autoantikérpern gegen Lam 332 bestand eine Assoziation

zu einer neoplastischen Erkrankung. Beispielsweise fand sich bei jeweils einem
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Patienten ein Adenokarzinom der Lunge, ein Urothelkarzinom der Blase und ein
Cervixkarzinom.

Die Klinik des Patienten mit einer kombinierten Reaktivitat gegen Lam 332 und
dem p200-Antigen war besonders ausgepragt. Er wies eine starke Blasenbildung
an Handen und FuRen mit schwerem Befall der Mundschleimhaut, der
Konjunktiven beider Augen und des Penis auf (Patient 67, Tabelle 1). Die
weiteren 4 Patienten mit Reaktivitaten gegen mehrere spezifische Antigene hatten

eine fur das SHP gewdhnliche Klinik ohne Besonderheiten.

4.2 Sensitivitat der Immunhistochemie beim Schleimhautpemphigoid

Aus unserem Patientenkollektiv von 78 Patienten mit SHP lag bei 33 Patienten (17
Manner und 16 Frauen im Alter von 23-90 Jahren, Median: 65 Jahre) zusatzlich
zum Kryomaterial auch FFPE-Gewebe vor. Von diesen Patienten konnten
insgesamt 48 Biopsien (33 aus der Schleimhaut, 15 aus der Haut)
lichtmikroskopisch ausgewertet und immunhistochemisch aufgearbeitet werden.
Die immunhistochemischen Farbungen wurden zum Nachweis von linearen
Ablagerungen gegen C3d, C4d, IgG und IgA an der mukokutanen

Basalmembranzone durchgeflhrt.

4.2.1 Histopathologie

Die Histopathologie konnte von 48 Biopsien (31 aus der Mundschleimhaut, 15 aus
der Haut und jeweils eine aus den Konjunktiven und aus dem Larynx) ausgewertet
werden (Tabelle 2). Alle Gewebeproben zeigten gemischte Zellinfiltrate in der
oberen Dermis/Submukosa, deren Dichte von sehr gering zu sehr dicht variierte.
Eosinophile wurden in 11 Biopsien, Neutrophile in 9 Biopsien und Plasmazellen in
5 Biopsien gesehen. Eine subepitheliale Spaltbildung war in 24 Biopsien
vorhanden. Zwei Gewebeproben zeigten eine Fibrose und in 9 Biopsien lag ein

Ulkus vor.



Ergebnisse

4.2.2 Immunhistochemie fir C3d und C4d

Die eingeschlossenen Gewebeproben wurden zum Nachweis von C3d und C4d
immunhistochemisch gefarbt. Eine Ubersicht dieser Analyse zeigt Tabelle 2.
Lineare Ablagerungen von C3d wurden bei 21 von 48 Biopsien (44%) gesehen
und 17 von 33 Patienten (52%) wiesen mindestens eine positive Biopsie fur C3d
auf. Lineare Ablagerungen von C4d wurden in 24 von 48 Biopsien (50%) detektiert
und 19 von 33 Patienten (58%) hatten in mindestens einer Biopsie einen positiven
Befund flr C4d. Zwei Biopsien von 2 unterschiedlichen Patienten waren positiv fur
C3d, aber nicht fir C4d. Funf Gewebeproben von 5 verschiedenen Patienten
waren positiv fur C4d, aber negativ fir C3d. Ein Patient, dessen DIF-Befund
negativ blieb, hatte einen positiven Nachweis von C3d und C4d. Lineare
Ablagerungen von C3d konnten in 11 von 33 Schleimhautbiopsien (33%) und in
10 von 15 Hautbiopsien (67%) gezeigt werden. Der Nachweis von C4d gelang in
14 von 33 Schleimhautbiopsien (42%) und in 10 von 15 Hautbiopsien (67%). Bei 8
von 22 Patienten (36%) mit mindestens einer Schleimhautbiopsie konnte C3d in
der Mukosa nachgewiesen werden, bei 10 von 15 Patienten (67%) mit wenigstens
einer Hautbiopsie wurde C3d in der Haut detektiert. Bei 10 von 22 Patienten (45%)
mit mindestens einer Schleimhautbiopsie wurde C4d in der Mukosa gesehen und
10 von 15 Patienten (67%) mit mindestens einer Hautbiopsie zeigten
Ablagerungen von C4d in ihrer Haut. Insgesamt konnten bei 26 von 48 Biopsien
(54%) und 21 von 33 Patienten (64%) positive lineare Ablagerungen fur C3d und/
oder C4d in der immunhistochemischen Farbung nachgewiesen werden.
Abbildung 7 stellt exemplarisch die immunhistochemischen Farbungen an
Gewebeproben von zwei Patienten mit SHP dar. Die Negativkontrollen zeigten

keine spezifischen Ablagerungen fur C3d oder C4d (Abbildung 8).
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Abbildung 7:  Immunhistochemischer = Nachweis von Komplementablagerungen  beim
Schleimhautpemphigoid

Dargestellt ist ein Prédparat aus der Mundschleimhaut des Patienten 27 aus Tabelle 2 (A, Hematoxilin-Eosin).
Deutlich erkennbar sind die linearen Ablagerungen von C4d (B) und C3d (C) entlang der dermoepidermalen
Junktionszone. Die direkte Immunfluoreszenz bei diesem Patienten war negativ. Zudem wird ein Biopsat der
Mundschleimhaut von Patient 30 aus Tabelle 2 (D, Hematoxilin-Eosin) gezeigt. Eine lineare Ablagerung von
C4d (E) und C3d (F) an der Basalmembranzone ist gut sichtbar. Die korrespondierende direkte
Immunfluoreszenz aus der Mundschleimhaut dieses Patienten zeigt ebenso lineare Ablagerungen an der
Junktionszone von Komplementfaktor C3 (G).

OriginalvergréBerung: A, B 100x, C-G 200x.
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Abbildung 8: Immunhistochemische Reaktivitdt bei einem Patienten mit einem Lichen ruber der
Mundschleimhaut

Es zeigen sich keine Ablagerungen von C3d oder C4d entlang der Basalmembran in der
Mundschleimhautprobe eines Patienten mit Lichen ruber mucosae. Das mit Hematoxilin-Eosin (HE) geférbte
Prédparat der Mundschleimhaut zeigt eine lichenoide Interface-Dermatitis.

OriginalvergréBerung 100x.
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4.2.3 Immunhistochemie fur IgG und IgA

Eine 1gG- und/ oder IgA- Expression zeigte sich in der immunhistochemischen
Farbung an lasionalen Biopsien von 5 Patienten mit SHP lediglich auf den
Plasmazellen (Tabelle 2). Eine extrazellulare Ablagerung dieser Immunglobuline
entlang der mukokutanen Basalmembranzone konnten wir weder an den Haut-
und Schleimhautbiopsien unserer Patienten noch an den Positivkontrollen
nachweisen, obwohl diese bereits in der DIF lineare Ablagerungen von IgG und/
oder IgA aufwiesen (Abbildung 9). Diese Ergebnisse blieben unverandert trotz
verschiedener Verdinnungen und Inkubationszeiten der in dieser Arbeit

eingesetzten Sekundarantikorper.

Abbildung 9: Immunhistochemische Reaktivitit gegen IgG und IgA bei einem Patienten mit

Schleimhautpemphigoid

Es lésst sich lediglich die Expression von IgG und IgA auf Plasmazellen am Paraffinmaterial einer
Mundschleimhautbiopsie von Patient 27 (Tabelle 2) nachweisen. Eine lineare Ablagerung von
Immunglobulinen an der mukokutanen Basalmembranzone gelingt nicht, obwohl in der direkten
Immunfluoreszenz dieses Patienten lineare Ablagerungen von Immunglobulinen nachweisbar sind.

OriginalvergréBerung: IgA 200x, IgG 100x.



5 Diskussion

5.1 Sensitivitat der direkten Immunfluoreszenz beim

Schleimhautpemphigoid

Die DIF ist der Goldstandard in der Diagnostik des SHP [9]. Viele Studien zeigten
bereits an groRen Kollektiven von Patienten mit SHP, dass die Sensitivitat dieser
Methode bei Weitem nicht an 100% heranreicht. Als ein Beispiel ergab die Studie
von Rogers & van Hale, dass 78% von 167 eingeschlossenen Patienten einen
positiven DIF-Befund aufwiesen [45]. Helander & Rogers berichteten positive DIF-
Befunde bei 68% von 81 Patienten [22] und Oyama et al. ermittelten eine
Sensitivitat der DIF von 82% bei 124 untersuchten Patienten [37]. Eine andere
Studiengruppe schloss nur Patienten mit okularem SHP ein und ermittelte eine
Sensitivitat von nur 56% [34]. Fir eine sinnvolle Interpretation und
Vergleichbarkeit dieser Daten muss bedacht werden, dass erst 2002 die
diagnostischen  Kriterien fur das SHP durch die internationale
Konsensuskonferenz festgelegt wurden [9]. Seitdem darf die definitive Diagnose
eines SHP nicht mehr ohne einen positiven DIF-Befund gestellt werden. Da einige
dieser Studien weit vor der Festlegung dieser Kriterien veroéffentlicht wurden, bleibt
beim Bewerten der Daten unklar, ob die als negativ gewerteten DIF-Befunde
entweder falsch-negativ waren oder diese Patienten nach heutigen Kriterien eine
andere Erkrankung als das SHP diagnostiziert bekamen.

In unserer Arbeit untersuchten wir die Sensitivitat der DIF, indem wir nur Patienten
mit dem typischen klinischen Phanotyp des SHP einschlossen, deren Diagnose
letztendlich durch eine charakteristische DIF und/ oder durch den Nachweis von

zirkulierenden Autoantikdrpern gegen BP180 und/ oder Lam 332 bewiesen wurde.

5.1.1 Sensitivitat der direkten Immunfluoreszenz bei Patienten, die einfach oder

mehrfach biopsiert wurden

Die Sensitivitat der DIF bei Patienten mit initial nur einer Biopsie betrug in
unserem Patientenkollektiv 69%. Dieser Wert ist den in vorherigen Studien

ermittelten Sensitivitaten ahnlich. Dies kann dadurch begrindet sein, dass in den
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friheren Arbeiten hauptsachlich Patienten mit nur einer Biopsie eingeschlossen
wurden, wenn auch haufig eine Angabe Uber die exakte Anzahl der entnommenen
Biopsien fehlte [3, 21, 22, 48]. Im Vergleich zu der Sensitivitat von 69% hatten
jene Patienten, denen im Rahmen der initialen Untersuchung zwei oder mehr
Gewebeproben entnommen wurden, in 85% der Falle mindestens einen positiven
DIF-Befund. Unsere Daten zeigen, dass sich die Sensitivitat der DIF multipler
Biopsien erheblich von der Sensitivitat singularer Biopsien im Rahmen der ersten
Untersuchung unterscheidet. Zudem waren 16 von 20 Patienten (80%), die
anfangs eine oder mehrere negative Biopsien aufwiesen, bei spaterer
Wiederholung der DIF positiv. Bislang wurde der Effekt einer Wiederholung der
DIF auf die Sensitivitdt dieser Methode nur in einer Studie von Thorne et al. an
Patienten mit okularem SHP berichtet [53]. Dabei hatten 43 von 54 Patienten
(80%) einen positiven DIF-Befund, die initial eine einzelne konjunktivale Biopsie
entnommen bekamen. Bei 11 zunachst negativ gebliebenen Patienten wurde die
DIF im Verlauf anhand okularer oder extraokularer Biopsien wiederholt. Dabei
konnte die Diagnose eines okularen SHP bei 9 Patienten aufgrund einer dann
positiven DIF gestellt werden. Lediglich 2 Patienten blieben auch bei
Wiederholung negativ. Unsere Daten bestatigen die Gultigkeit dieses Ansatzes flr
alle Formen des SHP und weisen darauf hin, dass multiple simultan oder
sequentiell enthommene Biopsien die Sensitivitat der DIF fur diese Erkrankung

erhohen.

5.1.2 Ubereinstimmung der Befunde der direkten Immunfluoreszenz bei

Patienten, die mehrfach biopsiert wurden

Die Ursache der hohen Anzahl falsch-negativer Biopsien unserer Patienten mit
SHP ist nicht eindeutig zu finden. Besonders interessant ist die Beobachtung,
dass die Gewebeproben, die gleichzeitig von derselben Schleimhautlokalisation
entnommen und identisch verarbeitet wurden, diskordante Ergebnisse zeigen. Der
Hauptgrund daflr kann in der vom Untersucher gewahlten Lokalisation der
Biopsieentnahme liegen, welche entweder zu dicht oder zu weit entfernt von der
Lasion gelegen ist. Ein anderer oder zusatzlicher Faktor liegt moglicherweise auch
in der unregelmaligen Verteilung der Immunreaktanten in der Mukosa selbst.

Generell wird empfohlen, dass eine Biopsie von normal erscheinender Mukosa 5-
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10 mm entfernt von der klinisch manifesten Lasion entnommen werden sollte, weil
die Immunreaktanten lasional durch die begleitende Entzindung bereits verdaut
wurden und dadurch nicht mehr nachweisbar sind oder — bei zu weiter Entfernung
von der Lasion — gar nicht vorhanden sind. In der klinischen Praxis mussen die
technischen Probleme einer Biopsieentnahme aus einer schwer erreichbaren
Schleimhautlokalisation und das Risiko einer weiteren Schadigung der betroffenen
Konjunktiva oder Gingiva mit dem Nutzen der theoretisch idealen Stelle zur
Probenentnahme abgewogen werden. Diese Uberlegungen kénnen einen Arzt
dazu zwingen, sich doch nicht an die genannten Vorgaben flr eine theoretisch
ideale Lokalisation fur die Gewebeentnahme zu halten. Dieser Konflikt kann fur die
hohe Anzahl falsch-negativer Biopsien mitverantwortlich sein. Im Widerspruch zu
den bisher aufgefuhrten Argumenten wird in der Literatur beschrieben, dass die
Immunreaktanten in der gesamten betroffenen Schleimhaut anwesend seien [48].
Im Falle eines okularen SHP sind diese sogar in der nicht betroffenen
Mundschleimhaut sowie in der Haut der Patienten nachgewiesen worden [18, 34].
In der Tat fanden wir positive DIF-Befunde in der Mundschleimhaut von 3
Patienten mit rein okularem SHP sowie in der Haut eines Patienten ohne kutane
Beteiligung. Das SHP ist eine systemische Erkrankung, die durch zirkulierende
und gewebsgebundene Autoantikdrper gekennzeichnet ist, die gegen bestimmte
Strukturproteine gerichtet sind, welche sich in der gesamten Haut und in allen
oberflachlichen Schleimhauten nachweisen lassen. Die Mechanismen, die
bestimmte potentielle Manifestationsorte einer solchen Erkrankung vor Auftreten
klinisch sichtbarer Lasionen dennoch schitzen, sind unzureichend verstanden,
konnten aber in bisher nicht genau bekannten ortlichen Faktoren liegen, die die
zellvermittelte Entzindungsreaktion modulieren. Bei solchen Faktoren, die
letztendlich darUber entscheiden, ob ein bestimmtes Zielgewebe vom SHP
betroffen sein wird, kdnnte es sich z. B. um ein lokales Gleichgewicht zwischen
autoreaktiven und regulatorischen T-Zellen handeln [13].

Wird die Biopsie andererseits zu nah an der klinisch erscheinenden Lasion
entnommen, kdnnen die Immunreaktanten bereits durch den Entziindungsvorgang
verdaut sein. Um diese Fehlerquelle zu eliminieren, wurden alle Biopsien, die
mikroskopisch eine dermoepidermale Spaltbildung aufwiesen oder bei denen das

Epithel fehlte, von unserer Studie ausgeschlossen.
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Fur die Mundschleimhautbiopsien wurde nicht nur der Abstand der Biopsie zur
Lasion, sondern auch die Gute verschiedener Lokalisationen innerhalb der
Mundschleimhaut verglichen. Helander & Rogers zeigten in ihrer Arbeit, dass die
Gingiva das sensitivste Probenmaterial liefert [22]. Daher empfahlen sie diese
Lokalisation zur bevorzugten Biopsieentnahme, sofern die Gingiva betroffen sei.
Zu gegenteiligen Ergebnissen kamen andere Untersuchungen, die die Gingiva als
einen ungunstigeren Ort fir eine Gewebeentnahme einstuften, da diese zu
unspezifischen entzindlichen Veranderungen neige [12, 18, 48]. Leider war die
exakte Lokalisation der Biopsie in der Mundhdhle nur bei den wenigsten unserer
eingeschlossenen Patienten dokumentiert. Somit kdbnnen wir keine Aussage uUber
deren Auswirkung auf die Sensitivitat der DIF bei unseren Patienten treffen.

Die vorliegenden Daten empfinden wir als reprasentativ fur eine Hautklinik, die
einen Schwerpunkt auf bullése Autoimmundermatosen legt und somit Routine in
der Diagnostik dieser seltenen Erkrankungen hat. Die Rate an falsch-negativen
DIF-Ergebnissen ist bei Arzten ohne groRe Erfahrung im Umgang mit dem SHP
vermutlich héher als unsere Daten zeigen. Unsere Beobachtung von diskordanten
DIF-Befunden in multiplen perilasionalen Biopsien kann Hinweise darauf geben,
dass die Ergebnisse der DIF eines Patienten mit SHP starker variieren als zuvor
gedacht, was mdglicherweise an der genauen Lokalisation der Gewebeentnahme
liegt. Bereits bei der ersten Untersuchung mehrere Biopsien fiur eine DIF zu
entnehmen, kann demnach eine einfache und praktische Mdglichkeit darstellen,
falsch-negative DIF-Resultate zu vermeiden (und damit falsche diagnostische

Ruckschlisse zu ziehen) und die Sensitivitat der DIF fur das SHP zu erhdhen.

5.1.3 Befunde der direkten Immunfluoreszenz und immunsuppressive Therapie

Zum Zeitpunkt der initialen Biopsie erhielten 15 von 78 Patienten aus unserem
Kollektiv bereits eine systemische (11 Patienten) oder topische (4 Patienten)
Behandlung. Da alle untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme
eine Krankheitsaktivitat mit typischer Klinik aufwiesen, konnte durch die Therapie
keine Krankheitskontrolle erfolgen. Interessanterweise war bei 12 von 15
Patienten (80%) das Ergebnis der initialen DIF positiv, wahrend 3 von 20
Patienten (15%) mit falsch-negativer DIF unter Therapie waren. Daraus ist

abzuleiten, dass eine ineffektive Therapie keinen wesentlichen Einfluss auf das
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Ergebnis der DIF hat und damit die hohe Anzahl der von uns beobachteten falsch-

negativen Ergebnisse der DIF nicht ausreichend erklaren kann.

5.1.4 Immunserologie

Zirkulierende Autoantikorper gegen verschiedene Bestandteile der Basalmembran
wurden bei bis zu 75% der Patienten mit SHP gefunden [37]. Der Antikorpertiter ist
i. d. R. allerdings niedrig. Wir benutzten verschiedene rekombinante und native
Antigene und wiesen Reaktivitaten gegen BP180 oder Lam 332 bei 61 von 78
Patienten (78%) mit SHP nach. Interessanterweise wurden in dem Serum von 4
Patienten ebenso Autoantikdrper gegen BP180 gefunden, die auch bei
Wiederholung der DIF ein negatives Ergebnis aufwiesen. Diese Beobachtung
zeigt, dass die Bestimmung autoantigenspezifischer zirkulierender Antikdrper aus
dem Serum der Patienten eine geeignete, hilfreiche Methode zur
Diagnosesicherung des SHP darstellt, sofern ein passender klinischer Befund
vorliegt. Die pathogenetische Relevanz von Antikérpern gegen BP180 oder Lam

332 ist in verschiedenen in vivo und in vitro Modellen gezeigt worden [50].

5.2 Sensitivitat der Immunhistochemie beim Schleimhautpemphigoid

In den vergangenen Jahren haben einige Studien untersucht, ob eine IHC an
FFPE-Gewebe eine geeignete Methode in der Diagnostik verschiedener
blasenbildender Autoimmundermatosen darstellt. Zumeist war das BP oder der
Pemphigus Mittelpunkt der Untersuchungen [11, 20, 25, 32, 54, 56]. Zwei altere
Studien nutzten hingegen Kryoschnitte konjunktivaler Biopsien von Patienten mit
okuldarem SHP flr eine immunhistochemische Untersuchung [15, 40]. Allerdings
wurde bisher nicht der Nutzen einer IHC an FFPE-Gewebe an einem groReren
Patientenkollektiv mit SHP untersucht. Wir testeten diese Farbemethode an 33
von 78 in unsere Studie eingeschlossenen Patienten, flr die geeignetes FFPE-
Gewebe vorlag. Dafur nutzten wir Antikdrper zum Nachweis linearer Ablagerungen
der Komplementfaktoren C3d und C4d sowie der Immunglobuline IgG und IgA an

der mukokutanen Basalmembranzone.
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5.2.1 Immunhistochemie fiir C3d und C4d

Die IHC fur C3d und C4d ergab jeweils eine Sensitivitdt von circa 50% mit
leichtem Vorteil fir den Nachweis des Komplementfaktors C4d. Einige unserer
Patienten zeigten Ablagerungen fiur C4d aber nicht fur C3d und ebenso
andersherum, womit die Gesamtsensitivitat bei Nutzung beider Farbungen
ansteigt. Daruber hinaus zeigt sich, dass die Nachweiswahrscheinlichkeit von C3d
(33%) und C4d (42%) an der Mukosa deutlich niedriger war als die an der Haut
(C3d und CA4d: jeweils 67%). Dies kann dadurch begrindet werden, dass die
Hautbiopsien aus technischen und anatomischen Grinden meist gréf3er und
stabiler sind, als die Schleimhautbiopsien. Basierend auf unseren Ergebnissen
kann empfohlen werden, zunachst eine immunhistochemische Farbung gegen den
Komplementfaktor C4d durchzufihren und bei negativem Ergebnis im Anschluss
additiv auch auf die Ablagerung von C3d zu untersuchen.

In den vergangenen Studien variierte die Sensitivitat der IHC gegen C3d/C4d bei
Patienten mit BP von 37-100% erheblich [11, 20, 25, 32, 39, 54]. Fur Pemphigus-
Erkrankungen waren die Angaben der Sensitivitat konstanter und lagen zwischen
77-82% [32, 54]. Diese Unterschiede mdgen durch unterschiedliche Kriterien des
Patienteneinschlusses oder durch verschiedene Protokolle der Laboratorien fur
die immunhistochemische Farbung begrindet sein.

Ahnlich zu anderen bulldsen Autoimmundermatosen ist die Sensitivitat der IHC fiir
C3d und C4d an FFPE-Gewebe beim SHP niedriger als die einer DIF. Dies konnte
anhand der Auswertung dieser Studie gezeigt werden. Dennoch kann der
Gebrauch der IHC an FFPE-Gewebe in jenen Fallen wichtig sein, in denen klinisch
nicht an die Differentialdiagnose einer bulldsen Autoimmundermatose gedacht
wurde und/ oder die behandelnden Arzte mit der Diagnostik dieser seltenen
Erkrankungen nicht vertraut sind und daher kein Kryomaterial fur eine DIF
gewonnen wurde.

Unsere Daten zeigen, dass eine immunhistochemische Farbung gegen C3d oder
C4d an FFPE-Gewebe die Diagnose eines SHP in vielen Fallen bestatigen kann.
Dies kann insbesondere dann von grolem Nutzen sein, wenn ein
Dermatopathologe mit einer Schleimhaut- oder Hautbiopsie konfrontiert wird, an
der keine definitive Diagnose gestellt werden konnte. Wenn diese Biopsie eine

intakte Basalmembranzone aufweist, sollte eine immunhistochemische Farbung
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gegen C3d und/ oder C4d erganzt werden. Dies konnte auf lange Sicht Kosten
und Zeit sparen, da eine positive IHC zusammen mit einer passenden Klinik eine
hohe Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen eines SHP ergibt. Ein negatives
Ergebnis kann hingegen die Erkrankung nicht ausschlieen und muss bei
weiterbestehendem klinischen Verdacht zu einer oder zu mehreren zusatzlichen
DIF-Untersuchungen an gefrorenem Material Anlass geben. Zusatzlich ist zu
bedenken, dass auch bei positiver IHC flr C3d und/ oder C4d eine zusatzliche DIF
sinnvoll sein kann, um abgelagerte Immunglobulinklassen zu bestimmen.

Neben den bereits beschriebenen technischen Schwierigkeiten bei der Enthnahme
insbesondere von Schleimhautbiopsien, kann die geringe Sensitivitat der
immunhistochemischen Farbung auch darin begriindet sein, dass die Biopsien fur
eine Histopathologie gewohnlich lasional entnommen werden. In Folge des
entzundlichen Prozesses kdénnen Immunablagerungen bereits teilweise oder
komplett durch den Entziindungsvorgang abgebaut worden sein [35]. Die DIF
hingegen wird an einer perilasional, also normal erscheinenden Haut- oder
Schleimhautbiopsie durchgefuhrt, an der klinisch keine akute Entziindung besteht
und daher die Nachweiswahrscheinlichkeit der Immunablagerungen hdher ist.
Dies kann die hohere Sensitivitat der DIF gegenuber der IHC begriinden.

Eine weitere nennenswerte Beobachtung unserer Studie ist, dass bei 3 von 9
Patienten eine lineare Ablagerung von C3d und/ oder C4d an der mukokutanen
Basalmembran bestand, welche in der DIF lediglich Ablagerungen von
Immunglobulinen im Zielgewebe aufwiesen. Daraus ist abzuleiten, dass ein
positives Ergebnis einer IHC mit Antikdrpern gegen Komplement C3d und/ oder
C4d nicht auszuschlieBen ist, wenn in der DIF lediglich Immunglobuline

nachgewiesen wurden.

5.2.2 Immunhistochemie fur IgG und IgA

Da einige der Patienten mit SHP tatsachlich nur Ablagerungen von
Immunglobulinen und keine Ablagerungen von Komplementfaktoren aufweisen,
konnte die Sensitivitat der IHC auch dadurch gesteigert werden, wenn ein
zuverlassiges Farbeprotokoll zur Detektion von IgG und IgA an FFPE-Gewebe
verfugbar ware. Zwei frihere Studien berichteten Uber einen erfolgreichen

Nachweis von IgG oder IgG4 in der Haut von Patienten mit BP oder Pemphigus
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[20, 56]. Unsere Studie sowie auch eine andere Arbeitsgruppe konnte hingegen
keine Ablagerungen von IgG oder IgA an der mukokutanen Basalmembran
nachweisen [32]. Auch die verwendeten Positivkontrollen, die mittels DIF
gesicherte Ablagerungen von Immunglobulinen aufwiesen, waren in der IHC
negativ.

Bemerkenswerterweise gelang der Nachweis von Immunglobulinen auf den
Plasmazellen von 5 Biopsien unserer Patienten mit SHP, die in der
Histopathologie diese Zellen aufwiesen. Warum zwischen den Immunglobulinen
auf Plasmazellen und den Immunglobulinen an der mukokutanen Basalmembran
eine Diskrepanz besteht, bleibt unklar und muss durch weitere Studien untersucht
werden. Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass die Dichte der
Immunglobuline, die von Plasmazellen exprimiert wird um ein Vielfaches hdher ist,
als die der abgelagerten Immunglobuline an der mukokutanen Basalmembran im

Rahmen eines entzlindlichen Prozesses.

Zusammenfassend konnten wir anhand unserer Daten zeigen, dass multiple und
wiederholte Biopsien die Sensitivitat der DIF in der Diagnostik des SHP
verbessern und eine initial negative DIF ein SHP nicht ausschliel3t. Aulerdem
untersuchten wir erstmalig die Sensitivitat der Immunhistochemie am
Paraffinmaterial und konnten zeigen, dass der Nachweis von C3d und C4d eine

prinzipiell geeignete Screening-Methode fur die Diagnose eines SHP darstellt.



6 Zusammenfassung

Das Schleimhautpemphigoid (SHP) ist eine subepidermal blasenbildende
Autoimmundermatose, die klinisch durch einen bevorzugten Befall der
Schleimhaute gekennzeichnet ist. Der Goldstandard in der Diagnostik dieser
Erkrankung ist die direkte Immunfluoreszenz (DIF) an einer gefrorenen
perilasional entnommenen Biopsie mit dem Nachweis von linearen Ablagerungen
von IgG, IgA und/ oder Komplement C3 entlang der mukokutanen Basalmembran.
In der klinischen Routine ist aufgefallen, dass die initiale DIF nicht selten ein
falsch-negatives Ergebnis aufweist und somit die Diagnose eines SHP verzdgert.
Mit dieser Arbeit wollten wir daher den Einfluss von initial mehrfachen oder im
Verlauf wiederholten Biopsien auf die Sensitivitat der DIF untersuchen.

Zudem steht haufig nur eine lasional entnommene, in Formalin fixierte und in
Paraffin eingebettete Biopsie zur Verfugung, da bei chronisch-erosiven
Schleimhautveranderungen die Differentialdiagnose eines SHP nicht immer
bedacht wird bzw. der betreuende Arzt mit der genauen Diagnostik dieser
seltenen Erkrankung nicht vertraut ist. An einem solchen Material kann zwar eine
histopathologische und immunhistochemische Untersuchung, nicht aber eine DIF
durchgefuhrt werden. Wir untersuchten daher die Sensitivitat der
Immunhistochemie zum Nachweis von im Bereich der Basalmembran
abgelagerten Immunreaktanten zwecks Diagnosesicherung des SHP und
verglichen diese mit der Sensitivitat der DIF.

Hierzu haben wir die Befunde der DIF von 136 perilasional enthommenen
Biopsien von 78 Patienten mit immunpathologisch gesichertem SHP retrospektiv
untersucht. Fur 33 von diesen 78 Patienten lagen zusatzlich zum Kryomaterial
insgesamt 48 in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Biopsien vor. Diese
wurden immunhistochemisch fir C3d, C4d, IgG und IgA gefarbt.

Die DIF bei initial nur einer einzigen Biopsie ergab ein positives Ergebnis bei 36
von 52 Patienten (69%). In 13 Fallen war die initial singulare Biopsie DIF-negativ,
wahrend spatere, wiederholte Biopsien positiv ausfielen. Bei 22 von 26 Patienten
(85%), bei denen zu Beginn multiple Biopsien fur eine DIF enthommen wurden,
war mindestens eine DIF positiv. Interessanterweise zeigten simultan

entnommene Biopsien bei 11 von 32 Patienten diskordante Ergebnisse.
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Insgesamt konnte bei 74 von 78 aller Patienten (95%) mindestens ein positives
Ergebnis der DIF nachgewiesen werden. In den verbliebenden 4 Fallen wurde die
Diagnose bei passender Klinik anhand des Nachweises von zirkulierenden
Antikérpern gegen BP180 gestellt.

Unsere Untersuchungen zur Immunhistochemie (IHC) zeigten lineare
Ablagerungen von C3d bei 21 von 48 (44%) der Biopsien. Siebzehn von 33 (52%)
der Patienten hatten lineare Ablagerungen von C3d in mindestens einer
Gewebeprobe. In 24 von 48 (50%) der Biopsien wiesen wir lineare Ablagerungen
gegen C4d nach und 19 von 33 (58%) der Patienten hatten in mindestens einer
Gewebeprobe lineare Ablagerungen von C4d. Insgesamt konnten bei 26 von 48
(54%) der Biopsien und bei 21 von 33 (64%) der untersuchten Patienten lineare
Ablagerungen von C3d und/ oder C4d nachgewiesen werden. Dabei war die
Sensitivitat von Schleimhautbiopsien geringer als die der Hautproben.
Ablagerungen von IgG oder IgA an der mukokutanen Basalmembran konnten in
keiner Biopsie nachgewiesen werden.

Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass mehrfache simultane oder wiederholte
Biopsien die Sensitivitat der DIF in der Diagnostik eines SHP steigern. Der
verzogerte Beginn einer immunsuppressiven Therapie sowie die Behandlung bei
unsicherer Diagnose bergen potentielle Risiken fir die Patienten, sodass wir bei
einer initial negativen DIF mit Kklinisch verdachtigem Befund zeithah eine
Wiederholung der DIF empfehlen. Zudem konnten wir zeigen, dass die IHC zum
Nachweis von C4d und C3d an in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem
Gewebe bei Verdacht auf ein SHP eine geeignete Screening-Methode zur
Diagnose dieser Erkrankung darstellt, insbesondere dann, wenn kein Kryomaterial
fur eine DIF vorliegt. Ein negatives Ergebnis der IHC schliel3t jedoch das Vorliegen
eines SHP nicht aus und sollte bei fortbestehendem klinischen Verdacht eine DIF
nach sich ziehen. Fur den Nachweis von IgG oder IgA an der mukokutanen

Basalmembran ist die IHC derzeit nicht geeignet.
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8 Anhang

Tabelle 1: Demographie, Klinik, Immunpathologie und Serologie von Patienten mit

Schleimhautpemphigoid

betroffene

DIF

Nr. | Alter | Geschlecht Lokalisation ort Datum BMF Serologie
1 56 M Mund, Haut | Mund | 01.02.13 | IgG, C3 | 1gG: BP180
2 46 w Mund, Nase | Mund | 26.04.10 | IgA, C3 | IgG: BP180

Mund | 11.09.14 | IgG, C3 :
3] % W Mund Mund | 11.09.14 | 1gG.c3 | "egatv
Mund, Nase, IgG:
4 46 M Auge Mund | 17.01.08 | IgG, C3 Lam 332
5 53 M Mund, Auge, | Mund | 19.12.11 C3 IgG:
Nase, Haut Haut | 19.12.11 IgG, C3 Lam 332
6 | 57 M Mund, Auge, |\ 04 | 01.09.11 | IgA IgA: IIF
Nase
Mund | 29.04.15 | negativ
7 46 w Mund Mund | 29.04.15 | negativ | IgG: BP180
Mund | 01.07.15 | IgG, IgA
8 76 M Mund Mund | 05.03.10 IgG IgG: BP180
9 73 M Mund, Nase | Mund | 03.02.11 IgG, C3 IgG: BP180
Mund | 16.07.15 | negativ .
10 | 76 w Mund Mund | 11.09.15 e lgG: BP180
Mund, Mund | 15.12.09 IgG .
)7 W Genital, Haut | Mund | 15.12.09 | Igc | '96: BP180
Mund | 05.10.12 negativ
12 34 W Mund, Nase, | Mund | 19.10.12 negativ IgA: BP180
Genital, Haut | Genital | 19.10.12 negativ | IgG: BP230
Haut | 19.10.12 IgG
13 | 62 M Mund, Auge | Mund | 01.08.14 | 1gG, C3 | IgG: BP180
negativ
Mund | 11.06.15 .
14 | 65 w Mund Mund | 15.06.15 IgGélsgA, IgG: BP180
Mund | 28.01.11 | IgG, C3 .
15 | 57 M Mund, Haut Haut | 28.01.11 negativ IgG: BP180
IgG:
Mund, Nase, | Mund | 30.03.11 IgG, C3
16 | 68 M ’ ’ y Lam 332,
Haut Haut | 30.03.11 C3 BP180
17 57 M Auge Mund | 27.05.14 | 1gG, IgA | IgG: BP180
18 | 75 w Mund Mund | 22.07.11 | 1gG, C3 | IgG. BP180
19 | 90 W Mund, Haut | Mund | 12.01.09 | IgG, C3 | IgG: BP180
20 | 23 W Mund, Auge | Mund | 09.08.11 IgA IgG: BP180
Mund | 17.07.14 negativ
Haut | 17.07.14 negativ .

21 83 w Mund, Auge Mund | 2907 14 IgA IgA: BP180
Auge | 29.07.14 IgA

22 | 40 W M“”ﬂ;l':'tase' Mund |30.07.14| C3  |IgG: BP180
23 | 74 W Mund Mund | 10.05.13 | '9€:.!9% | 4G: BP180

C3
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betroffene DIF -
Nr. | Alter | Geschlecht Lokalisation ort Datum BMF Serologie
Mund | 04.09.13 IgG :
24 | 62 w Auge, Haut Haut | 04.09.13 IgG negativ
Mund, Auge,
25 | 73 M JPhaynx, | wing 106.07.10 | 1gA | IgA: BP180
Osophagus,
Nase
Mund | 15.02.13 | IgG, C3 .
26 | 79 M Mund, Haut Haut | 15.02.13 | IgG. C3 IgG: BP180
Mund | 21.03.12 negativ
27 75 w Mund Mund | 14.02.14 negativ IgA: BP180
Mund | 14.02.14 | 1gG, IgA
Mund, .
28 | 60 M Genital, Haut Haut | 26.01.09 IgG IgG: BP180
16.10.08 | 1gG, IgA,
Mund | 16.10.08 C3 .
29 | 79 w Mund, Haut Haut IgG, IgA, lgG: BP180
C3
30 | 46 W Mund Mund | 26.10.12 C3 IgG: BP180
Mund | 20.05.15 | negativ
31 67 w Mund Mund | 02.12.15 IgG lgG: BP180
Mund | 02.12.15 | negativ
32 59 W Mund, Mund | 18.03.13 | IgG, IgA IgG, IgA:
Genital Genital | 18.03.13 | negativ BP180
Mund, Auge, IgG:
33| 75 M Haut Haut | 16.06.09 | IgG, C3 Lam 332
34 | 74 M Mund Mund | 13.01.09 | IgG, IgA 'QGI’IF'QA:
35| 50 wW Auge Auge | 23.07.15| negativ | IgG: BP180
Mund,
36 | 65 M Pharynx, Haut | 08.09.14 C3 IgG: BP180
Haut
Mund | 24.04.15 | negativ
Mund, Auge, | Mund | 24.04.15 IgA .
37 80 M Genital Auge | 30.04.15 | negativ IgA: BP180
Auge | 30.04.15 | negativ
Mund | 10.05.11 | IgG, C3 .
38 | 69 w Mund Mund | 10.05.11 | IgG. C3 lgG: BP180
Mund | 31.03.14 negativ
39 75 M Auge Mund | 31.03.14 negativ IgG: lIF
Auge | 16.09.14 IgG
Mund, .
40 | 54 w Genital Mund | 27.11.13 | 19G, IgA | IgG: BP180
41| 31 W Mund Mund | 27.05.09 | ‘9519 | 1gG: BP180
Haut | 11.01.13 | negativ
42 | 93 M Mund 2498 | Mund | 11.0113|  1gG | IgG: BP180
Mund | 11.01.13 | 1gG, IgA
Auge | 09.10.09 | negativ .
43 | 90 w Auge Auge | 09.10.09 c3 IgG: BP180
IgG, IgA,
Mund | 17.11.08 C3 IgG:
a4 77 M Mund Haut | 17.11.08 | IgG, IgA, | Lam 332
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betroffene DIF -
Nr. | Alter | Geschlecht Lokalisation ort Datum BMF Serologie
45 55 W Mund, Nase | Mund | 21.11.13 IgG, C3 IgG: BP180
Mund 05.10.12 negativ
Mund 12.10.12 negativ e
46 | 76 M Mund 24.10.12 IgA 9%
Mund Lam 332
24.10.12 | 1gG, IgA,
Mund c3
47 55 W Mund, Nase | Mund | 06.02.14 IgG IgG: BP180
48 | 40 W Mund Mund | 09.04.14 | IgA, C3 'QGI’IF'QA:
Haut | 25.07.13 | negativ IgG:
49 | 72 w Mund, Haut | Mund | 31.07.13 C3 BP180,
Mund | 31.07.13 C3 BP230
Mund | 17.09.09 | negativ .
50 65 M Mund, Auge Mund | 08.10.09 c3 IgG: BP180
Mund | 27.11.13 | negativ .
51 74 w Mund, Auge Mund | 27.11.13 IgA IgA: IIF
52 71 W Auge Mund | 17.05.06 IgG negativ
IgG:
53 | 76 M Auge Auge 20.08.15 | IgG, IgA Lam 332
54| 78 W Mund Mund | 30.04.08 'gGéc')’gA’ negativ
Auge | 24.01.07 IgG .
55 | 75 M Auge Mund | 30.01.07 IgG negativ
09.04.15 | negativ
Mund .
01.07.15 | negativ .
56 62 W Auge Auge 23.07.15 | 1gG, IgA, negativ
Auge c3
57 | 65 M Mund, Haut | Mund | 12.02.14 | IgG, C3 | 1gG: BP180
58 | 39 w Mund, Haut | Mund | 27.04.06 | 1gG,C3 | '93 19
59 69 M Mund, Nase | Mund | 18.10.10 | IgG, IgA negativ
60 69 M Mund, Nase | Mund | 22.07.15 | negativ | IgG: BP180
61 81 M Auge Mund | 26.01.12 negativ | IgG: BP180
Mund | 29.05.13 | negativ
62 62 w Mund, Haut | Mund | 29.05.13 | negativ | IgG: BP180
Mund | 04.03.14 negativ
Mund | 14.08.13 | negativ IgG:
63| 58 W Mund Mund | 29.0813 | IgG Lam 332
64 | 56 M Mund, Auge | Mund | 30.01.13 | IgA, C3 | IgA: BP180
Mund | 10.01.08 | IgG, C3 IgG:
65 44 W Mund, Nase | Mund | 10.01.08 negativ Lam 332
Haut | 10.01.08 | 1gG, C3 | IgA: BP180
66 56 W Mund, Auge, | Mund | 22.05.15 IgG, C3 IgG:
Nase, Larynx | Mund | 22.05.15 IgG, C3 Lam 332
IgG:
67 | 65 M Mund, Auge, | 1o+ | 03.04.07 | 1gG, C3 | Lam 332,
Haut, Genital 0200
68 | 81 W Mund Mund | 02.01.13 | IgG, C3 | IgG: BP180
Mund, Nase, | Mund | 31.10.08 negativ )
69 | 50 M Auge Mund |31.10.08 | 1gG,IgA | '9G:1IF
70 | 54 W Mund, Mund | 20.08.15| 1IgG, C3 | IgG: BP180




betroffene DIF -
Nr. | Alter | Geschlecht Lokalisation ort Datum BMF Serologie
Genital Mund | 20.08.15 IgG, C3
Mund | 30.09.15 IgG :
71 84 M Mund Mund | 30.09 15 IgG negativ
14.09.06 negativ
Mund IgG, IgA:
72 67 M Mund, Auge Mund 27.09.06 IgGélsgA, BP180
Mund 03.03.10 negativ
73 | 50 w Mund M 03.03.10 | 1gG, IgA, negativ
und c3
Auge | 16.01.15 | negativ .
74 | 71 w Auge Auge | 18.03.15 IgA IgG: BP180
Mund | 10.12.08 | IgG, C3 .
75 | 40 w Mund Mund | 10.12.08 | 1gG. C3 IgG: BP180
76 | 45 W Mund, Nase | Mund | 03.11.09 IgA IgA: IIF
Mund | 16.06.15 | negativ
77 64 M Mund Mund | 02.07.15 | negativ IgA: BP180
Mund | 02.07.15 IgA
78 | 36 W Mund, Haut Haut | 24.06.11 IgG, C3 IgG: IIF

* Bei den Patienten, die zirkulierende Antikdrper sowohl in der IIF als auch bei den antigenspezifischen
Verfahren aufwiesen, wurde in der Tabelle nur letzteres angegeben.
M: mannlich, W: weiblich, BMF: Basalmembranfluoreszenz, IIF: indirekte Immunfluoreszenz an durch NaCl

gespaltener humaner Haut, Lam 332: Laminin 332.



Tabelle 2: Histopathologische Befunde

Schleimhautpemphigoid, die immunhistochemisch untersucht wurden

in den Gewebeproben von Patienten mit

47

Nr. izlt(iilg S;g:m:ﬁ;lﬂage Fibrose | Ulkus | Eosinophile | Neutrophile leaeflr;:'
1 Mund - - X - - -
Mund - - - - - -
2 Haut X - - - - -
Mund X - - - - -
3 Mund - - - - - -
4 Mund - - - - - -
5 Mund - - - ++ ++ -
6 Mund - - - - +
Haut X - X - - -
7
Larynx - - - - - -
8 Haut X - - +++ + -
9 Mund X - - +++ + _
Mund X - - - - -
10 Haut - - X - - -
Mund - - - - - -
11 Mund - - - - - -
12 Haut X X - ++ - +
13 Haut X - - - - -
Haut X - - +++ + -
14 Mund X - X - - -
15 Mund X - - - -
16 Mund - - - - - +++
17 Haut X - - - - -
18 Haut X - - + - -
Mund X - - - - -
19 Mund X - X + - ++
Mund - - - - -
20 Mund - - - - - -
21 Haut - - - - - -
22 Mund - - - - - -
23 Haut X - - + - -
Mund - - X - - -
Mund - - X - - -
24 Mund - - - - -
Mund - - - - - -
25 Auge - - - - - -
26 Mund - - - + ++ _
Haut X X - + + +++
27 Mund - - - - - -
28 Haut - - - - - -
Mund X - X - - -
29 Mund - - - - - -
Mund X - - - - -
30 Haut X - - + +++ -
Mund X - - - - -
31 Mund X - - - +++ -
32 Mund X - - - ++ -
33 Haut X - X - - -

Insgesamt wurde die Histopathologie an 48
Biopsien ein sehr geringes bis sehr dichtes lymphohistiocytares Zellinfiltrat in der oberen Dermis/Submukosa

auf. Die Zelldichten der Eosinophilen, Neutrophilen und Plasmazellen wurden semiquantitativ bestimmt

(+/++/+++). x nachgewiesen, - nicht nachgewiesen

Biopsien von 33 Patienten untersucht. Zusatzlich wiesen alle



Tabelle 3: Klinik, Immunpathologie, Serologie und Immunhistochemie von Patienten mit

Schleimhautpemphigoid

48

Nr betroffene IHC DIF Serologie**
" | Lokalisation Ort C3d* | C4d* Ort BMF 9
Mund - - .
1 Mund, Nase Mund + + Mund IgA, C3 IgG: BP180
2 Mund, Auge, Haut ++ ++ Mund C3 IgG:
Nase, Haut Mund + ++ Haut IgG, C3 Lam 332
Mund Mund - - Mund IgG IgG: BP180
Mund - .
4 Mund Mund + + Mund I9G IgG: BP180
Mund -
Mund, Nase, IgA: BP180
5 | Genital Mund - - | Haut l9G IgG: BP230
Genital -
Mund - .
6 Mund Mund - + Mund I9G, IgA, C3 IgG: BP180
Mund, Nase, Haut ++ ++ Mund IgG, C3 l9G:
7 Haut Larynx - - Haut C3 Lam 332,
BP180
8 Mund, Haut Haut + + Mund IgG, C3 IgG: BP180
Mund - - .
9 Mund, Auge Mund _ ) Mund IgA IgG: BP180
Mund IgG
10 | Auge, Haut Haut - - Haut I9G -
Mund, Auge,
Pharynx, Mund - - )
1 Osophagus, Mund ] i Mund IgA IgA: BP180
Nase
Mund IgG, C3 .
12 | Mund, Haut Haut + ++ Haut IgG. C3 IgG: BP180
Mund, .
13 Genital, Haut Haut - + Haut IgG IgG: BP180
Haut - - Mund IgG, IgA, C3 .
14 | Mund, Haut Mund _ ) Haut I9G. IgA. C3 IgG: BP180
Mund, Auge, .
15 Genital Mund + ++ Mund IgG, C3 19G, IgA: IIF
16 Mund Mund - - Mund IgG IgG: BP180
Mund, Auge, IgG:
17 Haut Haut + - Haut IgG, C3 Lam 332
Mund,
18 Pharynx, Haut + ++ Haut C3 IgG: BP180
Haut
Mund + + .
19 Mund Mund + ot Mund IgG, C3 IgG: BP180
Mund -
20 Auge Mund - * | Mund ; I9G: IIF
Mund - -
Auge IgG
) Mund IgG, IgA, C3 IgG:
21 Mund Haut | ++ Haut | IgG.IgA. C3 | Lam 332
IgG:
22 Mund Mund - - Mund IgG, IgA, C3 Lam 332
Haut - .
23 | Mund, Haut | Haut ¥ + | Mund c3 '9%5221080’
Mund C3
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Nr betroffene IHC DIF Serologie**
" | Lokalisation | oOrt | C3d* | C4d*| oOrt BMF 9
Mund - -
Mund - - .
24 | Mund, Auge Mund ) i Mund C3 IgG: BP180
Mund - -
Auge IgG
25 Auge Auge - ++ Mund e -
26 | Mund, Nase Mund + ++ Mund - IgG: BP180
Haut - - )
27 | Mund, Auge Mund ) ) Mund IgA, C3 IgA: BP180
IgG:
28 | Mund, Nase | Haut A MH‘;B? :gg, 82 Lam 332
g% IgA: BP180
Mund, Auge, Mund + ++ e
29 Nase, Mund ++ | ++ | Mund IgG, C3 Lar?q 332
Larynx Mund ++ ++
Mund, Auge l9G:
30 ’ > Haut ++ ++ Haut IgG, C3 Lam 332,
Haut, Genital
p200
Mund - ++ IgG, IgA:
31 | Mund, Auge Mund + + Mund IgG, IgA, C3 BP180
32 | Mund, Nase Mund - - Mund IgA IgA: IIF
33 | Mund, Haut Haut + + Haut IgG, C3 IgG: lIF
BMF: Basalmembranfluoreszenz, DIF: direkte Immunfluoreszenz, IHC: Immunhistochemie, IIF: indirekte

Immunfluoreszenz an durch NaCl gespaltener humaner Haut, Lam 332: Laminin 332.

* Lineare Ablagerungen entlang der Basalmembran: - negativ, + positiv, ++ stark positiv.

** Bei den Patienten, die zirkulierende Antikérper sowohl in der IIF als auch bei den antigenspezifischen

Verfahren aufwiesen, wurde in der Tabelle nur letzteres angegeben.
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