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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Bulldse Autoimmundermatosen — Epidemiologie, Pathophysiologie und Klinik

Die bullésen Autoimmundermatosen umfassen eine Gruppe von seltenen, teils
schwer verlaufenden Autoimmunerkrankungen, bei denen sich Autoantikorper
(Uberwiegend IgG, seltener auch IgA und IgE) gegen Strukturproteine der Haut
und Schleimhaute richten [185]. Autoreaktivitat gegen diese Strukturproteine fuhrt
zu Kontaktverlust der Zellen und so zur charakterischen intra- und subepidermalen
Blasenbildung [62, 162]. Die Haufigkeit der Autoimmundermatosen varriert stark
sowohl zwischen den verschiedenen Erkrankungen als auch geographisch, wobei
das bullése Pemphigoid mit einer Inzidenz zwischen 12 und 66 neuen Patienten
pro eine Million Einwohner pro Jahr im europaischen Raum am weitaus haufigsten
ist [23, 34, 100, 105, 121, 134].
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Abb 1.1: Intra- und subepidermale Strukturproteine der Haut

Das histopathologische Bild zeigt einen normalen Hautschnitt mit Epidermis, dermo-epidermaler
Junktionszone und Dermis. Die VergroRerung stellt im oberen Abschnitt schematisch die Proteine
des desmosomalen Plaque Envoplakin und Periplakin verbunden durch die Cadherine Desmoglein
1 und 3 dar (nicht dargestellt Desmocollin 1-3). Rechts gezeigt: dreischichtige Basalmembran mit
den Haftproteinen BP180, a6B4-Integrin, Laminin 332, Kollagen Typ VII, die den
hemidesmosomalen Plaque (liber Plektin und BP230) mit dermalen kollagenen Strukturen
verbinden. Abbildung entnommen aus Schmidt und Zillikens 2011 [177].
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Tab. 1.1 Zielantigene bulléser Autoimmundermatosen*

Erkrankung Autoantigen
Intraepidermale Lokalisation der Zielantigene

Pemphigus vulgaris (PV) Dsg3, Dsg1

Pemphigus foliaceus (PF) Dsg1

Pemphigus-
Gruppe

Paraneoplastischer Pemphigus
(PNP)

Envoplakin, Periplakin, Dsg3, Dsg1,
BP230, Desmoplakin | und Il, a2-
Makroglobulin-like1, Plektin

IgA-Pemphigus

Dsg3, Dsc1

Subepidermale Lokalisation der Zielantigene

Bulldses Pemphigoid (BP)

BP180 NC16A, BP230

Pemphigoid gestationis

BP180 NC16A, BP230

Schleimhautpemphigoid

BP180 NC16A, C-Terminus von BP180,

Laminin 332, BP230, a6B4-Integrin,
Kollagen Typ VII, Laminin 311
LAD-1, BP230

BP180 NC16A, BP230

Laminin y1 (p200 Protein)

Pemphigoid-

Gruppe Lineare IgA-Dermatose (LAD)

Lichen planus pemphigoides

Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid

Epidermolysis bullosa acquisita
(EBA)

Kollagen Typ VI

Dermatitis herpetiformis (DH) (epidermale) Gewebstransglutaminase

*Die wichtigen Zielantigene fiir die jeweilige Erkrankung sind dunkel hervorgehoben. Dsg:
Desmoglein; Dsc: Desmocollin. Tabelle zusammengefasst aus Sitaru et al. 2004, Schmidt und
Zillikens 2011 und Schmidt und Zillikens 2013 [177, 179, 185].

dabei

unterschiedlichen Hautschichten, wobei es sich um desmosomale Strukturproteine

Die Einteilung erfolgt nach Lokalisation des Antigens in den

der oder
Junktionszone (DEJ) (Pemphigoid) handeln kann (siehe Tab. 1.1) [70, 167, 177].

Die Adhasion der Keratinozyten in der Epidermis wird durch Cadherine wie

Epidermis (Pemphigus) Haftproteine an der dermo-epidermalen

Desmoglein 1 und 3 (Dsg1,3) und Desmocollin (Dsc1-3) sowie intrazellulare
desmosomale Plaques (Plakoglobin, Plakophillin, Desmoplakin, Envoplakin und
[205]. Der Kontakt

Keratinozyten und der Lamina lucida als oberster Schicht der Basalmembran wird

Periplakin) aufrechterhalten zwischen den basalen

durch hemidesmosomale Plaques, bestehend aus Plektin und BP230 in Kontakt

mit BP180 (entscheidend in der Pathogenese des bullésen Pemphigoid, siehe
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Abschnitt 1.1.2.1) und a6p4-Integrin, gewahrleistet [30]. Laminin 332 und Kollagen
Typ VI, welches das Zielantigen bei Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)
darstellt, verankern den Komplex mit dermalen Kollagenen (siehe Abb 1.1) [177].
Eine Sonderstellung erhalt die Dermatitis herpetiformis, da die (epidermale)
Gewebstransglutaminase (Transglutaminase 3) als Zielantigen der Autoreaktivitat
keine Rolle als Kontaktprotein der Haut inne hat [166].

Im Folgenden sollen einige Autoimmundermatosen sowohl mit intra- als auch

subepidermaler Spaltbildung naher betrachtet werden.

1.1.1 Pemphiguserkrankungen
1.1.1.1 Pemphigus vulgaris und foliaceus

Pemphigus vulgaris und foliaceus sind durch das Bild der intraepidermalen
Akantholyse gepragt [167]. Die Inzidenz der Erkrankungen liegt in Deutschland
und Zentraleuropa vergleichsweise niedrig zwischen 0,6-6,8 neuen Patienten pro
eine Million Einwohner pro Jahr [81, 121, 134]. In sUdlicheren Regionen, wie
beispielsweise dem Mittelmeerraum, dem Iran und in der judischen Bevolkerung,
steigt die Inzidenz, ebenso in deutschen Populationen mit Migrationshintergrund
aus sud- und sudostlichen Regionen Europas [14, 34, 81]. Fiur die Pathogenese
entscheidende Zielantigene sind hier die Cadherine Dsg1 (165kDa) und Dsg3
(130kDa), die jeweils gepaart in trans-Stellung Ca’-abhangig die Zell-Zell-
Adhasion der Keratinozyten herstellen [205]. Dass es sich bei den Autoantikrpern
gegen diese Zielstrukturen um die fur die Pathogenese entscheidenden handelt,
zeigen zum einen mehrere Studien zu der Korrelation zwischen Antikorpertiter und
Krankheitsaktivitat [83, 96, 168], zum anderen neonatale Formen des Pemphigus
bei Neugeborenen, die durch den diaplazentaren Transfer der maternalen
Autoantikorper in den fetalen Kreislauf zustande kommen [13, 80]. Dabei ist vor
allem die N-terminale extrazellulare Domane der Desmogleine Ziel der
Autoantikorper [5, 36]. Die Spaltbildung wird hier im Gegensatz zu anderen
bullésen Autoimmundermatosen wie dem bullosen Pemphigoid weniger durch
eine Entzindungsreaktion [82, 187], sondern speziell bei Dsg3 durch Abschirmen
und Internalisierung der fur die Cadherin-Adhasion entscheidenden Epitope

hervorgerufen [92, 201].
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Wahrend sich bei Pemphigus foliaceus die Autoreaktivitat ausschliel3lich gegen
Dsg1 richtet [64], ist das dominante Zielantigen bei Pemphigus vulgaris Dsg3, es
kann aber zusatzlich auch Autoreaktivitat gegen Dsg1 vorhanden sein [6, 65, 88].
Das typische Verteilungsmuster in den unterschiedlichen Hautschichten und die
variante Verteilung zwischen Haut und Schleimhauten ergeben das klassische
klinische Bild der beiden Erkrankungen. Gemeinsam sind ihnen schlaffe Blasen
und teils auch Erosionen ohne Blasenbildung durch die vergleichsweise hoch
gelegene intraepidermale Spaltbildung der Haut (vor allem bei Pemphigus
foliaceus, siehe Abb. 1.2) [132, 177]. Die verhornende Haut enthalt in allen
Epidermisschichten Dsg1, Dsg3 wird lediglich in den unteren Schichten der
Epidermis exprimiert. Die Schleimhdute dagegen enthalten in allen
Epithelschichten Dsg3 und nur in den obersten Anteilen findet sich auch Dsg1
[132]. Daher sind Erosionen bei Pemphigus foliaceus auschliel3lich auf der
verhornenden Haut ohne Schleimhautbeteiligung zu finden [64]. Pemphigus
vulgaris dagegen ist primar eine Erkrankung der Schleimhdute (Mukosa-
dominant). Bei zusatzlicher Autoreaktivitdit gegen Dsg1 kommt es zu der
mukokutanen Form mit Beteiligung der Haut des Integuments [9, 132].

Abb. 1.2: Klinisches Erscheinungsbild der Pemphiguserkrankungen: A und B zeigen
verkrustete Erosionen der verhornenden Haut an Rumpf und Bein von zwei Pemphigus foliaceus
Patienten, C rechts eine charakterische erhabene Erosion der Mundschleimhaut eines Patienten
mit Pemphigus vulgaris.
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1.1.1.2 Paraneoplastischer Pemphigus

Der paraneoplastische Pemphigus ist eine sehr seltene Autoimmunerkrankung,
dessen Inzidenz weit unter der des Pemphigus vulgaris und foliaceus liegt [219].
Das schwere klinische Erscheinungsbild des paraneoplastischen Pemphigus
wurde erstmals 1990 von Anhalt und Kollegen beschrieben [11]. Neben einer oft
ausgepragten erosiven Stomatitis, von der vor allem der Oropharynx betroffen ist
[10], und erythematdsen Hautveranderungen mit Erosionen und Blasen [219]
spielen fur die Klinik und Prognose das gehaufte Auftreten von primar
lymphoprolerativen Malignomen (Lymphome, Lymphatische Leukamie, Thymome,
im chinesischen Raum auch gehauft der Morbus Castleman [129]), seltener auch
anderen Malignomerkrankungen eine entscheidende Rolle [66, 219]. Die hohe
Mortalitat von etwa 90% wird allerdings nur zu einem Teil auf die
Malignomentstehung zurtckgefuhrt [10]. Eine zusatzliche Beteiligung von anderen
Organsystemen wie Gastrointestinaltrakt (Blutungen), Niere und Bronchialsystem
(assoziert mit Bronchiolitis obliterans) sowie septische Geschehen werden haufig
als letal beschrieben [10, 146]. Neben der speziellen Klinik unterscheidet die
vermutete genetische Pradisposition Uber das DRB1*03 Allel oder HLA-1 und
HLA-2 den paraneoplastischen Pemphigus ebenfalls von anderen Pemphigus-
erkrankungen [129, 136]. Fur die Pathogenese sind dabei neben IgG-
Autoantikorpern gegen Dsg3 und Dsg1 [8, 31] vor allem Autoreaktivitat gegen
Envoplakin und Periplakin, Plakine des desmosomalen Plaque, nachgewiesen [10,
101]. Autoantikorper scheinen hier eine Retraktion der Keratinozytenfilamente und
Akantholyse auszuldsen [125]. Der spezifische Nachweis von Antikorpern gegen
diese Plakine spielt in der Diagnosestellung eine entscheidende Rolle [153].
Seltener ist auch Autoreaktivitdt gegen BP230, Desmoplakin | und II, a2-
Makroglobulin-like 1 oder Plektin zu finden [10, 148, 167].

1.1.1.3 Pemphiguserkrankungen mit Autoreaktivitat gegen
Desmocollin

Bereits 1984 wurden von Cowin und Kollegen neben der Desmoglein-Familie zwei
weitere Cadherine, Desmocollin 1 (Dsc1, 130kDa) und Desmocollin 2 (Dsc2,

115kDa), beschrieben [48]. Die mittlerweile drei Desmocolline Dsc1, Dsc2 und
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Desmocollin 3 (Dsc3, 110kDa) interagieren Ca*-abhangig lber die extrazellulare
Domane 1 in trans-Stellung miteinander und, wie gezeigt werden konnte, auch mit
Cadherinen der Desmoglein-Familie [43, 47, 109]. Tatsachlich scheint gerade die
heterophile Adhasion zu Desmogleinen entscheidend fur den intakten Zellkontakt
zu sein [112, 195]. Bei Verlust bzw. der Inaktivierung von Desmocollinen wurden
im Mausmodell Stérungen der Embryogenese sowie bei Patienten eine
arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie beobachtet, was ein fur die
Entwicklung entscheidendes Vorkommen von Desmocollinen auch auf3erhalb der
Zell-Zell-Interaktionen der Epidermis nahelegt [205]. Die Rolle der Desmocolline
(insbesondere Dsc3) in der Zell-Zell-Adhasion wurde mehrfach beschrieben, da
der Verlust von Dsc in Mausmodellen zu Akantholyse und Blasenbildung fuhrte
[38, 190]. Vor allem kurzliche Beobachtungen im asiatischen Raum zeigen eine
Beteiligung von Desmocollinen als Zielantigen in der Pathogenese der
Pemphiguserkrankungen, die teilweise zusammen mit Autoreaktivitat gegen Dsg3
beim Pemphigus vulgaris [133, 144, 157], teilweise auch ohne weitere

Autoantikdrper bei atypischem Pemphigus auftritt [104].

1.1.2 Subepidermale bullése Autoimmundermatosen
1.1.2.1 Bulléses Pemphigoid

Das bulldse Pemphigoid ist mit einer Inzidenz zwischen 12 und 22 (in England
sogar bis zu 66 [121]) neuen Patienten pro eine Million Einwohner pro Jahr die
haufigste bulldse Autoimmundermatose [23, 79, 100, 134]. Dabei steigt die
Inzidenz stark mit dem Alter, sodass bei Uber 80-jahrigen eine Inzidenz zwischen
150 und 330 neuen Patienten pro eine Million Einwohner pro Jahr beschrieben
wird, wahrend sie bei unter 50-jahrigen unter 0,5 neuen Patienten pro eine Million
Einwohner pro Jahr liegt [23, 79, 102, 121]. Zielantigene des bulldsen
Pemphigoids sind die beiden hemidesmosomalen Proteine BP180 (180kDa, auch
Kollagen Typ XVII oder BPAG2 genannt) [54, 71] und BP230 (230kDa, auch
Dystonin oder BPAG1 genannt) [117, 191]. Wahrend die genaue Rolle von BP230
fur die Pathophysiologie des bullésen Pemphigoids noch Uberwiegend unklar ist
[179], beschreiben mehrere Tiermodelle die Entzundungsmechanismen der

Autoreaktivitat gegen das transmembrands gelegene BP180, die zur typischen
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Klinik des bulldsen Pemphigoids flihren [179]. Die Autoantikérper (vornehmlich
lgG, haufig aber auch IgA und IgE [44, 60, 113]) richten sich dabei vor allem in
frihen Krankheitsstadien gegen die extrazellular gelegene sechzehnte nicht-
kollagene Domaine des BP180 (BP180-NC16A) [71]. Sowohl Fc-Rezeptor-
unabhangig uber direkte Internalisierung des BP180 in den Keratinozyten [99,
172] als auch Fc-Rezeptor-abhangig kommt es zur massiven Ausschuttung von
Interleukinen IL-6 und IL-8, die zur Aktivierung des Komplementsystems fuhren
[68, 130, 186]. Dieses triggert zusammen mit den Chemokinen die Migration und
Anreicherung von Mastzellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten und T-
Lymphozyten in der dermo-epidermalen Junktionszone [26]. Die Degranulation
von Proteasen wie Plasmin, a1-Proteinase und Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-
9) und reaktiven Sauerstoffspezies bestimmt schlussendlich die Spaltung der
Proteinkomplexe des hemidesmosomalen Plaque der Keratinozyten und der
Basalmembran [127, 131]. Ahnlich wie beim Pemphigus wird auch hier ein
Zusammenhang zwischen  Krankheitsaktivitat und  Konzentration der
Autoantikdrper beobachtet, der die Rolle dieser Antikorper in der Pathogenese des
bulldsen Pemphigoids untermauert [53, 94, 171].

Abb. 1.3: Klinisches Erscheinungsbild des bullésen Pemphigoids: A und B zeigen grofflache
Erosionen an Rumpf und Beinen zweier Patienten mit bullésem Pemphigoid. Zusatzlich sind neben
Erosionen bei B auch pralle Blasen zu sehen, deren Beschaffenheit bei C vergroRert dargestellt ist.
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Das klinische Erscheinungsbild ergibt sich aus der Lokalisation der Spaltbildung
subepidermal: Es zeigen sich gespannte, klare Blasen und Erytheme sowie ver-
krustete Erosionen vornehmlich an Rumpf und den Beugeseiten der Extremitaten
(siehe Abb. 1.3) [179]. Eine Schleimhautbeteiligung ist nur selten zu beobachten
[174]. Ebenfalls charakteristisch ist ein starker Juckreiz, der den erosiven
Hauterscheinungen oft schon Monate vorausgehen kann und auch haufig im
Krankheitsverlauf bestehen bleibt [174, 179]. Neben dem Juckreiz ist ein
gehauftes Auftreten von neurologischen Erkrankungen wie Schlaganfalle,
Epilepsie, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose bei Patienten mit bulldsem
Pemphigoid beobachtet worden [16, 42, 119, 120, 196]. Erklart werden kann dies
durch zusatzliches Auftreten der Zielantigene BP180 und BP230 in Nervenzellen,
welche bei Verlust durch Autoreaktivitat zu genannten Pathologien flihren [46,
116, 118, 181]. Vermutete Assoziationen des bullésen Pemphigoids zu anderen
bullésen Autoimmundermatosen oder verschiedenen Krebserkrankungen konnten
bisher nicht bestatigt werden [128, 199].

1.1.2.2 Schleimhautpemphigoid

Das Schleimhautpemphigoid ist seit 2002 definiert als eine bullése
Autoimmundermatose mit Autoantikdrpern gegen Strukturen der dermo-
epidermalen Junktionszone und Uberwiegend Schleimhautbefall [35]. Dabei finden
sich oft symmetrische, narbig abheilende Lasionen vor allem an der
Mundschleimhaut in ca. 85 Prozent der Falle und den Konjuktiven (65%), ein
Befall in weiteren Bereichen der Kopf- und Halsregion wie an der Nase, im
Pharynx oder Osophagus, aber auch der Anogenitalregion und Bereichen der
verhornenden Haut am Integument sind moglich [35, 179, 188, 200]. Ahnlich dem
bulldsen Pemphigoid erkranken Betroffene meist im hoheren Alter mit einem
mittleren Erkrankungsbeginn von 60 bis 65 Jahren [3, 179, 200]. Die uber die
letzten Jahre steigende Inzidenz zeigte sich in Deutschland und Frankreich mit 0,9
bis 2 Fallen pro eine Million Einwohner pro Jahr [22, 23, 218]. Der Uberwiegende
Anteil (ca. 75%) der Autoantikorper richtet sich beim Schleimhautpemphigoid
gegen BP180, wobei hier im Vergleich zum bulldsen Pemphigoid nur etwa die
Halfte der Antikorper die NC16A-Domane targetiert und sich die Autoreaktivitat vor

allem gegen den C-Terminus der extrazellularen Domane richtet [15, 150, 173,
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179]. Weitere Zielantigene des Schleimhautpemphigoids sind BP230, a6p34-
Integrin, Kollagen Typ VII und Laminin 332, welches als Heterotrimer aus den
Ketten a3, B3 und y2 besteht [12, 21, 58, 59, 75, 158]. Der Nachweis von
Autoantikérpern gegen Laminin 332 bei Schleimhautpemphigoid ist mit einem
vermehrten Auftreten von malignen Tumoren der Haut, Adnexen und Augen
assoziiert und hat daher einen besonderen diagnostischen Stellenwert [61, 74,
124, 137]. Die Diagnostik erfolgte hier bisher vor allem uber spezifische ELISA-
Testsysteme und Immunoblots [19, 122]. Neue Studien von Goletz und Kollegen
konnten zudem die Moglichkeit einer |IF-Diagnostik mittels Laminin 332

exprimierenden HEK293 Zellen zeigen [74].

1.1.2.3 Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid

Von 1996 bis 2015 wurde uber etwa 70 Falle von Anti-Laminin y1/p200
Pemphigoid berichtet, einer seltenen bulldsen Autoimmundermatose, dessen
Zielantigene sich ebenfalls in der dermo-epidermalen Junktionszone befinden [73,
138, 179]. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei diesen Fallen bei 72 Jahren [73].
Durch das dem bullésen Pemphigoid ahnliche klinische Erscheinungsbild (pralle
Blasen und Erosionen, oft von starkem Juckreiz gepragt, teils mit
Schleimhautbeteiligung [56, 73, 98, 141]) und das Fehlen von rekombinanten
Zielantigenen in der Diagnostik wurde die Erkrankung jedoch haufig als bulldses
Pemphigoid oder entzindliche Variante einer Epidermolysis bullosa acquisita
fehldiagnostiziert [73, 138, 179]. Zielantigen ist ein 200kD Protein der oberen
Dermis, das im Immunoblot mit Extrakt aus humaner Dermis nachgewiesen
werden kann [215]. In 90 Prozent der Falle von Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid
konnte Autoreaktivitdt gegen den C-Terminus von Laminin y1 gezeigt werden,
welches als rekombinantes Zielantigen in der spezifischen Diagnostik mittels
ELISA Verwendung findet [50, 56, 78, 215]. Verschiedene Kryoschnitt- und
Mausmodelle zeigten fur die Pathophysiologie von Anti-Laminin y1/p200
Pemphigoid jedoch eine untergeordnete Rolle von Antikorpern gegen Laminin y1
[73, 110, 202]. So zeigte sich sowohl in als auch ex vivo in Versuchen mit Injektion
von reinen Anti-Laminin y1-Antikorpern keine Blasenbildung, wahrend in
Kryoschnitten durch injizierte Seren von Patienten mit Anti-Laminin y1/p200

Pemphigoid sowohl mit als auch ohne Depletion von Anti-Laminin y1-Antikorpern
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eine Blasenbildung induziert werden konnte [73, 110, 202]. Ganz uberwiegend
gehoren die Antikorper gegen das in der Lamina rara externa gelegene p200
Protein der IgG4 Subklasse an [39, 215]. Zudem finden sich in ca. einem Viertel
der Falle zusatzlich Antikorper gegen weitere Zielantigene wie BP180, BP230,
Kollagen Typ VIl und Laminin 332 [73, 143, 208, 209]. Eine Assoziation von Anti-
Laminin y1/p200 Pemphigoid mit Psoriasis wurde vor allem bei japanischen
Patienten beschrieben [39, 50, 103].

1.1.2.4 Epidermolysis bullosa acquisita

Die Epidermolysis bullosa acquisita gehort mit einer Inzidenz zwischen 0,2 und 0,5
neuen Patienten pro eine Million Einwohner pro Jahr zu den seltenen
subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen [22, 23, 206]. Antikdrper
sind hier gegen die N-terminale NC1-Domaine des Ankerproteins Kollagen Typ VII
gerichtet, welches in der Lamina densa und Sublamina der Basalmembran zu
finden ist [41, 207]. Zur Spaltbildung fuhrt vornehmlich die Fc-Rezeptor-abhangige
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, nachdem die Bindung von Auto-
antikdrpern und Glykolysierung des Kollagen Typ VIl stattgefunden hat [183]. Das
klinische Erscheinungsbild der Epidermolysis bullosa acquisita ist heterogen [41,
159]. Die klassische Form zeigt ahnlich dem bullésen Pemphigoid prall gespannte
Blasen, die sich bei der mechanobullésen Form der Epidermolysis bullosa
acquisita Uberwiegend an mechanisch beanspruchten Stellen der Extremita-
tenstreckseiten befinden [155, 179]. Die Erosionen verheilen narbig mit Hyper-
oder Hypopigmentierung und Milien [179]. Es wurden zudem der Verlust von
Nageln bei Beteiligung der Finger sowie narbige Stenosen im Bereich des
Osophagus beschrieben [159]. Die entziindliche Form kann dem bulldsen
Pemphigoid oder Schleimhautpemphigoid ahneln und verlauft in etwa 50 Prozent

mit Schleimhautbeteiligung [33].

1.1.2.5 Dermatitis herpetiformis

Wie eingangs erwahnt erhalt die Dermatitis herpetiformis (auch nach dem
Erstbeschreiber 1884 Morbus Duhring genannt [213]) in der Gruppe der bullésen
Autoimmundermatosen eine Sonderstellung, da das Zielantigen kein

Strukturprotein der dermo-epidermalen Junktionszone ist und die typische
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Spaltbildung tiefer gelegen in der papillaren Dermis stattfindet [179]. Vielmehr
stellt die Dermatitis herpetiformis eine kutane Form der Zodliakie dar, bei der IgA-
Antikorper gegen  desamidierte  Gliadinfragmente  aus  Gluten  und
Gewebstransglutaminase [55, 76] (TG2, erstmals beschrieben als
Endomysiumantikdrper in der glatten Muskulatur [115]) durch Zerstorung der
Darmmukosa zu Malassimilation und Fettstuhlen fuhrt [213]. Anders herum sind
aber bei nicht jedem Patienten mit Zoliakie Hautveranderungen im Sinne einer
Dermatitis herpetiformis zu beobachten [192]. Der Zusammenhang zwischen
Zoliakie und Dermatitis herpetiformis wird durch die bei beiden Erkrankungen
nachgewiesenen genetischen Merkmale HLA DQ2 und HLA DQ8 untermauert
[29]. Neben der Gewebstransglutaminase wurde 2002 von Sardy und Kollegen die
epidermale Transglutaminase (TG3) als entscheidendes Zielantigen bei Dermatitis
herpetiformis  beschrieben, wobei die zur Blasenbildung fuhrende
Pathophysiologie bisher weitgehend ungeklart ist [166]. Das Erkrankungsalter liegt
meist zwischen der zweiten und vierten Lebensdekade, hohe Pravalenzen wurden
vor allem in Skandinavien, Irland und Schottland beschrieben [45] (in Schottland
und Schweden 110 und 229 pro eine Million [69, 142]). Die Klinik dominiert durch
starken Juckreiz und symmetrisch verteilte papulovesikulare, erythematodse
Plaques an Extremitatenstreckseiten, Schultern, behaarter Kopfhaut, Sakralregion
und Gesall ohne Schleimhautbeteiligung [213]. Die gastrointestinalen
Beschwerden der Zdliakie sind bei Patienten mit Dermatitis herpetiformis oft nur

schwach ausgepragt [91, 213].

1.2 Diagnostik bulldser Autoimmundermatosen
1.2.1 Etablierter Diagnostikalgorithmus

In Deutschland hat sich als Standard zur Diagnostik bulldser Autoimmunderma-
tosen ein Mehrschrittverfahren etabliert [169]. Uber histopathologische
Veranderungen und Fluoreszenzreaktionen des Patientengewebes und die
indirekte Immunfluoreszenz kann mit gezieltem Verdacht auf bestimmte Antikorper
mittels ELISA und Western Blot getestet und so die Diagnose gestellt werden
[169, 177, 178].

11
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1.2.1.1 Diagnostik Uber Gewebereaktion

Bei der histopathologischen Untersuchung wird eine lasionale Gewebebiopsie
wenn moglich einer kleinen vollstandigen Blase oder partiell einer Blase mit
Ubergang in gesundes Gewebe entnommen und unter z.B. Hamatoxilin/Eosin-
Farbung mikroskopisch untersucht [169]. Beurteilbar sind die Lokalisation der
Spaltbildung im Stratum granulare der Epidermis (Pemphigus foliaceus),
suprabasal (Pemphigus vulgaris) oder subepidermal (Pemphigoiderkrankungen
und Dermatitis herpetiformis) und die Zusammensetzung des
Entzindungsinfiltrats, die jedoch nicht die Differenzierung der unterschiedlichen
Pemphigoiderkrankungen und Dermatitis herpetiformis erlaubt (siehe Abb. 1.4)
[139, 185].

Der Goldstandard in der Diagnostik der bulldsen Autoimmundermatosen ist die
direkte Immunfluoreszenz (DIF) [177]. Hier sollte perilasionales Gewebe biopsiert
werden, da Antikdorper im Bereich der Blasen oft bereits durch den
Entzindungsprozess abgebaut wurden oder unspezifisch binden [177]. Die
gewebegebundenen Autoantikorper werden durch mit Fluorescein markierte Anti-
human-IgA/IgG- und Anti-C3-Antikorper fluoreszenzmikroskopisch dargestellt
[162]. Dabei konnen Pemphiguserkrankungen durch eine charakteristische
epitheliale, interzellulare Ablagerung von subepidermal blasenbildenden
Autoimmundermatosen unterschieden werden, deren lineares Signal im Bereich
der Basalmembran typisch fur die Antikbrperablagerung an der dermo-
epidermalen Junktionszone ist (siehe Abb. 1.4) [185, 204]. Auch die Darstellung
von papillar gelegenen IgA-Antikorpern, die fur die Dermatitis herpetiformis
charakteristisch sind, ist moglich [204].

Zur weiteren Differenzierung vor allem der subepidermal blasenbildenden
Autoimmundermatosen wird das serologische Testverfahren der indirekten
Immunfluoreszenz (lIF) eingesetzt [177, 185]. Durch Inkubation von mit 1M NaCl-
Losung in der dermo-epidermalen Junktionszone gespaltenen humanen Haut mit
Patientenserum binden die Autoantikorper spezifisch an Blasendach oder —boden
und koénnen anschliefend durch Fluorescein-markierte Sekundarantikorper
sichtbar gemacht werden (siehe Abb. 1.4) [106]. Bindung am Blasendach ist
charakterisch  fur Antikorper gegen BP180 und BP230, Bindung an

Blasenbodenstrukturen unter anderem fur Antikorper gegen Kollagen Typ VI,
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Laminin 332 oder Laminin y1/p200 Protein [175, 179]. Dies ermoglicht weitere
Ruckschlusse auf die genaue Erkrankung. Fur die Diagnostik von Pemphigus-
Erkrankungen wird Affendsophagus verwendet [177]. Ahnlich der DIF ist auch hier
eine netzformige, interzellulare Fluoreszenz im Epithel wegweisend [185, 205].
Durch einen hohen Plakin-Anteil im Urothel wird die Ratten- oder Affenblase zur
Diagnostik bei Verdacht auf paraneoplastischen Pemphigus genutzt [176]. Die
Dermatitis herpetiformis kann bei der IIF durch IgA-Reaktionen am Endomysium

der zirkularen Muskulatur des Affendsophagus festgestellt werden [175].
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Abb. 1.4: Histopathologie (A, B), DIF (C, D) und IIF (E, F) bei Pemphigoiderkrankungen und
Pemphigus: A zeigt die charakteristische Ansammlung von eosinophilen Granulozyten in der
subepidermalen Blase bei bullésem Pemphigoid, B die subrabasale Spaltbildung bei Pemphigus
vulgaris. Die lineare Fluoreszenz der DIF im Bereich der dermo-epidermalen Junktionszone weist
auf eine Pemphigoiderkrankung hin (C), wahrend das interzelluldare Muster fir
Pemphiguserkrankungen typisch ist (D). IIF: Fluoreszenz am Blasendach (E) zeigt sich primar bei
Autoantikérpern gegen BP180 und BP230. Antikérper gegen Laminin 332, Laminin y1/p200 Protein
oder Kollagen Typ VII binden am Blasenboden (F). A entnommen aus Schmidt und Zillikens 2013
[179], B entnommen aus Bieber et al. 2010 [26], E und F freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Tarek Fuhrmann.
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1.2.1.2 Zielantigennachweis mittels ELISA und Immunoblot

FUr einige der bullésen Autoimmundermatosen existieren kommerzielle
antigenspezifische Enzyme-linked Immunosorbant Assays (ELISA) (siehe Tabelle
1.1) [177], z.B. fur die sensitive und spezifische Diagnostik von Anti-Dsg3- und
Anti-Dsg1-Antikorpern bei Pemphigus vulgaris und foliaceus sowie flr
paraneoplastischen Pemphigus spezifische Anti-Envoplakin-Antikorper [7, 96, 153,
168]. Dabei werden Antigen-Antikdrper-Bindungen durch enzymatisch getriggerte
Farbreaktionen dargestellt, die durch wellenlangenspezifische Extinktions-
messungen quantifiziert werden konnen [63, 203]. Antikdrper gegen Envoplakin
und Periplakin kdnnen zudem im Immunoblot mit Antigenextrakten aus kultivierten
humanen Keratinozyten detektiert werden [145, 153, 212].

Auch fur das bullése Pemphigoid steht eine ELISA-basierte Diagnostik sowonhl
spezifisch fur die 16. nicht-kollagene Domaine des BP180 (BP180-NC16A) als
auch BP230 zur Verfugung, wobei die IgG-Antikorper gegen BP180 mit einem
Auftreten von 80 bis 90% (bei BP230 60-70%) dominant sind [28, 114, 170, 184,
210, 216]. Der Anti-BP230-Antikorper-Titer zeigt im Gegensatz zu den
Serumantikorpern gegen BP180 keine Korrelation mit der Krankheitsaktivitat, was
die untergeordnete Rolle der Antikorper gegen BP230 in der Pathophysiologie des
bulldsen Pemphigoids untermauert [114]. Sowohl bei Pemphigus vulgaris und
foliaceus als auch beim bulldsen Pemphigoid findet sich neben zusatzlichen IgA-
und IgE-Antikdrpern eine Pradominanz der 1gG4-Subklasse [25, 60, 67, 113, 189].
Weitere subepidermal blasendbildende Autoimmundermatosen wie das
Schleimhautpemphigoid oder Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid kénnen Uber
Antikorperdetektion gegen BP180 und Laminin 332 bzw. Laminin y1/p200 Protein
im Immunoblot und bei Laminin y1/p200 Protein auch im ELISA nachgewiesen
werden [73, 177]. Anti-Kollagen Typ VII-Antikorper bei der Epidermolysis bullosa
acquisita werden sowohl im Immunoblot als auch in kommerziellen ELISA
dargestellt [40, 111, 176]. Auch fur den Nachweis von IgA-Antikdrpern gegen
epidermale und Gewebstransglutaminase in der Diagnostik der Dermatitis
herpetiformis existieren sensitive, kommerzielle ELISA-Testsysteme [161].
Verlaufskontrollen der Krankheitsaktivitat mittels ELISA unter Therapie und zur
Therapieeinstellung bieten sich bei Patienten mit Pemphigus vulgaris, Pemphigus

foliaceus und bulldsem Pemphigoid an, da die Antikdrperspiegel im Serum gegen
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die entsprechenden Zielantigene Dsg3, Dsg1 und BP180-NC16A mit der
Krankheitsaktivitat der Patienten korrelieren [83, 168, 171].

1.2.2 Diagnostik mittels BIOCHIP ™-Technologie

Neben dem beschriebenen Mehrschrittverfahren besteht seit kurzem die
Maoglichkeit, bulldse Autoimmundermatosen uber kommerzielle BIOCHIP™-
Mosaike (EUROIMMUN AG, Lubeck) zu diagnostizieren [154, 193]. Die Diagnostik
geschieht mittels indirekter Immunfluoreszenz mit dem Unterschied, dass sowohl
die klassischen Gewebereaktionen als auch spezielle Zielantigene zu einem
Zeitpunkt als Einschrittmethode durch Fluoreszenzmikroskopie dargestellt und
ausgewertet werden konnen [154, 194]. 2012 zeigten van Beek und Kollegen die
hohe Sensitivitat und Spezifitat dieser Diagnostik von Pemphigus vulgaris,
Pemphigus foliaceus und bulldsem Pemphigoid mit einem aus sechs Chips
bestehenden Mosaik (siehe Abb. 1.5) [17].

,,:‘/ .

monkey-esophagus Salt-split skin imonkeyesophagus salt -split skin

BP180 NC16A . BP180 NC16A

BP230 gC BP230gC

Abb. 1.5: Mosaik der EUROIMMUN AG mit sechs BIOHCHIPs™. Abbildung A zeigt ein Mosaik
inkubiert mit Serum eines Patienten mit bullésem Pemphigoid. Positive Gewebereaktionen finden
sich linear im Bereich der Basalmembran des Affendsophagus sowie am Blasendach der mit 1M
NaCl-Lésung gespaltenen Haut. Als Zielantigen reagiert sowohl das rekombinant hergestellte
BP180NC16A-4X als auch BP230gC exprimierende HEK293 Zellen. Bei B dargestellt: ein mit
Serum eines Patienten mit Pemphigus vulgaris inkubiertes BIOCHIP™-Mosaik. Auf
Affenésophagus und Spalthaut zeigt sich interzellulare epidermale Fluoreszenz. Zusatzlich
reagieren die Dsg3 exprimierenden HEK293 Zellen. Abbildungen entnommen aus van Beek et al.
2012 [17].
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Die Gewebeschnitte bestehen ahnlich wie bei der herkdmmlichen IIF aus
Affendésophagus und mit 1M NaCl-Losung gespaltener Haut [17, 177]. Die
Zielantigene waren zum einen rekombinant hergestelltes tetrameres BP180-
NC16A-4X (bulldses Pemphigoid), zum anderen BP230-gC (C-terminale globulare
Domane des BP230, bulldses Pemphigoid), Dsg1 und Dsg3 (Pemphigus)
exprimierende humane HEK293 Zellen [17]. In einer Kohorte von 454
randomisierten Seren von Patienten mit bulldsen Autoimmundermatosen, anderen
blasenbildenden Hauterkrankungen und gesunden Blutspendern wurden im
Vergleich das Mosaik-System und das Routinemehrschrittverfahren angewandt
und Cohens Kappa Werte zwischen 0,88 und 0,97 erreicht [17]. Auch in weiteren
kleineren Studien wurde das Potential zum Screening auf Autoantikérper bei
bullésen Autoimmundermatosen ahnlich den ELISA-Testsystemen bei Pemphigus
vulgaris und bulldsem Pemphigoid beschrieben [51, 164, 197, 211]. Der Nutzen
des Mosaiks zum Darstellen von Autoantikdrperspiegeln zur Beurteilung der
Krankheitsaktivitat der Patienten war allerdings der Verwendung entsprechender

ELISA-Systeme unterlegen [17].

1.2.2.1 Unspezifische desmosomale Fluoreszenzreaktionen bei
indirekter Immunfluoreszenz

Neben Autoantikdrpern gegen desmosomale Strukturproteine wie Dsg1 und Dsg3
bei Pemphiguserkrankungen wurde mehrfach gezeigt, dass auch Antikorper
gegen die Blutgruppenantigene A und B sehr ahnliche charakteristische
epidermale interzellulare Fluoreszenzmuster hervorrufen konnen [72, 123, 126].
Dies scheint durch Strukturahnlichkeit der desmosomalen Epitope mit denen der
Blutgruppenantigene und dadurch bedingte unspezifische Bindungen auf den
Gewebeschnitten hervorgerufen zu werden [123]. Diese unspezifischen
desmosomalen Gewebereaktionen bei der IIF-Diagnostik von Antikorpern gegen
Haut und Schleimhaute fuhren vermehrt zu falsch positiven Ergebnissen und

verringern so die Spezifitat des Testsystems [72, 123].

16



1 Einleitung

1.3 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Durch eine systematische Untersuchung der bisher weltweit grof3ten Kohorte von
Seren von Patienten mit bulldsen Autoimmundermatosen mit der BIOCHIP ™-
Technologie, die parallel auch durch das Routinemehrschrittverfahren
charakterisiert wird (Daten zum Routinemehrschrittverfahren wurden in der Arbeit
von Tarek Fuhrmann erhoben), sollen folgende Fragestellungen naher betrachtet

und als Ziele dieser Arbeit definiert werden:

1. Vergleich der Leistungsfahigkeit eines groReren BIOCHIP™-Mosaiks (12
Chips) zur Diagnostik von auch selteneren Autoimmundermatosen wie der
Epidermolysis bullosa acquisita oder Dermatitis herpetiformis in der
Einschrittmethode mit der des oben beschriebenen Routine-
mehrschrittverfahrens. Die Etablierung des BIOCHIP™-Mosaiks konnte
eine  schnellere und simple Diagnostikmethode fur  bullose
Autoimmunerkrankungen darstellen.

2. Analyse des Auftretens und der Assoziation von AutoantikOrpern gegen
Desmocolline mit verschiedenen bulldsen Autoimmundermatosen durch
Screening aller Seren mit einem neuen Desmocollin-Mosaik.

3. Prufung des moglichen Vorteils eines Absorptionspuffers zur Eliminierung
von unspezifischen desmosomalen Fluoreszenzreaktionen in der IIF durch
zusatzliche Inkubation einer ausgewahlten Kohorte mit genannten
unspezifischen Reaktionen mit dem Absorptionspuffer.

4. Analyse und systematischer Vergleich der Ablesequalitat bei Inkubationen
mit herkdmmlichen 1gG-Konjugaten und bei IIF-Schnitten, die mit speziell
gegen IgG4 gerichteten Sekundarantikorpern im Konjugat inkubiert wurden.
Hohere Signalstarken konnten zur Vereinfachung der Auswertung von

Fluoreszenzmikroskopien und eindeutigeren Ergebnissen fuhren.
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2 Material und Methoden

Sofern nicht anders im Text vermerkt, wurden alle hier beschriebenen Arbeiten mit
den Seren ab ihrem Eintreffen im Lubecker Institut flur Experimentelle

Dermatologie von mir personlich durchgefuhrt.

2.1 Patientenseren

749 Patientenseren wurden in einem Zeitraum von dreieinhalb Jahren von Juni
2012 bis Dezember 2015 an 12 internationalen Zentren sowie der Klinik fur
Dermatologie, Allergologie und Venerologie des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Lubeck, gesammelt (siehe Tab. 2.1). Die Rekrutierung der
Seren geschah im Rahmen der Multicentre prospective study on serum antibodies
against target antigens of bullous autoimmune diseases and genetic susceptibility,
deren Ziel die Validierung der BIOCHIP ™-Mosaike sowie die Erstellung einer DNA
Kohorte gut charakterisierter Patienten mit bulldsen Autoimmundermatosen war.
Entscheidendes Kriterium fur den Einschluss von Patientenmaterial in die Studie
war ein positives Ergebnis in der DIF, kompatibel mit einer bulldsen
Autoimmundermatose. Von den Zentren angegebene Diagnosen zu den Seren
waren: Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus, bulléses Pemphigoid,
Schleimhautpemphigoid, Dermatitis herpetiformis, Epidermolysis bullosa acquisita,
paraneoplastischer Pemphigus, lineare IgA-Dermatose, Pemphigoid gestationis,
Lichen planus pemphigoides, Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, Pemphigus
erythematosus, Pemphigus vegetans und vernarbendes Pemphigoid Typ
Brunsting-Perry. Seren mit Angaben entsprechender Klinik einer blasenbildenden
Autoimmundermatose, jedoch einem negativen Ergebnis in der DIF wurden
ausgeschlossen.

Die Nutzung der Seren fur die Studie unterlag der Aufsicht der fur das jeweilige
Zentrum zustandigen Ethikkommission (siehe Votum der Ethikkommission,
Anhang Abschnitt 7.5) sowie der schriftlichen Einwilligung des Patienten und folgt

den Leitlinien fiir Good Clinical Practice und der Deklaration von Helsinki.
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Die in den Zentren entnommene Blutprobe wurde vor Ort zentrifugiert, das Serum
abpipettiert und in zwei 250ul umfassende Portionen alliquotiert und anschlie3end
bis zum Transport bei -80°C gelagert. Der Transport nach Lubeck erfolgte auf
Trockeneis. Neben den Seren wurden die ausgefullten Case Report Forms von
den Zentren mitgeschickt, die durch eine eindeutige Identifikationsnummer dem
jeweiligen Serum zugeordnet wurden. Neben den Angaben zu Alter und
Geschlecht waren weitere Angaben wie das Datum der Blutentnahme, die
Ergebnisse der DIF, die Klinik des Patienten sowie die genaue Diagnose enthalten
(siehe Anhang Abb. 7.1 und 7.2). Eine Exceltabelle dieser Daten war im Institut fur
Experimentelle Dermatologie (LIED) der Universitat zu Lubeck bereits erstellt

worden.

Tab. 2.1 Beteiligte Zentren und Verteilung der Patientenproben

n = Anzahl

Land (Stadt) Kontaktperson Patientenseren
Bulgarien (Sofia) Kossara Drenovska 138
Australien (Sydney) Dedee Murrell 15

Israel (Tel Aviv-Jaffa) Eli Sprecher 75

Polen (Posen) Marian Dmochowski 78

Polen (Warschau) Cezary Kowalewski 75

Turkei (Antalya) Soner Uzun 32
Schweiz (Bern) Luca Borradori 36
Serbien (Belgrad) Medenica Ljiljana 83

Italien (Rom) Giovanni Di Zenzo 41
Griechenland (Thessaloniki) Katerina Patsatsi 70
Tschechien (Briinn) Hana Jedlickova 18

China (Peking) Wenhan Li 35
Deutschland (Liibeck) Susanne Lemcke 53
Insgesamt: 749
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Die spatere Diagnostik der Seren anhand der BIOCHIP ™-Technologie erfolgte
verblindet, lediglich mit den Angaben des Geschlechts, Patientenalters, dem
Datum der Blutentnahme und der DIF zu der jeweiligen Identifikationsnummer.
Der Vergleich der aus der Analyse mit der BIOCHIP ™-Technologie resultierenden
Ergebnisse mit denen der DIF und der Routinemehrschrittverfahren aus der Arbeit
von Tarek Fuhrmann erfolgte erst nach Abschluss der Diagnostik aller
Patientenseren sowie der von 50 Blutspendern.

Das Alter der Patienten lag zwischen sieben und 95 Jahren (63,1 £ 18,32). 56,8
Prozent waren weiblich, 43,2 mannlich.

Bis zum weiteren Gebrauch im Oktober 2015 wurden die Seren bei -80°C
gelagert.

Zu Beginn der Arbeit wurde in der EUROIMMUN AG Dassow eines der 250yl
Alliquots jedes Serums in Portionen von 35ul in EuroCups alliquotiert, um in der
weiteren Verwendung gezielt kleinere Portionen auftauen und verbrauchen zu
konnen. Eine Halfte dieser 35ul Alliquots erhielt Tarek Fuhrmann fur die Analyse
der Seren mit den Routinediagnostikmethoden im LIED. Die restlichen EuroCups
wurden bis zur Testung mit der BIOCHP ™-Technologie bei -80°C in der
EUROIMMUN AG Grol3 Gronau gelagert.

2.2 Blutspenderseren

Als negative Kontrolle wurden 50 Seren von Blutspendern mit den BIOCHIP ™-
Mosaiken getestet. Die Seren stammten aus dem Institut fur Transfusionsmedizin
der Universitat zu Lubeck (siehe Votum der Ethikkommission Anhang Abschnitt
7.5) und wurden nach der Blutenthahme randomisiert und eindeutigen
Identifikationsnummern zugeordnet, die neben dem Entnahmedatum Angaben zu
Geschlecht und Alter enthielten. Alle Seren waren den Spendern im Februar 2015
entnommen worden, um Doppeltspenden zu vermeiden. Der Mindestabstand
zwischen zwei Blutspenden betragt acht Wochen. 36 Prozent der Blutspender
waren weiblich, 64 Prozent mannlich. Das Alter lag zwischen 19 und 59 Jahren
(29,44 +9,34).
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2.3 Analyse mittels der BIOCHIP ™-Technologie
2.3.1 Herstellung der BIOCHIP ™-Mosaike

Die Herstellung der mit BIOCHIPs™ bestuckten Mosaike auf Objekttragern wurde
nach dem Verfahren zur Herstellung Festphasen-gebundener Bioreagenzien der
Firma EUROIMMUN AG durchgefuhrt: Dabei werden die Antigene (wie Gewebe,
Antigen-exprimierende Zellen und aufgereinigte, rekombinante Proteine, welche
als EUROPLUS® bezeichnet werden) nicht direkt auf den Objekttrager
aufgebracht, sondern auf ein Tragermaterial, z.B. ein Deckglas. Dieses wird mit
chemischen Gruppen versehen, die spontan mit dem jeweiligen Antigen kovalente
Bindungen eingehen, was stabile und haltbare Antigenstrukturen wahrend der
Inkubation und Waschschritte gewahrleistet. Uber ein virtuelles Raster werden
Ausschnitte aus den Gewebe-, Zell- oder Proteinblocken ausgewahlt, voll
automatisch ausgeschnitten, entnommen und auf den Objekttrager in das
entsprechende Mosaik positioniert.

In dieser Studie wurden zwei Mosaike verwendet. Folgende Gewebe befanden
sich auf dem ersten und grofleren Mosaik mit 12 BIOCHIPs™ (siehe Abb. 2.1):
Osophagus (Affe), Spalthaut (Primat), Harnblase (Affe), Leber (Affe) mit Serosa
und Leber (Affe) mit Gallengangen. Neben den Geweben bestanden funf
BIOCHIPs™ aus Zellen der humanen Zelllinie HEK293, die als Zielantigene Dsg1,
Dsg3, BP230-gC, Kollagen Typ VII NC1 und einen Leervektor als Negativkontrolle
(EU90) exprimierten. Als EUROPLUS® befanden sich zudem rekombinantes
BP180-NC16A-4X und Gliadin-GAF3x auf dem Mosaik.

Der Osophagus diente zur Beurteilung von Autoantikdrpern sowohl gegen
desmosomale Strukturen als auch die der Basalmembran, wahrend die Spalthaut
die Differenzierung zwischen Zielantigenen im Blasendach (BP180, BP230) und
Blasenboden (Laminin 332, Laminin y1/p200 Protein, Kollagen Typ VII) [192]
ermoglichte. Zur Diagnose des paraneoplastischen Pemphigus waren die
Harnblase, deren Urothel vermehrt Desmoplakin enthalt [90], sowie die Leber mit
Serosa geeignet. Firmeninterne Untersuchungen zeigten, dass die Serosa bei
Positivitdt auf Envoplakin im paraneoplastischen Pemphigus starke Fluoreszenz
aufweist. Zudem konnte hier die Beurteilung der Gallengange in der Leber
herangezogen werden, die ebenfalls wie das Urothel bei Autoantikbrpern gegen

Desmoplakin fluoreszieren [149]. Das Endomysium der Leber reagiert durch das
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Zielantigen Gewebstransglutaminase bei Dermatitis herpetiformis im IgA mit
einem charakteristischen Fluoreszenzmuster [55]. Diese Fluoreszenz des
Endomysiums ist ebenfalls in der Schicht der Muscularis des Osophagus
nachweisbar. Als Zielantigen der Dermatitis herpetiformis diente das zusatzliche
EUROPLUS®  Gliadin-GAF3x (teilweise  desamidiertes  Gliadin-Derivat).
Fluoreszenzreaktionen bei Dsg1 und Dsg3 ermdglichten die Diagnose von
Pemphigus vulgaris und foliaceus, Fluoreszenzen bei BP230-gC und BP180-
NC16A-4X die des bulldsen Pemphigoids und Reaktionen bei Kollagen Typ VIi
NC1 die der Epidermolysis bullosa acquisita.

Das zweite und kleinere Mosaik enthielt acht BIOCHIPs™, alle bestehend aus
transfizierten HEK293 Zellen (siehe Abb. 2.1). Sechs exprimierten Desmocollin 1,
2 und 3, jeweils einmal in Aceton und einmal in Formalin fixiert, um die Sensitivitat
des Mosaiks zu erhdhen. Die Fixierung mit Aceton steigert die Permeabilitat der
Zellen, was durch die Inkubation mit Fluorescein-markierten anti-humanen
Antikdrpern das Sichtbarmachen von auch sich im Zellinneren befindenden
Zielantigenen ermdglicht, aber auch eine hohere Hintergrundfarbung zur Folge
hat. Formalin fixiert die Zellen lediglich. Dadurch kann der Antikdrper nur
Strukturen an der Zelloberflache binden und als Fluoreszenzmuster in der
Mikrospkopie darstellen. Zwei BIOCHIPs™ dienten auch hier jeweils fur eine der
Fixierungen als Kontrollchip (EU90).

Die standardgemale Lagerung der Objekttrager erfolgt bei +4°C, da sich durch
eine Lagerung bei Minusgraden durch die fur die Inkubation sinnvolle hydrophobe
Beschichtung einzelne BIOCHIPs™ von den Mosaiken l6sen konnen. Diese
Lagerung fuhrt allerdings zu einer verklUrzten Haltbarkeit der Gewebe auf dem
Mosaik. Um die Gewebeschnitte auf dem gro3en Mosaik dennoch fur die gesamte
Dauer der Studie haltbar machen zu konnen, wurde hier auf die hydrophobe
Beschichtung verzichtet und die groRen Mosaike bei -20°C eingefroren. Die
hydrophoben Objekttrager mit Desmocollin Mosaiken wurden nach Protokoll bei
+4°C gelagert.
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— ~ S ~ — - vz:_—, T ¢ — — S— Y
Osophagus Affe BP230gC Kollagen Typ VII Desmocollin 1 Desmocol!in 1 EU 90
(Aceton) (Formalin) (Aceton)
BP180-
Spalthaut Primat NC-16A-4X EU 90 . Desmocollin 2 Desmocollin 2 EU 90
(EUROPLUS®) (Kontrollchip) (Aceton) (Formalin) (Formalin)
Harnblase Ratte Desmoglein 3 Leber Affe Desmocollin 3 || Desmocollin 3
(Aceton) (Formalin)
Leber Affe mit
Serosa (fir Desmoslein 1 Gliadin-GAF3x
Envoplakin 8 (EUROPLUS®)
Testung)

Abb. 2.1: Aufbau beider BIOCHIP ™-Mosaike

2.3.2 Konjugat und Absorptionspuffer

Das Konjugat bestehend aus Fluorescein-markierten anti-humanen Antikorpern
(IgA, 19G(14), 1gG mit zusatzlich angereichertem IgGs und reines 1gGs) wurde
standardgemal® nach der Herstellung bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.
Wahrend der Nutzung im Studienablauf wurden die Konjugate in kleinen Portionen
aufgetaut und bei +4°C gelagert.

Der Absorptionspuffer zur Eliminierung unspezifischer desmosomaler Reaktionen
wurde zur Anwendung der indirekten Immunfluoreszenztests der EUROIMMUN
AG zur Erkennung von Autoantikdrpern gegen Strukturproteine der Haut
beziehungsweise Schleimhaut von genanntem Hersteller entwickelt. Bis zur ersten
Verwendung wurde der Puffer bei -20°C eingefroren und bis zum vollstandigen
Verbrauch nach Protokoll bei +4°C gelagert.

Vor Gebrauch wurden sowohl Konjugate als auch Absorptionspuffer gut
durchmischt, um unterschiedlich starke Gewebereaktionen durch abgesetzte anti-

humane Antikorper beziehungsweise Pufferbestandteile zu verhindern.
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2.3.3 Inkubationsschritte und -schema

Die 749 Patientenseren sowie die der 50 Blutspender wurden mit der
TITERPLANE-Technik von EUROIMMUN nach dem Protokoll des Herstellers
inkubiert (siehe Abb. 7.3). Dabei ermdglichte die Lagerung der Objekttrager auf
dem mit dem Serum betropften Reagenztrager die gleichmaRig flachige und vor
Verdunstung geschutzte Inkubation der BIOCHIP ™-Mosaike. Sowohl Seren als
auch Konjugat wurden schonend bei +4°C aufgetaut und betrugen zum Zeitpunkt
der Inkubation Raumtemperatur, ebenso wie die Objekttrager, die erst bei
Raumtemperatur ausgepackt und mit Datum und Laufnummer beschriftet wurden,
um Kondenswasser auf den Mosaiken zu vermeiden. Jedes Serum wurde in PBS-
Tween 1:10 (55ul Serum in 500ul PBS-Tween) und 1:100 verdinnt und vor der
Inkubation gut durchmischt. Die Mosaike inkubierten mit den verdinnten Seren fur
30 Minuten (70pl pro groflem Mosaik, 30ul pro Desmocollin Mosaik). Nach
Abspulen der Seren mit einem Schwall PBS-Tween und funfminutigem Waschen
in einer mit PBS-Tween gefullten Kivette erfolgte eine weitere Inkubation der
Mosaike fur 30 Minuten auf den Reagenztragern mit dem FITC-markierten anti-
humanen Antikorper (65ul pro grollem Mosaik, 25yl pro Desmocollin Mosaik)
unter Ausschluss direkter Sonneneinstrahlung, um mogliche Reaktionen mit den
Zielstrukturen der Gewebe als Fluoreszenzmuster sichtbar zu machen. Nach
einem weiteren funfminatigen Waschschritt wurden die Objekttrager mithilfe der
Styropor-Eindeckhilfe mit Glycerol eingedeckt und mittels Fluoreszenzmikroskopie
ausgewertet (AXIO Imager.A1, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland).

Zum Inkubationsschema (siehe Abb. 2.2): In einem ersten Teil zur Analyse der
Kohorte mittels der BIOCHIP ™-Technologie und der Herausstellung des Vorteils
des 1gG4 in der indirekten Immunfluoreszenz wurden beide Verdinnungen jedes
Serums sowohl mit dem grof3en Mosaik als auch mit dem kleinen Desmocollin-
Mosaik viermal mit verschiedenen Konjugaten inkubiert, IgA, 19G, des weiteren mit
IgG zusatzlich angereichert mit 1gGs (IgG/lgGs) und schlieBlich in einer
sequentiellen Inkubation erst mit IgGs und anschlieend mit IgG. Hier wurden die
BIOCHIP ™-Mosaike nach der Inkubation mit IgGs mit Glycerol eingedeckt und
mittels  Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Anschlielend wurden die
Deckglaser schonend in Kuvetten mit PBS-Tween von den Objekttragern gelost

und diese in einem weiteren Waschschritt von dem Glycerol gereinigt. Dies
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ermoglichte eine weitere 30minutige Inkubation der Mosaike auf Reagenztragern
mit 1gG, um mogliche Unterschiede zwischen der Inkubation mit direkt mit IgG,
angereichertem IgG und der sequentiellen Inkubation herausstellen zu kdnnen.
Nach dem erneuten Eindecken mit Glycerol wurden sowohl die nachinkubierten
Mosaike als auch die mit IgA, IgG und IgG/IgGs inkubierten mittels
Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Eine Ausnahme bei diesem Schema
bildeten 11 Seren, bei denen nur insgesamt 35ul zur Verfugung standen. Diese
wurden ebenfalls 1:10 (33ul Serum in 300ul PBS-Tween) und 1:100 verdinnt, die
vollstandige Inkubation mit dem grofen Mosaik und dem Desmocollin-Mosaik
erfolgte hier wegen begrenzter Probenmenge allerdings nur mit den Konjugaten
IgA und IgG. Damit konnten diese Seren auf pathogene Autoantikorper untersucht
und charakterisiert werden, wurden allerdings nicht in die Auswertung zu dem
moglichen Vorteil des 1gG, integriert.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten mogliche Vorteile der Verwendung eines
Absorptionspuffers zur Vermeidung von unspezifischen desmosomalen
Reaktionen auf dem Osophagus, hervorgerufen durch Antikdrper gegen die
Blutgruppenantigene A und B, untersucht werden. Dementsprechend wurden aus
der im ersten Teil charakterisierten Kohorte von 749 Patienten alle Seren, die
diese unspezifischen Desmosomenreaktionen aufwiesen (n = 88), erneut
inkubiert. Zusatzlich wurden die 50 Blutspenderseren als Negativkontrollen in
diesen Teil mit eingeschlossen (auch diese wiesen Uberwiegend unspezifische
desmosomale Reaktionen auf). 50 Seren von Patienten mit Pemphigus vulgaris
und 50 von Patienten mit bulldsem Pemphigoid wurden ebenfalls getestet, um
mogliche  Auswirkungen des  Absorptionspuffers auf die anderen
diagnosespezifischen Reaktionen an Gewebeschnitten des BIOCHIP ™-Mosaiks
analysieren zu konnen. Da mdgliche Vorteile des Absorptionspuffers nur fur die
Gewebeschnitte, speziell fiir die desmosomalen Strukturen des Osophagus,
relevant sind, wurde in diesem Teil der Arbeit nur das gro3e Mosaik mit 12
BIOCHIPs™ involviert. Eine zweite Untersuchung des Desmocollin-Mosaiks war
hier nicht no6tig. Die 1:10-Verdinnung der Serumproben erfolgte im
Absorptionspuffer (33ul Serum in 300ul Absorptionspuffer), die Verdinnung zu
1:100 in PBS-Tween, wobei zwischen den Verdunnungen eine funfminitige

Inkubation des Serums mit dem Absorptionspuffer stattfand. Die Proben wurden
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nach gutem Durchmischen nach oben beschriebenem Schema inkubiert.
Verwendete Konjugate waren ebenfalls IgA, 1gG, 1gG/IgGs und sequentiell erst
IgGs, dann IgG. Die Auswertung erfolgte auch hier mittels
Fluoreszenzmikroskopie.

Um positive Screeningreaktionen der Seren auf den Desmocollin-Mosaiken in
ihrer Aussagekraft einschatzen zu konnen, wurden alle Desmocollin-positiven
Seren ein zweites Mal mit dem Desmocollin-Mosaik nach Anleitung des
Herstellers inkubiert und analysiert. Zudem wurden alle Seren erneut mittels
BIOCHIP ™-Technologie untersucht, die in dem nach Abschluss der gesamten
Inkubationen getatigten Vergleich mit den Resultaten der etablierten
Routinediagnostik (IIF, ELISA, Western Blot aus der Arbeit von Tarek Fuhrmann)
nicht erklarbare unklare oder divergente Ergebnisse zeigten.

Alle inkubierten Objekttrager wurden vor und nach dem Ablesen bei +4°C

lichtgeschutzt gelagert.
Teil 1: Charakterisierung der Kohorte/ Teil 2: Analyse der Inkubation mit
Analyse der Inkubation mit IgG, Absorptionspuffer
alle Seren mit unspezifischen
, Desmosomenreaktionen
749 Seren von Patienten ——3| + 50 PV Patienten
mit positiver DIF + 50 BP Patienten
+ 50 Blutspender + 50 Blutspender
Verdinnung der Seren mit PBS: Verdiinnung der Seren mit
1:10, 1:100 Absorptionspuffer: 1:10, 1:100
Inkubation mit: Inkubation mit:
+ IgA + IgA
« 1gG + 1gG
+ 1gG/lgG, + 1gG/IgG,
+ sequentiell IgG, - nach + sequentiell IgG, < nach
Auswertung 1gG Auswertung IgG
Auswertung mittels Auswertung mittels
Fluoreszenzmikroskopie Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 2.2: Schema zum Inkubationsablauf bis zum ersten Vergleich der Daten der
BIOCHIP ™-Technologie und der Routinemehrschrittverfahren. DIF: direkte Immunfluoreszenz,
PV: Pemphigus vulgaris, BP: bulldses Pemphigoid.

26



2 Material und Methoden

Der hier beschriebenen Inkubation und Auswertung der Studienseren ging eine
zweimonatige Einarbeitungszeit voraus, in der ich im Diagnostiklabor der
EUROIMMUN AG in Gro3 Gronau in der Routine mit einem taglichen
Diagnostikdurchlauf von 400 bis 600 Patientenproben mitarbeitete und so die
notige Erfahrung fur die Durchfuhrung der Studie sammelte. Dabei erlernte ich die
Inkubation und Auswertung von Patientenseren sowohl von bullésen
Autoimmundermatosen als auch Krankheiten in nicht-dermatologischen
Bereichen, die bereits durch vorhandene Mosaike mittels BIOCHIP ™-Technologie
diagnostiziert werden konnen, wie z.B. im Bereich der Neurologie, Rheumatologie
und Infektiologie.

Zu der vorliegenden Arbeit wurden 799 Seren auf zwei Mosaiken mit insgesamt 20
BIOCHIPs™ und 240 Seren mit dem groReren Mosaik mit 12 BIOCHIPs™ in
jeweils funf Inkubationen analysiert, sodass insgesamt Immunfluoreszenzen von
188.600 einzelnen BIOCHIPs ™ ausgewertet wurden.

2.3.4 Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie

Um bessere Lichtverhaltnisse fur das Ablesen am Fluoreszenzmikroskop zu
schaffen und ein Ausbleichen der Fluoreszenzen auf den Objekttragern zu
vermeiden, wurden die BIOCHIP ™-Mosaike unter Ausschluss von Licht bei
Raumtemperatur abgelesen. Die Immunfluoreszenzen wurden grundsatzlich unter
dem 20er Objektiv betrachtet, teilweise (speziell die transfizierten Zellen) auch
unter dem 40er Objektiv. Positive Fluoreszenzmuster wurden anhand der Starke
der Fluoreszenz der 1:10- und der 1:100-Verdinnung in Titerstufen angegeben.
Dabei wurden halbe Titerstufen wie 1:32 geschatzt, wenn die Fluoreszenz in
niedrigerer Verdunnung 1:10 noch sehr deutlich, in 1:100 allerdings nicht mehr zu
sehen war. Zudem wurden sehr starke Fluoreszenzen in der 1:100-Verdunnung,
die auch in mindestens einer weiteren Verdinnung noch sichtbar waren, mit
1:1000 geschatzt, bei einzelnen Ausreillern auch 1:3200. Eine serologische
Diagnose wurde anhand der jeweiligen Kombinationen aus positiven
Fluoreszenzmustern gestellt.

Zum groRen Mosaik: Der Osophagus diente der Analyse desmosomaler

Strukturen sowie der Basalmembran. Eine feine, netzartige Fluoreszenz entlang

27



2 Material und Methoden

der Zellrander in der Epidermis und eine positive Fluoreszenz der mit Dsg1
transfizierten Zellen flhrte zur Diagnose Pemphigus foliaceus (hier zusatzlich
auch in einzelnen Fallen Pemphigus erythematosus moglich). Ein klares
desmosomales Muster und Positivitat der Dsg3 exprimierenden Zellen oder auch
Dsg1 und Dsg3 exprimierenden Zellen wurde als Pemphigus vulgaris
diagnostiziert. Eine klinische Differenzialdiagnose ware hier der Pemphigus
vegetans. Bei zusatzlich starker Fluoreszenz der Schleimhaut der Harnblase und
der Gallengdnge oder Serosa auf der Leber wurde der Verdacht des
paraneoplastischen Pemphigus geaullert, wobei die einzelne Beurteilung von
Desmo- und Envoplakin auf dem BIOCHIP™-Mosaik nicht mdglich war. Ein
grobes, kornigeres Muster der Desmosomen und keine positive Reaktion der
entsprechenden Zielantigene wurde als unspezifisches Wabenmuster notiert.
Desmosomale Reaktionen und ein positives Desmoglein im IgA wurden als IgA-
Pemphigus diagnostiziert. Eine deutliche durchgehende Fluoreszenz der
Basalmembran auf dem Osophagus, dem Blasendach der Spalthaut und
Positivitat eines oder beider Zielantigene BP180 und BP230 fuhrte zur Diagnose
bulléses Pemphigoid, eine positive Reaktion der Basalmembran auf Osophagus
und am Blasendach ohne die der Zielantigene erhielt den Verdacht auf bulléses
Pemphigoid, wobei hier nur anhand der Serologie nicht zwischen den zusatzlich
moglichen  klinischen Diagnosen eines Schleimhautpemphigoids, eines
Pemphigoid gestationis oder Lichen planus pemphigoides differenziert werden
konnte. Eine Basalmembranfluoreszenz und Positivitat der Zielantigene BP180
und BP230 in der IgA-Inkubation wurde als lineare IgA-Dermatose gewertet.

Ein spezifisches schmales Fluoreszenzmuster entlang des Blasenbodens und
eine positive Fluoreszenz der mit Kollagen Typ VII transfizierten Zellen wurde als
Epidermolysis bullosa acquisita diagnostiziert. Bei Positivitat des Blasenbodens in
der Spalthaut ohne entsprechendes Zielantigen wurde der Verdacht auf ein Anti-
Laminin 332 Schleimhautpemphigoid geauliert, welches Typ Brunsting-Perry
einschlie®t, sowie Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, da das Mosaik keines der
entsprechenden Zielantigene Laminin 332 oder Laminin y1/p200 Protein enthielt,
und eine eindeutige serologische Diagnose hier mittels BIOCHIP ™-Technologie

nicht moglich war.

28



2 Material und Methoden

Zur Diagnose der Dermatitis herpetiformis enthielt das Mosaik das EUROPLUS®
Gliadin-GAF3x, welches wegen haufiger unspezifischer Reaktionen im IgG bei
einem Titer von 1:10 nur als eindeutige Diagnose bei hohen Titerstufen ab 1:100
und einer positiven Reaktion des Endomysiums auf der Leber und dem
Osophagus im IgA gewertet wurde. Fehlende Fluoreszenz des Endomysiums,
jedoch starke Fluoreszenz des Gliadins neben weiteren eindeutigen
Fluoreszenzen einer der eben genannten Diagnosen, wurden als mogliche
zusatzliche Zdliakieerkrankung notiert. Ein komplett negatives Mosaik oder
lediglich eine spezifische desmosomale Reaktion ohne Positivitat der Zielantigene
wurde als negativ gewertet.

Zum Desmocollin-Mosaik: Positive Fluoreszenzergebnisse der mit den
Desmocollinen 1 bis 3 transfizierten Zellen wurden als solche zusatzlich in der
durch die Fluoreszenzen auf dem groRen Mosaik gestellten Diagnose als
Zielantigen notiert. Bestand neben der positiven Reaktion eines der Desmocolline
nur eine spezifische Reaktion der desmosomalen Strukturen, lautete die Diagnose
atypischer Pemphigus.

Zu der Auswertung der Blutspenderseren: Auch hier wurden alle
Fluoreszenzmuster der Zielstrukturen bulldser Autoimmundermatosen als Titer
notiert. Dabei wurden alle Reaktionen von desmosomalen Strukturen, der
Basalmembran oder der Schleimhdaute auf den Geweben als die Spezifitat
herabsetzende unspezifische Reaktionen gewertet, sofern die Zielantigene negativ
ausfielen. Eine positive Fluoreszenz der Zielantigene wurde vorerst als spezifische
Reaktion und damit der entsprechende Blutspender als Patient mit
Autoantikorpern ohne Klinik gewertet und daraufhin das Serum mittels ELISA auf
Autoantikorper gegen das entsprechende Antigen weiter untersucht. Eine
Ausnahme bildeten hier positive Ergebnisse bei dem EUROPLUS® Gliadin-
GAF3x, da diese bereits bei den Studienseren im IgG haufig in dem Titerbereich
1:10 unspezifisch reagierten. So wurden diese Reaktionen auch hier bis zu einer
Titerstufe von 1:10 und fehlender Fluoreszenz des Endomysiums im IgA ohne
weitere Analyse im ELISA als unspezifisch gewertet. Positive Reaktionen auf dem
Desmocollin-Mosaik wurden wie oben beschrieben ein zweites Mal mit einem
Desmocollin-Mosaik mittels I[IF getestet, um die Aussagekraft des ersten

Ergebnisses zu Uberpriufen.
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Nach der vollstandigen Auswertung aller mit PBS verdunnten Seren inklusive der
Blutspender wurden diese Diagnosen mit denen der DIF der einzelnen Zentren
sowie der Ergebnisse der Routinediagnostikverfahren in der Arbeit von Tarek
Fuhrmann verglichen und auf Sensitivitat und Spezifitat der BIOCHIP ™-

Technologie hin analysiert.

o)

aKollagea Typ VI

Spalthaut (Primat)

| ‘P

Leber (Affe)

< o
g =
- »

Leber mit Serosa (Affe) . Desmogl vl Gliadin-GAF3x

Abb. 2.3: Beispiele positiver Immunfluoreszenzen fiir die 12 BIOCHIPs™ des groflen
Mosaiks: Osophagus mit interzelluldrer, netzartiger Fluoreszenz bei Pemphigus; Spalthaut mit
gerader linienférmiger Fluoreszenz am Blasendach bei bullésem Pemphigoid; Harnblase mit
Urothelreaktivitat bei paraneoplastischem Pemphigus, Leber mit fluoreszierender Serosa und
Gallengangen bei paraneoplastischem Pemphigus sowie spezifische Fluoreszenzreaktionen der
Zielantigene BP230-gC und BP180 fiur bulldses Pemphigoid, Dsg1 und Dsg3 fir Pemphigus
foliaceus und Pemphigus vulgaris, Kollagen Typ VII fur Epidermolysis bullosa acquisita und
Gliadin-GAF3x fur Dermatitis herpetiformis. Die EU90-Zellen als Negativkontrolle zeigen keine
Fluoreszenz.
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2.4 Analyse positiver Blutspender mittels ELISA

Blutspenderseren, die positive Fluoreszenzen fur die Zielantigene BP180 oder
Dsg3 aufwiesen, wurden im Verlauf auf tatsachliche Autoantikrper gegen die
entsprechenden Zielstrukturen mithilfe des Anti-BP180-NC16A-4X-ELISAs (IgG)
[184] und des Anti-Dsg3-ELISAs (IgG) [168] untersucht. Der ELISA-Testsatz der
EUROIMMUN AG enthielt alle nétigen Substanzen in fertig verwendbarer Form,
bis auf den Waschpuffer, der vor Gebrauch 1:10 in Aqua dest. verdinnt wurde.
Der ELISA-Testsatz wurde bis zur Verwendung bei +4°C gelagert und befand
sich, ebenso wie die Serumproben der Blutspender, zum Zeitpunkt der Inkubation
auf Raumtemperatur. Die Proben wurden gemal} Anleitung des Herstellers (siehe
Abb. 7.4) im Probenpuffer 1:101 verdinnt (5ul Serum in 500ul Probenpuffer) und
jeweils 100pl der verdunnten Proben sowie der Kalibratoren, der Positiv- und der
Negativkontrolle in die einzelnen Reagenzgefalie pipettiert. Nach einer
30mindtigen Inkubation wurden die Reagenzgefalle manuell dreimal mit dem
verdunnten Waschpuffer gewaschen und daraufhin diese weitere 30 Minuten mit
jeweils 100pl Konjugat (Enzym-markiertem Anti-Human-IgG) inkubiert. Nach
einem weiteren manuellen Waschschritt folgte lichtgeschutzt eine 15minutige
Inkubation mit jeweils 100ul Substrat. Daraufhin wurde die enzymatische Reaktion
zwischen Konjugat und Substrat durch jeweils 100ul Stopplésung unterbrochen
und direkt im Anschluss der ELISA bei einer Messwellenlange von 450nm
ausgewertet. Die Messungen wurden in relativen Einheiten (RE) je Milliliter
angegeben und anhand einer linearen Kurve der Messwerte der Kalibratoren,
aufgetragen gegen die Extinktion, bestimmt. Werte kleiner als 20 RE/ml empfahl
der Hersteller bei quantitativer Auswertung als negativ zu werten, Werte grol3er

oder gleich 20 RE/ml galten als positiv.

31



2 Material und Methoden

2.5 Statistik

Zur Darstellung der Korrelation zwischen den Ergebnissen der etablierten
Mehrschrittdiagnostik (ermittelt in der Arbeit von Tarek Furhmann) und der
BIOCHIP ™-Technologie wurden fur die einzelnen Krankheitsgruppen Krankheits-

und Antikorperhaufigkeiten ausgezahlt und das Cohens Kappa (k) errechnet:

_ pgemessen — Perwartet

K
1- Perwartet

wobei Pgemessen die gemessene Ubereinstimmung der Ergebnisse anhand der
Summe aller identisch Positiven und Negativen, dividiert durch die Summe aller,
ist und pewartet die stochastisch erwartete Ubereinstimmung (Summe der
multiplizierten Anteile Positiver beider Verfahren und Negativer beider Verfahren).
Bei k groRer 0,81 ist von einer fast vollkommenen Ubereinstimmung der
Ergebnisse auszugehen (Landes und Koch 1977).

Um die Signifikanz der Unterschiede zwischen Inkubationen mit IgG- und mit 1gG4
angereichertem |gG-Konjugat herauszustellen (ebenso wie die Unterschiede
zwischen Inkubationen mit angereichertem IgG-Konjugat und sequentieller
Inkubation), wurden die Titer als logarithmierte Daten mithilfe des U-Tests nach
Mann-Whitney verglichen (Signifikanzniveau p=0,05), da es sich um skalierte,
unverbundene, nicht normal verteilte Daten handelt. Aus den jeweiligen
Logarithmen der Titer der unterschiedlichen Inkubationen wurden zudem jeweils
Mittelwerte gebildet. Die zueinander ins Verhaltnis gesetzten Mittelwerte stellten
den Faktor der Titererhohung der einzelnen Inkubationen dar und dienten als
Vergleichsmald zwischen den verschiedenen Inkubationsarten. Dieses statistische
Vorgehen wurde auch bei der Bestimmung moglicher Intensitatsunterschiede in
der Fluoreszenz bei der Inkubation mit Absorptionspuffer angewandt. Die
unspezifischen desmosomalen Reaktionen ohne und mit Absorptionspuffer als
dichotome unverbundene Variablen wurden ausgezahlt und mittels Chi-Quadrat-
Test ausgewertet (Signifikanzniveau p=0,05).

Fur die Auswertung der Ergebnisse und Anwendung statistischer Testverfahren
wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel (Version 2013) sowie
die Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 23 verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Leistungsfahigkeit des gro3en BIOCHIP ™-Mosaiks
3.1.1 Ergebnisse der serologischen Diagnostik der Studienseren mittels
BIOCHIP ™-Technologie

Aus den 749 Patientenseren wurden 711 (94,8%) Diagnosen mittels BIOCHIP ™-
Technologie erhoben (siehe Tab. 3.1), wobei das Serum Tel Aviv 069 sowohl
Gewebereaktionen und Zielantigene fur bulléses Pemphigoid als auch Pemphigus
vulgaris (positive Reaktionen bei Dsg3, BP180 und BP230) zeigte und daher von
insgesamt 750 moglichen Diagnosen bei 749 Studienseren ausgegangen wird.
Bei 18 (2,4%) Seren konnte keine Diagnose wegen fehlender Fluoreszenzen auf
den BIOCHIPs™  gestellt werden. 371 (49,5%) Seren zeigten
Fluoreszenzreaktionen fur bulloses Pemphigoid, 250 von diesen fur das
Zielantigen BP180, drei fur BP230. 94 Seren zeigten positive Reaktionen fur
beide Zielantigene. 24 Seren wurden anhand eindeutiger Fluoreszenz am

Blasendach als Verdacht auf bulléses Pemphigoid gewertet (siehe Kapitel 2.3.4).

Tab. 3.1 Aufteilung der serologischen Diagnosen der Studienseren*

Diagnose Anzahl Diagnose Anzahl
Zielantigene (%) Blasenboden-
PV gesamt Dsg3 + Dsgl Dsg3 fluoreszenz 21
257 193 (75,1%) 64 (24,9%) ohne Kollagen
PF 68 Vil
PNP 4 EBA 4
Zielantigene (%) LAD
B = BP180 + Blasendachfluoreszenz DH 1
gesamt BP230 BP180 BP230 ohne Zielantigene
371 94 (25,3%) 250 (67,4%) 3(0,8%) 24 (6,5%) Keine Diagnose| 18

* 711 Diagnosen konnten aus 749 Studienseren mittels BIOCHIP ™-Technologie erhoben werden.
PV: Pemphigus vulgaris, PF: Pemphigus foliaceus, PNP: paraneoplastischer Pemphigus, BP:
bulléses Pemphigoid, EBA: Epidermolysis bullosa acquisita, LAD: Lineare IgA-Dermatose, DH:
Dermatitis herpetiformis, Dsg: Desmoglein. Da das Serum Tel Aviv 069 sowohl fiir Pemphigus
vulgaris als auch bulloses Pemphigoid positiv reagierte, werden in dieser Aufstellung und
auch in den folgenden insgesamt 750 Diagnosen bei 749 Studienseren betrachtet.

** eine Differenzierung zu Schleimhautpemphigoid, Pemphigoid gestationis und Lichen planus
pemphigoides war nicht moglich.
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Fur Pemphigus vulgaris typische Fluoreszenzreaktionen zeigten 257 (34,3%)
Seren, wobei bei 193 Dsg3 und Dsg1 positiv reagierten, bei 64 Seren lediglich das
Zielantigen Dsg3. Weitere 68 (9,1%) der Seren erhielten die Diagnose Pemphigus
foliaceus. Die restlichen zwei Prozent der diagnostizierten Seren teilten sich in
folgende serologische Diagnosen: Vier (0,53%) erhielten die Diagnose
paraneoplastischer Pemphigus, vier Epidermolysis bullosa acquisita (0,53%),

sechs (0,8%) lineare IgA-Dermatose und eines (0,13%) Dermatitis herpetiformis.

Osophagus (Affe). BP230gC Kollagen Typ VII

Spalthaut (Primat) BP180-NC-16A-4X

Harnblase (Ratte) D i~ Desmoglgin 3* Leber (Affe)

Leber mit Serosa (Affe) : § *  Desmogleiry1 Gliadin-GAF3x

Abb. 3.1: Fluoreszenzmuster eines Patienten mit Pemphigus vulgaris (Thessaloniki 032, 1:10,
IgG, PBS-T): Auf dem Osophagus zeigt sich die fir Pemphigus vulgaris charakteristische
interzellulare, netzartige Immunfluoreszenz, alle anderen Gewebeschnitte sind negativ. Als
Zielantigene reagieren sowohl Dsg3 als auch Dsg1 positiv.
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21 (2,8%) Seren konnten durch mangelnde Zielantigene auf dem BIOCHIP™-
Mosaik zwar keine Diagnose zugeteilt, aber durch vorhandene Fluoreszenzen im
Bereich der Basalmembran und des Blasenbodens der Spalthaut der Verdacht der

Diagnose Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid oder Anti-Laminin y1/p200
Pemphigoid geaullert werden.

R e
o Y »* S e gy .

DR

BP230gC Kollagen_ Typ VI

BP180-NC-16A-4X

Desmoglein 3 Leber (Affe)

Leber mit Serosa (Affe) Desmoglein 1 Gliadin-GAF3x

Abb. 3.2: Fluoreszenzmuster eines Patienten mit bullésem Pemphigoid (Antalya 024, 1:10,
IgG/IgG,, PBS-T): Die Basalmembran zeigt eine lineare Immunfluoreszenz auf dem Osophagus
und auch auf der Harnblase entlang des Urothels. Das Urothel selber und die anderen
Gewebeschnitte weisen keine Fluoreszenzreaktionen auf. Auf der Spalthaut reagiert das

Blasendach ebenfalls mit einem linearen Fluoreszenzmuster. Serologisch positive Zielantigene
sind hier sowohl BP180 als auch BP230.
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3.1.2 Korrelation der Diagnosen des BIOCHIP ™-Mosaiks mit der direkten
Immunfluoreszenz und der etablierten Mehrschrittdiagnostik

Mittels DIF wurden in den Kooperationszentren 333 Seren als Pemphigus- und
416 als Pemphigoiderkrankungen diagnostiziert. Das BIOCHIP ™-Mosaik
ermittelte 329 (98,8%) der Pemphigus- und 402 (96,6%) der Pemphigoidseren,
die etablierte Mehrschrittdiagnostik 317 (95,2%) der Pemphigus- und 409 (98,3%)
der Pemphigoidseren (siehe Abb. 3.3). Im Vergleich zwischen etablierter
Mehrschrittdiagnostik und  BIOCHIP™-Technologie bei den einzelnen
Krankheitsentitaten betrugen die Cohens Kappa Werte als Mal} der Interrater-
Reliabilitat zwischen 0,84 und 1,00, bzw. 0,00 bei Diagnosen, die durch fehlende
Zielantigene auf dem Mosaik durch die BIOCHIP ™-Technologie nicht ermittelt
werden konnten (siehe Abb. 3.4). Das BIOCHIP™-Mosaik konnte bei 39 Seren
keine Diagnose erheben (die etablierte Mehrschrittdiagnostik bei 25 Seren), bei 21
Seren durch oben genannten Grund, bei 18 durch vollstandig fehlende
Immunfluoreszenzen (siehe Kapitel 3.1.1). Das Verhaltnis von Pemphigus- zu
Pemphigoiderkrankungen bei den nicht diagnostizierten Seren (eingeteilt anhand
der DIF) betrug bei der BIOCHIP ™-Technologie 4 (10,3%) zu 35 (89,4%), bei den
etablierten Verfahren 16 (64%) zu 9 (36%). Die genauere Betrachtung des
Vergleichs der beiden Diagnostikmethoden zeigte bei der Gruppe der Pemphigus-
erkrankungen 25 inkongruente Diagnosen und 34 kongruente, bei denen

allerdings die Zielantigene differierten (siehe Abb. 3.5).

Anzahl der Seren

450 W Direkte
n=416 n=409 n=402 Immunfluoreszenz
400 D Etablierte Verfahren
(positiv)
350 n=333 =317 n=329
n= O Etablierte Verfahren
300 (negativ)
OBIOCHIP™-Mosaik
250 (positiv)
200 @ BIOCHIP™-Mosaik
(negativ)
150
100
50
n=16 n=4 n=7 n=14
Pemphigus Pemphigoid

Abb. 3.3: Verteilung der serologischen Diagnosen von direkter Inmunfluoreszenz, etablierter
Mehrschrittdiagnostik und BIOCHIP™-Technologie in Pemphigus und Pemphigoid
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k=0,98
k=0,93 n=377 n=371
350
n=257
250 =233 _
k=0,84 W Etablierte
150 n=80 n=g8 Verfahren
50 =] O BIOCHIP™-
c Mosaik
o 45
.
[}
I 40
P
[0}
B 35
<
T 30
<
25 k=0,00
20 n=17
15 k=0.92
10 k=1.00 k=0,00 k=0.86 =100
n=7 =6 '
5 n=4 74 n=4 n=3 1= ./—\
= = =1 n=1
. | ~ [l . L
PV PNP PF BP Anti-Lam Anti-Lam EBA LAD DH Keine
y1/p200 332 Diagnose

Abb. 3.4: Verteilung der serologischen Diagnosen von etablierter Mehrschrittdiagnostik und
BIOCHIP™-Technologie in den einzelnen Krankheitsentitaten. PV: Pemphigus vulgaris, PNP:
paraneoplastischer Pemphigus, PF: Pemphigus foliaceus, BP: bulldses Pemphigoid, Anti-Lam
y1/p200: Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, Anti-Lam 332: Anti-Laminin 332 Schleimhaut-
pemphigoid, EBA: Epidermolysis bullosa acquisita, LAD: Lineare IgA-Dermatose, DH: Dermatitis
herpetiformis.

Bei 12 der 25 inkongruenten Seren ermittelte das BIOCHIP™-Mosaik die
Diagnose Pemphigus vulgaris mit den Zielantigenen Dsg3 und Dsg1, die
Mehrschrittdiagnostik fand ebenfalls Anti-Dsg3- und Anti-Dsg1-Antikorper mittels
entsprechendem ELISA-Testsystem, wobei die Anti-Dsg3-Antikorper-Werte unter
dem cut-off blieben und damit als negativ gewertet und in diesen Fallen die
Diagnose Pemphigus foliaceus angenommen wurde. 12 weitere Falle zeigten bei
der BIOCHIP™-Technologie die Diagnose Pemphigus vulgaris mit positiven
Immunfluoreszenzen der Dsg3-expremierenden Zellen. Bei 10 der 12 Seren
betrug die Anti-Dsg3-Antikorper-Menge im ELISA-Testsystem Werte unter dem
vorgegebenen cut-off, bei zwei wurden keine Antikorper nachgewiesen, weshalb
in allen Fallen in der Mehrschrittdiagnostik keine Diagnose erhoben werden
konnte. Ein Serum der 25 inkongruenten wies Uber das Desmocollin-Mosaik Anti-
Dsc1-Antikorper auf, welche in der Erhebung der Mehrschrittdiagnostik nicht
integriert waren und somit ebenfalls nicht diagnostiziert wurden. Alle der 34
kongruenten Seren mit inkongruenten Zielantigenen erhielten die Diagnose
Pemphigus vulgaris, wobei Dsg3 und Dsg1 als Zielantigene mittels BIOCHIP ™-
Mosaik ermittelt wurden, wahrend Antikorper gegen Dsg1 im ELISA-Testsystem

nicht nachweisbar oder wiederum unter cut-off waren.
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Pemphigus (n=333)
v v
Inkongruente Diagnose (n=25 / 7,5%) Kongruente Diagnose (n=308 / 92,5%)
Kongruente Zielantigene Inkongruente Zielantigene
(n=274/82,3%) (n=34/10,2%)
\ v v v
Erklarbar Nicht erklarbar Erklarbar Nicht erklarbar
(n=23/6,9%) (n=2/0,6%) (n=34/ 10,2%) (n=0/ 0%)
n BIOCHIP™  Etabliert n BIOCHIP™  Etabliert n | BIOCHIP™  Etabliert
12 PV PF 2 Dsg3+ Dsg3- 34 Dsg 1 nur
10 PV _ und 3+ Dsg 3+
1 Dsc +
Pemphigoid (n=416)
Inkongruente Diagnose Kongruente Diagnose (n=383 / 92,1%)
(n=33/7,9%) 7 7
Kongruente Zielantigene Inkongruente Zielantigene
(n=351/ 84,4%) (n=32/7,7%)
Erklarbar Nicht erklarbar Erklarbar Nicht erklarbar
(n=30/7,2%) (n=3/0,7%) (n=26/6,3%) (n=6/1,4%)
n BIOCHIP™ Etabliert n | BIOCHIP™ Etabliert n | BIOCHIP™  Etabliert |[ n | BIOCHIP™ Etabliert
6 |- +* 2 | BP180 + BP180 - 4 | BP180+/ - 1 | BP18O- B180 +
21 1IF-Signal auf Lam 332, 230 +
dem p200-Protein, 1 | IgAKoll.VIl+ 1gA NC16A + 22 | Ziel- Ziel- 1| Dsgl- Dsg1+
Blasenboden+ Lamyl+ antigen - antigen +
Koll. VI - 4 | BP180/ BP180/
3 Dsc + BP230 - BP230 +

*Mit dem BIOCHIP™-Mosaik wurde kein Signal gefunden, bei den etablierten Verfahren ausschlieRlich mit Hilfe der Immunoblots

Abb. 3.5 und 3.6: Aufschliisselung der inkongruenten Diagnosen und Zielantigene zwischen
etablierter Mehrschrittdiagnostik und BIOCHIP™-Technologie fir Pemphigus und
Pemphigoid. PV: Pemphigus vulgaris, PF: Pemphigus foliaceus, Dsg: Desmoglein, Dsc:
Desmocollin, Lam 332: Laminin 332, Lam y1: Laminin y1 Protein, Koll. VII: Kollagen Typ VII.

Bei der Pemphigoidgruppe zeigten bei Vergleich der beiden Diagnostikverfahren
33 Seren inkongruente Diagnosen und 32 inkongruente Zielantigene bei
kongruenter Diagnose (siehe Abb. 3.6). Inkongruente Diagnosen wiesen sechs
Seren auf, die sowohl auf dem BIOCHIP™-Mosaik als auch bei der IIF der
Mehrschrittdiagnostik kein Signal zeigten und lediglich der 1gG-LAD-1-Western
Blot Antikdrper nachweisen konnte sowie 21 Seren mit Diagnose
Schleimhautpemphigoid und Anti-Laminin  y1/p200 Pemphigoid in der
Mehrschrittdiagnostik (siehe Kapitel 3.1.1). Zusatzlich traten bei drei Seren von

Patienten mit bulldésem Pemphigoid Anti-Dsc1-Antikdrper auf, bei zwei Seren mit
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Diagnose bulldses Pemphigoid konnte BP180 als Zielantigen ausschlie3lich
mittels BIOCHIP ™-Technologie nachgewiesen werden und ein Serum zeigte auf
dem BIOCHIP™-Mosaik in der Inkubation mit IgA-Konjugat Reaktivitat gegen
Kollagen Typ VII, wahrend die etablierte Mehrschrittdiagnostik mittels IgA-NC16A-
Western Blot die Diagnose lineare IgA-Dermatose stellte. Inkongruente
Zielantigene im Bereich der kongruenten Diagnosen wiesen vier Seren mit
Diagnose bulldses Pemphigoid mit zusatzlichem Nachweis von Antikdrpern gegen
BP180 oder BP230 auf dem BIOCHIP™-Mosaik auf. Bei 24 Seren von Patienten
mit bulldsem Pemphigoid konnte die Diagnose bei der BIOCHIP™-Technologie
Uber gewebespezifische Fluoreszenzmuster ohne entsprechende Zielantigene und
bei der Mehrschrittdiagnostik in 22 Fallen mit Zielantigenermittiung uber Western
Blot, in zwei Fallen Uber ELISA-Testung erhoben werden. Zusatzlich hatten zwei
Seren in der etablierten Mehrschrittdiagnostik nicht diagnoserelevante Reaktivitat
gegen BP180 und Dsg1.

Von den insgesamt 124 inkongruenten Ergebnissen zeigten 53,2 Prozent
inkongruente Zielantigene bei kongruenter Diagnose (siehe Abb. 3.7). 24,2
Prozent wiesen inkongruente Diagnosen durch zusatzliche Fluoreszenzsignale der
BIOCHIP ™-Technologie auf.

Inkongruente Ergebnisse (n=124)

v v
Kongruente Diagnose Inkongruente Diagnose (n=58 / 46,8%)
(n=66 / 53,2%)
v Y
Inkongruente Zielantigene Zusitzliche Signale mit dem Zusétzliche Signale mit
(n=66 / 53,2%) BIOCHIP™-Mosaik den etablierten
(n=30/ 24,2%) Verfahren
. . . . . (n=28 / 22,6%)
Keine weitere Diagnostik notwendig Keine weitere Diagnostik
notwendig

Western Blots (n=28 / 22,6%)

[
Lamy1-Protein/
p200-Protein
(n=17 /13,7 %)

LAD1 IgA-NC16A Lam 332
1gG (n=6 / 4,8%) (n=1/0,8%) (n=4/3,2%)

Abb. 3.7: Aufschliisselung der inkongruenten Ergebnisse in Hinsicht auf notwendige
Diagnostik, die zur Erfassung aller Diagnosen der BIOCHIP™-Technologie erfolgen muss.
LAD1: Lineare IgA-Dermatose Antigen 1, Lam 332: Laminin 332, Lam y1: Laminin y1.
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Die verbleibenden 28 Seren (22,6%) zeigten inkongruente Diagnosen aufgrund
von  zusatzlichen diagnoserelevanten  Signalen in  der etablierten
Mehrschrittdiagnostik, welche alle Uber durchgefuhrte Western Blots ermittelt
wurden. Der grof3te Anteil der Signale mit 13,7 Prozent der 124 inkongruenten
Ergebnisse konnte mithilfe des Laminin y1/p200 Protein-Blots detektiert werden.
3,2 Prozent wurden Uber den Laminin 332-Blot ermittelt, 4,8 Prozent Uber den
IgG-LAD-1-Blot und eine Serumdiagnose konnte Uber den IgA-NC16A-Blot gestellt
werden. Das heil3t, annahernd die Halfte der letztlich inkongruenten Diagnosen
zeigte Antikorper gegen spezielle Zielantigenstrukturen, die nur mittels Western

Blot detektiert werden konnten.

3.1.3 Ergebnisse der serologischen Diagnostik der Blutspenderseren

Von den 50 getesteten Blutspendern wiesen vier Seren spezifische
Immunfluoreszenzen auf Geweben und rekombinanten Zielantigenen auf, eines
von diesen auf dem Desmocollin-Mosaik (siehe Kapitel 3.2). Eines der restlichen
drei zeigte Reaktivitat fur Dsg3 mit einem Titer von 1:10. Der im Anschluss
durchgefuhrte Anti-Desmoglein 3-ELISA-Test ergab einen Wert von 2,3 RE/ml, der
damit unter dem vom Hersteller angegeben cut-off von 20 RE/ml lag und somit als
negativ gewertet wurde. Die zwei anderen Seren wiesen positive Reaktionen
gegen BP180 auf, eines ebenfalls mit einem Titer von 1:10 (Anti-BP180-NC16A-
4X-ELISA-Wert: 4,0 RE/ml, ebenfalls unter cut-off) und eines mit einem Titer von
1:100, bei dem das ELISA-Testsystem einen Wert von 21,1 RE/ml ermittelte und
damit das Ergebnis der BIOCHIP™-Technologie als richtig positiv gewertet wurde.
Damit wurden zwei Seren (nachgewiesene Reaktivitat gegen Dsc1, siehe Kapitel
3.2, und BP180) als richtig positiv gewertet, 46 der verbleibenden 48
Blutspenderseren (96%) als richtig negativ.

Unspezifische Immunfluoreszenzreaktionen im Bereich der Gewebe ohne
entsprechende Beteiligung der Zielantigene (unspezifische desmosomale
Fluoreszenzreaktionen siehe Kapitel 3.3.1) traten bei den 49 negativ getesteten
Blutspenderseren bei Inkubation mit IgA-Konjugat lediglich bei Leber im Bereich
der Gallengange auf (28,6%). In den Inkubationen mit 1gG-Konjugaten zeigten

sich unspezifische Fluoreszenzreaktionen auf der Spalthaut im Bereich des
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Blasendachs (IgG: 18,4%, 1gG/IgGs: 40,8%, sequentielle Inkubation: 4,1%), im
Bereich des Blasenbodens (IgG: 18,4%, 1gG/IgG4: 22,4%, sequentielle Inkubation:
8,2%) und auf dem Urothel (IgG: 8,2%, 1gG/IgG4: 4,1%, sequentielle Inkubation:
4,1%).

3.2 Auftreten und Verteilung von auf Anti-Desmocollin-Antikorper positiv
getesteten Seren

Von insgesamt 799 analysierten Seren der prospektiven Studie und Blutspender
zeigten 19 (2,4%) Reaktivitdt gegen Desmocolline, wobei das Serum Bern 006
positiv auf Dsc1 und Dsc3 reagierte (siehe Tab. 3.2). Das Alter der positiv
getesteten Patienten variierte zwischen 23 und 94 Jahre (58,21 + 22,2), zehn
waren weiblich, neun mannlich. Mit Ausnahme von zwei (IgA-Reaktivitat) zeigten
alle Seren IgG-Reaktivitat. 15 Seren (inklusive Bern 006) wiesen Dsc1-Reaktivitat
auf, wobei diese folgende mittels BIOCHIP™-Mosaik erhobene Diagnosen
aufzeigten: vier Seren hatten die Diagnose Pemphigus vulgaris, drei Pemphigus
foliaceus, zwei paraneoplastischen Pemphigus, drei bulldses Pemphigoid, eines
hatte ein desmosomales interzellulares Fluoreszenzmuster und ausschliel3lich
Antikorper gegen Dsc1 (Diagnose: atypischer Pemphigus) und eines
Blasenbodenfluoreszenz ohne finale Diagnose wegen fehlender Zielantigene auf
dem Mosaik. Zusatzlich zeigte ein Blutspenderserum auch in der Nachtestung
Dsc1-Reaktivitat im IgA. Acht der 15 Dsc1-positiven Seren zeigten Reaktivitat auf
den Aceton- und den Formalin-fixierten Zellen, zwei nur auf den Aceton- und funf
lediglich auf den Formalin-fixierten Zellen. Das Serum Sofia 087 mit Diagnose
paraneoplastischer Pemphigus reagierte auf den Formalin-fixierten, Dsc2
exprimierenden Zellen positiv. Vier Seren von Patienten mit Pemphigus vulgaris
(inklusive Bern 006) wiesen Reaktivitat gegen Dsc3 auf, eines auf den Aceton-
und Formalin-fixierten Zellen, eines nur auf den Aceton- und zwei ausschliel3lich
auf den Formalin-fixierten Zellen.

Der Anteil von Anti-Dsc-Antikorper-positiven an allen von den jeweiligen
Kooperationszentren eingesendeten Seren lag bei der Mehrheit zwischen 1,2 und

4 Prozent. Ausnahmen bildeten China (Peking) mit 8,6 Prozent und Australien
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(Sydney) mit 13,3 Prozent. Dabei lag das Verhaltnis von Pemphigus- zu
Pemphigoidseren bei allen Zentren bis auf Deutschland (Lubeck) mit 0,1 und der
Schweiz (Bern) mit 0,2 zwischen 0,6 und 2,3. Auch speziell bei den 14 Anti-Dsc-
Antikorper-positiven Pemphigusseren lag der Anteil an den jeweils insgesamt
eingesendeten Pemphigusseren (neben dem Zentrum Bern mit 16,7 Prozent) bei
Sydney mit 22,2 Prozent und Peking mit 16,7 Prozent deutlich Uber den restlichen
Zentren (2,6% bis 5,2%).

Desmocollin 1 (Acefidh) Desmocollin 1 (Formalin) EU 90 (Aceton)

Desmocollin 2 (Aceton) Desmocollin 2 (Formalin) EU 90 (Formalin)

Desmocollin 3 (Aceton) Desmocollin 3 (Formalin)

Abb. 3.8: Immunfluoreszenzmuster eines Patienten mit Autoantikérpern gegen
Desmocollin 1 (Sofia 018, 1:10, IgG/IgG,, PBS-T): Eine positive Immunfluoreszenz ist sowohl auf
den Aceton- als auch Formalin-fixierten Zellen zu sehen. Alle anderen Zellen zeigen keine
Reaktivitat.
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Tab. 3.2 Daten der Anti-Desmocollin-Antikorper-positiven Seren

N Alter Ge- |Disgnose B?(‘;’Cg::’:'i_ 1 Anti [;esmocc;llln Reazktlwtat 3(Tlter) 3 AK
(Jahre) | schlecht DIF Isotyp
Mosaik Aceton Formalin Aceton Formalin Aceton Formalin
Belgrad 031 40 w PV PV - - - - 320 100 IgG
Bern 006 82 m Pveg PV 1000 100 - - 32 - IgG
Sofia 003 37 w PV PV 32 - - - - - IgG
Sofia 018 40 w PV PV 1000 1000 - - - - IgG
Sofia 019 50 w PV PV - - - - - 32 IgG
Sofia 066 77 w Pveg PV - - - - - 100 IgG
Sofia 081 68 m PV PNP - - - 100 - - IgG
Sydney 020 44 m PV AP 100 10 - - - - IgG
Tel Aviv 027 30 w PV PV 32 100 - - - - IgG
Thessaloniki 007 | 77 w PF PF 100 32 - - - - IgG
Sydney 014 68 m PF PF 320 320 - - - - IgG
Peking 027 47 m PF PF - 10 - - - - IgG
Peking 029 51 w PNP PNP - 10 - - - - IgG
Peking 034 32 m PNP PNP - 10 - - - - IgG
Tel Aviv 053 83 w BP BP - 100 - - - - IgG
Tel Aviv 086 94 w BP BP 10 100 - - - - lgG
Liibeck 003 90 m BP BP 10 32 - - . - lgA
Lubeck 226 73 m p200 / - 10 - - - - IgG
BS 226 23 m / / 100 - - - - - IgA
Fluoreszenz Reaktivitat auf Dermatologie-Mosaik (Titer) AK
Probennummer | Osophagus | Spalthaut Urothel G?IIen- Zielantigen Isotyp
ICR BM BD BB gange | Dsgl Dsg3 BP180 BP230
Belgrad 031 320 - - - - - 10 320 - - IgG
Bern 006 100 - - - - - 320 320 - - IgG
Sofia 003 320 - - - - - 10 1000 - - IgG
Sofia 018 3200 - - - - - 3200 320 - - IgG
Sofia 019 1000 - - - - - 1000 3200 - - IgG
Sofia 066 320 - - - - - - 1000 - - IgG
Sofia 081 10 - - - 1000 1000 - 10 - - IgG
Sydney 020 100 - - - - - - - - - IgG
Tel Aviv 027 100 - - - - - - 100 - - IgG
Thessaloniki 007 | 100 - - - - - 320 - - - IgG
Sydney 014 320 - - - - - 3200 - - - IgG
Peking 027 320 - - - - - 1000 - - - IgG
Peking 029 320 - - - 1000 - 100 100 - - IgG
Peking 034 1000 - - - 1000 - 10 1000 - - IgG
Tel Aviv 053 - 320 320 - - - - - 320 320 IgG
Tel Aviv 086 - 10 100 100 - - - - 10 - IgG
Libeck 003 - 10 100 - - - - - 320 - IgG
Libeck 226 - 10 - 100 - - - - - - IgG
BS 226 - - - - - - - - - - -

DIF: direkte Immunfluoreszenz, AK: Antikdrper, PV: Pemphigus vulgaris, PF: Pemphigus foliaceus,
PNP: paraneoplastischer Pemphigus, Pveg: Pemphigus vegetans, AP: atypischer Pemphigus, BP:
bulléses Pemphigoid, p200: Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, ICR: Interzellularraum, BM:
Basalmembran, BD: Blasendach, BB: Blasenboden, Dsg: Desmoglein.
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3.3 Leistungsfahigkeit des Absorptionspuffers
3.3.1 Einfluss des Absorptionspuffers auf unspezifische desmosomale
Fluoreszenzreaktionen

465 der 799 inkubierten Seren waren Pemphigoid- bzw. Blutspenderseren und
somit war das Auftreten unspezifischer desmosomaler Fluoreszenzreaktionen hier
moglich (ausgeschlossen vier Seren, die laut DIF Pemphigus, mittels BIOCHIP ™-
Technologie aber nicht diagnostizierbar waren, siehe Kapitel 3.1.2). 132 (28%) der
465 Seren zeigten derartige Reaktionen, aufgeteilt in 88 (21%) der 416
Patientenproben mit Pemphigoiderkrankungen (eingeschlossen ein Serum mit
Diagnose Dermatitis herpetiformis) und 44 (90%) der 49 Blutspenderproben
(ausgeschlossen ein Blutspenderserum, bei welchem Anti-Dsg3-Antikorper
nachgewiesen wurden, siehe Kapitel 3.1.3). Bei Betrachtung der einzelnen
Inkubationen traten bei Inkubation mit PBS und IgA-Konjugat 18 unspezifische
desmosomale Reaktionen auf, bei Inkubation mit IgG-Konjugat 60, im 1gG/IgGs-
Gemisch 49 und in der sequentiellen Inkubation 123. In allen Inkubationen fand
bei Inkubation mit Absorptionspuffer eine statistisch signifikante Reduktion der
unspezifischen desmosomalen Signale statt (siehe Abb. 3.9). Bei Detektion von
IgA-Reaktivitat betrug die relative Reduktion der unspezifischen Signale 55,5% (p
= 0,001), bei lgG-Reaktivitat 35% (p = 0,00049), beim 1gG/IgG4-Gemisch 55,1% (p
= 7,4x10'8) und in der sequentiellen Inkubation 17,1% (p = 0,001).

p=0,001
< 140
% n=123
£ 120
© n=102
& 100
c M PBS
£ 0,00049
p=0,
9 80 O AB-
2 0=7,4x10° AB-Puffer
'5 n=60
g ©0 n=49
5 n=39
s 40 p=0,001
© 18 n=22
n=

® 20
N n:8
C
N =

0

IgA IgG IgG/1gG, IgG, = 18G

Abb. 3.9: Auftreten und Verteilung von unspezifischen desmosomalen Fluoreszenzreaktionen
bei Inkubation mit PBS (schwarz) und Absorptionspuffer (AB-Puffer, weiR).
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3.3.2 Einfluss des Absorptionspuffers auf diagnosespezifische
Fluoreszenzsignale

Bei der Inkubation mit Absorptionspuffer konnten bei allen aus der Studienkohorte
ausgewabhlten Kontrollseren von 50 Patienten mit bulldsem Pemphigoid und 50 mit
Pemphigus vulgaris (siehe Kapitel 2.3.3) zur Testung moglicher Unterschiede in
den Fluoreszenzsignalen die korrekte Diagnose durch vorhandene
Immunfluoreszenzen erhoben werden. Die Testung der Blutspenderseren als
Negativkontrollen (siehe Kapitel 3.1.3) zeigte keine Herabsetzung der Spezifitat
durch Inkubation mit Absorptionspuffer. Die Auswertung des Puffereinflusses auf
die Starke der Fluoreszenzen wurde anhand der IgG-Inkubationen vorgenommen,
da in dem vorhandenen Krankheitsspektrum der Studienseren zu wenig relevante
IgA-Reaktionen fur aussagekraftige Testungen auftraten. Dabei war der fur die
Fluoreszenzstarke durchschnittlich vergebene Titer auf alle Inkubationen gemittelt
bei PBS-Inkubationen um den Faktor 1,18 hoher als bei Inkubationen mit
Absorptionspuffer (Faktor 1,0 ist gleichbedeutend mit identischen gemittelten
Titern in beiden Inkubationen). Die Spannweite der Faktoren lag zwischen 1,05 bei
Geweben in der sequentiellen Inkubation und 1,44 bei EUROPLUS®-Chips im IgG
(siehe Tab. 3.3). Die Anzahl der betrachteten Signale pro Inkubation und

Tab. 3.3 Einfluss des Absorptionspuffers (AB-Puffer) auf die Hohe des
Titers (logarithmiert) bei verschiedenen Inkubationen und BIOCHIP ™-Typen

BIOCHP™ Anzahl Mittelwerte logarithmischer Titerstufen
Inkubation Typ moglicher Faktor PBS/ p-Wert
Signale PBS AB-Puffer | Differenz AB-Puffer
Gewebe 175 4,919 4,338 0,581 1,134 0,003
Zellen 109 6,015 4,819 1,196 1,248 <0,001
1gG
EUROPLUS® 61 4,834 3,361 1,473 1,438 0,001
Gesamt 345 5,251 4,318 0,933 1,216 <0,001
Gewebe 191 5,381 5,023 0,358 1,071 0,061
Zellen 110 6,244 4,903 1,341 1,274 <0,001
18G/1gG,
EUROPLUS® 60 4,973 3,744 1,229 1,328 0,011
Gesamt 361 5,576 4,774 0,802 1,168 <0,001
Gewebe 184 5,529 5,258 0,271 1,052 0,077
Zellen 106 6,174 5,001 1,173 1,235 <0,001
1gG, -> IgG
EUROPLUS® 56 4,628 3,351 1,277 1,381 0,001
Gesamt 346 5,581 4,871 0,71 1,146 <0,001
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BIOCHIP™-Typ betrug im Durchschnitt 116,89 (Minimum 56 bei EUROPLUS®-
Chips in der sequentiellen Inkubation, Maximum 191 bei Geweben im IgG/IgGs-
Gemisch). Dabei lagen die p-Werte von sieben der neun betrachteten Subklassen
unter dem Signifikanzniveau von p=0,05 und waren somit statistisch signifikant.
Die gemittelte Titererhdhung bei Geweben in PBS und IgG/IgG4-Gemisch um den
Faktor 1,07 und die bei Geweben in der sequentiellen Inkubation mit PBS um den
Faktor 1,05 wiesen mit einem p-Wert von 0,061 und 0,077 keine statistische
Signifikanz auf. Bei Betrachtung der gesamten Signale pro Konjugattyp lag bei
allen Inkubationen eine hochsignifikante Titererhohung bei Inkubation mit PBS im
Vergleich zur Inkubation mit Absorptionspuffer vor: im IgG um den Faktor 1,22, im
IgG/IgG4-Gemisch um den Faktor 1,17 und in der sequentiellen Inkubation um den
Faktor 1,15.

3.4 Ergebnisse zum Einfluss von Inkubation mit IgG4-Konjugaten auf
Diagnosestellung und Ablesequalitat

Bei Auswertung der Inkubationen mit IgG4-Konjugaten wurden zum einen Signale
betrachtet, die sich ausschlief3lich in bestimmten IgG-Konjugaten zeigten, zum
anderen Diagnosen, die ausschlielBlich durch Verwendung von 1gG4-Konjugaten
ermittelt werden konnten und schliel3lich eine mogliche Titererhdhung oder
-absenkung bei Inkubation mit IgGs-Konjugaten im Vergleich zum 1gG, die zur
Veranderung der Ablesequalitat fuhren konnte. Unspezifische desmosomale
Signale wurden aufgrund des grof3en Anteils an den betrachteten Reaktionen

(siehe Kapitel 3.3.1) vorher ausgefiltert, andere unspezifische Gewebereaktionen

Tab. 3.4 Verteilung der ausschlieBlich in einzelnen Inkubationen (lgG-
Konjugate) auftretenden Fluoreszenzsignale bezogen auf die Gesamtanzahl
der betrachteten Signale bei verschiedenen BIOCHIP™-Typen

1gG vs. 18G/IgG, 1gG/IgG, vs. IgG, -> IgG
Signale
Absolut 1gG (%) 1gG/1gG, (%) | Absolut | 18G/1gG,(%) |1gG, -> I1gG (%)
Gewebe 1378 25 (1,8%) 142 (10,3%) | 1463  176(12,0%) 109 (7,5%)
Zellen 622 2 (0,3%) 13 (2,1%) 626 38 (6,1%) 6 (0,9%)
EUROPLUS® | 430 11 (2,6%) 11 (2,6%) 424 69 (16,3%) 5(1,2%)
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Belgrad 049, bulloses Pemphigoid Antalya 008, Pemphigus vulgaris

1:10, PBS,
IgG

1:10, PBS,
IgG/1gG,

Abb. 3.10: Vergleich der basal gelegenen linearen und interzelluliren Immunfluoreszenzen
zweier Seren von Patienten mit bullésem Pemphigoid und Pemphigus vulgaris bei
Inkubation mit IgG- und IgG/lgG,;-Konjugat auf Osophagus.

sowie unspezifische Signale des Gliadin-GAF3x wurden aufgrund des geringen
Anteils unter funf Prozent nicht gesondert aus der Berechnung eliminiert.

Im Vergleich zur Inkubation mit IgG-Konjugat konnten 10,3 Prozent der insgesamt
1378 betrachteten Gewebesignale ausschlieBlich im IgG/IgGs-Gemisch gefunden
werden sowie 2,1 Prozent der 622 betrachteten Fluoreszenzreaktionen der Zellen
(bei Inkubation mit IgG-Konjugat bei Geweben 1,8% und Zellen 0,3%, siehe Tab.
3.4). Bei den 430 betrachteten EUROPLUS®-Reaktionen zeigten jeweils 2,6
Prozent ausschlie8lich bei Inkubation mit IgG bzw. Gemisch Fluoreszenzsignale.
Im Vergleich zwischen 1gG/lgGs-Gemisch und sequentieller Inkubation wurden bei
Gewebe, Zellen und EUROPLUS® jeweils mehr Fluoreszenzsignale Uber
Inkubation mit dem Gemisch in folgendem Verhaltnis detektiert: 12 zu 7,5 Prozent
bei 1463 betrachteten Gewebereaktionen, 6,1 zu 0,9 Prozent bei 626 betrachteten
Zellreaktionen und 16,3 zu 1,2 Prozent bei 424 EUROPLUS®—SignaIen. In Bezug
auf die Testung der Studiengruppe konnten sieben (0,9%) der 750 erhobenen
Diagnosen nur durch Verwendung von 1gG4 (in allen Fallen durch das Gemisch)
ermittelt werden. Drei Seren wurden im IgG als Pemphigus foliaceus diagnostiziert

und im Gemisch durch zusatzliche Anti-Dsg3-Reaktivitat als Pemphigus vulgaris
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gewertet. Die vier weiteren wiesen in der Inkubation mit IgG keine
Fluoreszenzreaktionen auf, wahrend im Gemisch zwei Seren Anti-Dsg1-
Reaktivitat zeigten (Diagnose Pemphigus foliaceus), ein Serum Reaktivitat gegen
Dsc1 aufwies (Diagnose atypischer Pemphigus) und ein Serum flur bulloses
Pemphigoid typische Signale auf Geweben und Anti-BP180-Reaktivitat zeigte. Bei
sechs (0,8%) weiteren Seren konnte die im 1IgG durch vorhandene
Immunfluoreszenzmuster an der Basalmembran und am Blasendach gestellte
Verdachtsdiagnose bulloses Pemphigoid durch zusatzliche Reaktionen der
Zielantigene im IgG/IgG4-Gemisch erhartet werden. Damit konnten mit dem
1gG/IgG4-Gemisch die meisten Reaktionen detektiert werden.

Bei Betrachtung der mdglichen Titerveranderungen durch das 1gG/IgG4-Gemisch
zeigten 12 der 14 ausgewerteten Fluoreszenzmuster auf dem Mosaik eine
Erhdhung des jeweils durchschnittlich vergebenen Titers um einen Faktor
zwischen 1,03 und 1,56 bei Inkubation mit dem Gemisch im Vergleich zur
Inkubation mit IgG-Konjugat (bei zwischen vier und 416 betrachteten Fallen, siehe
Tab. 3.5). Statistisch signifikant waren hier vor allem die Titererh6hungen bei den
interzelluldren und basal linearen Fluoreszenzen auf dem Osophagus sowie
solche im Bereich des Blasendachs auf der Spalthaut, welche eine deutliche
Zunahme der Fluoreszenzstarke auf den Geweben zeigen (siehe auch Abb. 3.10).
Nicht signifikante Erniedrigungen des Titers bei Inkubation mit Gemisch zeigte das
Kollagen Typ VII in insgesamt vier Fallen und Gliadin-GAF3x, dessen 72
betrachtete Signale bis auf ein als Dermatitis herpetiformis gewertetes Serum
unspezifisch waren. Auch die Gesamtbetrachtung der Gewebe zeigte eine
hochsignifikante Titererhohung um den Faktor 1,19 bei 1378 betrachteten
Signalen, wahrend die Zellen eine statistisch signifikante Erhdhung um den Faktor
1,05 und die EUROPLUS®-Chips keine signifikante Titererhdhung aufwiesen. Bei
Betrachtung aller 2430 Fluoreszenzsignale des Mosaiks wurde eine statistisch
signifikante Erhdhung des durchschnittlich vergebenen Titers um den Faktor 1,12
ermittelt. Im Vergleich zwischen 1gG/IgG4-Gemisch und sequentieller Inkubation
zeigten neun der 14 betrachteten Fluoreszenzmuster eine TitererhOhung bei
Inkubation mit dem Gemisch um Faktoren zwischen 1,06 und 2,44 bei einer
Anzahl von drei bis 412 betrachteten Signalen (sechs davon signifikant, siehe Tab.
3.6).
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Funf Kategorien zeigten durchschnittlich hohere Titer bei sequentieller Inkubation
(eines signifikant). Bei den BIOCHIP™-Typen (Gewebe, Zellen, EUROPLUS®)
wiesen alle eine Titererhdhung bei dem IgG/IgG4-Gemisch auf, welche bei den
Zellen und EUROPLUS®-Chips mit einem Faktor von 1,07 und 1,25 bei 626 bzw.
424 Signalen statistische Signifikanz zeigte. Auch der im Durchschnitt fur alle
2513 betrachteten Immunfluoreszenzreaktionen des Mosaiks vergebene Titer wies
bei dem Gemisch im Vergleich zu der sequentiellen Inkubation mit einem Faktor

von 1,08 eine hochsignifikante Anhebung auf.

Tab. 3.5 Einfluss des IgG/lgGs-Gemisches auf die Hohe des Titers
(logarithmiert) bei den Immunfluoreszenzen verschiedener BIOCHIP™-Typen
im Vergleich zum IgG-Konjugat

Mittelwerte logarithmischer Titerstufen
Anzahl
BIOCHIP™ mt:;glicher e 18G/1gG. Differenz Faktor p-Wert
Signale (1gG/1gG,) - 1gG | (1gG/1gG.) / 1gG

Oso Desmosomen 324 5,274 5,971 0,697 1,132 <0,001
Oso BM 301 3,376 4,876 1,5 1,445 <0,001
Spalthaut BD 416 4,694 5,237 0,543 1,116 <0,001
Spalthaut BB 44 2,853 3,194 0,341 1,119 0,407
Urothel 34 3,117 3,456 0,339 1,109 0,586
Blase BM 243 4,219 4,968 0,749 1,177 <0,001
Leber Serosa 7 2,632 2,798 0,166 1,063 0,892
Leber Gallengdnge 9 2,946 4,608 1,662 1,564 0,115
Dsgl 261 4,901 5,086 0,185 1,038 0,278
Dsg3 260 6,213 6,479 0,266 1,043 0,017
BP230 97 4,989 5,523 0,534 1,107 0,043
Kollagen Typ VI 4 4,326 3,751 -0,575 0,867 0,877
BP180-NC16A-4X 358 4,944 5,069 0,125 1,025 0,436
Gliadin-GAF3x 72 3,344 3,279 -0,065 0,981 0,961
BIOCHIP™-Typ zusammengefasst
Gewebe 1378 4,339 5,158 0,819 1,189 <0,001
Zellen 622 5,459 5,728 0,269 1,049 0,011
EUROPLUS® 430 4,676 4,769 0,093 1,021 0,471
Gesamt 2430 4,685 5,235 0,55 1,117 <0,001

Oso: Osophagus, BM: Basalmembran, BD: Blasendach, BB: Blasenboden, Dsg: Desmoglein.
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Tab. 3.6 Einfluss des

IgG/IgG4-Gemisches auf die Hohe des Titers
(logarithmiert) bei den Immunfluoreszenzen verschiedener BIOCHIP™-Typen
im Vergleich zur sequentiellen Inkubation

Mittelwerte logarithmischer Titerstufen
BIOCHIP™ m?jZii:Lr Differenz Faktor p-Wert
Signale IgG/IgG, | 1gG->1gG, | 18G/IgG; - (1gG/1gGs) /
(1gG -> 1gG,) IgG -> IgG,

Oso Desmosomen 335 5,775 5,968 -0,193 0,968 0,359
Oso BM 319 4,609 4,302 0,307 1,071 0,138
Spalthaut BD 412 5,287 4,647 0,640 1,138 0,002
Spalthaut BB 46 3,055 1,803 1,252 1,694 0,002
Urothel 48 2,448 2,738 -0,290 0,894 0,367
Blase BM 276 4,374 4,374 0,000 1,000 0,822
Leber Serosa 17 1,152 3,186 -2,034 0,362 0,008
Leber Gallengdnge 10 4,147 3,109 1,038 1,334 0,459
Dsgl 262 5,067 4,424 0,643 1,145 0,001
Dsg3 261 6,455 6,079 0,376 1,062 0,032
BP230 100 5,357 5,669 -0,312 0,945 0,084
Kollagen Typ VII 3 5,001 3,071 1,930 1,628 0,261
BP180-NC16A-4X 359 5,055 4,313 0,742 1,172 <0,001
Gliadin-GAF3x 65 3,633 1,489 2,144 2,440 <0,001
BIOCHIP™-Typ zusammengefasst
Gewebe 1463 4,859 4,643 0,216 1,047 0,061
Zellen 626 5,691 5,307 0,384 1,072 0,008
EUROPLUS® 424 4,837 3,88 0,957 1,247 <0,001
Gesamt 2513 5,063 4,679 0,384 1,082 <0,001

Oso: Osophagus, BM:

Basalmembran, BD: Blasendach, BB: Blasenboden, Dsg: Desmoglein.

50



4 Diskussion

4  Diskussion

Das BIOCHIP™-Mosaik bietet die Moglichkeit, uber IIF durch Kombination von
winzigen (2x2mm) Gewebeschnitten und spezifischen Zielantigenen verschiedene
bullése Autoimmundermatosen in einer Einschrittmethodik zu diagnostizieren
[154, 193, 194]. Nach der Einfuhrung dieser Technologie in die Diagnostik bulloser
Autoimmundermatosen 2012 [17] konnte bereits in mehreren kleineren Studien
unter Verwendung eines BIOCHIP ™-Mosaiks mit sechs Substraten fur bulloses
Pemphigoid und Pemphigus vulgaris die hohe diagnostische Ubereinstimmung
dieses neuen Verfahrens mit der etablierten Mehrschrittdiagnostik sowie die
einfache Handhabbarkeit der BIOCHIP™-Technologie gezeigt werden [51, 164,
197, 211].

Fir die nun in dieser Arbeit beschriebene Studie wurde die bisher weltweit grofite
prospektiv gesammelte Kohorte an Seren von DIF-positiven Patienten mit bullésen
Autoimmundermatosen verwendet. Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich
der Leistungsfahigkeit eines groReren BIOCHIP™-Mosaiks zur Diagnostik von
auch selteneren Autoimmundermatosen wie der Epidermolysis bullosa acquisita
oder Dermatitis herpetiformis in der Einschrittmethode mit der etablierten
Mehrschrittdiagnostik. Zusatzlich erfolgte die Analyse des Auftretens und der
Assoziation von Autoantikdrpern gegen Desmocolline mit verschiedenen bullésen
Autoimmundermatosen. Des Weiteren sollte hier eine mogliche Verbesserung der
Ablesequalitat durch den Einsatz eines Absorptionspuffers zur Eliminierung von
unspezifischen desmosomalen Fluoreszenzreaktionen einerseits und die
zusatzliche Inkubation mit speziellen 1gGs-Konjugaten zur Steigerung von
spezifischen Fluoreszenzsignalen andererseits gepruft werden. Zum Einsatz
kamen zwei verschiedene BIOCHIP™-Mosaike, ein Mosaik zur Detektion von
Autoantikorpern gegen Desmocollin 1, 2 und 3 und ein groReres Mosaik mit 12
Substraten, das alle bisher entwickelten Substrate zur Diagnose bulloser
Autoimmundermatosen umfasst.

Auch diese Studie zeigt einen hohen Anteil an durch das BIOCHIP ™-Mosaik
ermittelten Diagnosen (94,8 Prozent der 750 Studienserendiagnosen). Ahnliche

Zahlen zeigten van Beek und Kollegen 2012 in einer prospektiven Studie mit 454
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Seren. Hier konnten 93,6 Prozent der Diagnosen mithilfe des kleinen BIOCHIP ™-
Mosaiks mit sechs BIOCHIPs™ ermittelt werden [17]. Eine ebenfalls hohe
Ubereinstimmung der damaligen Studie mit dieser zeigt sich in dem Vergleich der
jeweils mittels BIOCHIP™- und Mehrschrittdiagnostik erhobenen Diagnosen von
Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus und bullésem Pemphigoid. Van Beek
und Kollegen erzielten jeweils Cohens Kappa Werte von 0,91, 0,88 und 0,97 [17].
Die aktuelle prospektive randomisierte Studie erreichte ein Cohens Kappa
zwischen 0,84 und 1,00 (ausgenommen Erkrankungen, die durch fehlende
Zielantigene nicht auf dem Mosaik vertreten waren), welches fur Pemphigus
vulgaris, Pemphigus foliaceus und bulléses Pemphigoid bei 0,93, 0,84 und 0,98
lag. Als Grund fiir die hohe erreichte Ubereinstimmung der Daten der BIOCHIP™-
Technologie mit denen der etablierten Mehrschrittdiagnostik ist die ahnliche
Methodik anzusehen. Bei beiden Verfahren nimmt die IIF eine wichtige Rolle ein,
indem sie durch entsprechende Gewebereaktionen Uber die Krankheitsentitat
Aufschluss gibt. Die serologische Diagnostik beginnt in der etablierten
Mehrschrittdiagnostik mit der IIF auf Affendsophagus und Spalthaut und ist bei der
BIOCHIP™-Technologie in das Mosaik integriert [17, 178].

Auch gemessen an den Ergebnissen der DIF konnte durch das 12er-BIOCHIP ™-
Mosaik eine hohe Anzahl an Diagnosen ermittelt werden (329 der 333 Pemphigus-
und 402 der 416 Pemphigoiddiagnosen). Im Bereich der Pemphigus-erkrankungen
war die BIOCHIP™-Technologie hier sogar der etablierten Mehrschrittdiagnostik
Uberlegen (Grinde dafur siehe 4.1). Mit 96 Prozent erzielte das 12er-Mosaik auch
bei den negativen Blutspenderkontrollen einen hohen Anteil richtig getesteter
Seren. Diese Daten zeigen uUbereinstimmend zu vorherigen Studien, dass die
BIOCHIP™-Technologie gerade fur den uberwiegenden Anteil an Diagnosen von
bulldsem Pemphigoid, Pemphigus vulgaris und Pemphigus foliaceus unter den
bullésen Autoimmundermatosen (in dieser Studie 92,8% der Diagnosen) eine zur
etablierten Mehrschrittdiagnostik vergleichbar gute, effiziente und schnellere
Diagnostikmoglichkeit darstellt [17, 51, 164, 197, 211].

Interessanterweise befanden sich unter den Seren mit der Diagnose eines
bullésen Pemphigoids bei van Beek und Kollegen ausschliellich solche mit
Reaktivitat gegen BP180 - alleine oder zusatzlich zu BP230 -, sodass die

Relevanz der BP230 exprimierenden HEK293-Zellen auf dem Mosaik fur die
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Diagnostik von bulldsem Pemphigoid nicht beurteilt werden konnte [17]. Auch
andere Literatur weist auf die unklare Bedeutung von Antikorpern gegen BP230 in
der Pathogenese von bulldsem Pemphigoid hin [179]. Unter den in dieser Studie
mittels BIOCHIP™-Technologie diagnostizierten 371 Seren mit bulldsem
Pemphigoid zeigte ein geringer Anteil von 3 Seren ausschlieBlich Reaktivitat
gegen BP230, bei dem die mit diesem Antigen transfizierten Zellen entscheidend
fur die Diagnosestellung waren. Dennoch konnten Uber 99 Prozent der Diagnosen
anhand des BP180 EUROPLUS® gestellt werden, dem eine deutlich héhere
Relevanz zukommt. Somit war der Anteil von Seren, bei denen der Nachweis von
Autoantikorpern gegen BP230 einen diagnoserelevanten Nutzen hatte,
vergleichsweise niedriger als in Arbeiten von Charneux und Kollegen und Roussel
und Kollegen in 2011 und Blocker und Kollegen in 2012, die die Steigerung der
Sensitivitat bei der Diagnostik des bulldsen Pemphigoids durch den zusatzlichen
Einsatz von BP230-ELISA-Testsystemen im Vergleich zur ausschliel3lichen
Verwendung des BP180-ELISAs mit 5%, 8% und 4,2% beschrieben [28, 37, 163].

4.1 Das Potential des 12er-BIOCHIP ™-Mosaiks in der Diagnostik seltenerer
bulléser Autoimmundermatosen

In ihrer prospektiven Studie zum diagnostischen Vergleich der BIOCHIP ™- mit der
konventionellen Technologie beschrieben van Beek und Kollegen 2012 einen
kleinen Anteil von Seren (funf Falle von Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, drei mit
Anti-Laminin  332-Schleimhautpemphigoid und jeweils zwei Falle von
paraneoplastischem Pemphigus und Dermatitis herpetiformis), die alle aufgrund
von fehlenden antigenspezifischen BIOCHIPs™ nicht diagnostiziert werden
konnten [17]. Das in dieser Studie verwendete 12er-Mosaik erlaubte die
zusatzliche Diagnostik von paraneoplastischem Pemphigus, Epidermolysis bullosa
acquisita und Dermatitis herpetiformis, die durch die zusatzlichen BIOCHIPs™ mit
Leber und einem Gliadin-GAF3x EUROPLUS®, Harnblase mit Urothel und Leber
mit Serosa und einem mit Kollagen Typ VII exprimierenden Zellen versehenen
BIOCHIP™ ermdglicht wurde [85, 90, 111, 154].
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Tatsachlich konnten so ein Fall von Dermatitis herpetiformis, vier von
paraneoplastischem Pemphigus und vier Falle von Epidermolysis bullosa acquisita
mit Cohens Kappa Werten von 1,00, 1,00 und 0,86 im Vergleich zur
Mehrschrittdiagnostik detektiert werden. Wahrend bei Dermatitis herpetiformis vor
allem die Kombination aus Endomysiumreaktion und positivem Gliadin-GAF3x
EUROPLUS® entscheidend zu der spezifischen Diagnose des einen Falls beitrug,
war fur die Diagnose paraneoplastischer Pemphigus in allen Fallen die Reaktion
der Harnblase zusatzlich zur Dsg3-Reaktivitat relevant. Die Reaktivitat gegen
Serosa bei nur einem Fall war vernachlassigbar und erwies sich in dieser Studie
nicht als diagnostischer Nutzen. Durch die anderen neuen BIOCHIPs™ dagegen
(insbesondere Endomysium auf Leber und Gliadin, Harnblase und Kollagen Typ
VIl), die drei sehr seltene bulldse Autoimmundermatosen betrachten [22, 23, 206,
219], konnte ein zusatzlicher Anteil von 1,2 Prozent von Diagnosen gestellt und
ein Vorteil in der Diagnostik von bullésen Autoimmundermatosen mittels
BIOCHIP ™-Technologie erzielt werden.

Zur weiteren Steigerung der Leistungsfahigkeit des Mosaiks in der Diagnostik von
paraneoplastischem Pemphigus ware die direkte Prasentation von Zielantigenen
aus der Plakin-Familie, insbesondere Envo- und Periplakin, Uber humane
Keratinozyten eine Mdglichkeit [10, 101, 153]. In Studien von Probst und Kollegen
2009 konnte bereits die hohe Sensitivitat und Spezifitat von ELISA-Testsystemen
unter Verwendung von rekombinanten Fragmenten von Envoplakin und Periplakin
mit einer Sensitivitat von 74,2 - 80,6% und Spezifitat von 96,3 — 98,8% gezeigt
werden [153]. Es ist zu beachten, dass der sehr geringe Anteil dieser speziellen
Diagnosen an den Studienseren wenig statistische Aussagen uber die
BIOCHIPs™ zulasst und weitere Testungen mit grof3eren Kohorten speziell zu
diesen Krankheitsentitaten hilfreich waren.

Obwohl anhand der Gewebereaktionen auf dem Osophagus und der humanen
Spalthaut eine erste Einteilung der Erkrankungen vorgenommen wurde, konnten
21 Falle mit Blasenbodenreaktivitat in der humanen Spalthaut nicht weiter
diagnostiziert werden. Des Weiteren konnte bei 24 Fallen durch
Blasendachreaktivitat der Verdacht auf bulloses Pemphigoid gedul3ert, allerdings
nicht durch entsprechende Zielantigene bestatigt werden. Knapp ein Viertel der 21

Seren mit Blasenbodenreaktivitat in der Spalthaut flihrten in der etablierten
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Mehrschrittdiagnostik durch Nachweis von Antikorpern gegen Laminin 332 zur
Diagnose eines Schleimhautpemphigoids. Laminin 332 ist bei ca. 20% der
Patienten mit Schleimhautpemphigoid das Zielantigen [59, 107, 179]. Dem
Nachweis von Antikdrpern gegen Laminin 332 kommt eine besondere Bedeutung
zu, da bei 25 - 30% der Patienten mit Schleimhautpemphigoid und
Autoantikorpern gegen Laminin 332 das gleichzeitige Auftreten einer malignen
Erkrankung beschrieben wurde [61, 74, 124]. Fir den Nachweis dieser Antikorper,
der bisher nur in spezialisierten Zentren mittels Immunoblots oder ELISA-
Testsystemen moglich war, gibt es seit kurzem ein relatives sensitives (Sensitivitat
bis zu 80%) und sehr spezifisches, einfach umzusetzendes |IF-Verfahren, das mit
Laminin 332 exprimierenden HEK293 Zellen arbeitet (Oberflachenprasentation der
a3-, B3- und y2-Kette) und mittlerweile auch in Form eines BIOCHIPs™
Anwendung findet [74].

Die anderen drei Viertel der 21 Seren mit Blasenbodenreaktivitat in der Spalthaut
mit insgesamt 17 Seren wurden in der Mehrschrittdiagnostik interessanterweise
alle als Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid diagnostiziert. Erst kurzlich konnte in
Studien die Bedeutung von Autoantikorpern gegen Laminin y1/p200 Protein und
deren diagnostische Relevanz gezeigt werden [73, 78]. So wiesen in einer Studie
von Goletz und Kollegen 2014 90% der Seren von Patienten mit Anti-p200
Pemphigoid Autoantikdrper gegen Laminin y1 auf [73]. Da sowohl Seren ohne als
auch mit Autoantikdrpernachweis gegen Laminin y1 ex vivo in Hautschnitten zur
subepidermalen Blasenbildung fuhrten, konnte eine Rolle der Antikorper fur die
Pathogenese der Erkrankung nicht abschlieliend geklart, der diagnostische
Nutzen jedoch herausgestellt werden [73].

Der Anteil von Patientenseren mit Blasenbodenreaktivitat in der humanen
Spalthaut unter den gesamten Diagnosen betrug 2,8 Prozent. Dies stellte einen
nicht unerheblichen Anteil der Pemphigoiderkrankungen in dieser Studie dar,
welcher durch die fehlenden Zielantigene Laminin 332 und Laminin y1/p200
Protein auf dem Mosaik nicht mittels BIOCHIP™-Technologie diagnostiziert
werden konnte. Insbesondere Laminin y1/p200 Protein konnte als Zielantigen auf
dem Mosaik das Spektrum der zu diagnostizierenden Erkrankungen erweitern, die
Anzahl nicht diagnostizierter bulléser Autoimmundermatosen deutlich senken und

zu einer optimierten Diagnostikmethode beitragen.
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Neben den oben beschriebenen 21 Fallen mit Reaktivitat gegen Blasenboden auf
humaner Spalthaut zeigten weitere sechs der 28 Seren, die nicht vollstandig
mittels BIOCHIP™-Technologie diagnostiziert werden konnten, keinerlei
Immunfluoreszenz auf dem Mosaik, wahrend in der Mehrschrittdiagnostik zwar
ebenfalls keine IIF- oder ELISA-Reaktionen detektiert, dafur aber ein positives
Ergebnis im IgG-LAD-1-Immunoblot gefunden wurde. Das 120 kDa grof3e LAD-1-
Antigen stellt die 16sliche Ektodomane von BP180 dar, ist somit maflgeblich an der
Verankerung basaler Keratinozyten der Epidermis mit subepidermalen Strukturen
beteiligt und wird aus dem Uberstand kultivierter Keratinozyten gewonnen [135,
179, 214]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Grofteil der Patienten mit linearer
IgA-Dermatose, der haufigsten Pemphigoiderkrankung des Kindes, aber auch
Subgruppen von Patienten mit bulldsem Pemphigoid und Schleimhautpemphigoid,
Reaktivitit gegen dieses Antigen aufweisen, was die Ahnlichkeit in der
Pathogenese zwischen diesen Erkrankungen verdeutlicht [160, 179].

Auch in 22 der 24 Verdachtsfalle auf bulldses Pemphigoid in dieser Studie, die
durch fehlende Zielantigenreaktivitat auf dem BIOCHIP™-Mosaik charakterisiert
waren, zeigte der ELISA in der Mehrschrittdiagnostik keine Ergebnisse fur BP180-
NC16A oder BP230; im LAD-1-Immunoblot fand sich jedoch IgG Reaktivitat. Zwar
wurde BP180-NC16A immer wieder mit einem Anteil von 80 bis 90 Prozent als
das Hauptzielantigen des bulldsen Pemphigoids beschrieben [71, 180], dennoch
zeigen viele Studien die Prasenz von Autoantikdrpern gegen andere teils nah an
NC16A, teils intrazellular gelegene Epitope von BP180 [52, 53, 94, 152, 217].
Auch in diesen immerhin 28 Fallen (7,4 Prozent der mittels Mehrschrittdiagnostik
ermittelten Seren mit bulldsem Pemphigoid) scheinen Autoantikdrper mit anderen
als der 16. nicht-kollagenen Domane des BP180 zu reagieren, da auch der
BP180-ELISA Reaktivitat speziell gegen NC16A ermittelt und ebenfalls in keinem
der Falle positiv reagierte [108, 216]. Aus diesem Grund sollten zur Bestimmung
bei negativen Zielantigenen auf dem Mosaik LAD-1-Immunoblots und
gegebenenfalls weitere Blots gegen andere Bereiche von BP180 (z.B. dem C-
terminalen  Abschnitt 4575) erfolgen. Dennoch  ermdglichen  schon
Basalmembranfluoreszenz auf dem Osophagus und Blasendachfluoreszenz auf

der Spalthaut den Verdacht auf ein bulléses Pemphigoid.
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Neben noch fehlenden Zielantigenen auf dem BIOCHIP™-Mosaik fuhrten
diskrepante cut-off-Werte bei der Bewertung von IIF- und ELISA-Ergebnissen zu
inkongruenten Diagnosen bei den verschiedenen Verfahren. Bei 22 der 25
inkongruenten Pemphigusdiagnosen konnte die BIOCHIP™-Technologie einen
Pemphigus  vulgaris  diagnostizieren, wahrend der ELISA in der
Mehrschrittdiagnostik zwar Autoantikdrper gegen Dsg3 nachwies, die Werte
jedoch unter dem vom Hersteller angegebenen cut-off-Wert von 20 RE/ml lagen
und dies zu keiner Diagnose bei 10 Seren bzw. zur Diagnose eines Pemphigus
foliaceus in 12 Fallen fuhrte. In weiteren 34 Fallen wurde Ubereinstimmend die
Diagnose Pemphigus vulgaris erhoben, wobei inkongruente Zielantigene vorlagen.
Die BIOCHIP™-Technologie wies Reaktivitat gegen Dsg3 und Dsg1 nach,
wahrend die Dsg1-Reaktivitat bei der ELISA-Testung der Mehschrittdiagnostik mit
Werten zwischen zwei und 19 RE/ml unter dem cut-off lag. Dies galt auch fur vier
Seren von Patienten mit bulldsem Pemphigoid, bei denen durch das BIOCHIP ™-
Mosaik zusatzliche Zielantigene nachgewiesen wurden, die der ELISA mit Werten
unter 20 RE/ml zeigte. Diese Diskrepanzen sind der Bestimmung des cut-offs in
der IIF geschuldet. Wahrend der cut-off bei der IIF semiquantitativ bestimmt wird,
da alle Seren 1:10 verdunnt bei allen Substraten eingesetzt werden, kann bei dem
ELISA jedoch Menge und Konzentration des jeweiligen rekombinanten
Zielantigens individuell adaptiert und mittels ROC-Analyse validiert werden [168].

Auch in der Arbeit von van Beek und Kollegen (2012) mit &hnlichem
Studienaufbau, aber kleinerem Mosaik mit sechs BIOCHIPs™, erfasste die
BIOCHIP ™-Technologie ein Serum mit Diagnose Pemphigus vulgaris mehr als die
etablierte Mehrschrittdiagnostik [17]. Grund fur einen deutlich hoheren Anteil
Dsg1- und Dsg3-positiver Seren in der BIOCHIP ™-Technologie kann durch einen
hoheren Anteil unspezifischer Signale bedingt sein, sprich durch eine verminderte
Spezifitat. Allerdings zeigt eine unter dem cut-off liegende positive ELISA-
Reaktion, dass eine geringe Reaktivitat gegen Dsg1 oder Dsg3 in den getesteten
Seren tatsachlich besteht. Zudem ermittelten van Beek und Kollegen in ihrer
Arbeit eine sehr hohe Spezifitat fur Dsg1 und Dsg3 mit 100 und 99,6 Prozent [17].
Ein weiterer Grund ist eine erhohte Sensitivitat des BIOCHIP ™-Mosaiks in der
Diagnostik von Pemphiguserkrankungen. Zwar lag die Sensitivitat bei van Beek

und Kollegen mit 98,5 Prozent fur Pemphigus vulgaris und 90 Prozent fur
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Pemphigus foliaceus im Bereich der beschriebenen Sensitivitdten von
entsprechenden ELISA-Testsystemen [17, 96, 168], dennoch lassen die in dieser
Studie erhobenen Daten vermuten, dass gerade die Dsg1- und Dsg3-
BIOCHIPs™ auf dem Mosaik sensitiver reagieren, als es der vom Hersteller durch
ROC-Analyse bestimmte cut-off bei ELISA-Testsystemen zulasst. Hier mussen
ebenfalls die unterschiedlichen Verdinnungen der Seren betrachtet werden. Bei
der BIOCHIP™-Technologie wurde eine Fluoreszenzreaktion schon bei einer
Verdinnung von 1:10 als positiv gewertet, wahrend Antikdrperkonzentrationen in
Seren bei ELISA-Testsystemen 1:101 verdinnt gemessen werden. Da ebenfalls
zwei der 50 getesteten Blutspenderkontrollen ahnlich den oben beschriebenen
Fallen mittels BIOCHIP ™-Technologie als positiv und mit Werten unter cut-off im
ELISA negativ gewertet wurden, kann man diskutieren, dass die erhohte
Sensitivitat mit der BIOCHIP™-Technologie im Vergleich zum entsprechenden
ELISA moglicherweise fur die niedrigere Spezifitat verantwortlich ist.

Mehrere Studien beschrieben bereits das Auftreten von Pemphigus- und
Pemphigoidantikorpern in gesunden Blutspendern, eine Arbeit von Primann und
Kollegen von 2015 mit 0,9 Prozent, wobei der grofdte Anteil aus Anti-BP180-
Antikdrpern bestand [28, 156, 168, 184]. Um den Anteil falsch-positiver
Ergebnisse durch niedrige Antikorpertiter bei Gesunden zu senken, konnten
Fluoreszenzen in der BIOCHIP™-Technologie erst ab einem Titer von 1:20, 1:50
oder 1:100 als positiv gewertet werden. Andererseits erfasste die BIOCHIP™-
Technologie gemessen an der DIF durch die sensitive Diagnostik bei einer
Verdinnung von 1:10 12 Pemphigusseren (3,6 Prozent) mehr als die etablierte
Mehrschrittdiagnostik (siehe Abb. 3.3, Kapitel 3.1.2), was in dieser Studie einen
zusatzlichen Vorteil des BIOCHIP™-Mosaiks darstellte. Die somit hohere
Sensitivitat des verwendeten BIOCHIP™-Mosaiks im Vergleich zu den Dsg1/3
ELISA-Systemen scheint nicht mit einer verminderten Spezifitat einhergegangen
zu sein, da nur ein Blutspenderserum (2%) in der vorliegenden Arbeit mit Dsg3
und keines mit Dsg1 reagierte. Zudem gelingt die Differenzierung von Pemphigus
foliaceus und Pemphigus vulgaris haufig anhand des Schleimhautbefalls [132,
177], sodass die Frage, ob eine der Pemphiguserkrankungen vorliegt oder nicht,
neben den Zielantigenen vor allem durch Gewebereaktionen des Osophagus

bestatigt werden muss.
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Eine hohe Sensitivitat im Nachweis von Dsg3-spezifischen Antikorpern ist neben
der Diagnostik von Pemphigus wvulgaris vor allem in Hinblick auf den
anschliellenden Auschluss eines paraneoplastischen Pemphigus sinnvoll [8];
dieser erfolgt in dem neuen BIOCHIP™-Mosaik durch IIF-Testungen auf
Harnblasengewebe in einem Schritt. Da Autoantikorper gegen Dsg1 und Dsg3
zum einen teilweise auch bei gesunden Personen zu detektieren und zum
anderen nicht bei allen Pemphiguspatienten nachweisbar sind, wird aktuell in der
Literatur diskutiert, ob das Vorliegen von Autoantikdrpern gegen Dsg1 oder Dsg3
alleine fur eine manifeste Erkrankung ausreichend ist, bzw. ob diese
Autoantikorper Uberhaupt pathogenetisch relevant sind [2]. In diesem
Zusammenhang wird der Anteil von Pemphiguspatienten ohne Anti-Dsg1/ Dsg3-
Antikdrpernachweis im Bereich von 5% - 33% angegeben [18, 165, 182]. Da die
Diagnose von Pemphiguserkrankungen in dieser Studie primar Uber den
Nachweis von Antikorpern gegen Dsg1 und Dsg3 erfolgte, entspricht hier der
Anteil von Pemphigusseren ohne Anti-Dsg1/ Dsg3-Antikdrper den nicht Uber das
BIOCHIP™-Mosaik zu diagnostizierenden Pemphiguspatienten und belauft sich
auf einen deutlich niedrigeren Wert von 1,2%, was die Bedeutung von Antikdrpern

gegen Dsg1 und Dsg3 bei Pemphiguserkrankungen untermauert.

4.2 Das Auftreten von Autoantikdrpern gegen Desmocolline in Pemphigus- und
Pemphigoidseren

Bei Desmocollinen (Dsc) handelt es sich um Calcium-abhangige Strukturproteine
der Cadherinfamilie, die Uber ihre extrazellulare Domane 1 in trans-Stellung
miteinander interagieren und somit eine Verbindung zwischen den
Intermediarfilamenten der Keratinozyten herstellen [43, 47]. Beschrieben wurde
bisher das Auftreten von Anti-Dsc-Autoantikdrpern in Pemphigus foliaceus,
Pemphigus vulgaris, Pemphigus vegetans, paraneoplastischem Pemphigus, IgA-
Pemphigus, Pemphigus herpetiformis und atypischem Pemphigus [57, 84, 86, 87,
93, 144, 147, 198]. Dabei konnten vor allem beim IgA-Pemphigus und beim
atypischen Pemphigus Antikorper gegen Dsc bei einem groRen Anteil der

Patienten nachgewiesen werden [87, 97]. Auf der Basis verschiedener in-vitro-
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Modelle mit menschlicher Haut und Zellkulturen humaner Keratinozyten, bei
denen die Storung von Dsc-abhangigen Zellkontakten zu einer interzellularen
Blasenbildung fuhrte, wurde die pathogenetische Bedeutung von Anti-Dsc-
Antikorpern dargestellt [157, 190]. In Mausen, in deren Haut kein Dsc3 exprimiert
wird, konnte ebenfalls eine intraepitheliale Blasenbildung und der Verlust von
Haarfollikeln beobachtet werden [38]. In der vorliegenden Studie zeigten 14 der
333 (4,2%) Pemphigusseren, vier der 416 (1%) Pemphigoidseren und eines der
50 Blutspenderseren (2%) Reaktivitdt gegen Desmocolline. Dabei wurde mittels
BIOCHIP™-Technologie bei sieben der 14 Anti-Dsc-Antikdrper-positiven
Pemphigusseren die Diagnose Pemphigus vulgaris, bei drei Pemphigus foliaceus
und bei weiteren drei die Diagnose paraneoplastischer Pemphigus gestellt. Zwei
dieser als Pemphigus vulgaris diagnostizierten Seren waren in der DIF in
Zusammenschau mit der Klinik als Pemphigus vegetans deklariert worden.
Antikorper gegen Dsg1 und 3 wurden dabei jeweils in 10 Fallen detektiert. Das
Auftreten von Antikdrpern gegen Dsc1-3 als einziges Zielantigen in atypischem
Pemphigus [93, 144] wies eine untergeordnete Rolle auf. Lediglich die Diagnostik
eines der 14 Anti-Dsc-Antikdrper-positiven Pemphigusseren flhrte zu der
Diagnose atypischer Pemphigus. Auch das Auftreten von Autoantikdrpern gegen
Dsc bei Patienten mit bulldsem Pemphigoid und Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid
in dieser Studie zeigen eine eher geringe Relevanz bei der Diagnostik von
bullésen Autoimmundermatosen, insbesondere bei den vergleichsweise haufigen
Erkrankungen bulldses Pemphigoid, Pemphigus vulgaris und Pemphigus foliaceus
[140]. Dabei kann allerdings nur eine Aussage uber die Assoziation von
Antikdrpern und deren diagnostischer Bedeutung, nicht jedoch zur Relevanz in der
Pathogenese von Pemphiguserkrankungen getroffen werden, welche in anderen
Studien mehrfach herausgestellt wurde [38, 133, 157, 190].

Interessanterweise zeigten drei von vier Seren, die von den 749 Studienseren
positiv auf paraneoplastischen Pemphigus getestet wurden, Reaktivitdt gegen
Dsc1 (zwei Falle) und Dsc2 (ein Fall). Die Assoziation von Anti-Dsc-
Autoantikérpern mit paraneoplastischem Pemphigus wurde bereits anderweitig
beschrieben [144]. In einer Arbeit von Ohzono und Kollegen in 2015 wurden sogar
in ca. der Halfte der Seren von Patienten mit paraneoplastischem Pemphigus Anti-

Dsc-Antikorper gefunden. Hier wies der grofdte Anteil an Seren jedoch Antikorper
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gegen Dsc3 auf. Dennoch zeigte sich auch eine deutliche Relevanz von Dsc1 und
Dsc2 mit etwa 20% und 40% der getesteten Seren [147]. Auch die in dieser Studie
getestete Kohorte zeigt ein ahnlich hohes Auftreten von Anti-Dsc-Antikorpern in
paraneoplastischem Pemphigus, wobei eine Aussage bei insgesamt vier Seren
von Patienten mit paraneoplastischem Pemphigus nur eingeschrankt moglich ist.
Zwei der 257 durch die BIOCHIP™-Technologie auf Pemphigus vulgaris positiv
getesteten Seren wurden durch die Kooperationszentren anhand der
entsprechenden Kilinik in Kombination mit dem Ergebnis der DIF als Pemphigus
vegetans beschrieben. Interessanterweise zeigten beide Seren neben Anti-Dsg3-
Reaktivitat auch Autoantikorper gegen Dsc3 bzw. Dsc3 und 1. Das Auftreten von
Anti-Dsc-Antikorpern bei Pemphigus vegetans war bereits von Hashimoto und
Kollegen 1994 durch Analyse mittels Immunoblot beschrieben worden [84]. Die
hier durchgefuhrte multizentrische prospektive Studie indiziert, dass die Suche
nach Dsc-spezifischen Autoantikdrpern in der Diagnostik von Pemphigus vegetans
einen zusatzlichen Nutzen aufweisen konnte.

Obwohl diese Studie somit der Reaktivitdit gegen Desmocolline bei bullosen
Autoimmundermatosen insgesamt eine untergeordnete Rolle zuweist, konnte
diese neben einer Relevanz in bestimmten Erkrankungen wie dem Pemphigus
vegetans auch in einzelnen ethnischen Gruppen eine hdhere Bedeutung haben:
Sowohl bezogen auf die gesamten eingesendeten Seren als auch speziell auf die
Pemphigusseren zeigten die Kooperationszentren aus China (Peking) und
Australien (Sydney) einen deutlich hoheren Anteil an Seren mit Reaktivitat gegen
Desmocolline als die ubrigen, die alle zwischen 1,2 bis 4 Prozent lagen bzw. gar
keine Seren mit Dsc-Reaktivitat aufwiesen (darunter Posen, Warschau, Antalya,
Rom und Brinn, siehe Kapitel 3.2). Auch die Uberwiegende Zahl der in der
Literatur beschriebenen Falle mit Anti-Dsc-Autoreaktivitat kommt aus dem
asiatischen, speziell aus dem japanischen Raum durch Hashimoto und Kollegen
[57, 84, 86, 87, 93, 198]. Ebenfalls fallt auf, dass zwei der drei Anti-Dsc-
Antikorper-positiven Seren von Patienten mit paraneoplastischem Pemphigus aus
dem asiatischen Kooperationszentrum stammen. Auch hier wurde die Bedeutung
durch Ohzono und Kollegen 2015 in Japan beschrieben, wobei auch US-
amerikanische und europaische Patienten in die Studie mit eingeschlossen

wurden (Anteil unbekannt) [147]. Obwohl diese Studie den amerikanischen und
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afrikanischen Kontinent nicht betrachtet und eine flr statistische Aussagen
vergleichsweise geringe KohortengroRe von Anti-Dsc-Antikorper-positiven Seren
aufweist, zeigt sich eine Relevanz von Anti-Dsc-Autoantikdrpern in der Diagnostik
besonders im australischen und asiatischen Raum.

Mit einer Spezifitdt und Sensitivitat von 98 bis 99% bei Dsg1/3-positivem
Pemphigus wvulgaris und Pemphigus foliaceus spielt die Testung auf
Serumantikorper gegen Dsc keine diagnostische Rolle. Das entsprechende
Testsystem wird daher auch nicht kommerziell angeboten. Fir Patienten mit
Pemphigus vegetans und paraneoplastischem Pemphigus zeigt diese Studie
jedoch eine deutliche Relevanz. Zudem scheint, wie mehrfach in der Literatur
beschrieben, der Nachweis von Antikdrpern gegen Dsc bei Patienten mit
atypischem Pemphigus und IgA-Pemphigus hilfreich und sinnvoll zu sein [87, 93,
144].

4.3 Verbesserung der Auswertungsqualitat durch Verwendung von
Absorptionspuffer und IgGs-Konjugaten

Obwohl ein interzellulares Muster in der IIF als Pemphigus-spezifisch gilt, sind
Falle von Patienten ohne eine Pemphiguserkrankung, doch mit einem solchen
Fluoreszenzmuster zwischen den Keratinozyten durch Pemphigus-ahnliche
Autoantikorper bei  Autoimmundermatosen wie bulldsem Pemphigoid,
Schleimhautpemphigoid, Dermatitis herpetiformis und Epidermolysis bullosa
acquisita sowie auch bei Patienten mit Pilzinfektionen beschrieben [4, 49, 89, 95,
126, 151]. Des Weiteren wurden bereits 1969 von Ablin und Kollegen diese
Fluoreszenzreaktionen zum einen bei etwa 20% einer Kohorte von stark
betroffenen Verbrennungsopfern und zum anderen interessanterweise bei
Patienten mit hohen Titern von Antikorpern gegen die Blutgruppenantigene A und
B gefunden [1]. Dabei lief3en sich die Fluoreszenzreaktionen bei diesen Seren im
Gegensatz zu denen von Patienten mit klinisch manifestem Pemphigus durch das
Hinzugeben der Blutgruppenantigene A und B eliminieren [1]. Zwei Jahre zuvor
war bereits von Grob und Kollegen eine Korrelation zwischen dem Auftreten eines

interzellularen Musters in der IIF und der Blutgruppe 0 beschrieben worden [77].
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1983 zeigten in einer Untersuchung von Ahmed und Kollegen 14 von 1500
Patienten ohne eine Pemphiguserkrankung ein interzellulares Fluoreszenzmuster
auf Epithel von Affendsophagus [4]. Bei neun Seren lielen sich diese
Fluoreszenzen durch das Hinzugeben von Blutgruppenantigenen inhibieren, bei
den anderen funf Patienten wurde im Verlauf eine Pemphigoiderkrankung
nachgewiesen [4]. Auch Arbeiten von Goldblatt und Kollegen 2002 und Lee und
Kollegen 2010 mit &ahnlichem Studienaufbau bestatigten durch Anti-A/B-
Blutgruppen-Antikorper hervorgerufene interzellulare Fluoreszenzmuster [72, 123].
In dieser Studie zeigte sich in allen vier Inkubationen (IgA, IgG, 1gG/IgGs-Gemisch
und sequentielle Inkubation) eine statistisch signifikante Reduktion der
unspezifischen interzellularen Fluoreszenzsignale zwischen 17,1% und 55,5%
durch Verwendung eines Absorptionspuffers mit Blutgruppenantigenen. Der
Nutzen des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffers, welcher Antikorper
gegen die Blutgruppenantigene A und B absorbiert, zeigt ebenfalls die Relevanz
von Blutgruppenantikorpern bei falsch-positiven interzellularen Fluoreszenz-
signalen [4, 72, 77, 123, 126]. Die zusatzlich beschriebenen von den
Blutgruppenantigenen unabhangigen Pemphigus-ahnlichen Antikdrper bei z.B.
bulldsem Pemphigoid, Schleimhautpemphigoid oder Dermatitis herpetiformis
konnten die verbleibenden, falsch-positiven interzellularen Immunfluoreszenzen
nach Anwendung des Absorptionspuffers in dieser Studie erklaren [4, 49, 89, 95].
Andererseits kdnnen gegebenenfalls die Blutgruppenantikorper nicht vollstandig
mittels Absorptionspuffer gebunden werden und zeigen somit eine Restreaktivitat.
Obwohl durch den Absorptionspuffer eine deutliche Reduktion der unspezifischen
Signale erreicht wurde, konnten keine zusatzlichen oder anderen Diagnosen im
Vergleich zur Inkubation mit PBS-T ermittelt werden. Ein Verlust von korrekten
Diagnosen insbesondere bei Pemphigus vulgaris und Pemphigus foliaceus trat bei
Inkubation mit Absorptionspuffer ebenfalls nicht auf. Grund hierfur sind vor allem
die auf dem Mosaik zusatzlich enthaltenen Zielantigene, die bei unklaren
Gewebebefunden die serologische Diagnose sichern. In der BIOCHIP™-
Technologie sind die Betrachtung der Gewebe und entsprechender Zielantigene in
einem Schritt zusammengefasst [17]. In der etablierten Mehrschrittdiagnostik
werden die Gewebereaktionen der Zielantigenbestimmung vorangestellt [178],

sodass der Absorptionspuffer besonders hier einen Vorteil fir die Diagnostik
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darstellen kdnnte. Zusatzlich weist die Inkubation mit Absorptionspuffer vor allem
in Laboratorien einen Vorteil auf, die nicht taglich in der Diagnostik von bullésen
Autoimmundermatosen tatig sind und so die verminderte Erfahrung des
Ablesenden durch die Reduktion von unspezifischen Signalen teils kompensiert
werden kann.

Neben der Verminderung von unspezifischen desmosomalen
Fluoreszenzreaktionen konnte in dieser Studie die Ablesequalitat auch durch
Starkung der diagnosespezifischen Signale verbessert werden. In mehreren
Studien wurde bereits die Rolle von verschiedenen IgG-Subklassen bei
Pemphigus- und Pemphigoiderkrankungen herausgestellt und dabei Uberwiegend
die Reaktivitdt von 1gGs- und IgGs-Autoantikdrpern beschrieben [24, 25, 32, 60,
67]. Brooks und Kollegen untersuchten 1989 systematisch die Antikdrperklassen
im Serum von Patienten mit Pemphigus und Pemphigoid mithilfe der IIF [32]. Sie
beschrieben, dass bei bullosem Pemphigoid und Pemphiguserkrankungen vor
allem 1gG1 und IgG4 an der Bildung des Fluoreszenzmusters beteiligt sind [32].
Weitere Studien bestatigten im Verlauf die Pradominanz dieser Subklassen mit
Immunoblot und ELISA-Verfahren [24, 60]. Obwohl IgGs im Gegensatz zu 19G+.3
nicht an der Komplementaktivierung als wichtigem Schritt in der Pathogenese der
Erkrankungen beteiligt ist [20, 32], zeigten Bhol und Kollegen, dass sich gerade in
aktiven Krankheitsphasen von Pemphigus vulgaris neben IgG auch IgG4 gehauft
auffinden liel3, wahrend in Krankheitsremission kein 1gG4 mehr nachgewiesen
werden konnte [24, 25]. Die pathogenetische Relevanz dieser Dominanz der IgGs-
Subklasse konnte in vitro unter anderem durch den mit dem IgGs-Spiegel
korrelierenden akantholytischen Effekt auf Keratinozyten untermauert werden [67].
Bei der Inkubation mit IgGs-Konjugaten in der vorliegenden Arbeit konnte eine
signifikante Steigerung der Immunfluoreszenzintensitat erreicht werden, die auf
die Relevanz des IgG, in der Diagnostik bulldser Autoimmundermatosen hinweist.
Interessanterweise zeigten die Ergebnisse besondere Signifikanz bei den
Gewebesubstraten  Osophagus und humaner Spalthaut. Neben einer
durchschnittlichen Steigerung der Fluoreszenzintensitat zeigten sich in der
Inkubation mit dem 1gG/lgGs-Gemisch 10 Prozent mehr spezifische
Fluoreszenzsignale, welche mit dem herkdmmlichen IgG-Konjugat nicht detektiert

werden konnten. Da die Inkubation von Gewebeschnitten mit Patientenseren auch
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in der Mehrschrittdiagnostik einen entscheidenden Diagnostikteil darstellt, kdnnte
die Inkubation mit IgGs-Konjugaten hier von Nutzen sein [178]. Neben deutlicher
Zunahme der Fluoreszenzstarken konnten sieben der 750 gestellten Diagnosen
ausschlieBlich durch zusatzlich detektierte Zielantigene mithilfe des 1gGs-
Konjugats ermittelt werden (drei Falle von Pemphigus vulgaris, zwei von
Pemphigus foliaceus, einer von atypischem Pemphigus und ein Fall von bulldsem
Pemphigoid). Sechs weitere Falle von Verdacht auf bulldses Pemphigoid durch
entsprechende Gewebereaktionen konnten anhand von neu aufgetretenen
Reaktionen der Zielantigene bestatigt werden. Dies verdeutlicht die Relevanz von
lgG4-Antikorpern insbesondere gegen Strukturproteine der dermoepidermalen
Junktionszone bei bulldsem Pemphigoid [20, 27, 60], zeigt aber auch die Rolle von
lgGs-Antikorpern bei interzellularen Bindungsstrukturen.

Die beste Ablesequalitat konnte hierbei durch eine Verbesserung der
Immunfluoreszenzintensitat mit mit 1gGs angereichertem IgG-Konjugat im
Vergleich zur sequentiellen Inkubation und mit IgG allein erzielt werden. Alle
zusatzlich im Vergleich zum herkdmmlichen 1gG-Konjugat gestellten Diagnosen
konnten mittels 1gG/lgGs-Gemisch gestellt werden. Im Vergleich zu der
sequentiellen Inkubation konnten zwischen 4,5 und 15,1% mehr spezifische
Fluoreszenzreaktionen auf den BIOCHIPs™ durch Inkubation mit dem
Konjugatgemisch erzielt werden. Ob z.B. die zusatzlichen Waschschritte zu mehr
Manipulation an den BIOCHIPs™ und dadurch zu schlechteren Ergebnissen im
Vergleich zu der einmaligen Inkubation beim Gemisch fuhren, bleibt offen. Auch
kann in dieser Arbeit nicht geklart werden, ob die umgekehrte Durchfuhrung der
sequentiellen Inkubation (erst Inkubation mit Gesamt-IgG, gefolgt von 1gGs)
bessere Ergebnisse liefern kdnnte. Hier waren weitere Studien hilfreich. Durch die
einmalige Inkubationsreihe nimmt die Testung mit 1gG/IgG4-Gemisch allerdings
nur die Halfte der Zeit im Vergleich zur sequentiellen Inkubation ein, was die
praktische Durchfuhrung der Testung optimiert. Daher weist diese Studie darauf
hin, dass der Einsatz von IgG,4 einen deutlichen Nutzen in der IIF-Diagnostik von
bullésen Autoimmundermatosen darstellen kdnnte. Besonders der Einsatz des
lgG/IgGs-Konjugatgemischs in der Diagnostik mittels BIOCHIP ™-Technologie

steigert die Ablese- und Auswertungsqualitat. Weitere Studien zum Einsatz von
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mit 19G4 angereicherten lgG-Konjugaten auch in der Mehrschrittdiagnostik sollten
diese Ergebnisse bestatigen.

Der Vergleich der PBS-T- und Absorptionspufferinkubationen zeigte eine leichte
Abschwachung aller diagnosespezifischen Fluoreszenzsignale in der Inkubation
mit Absorptionspuffer. Dies kdnnte einen negativen Einfluss auf die Ablesequalitat
haben. Betroffen waren hier vor allem die Signale der EUROPLUS®-Chips, gefolgt
von den Antigen-exprimierenden Zellen, wahrend die Gewebe kaum beeinflusst
wurden. Interessanterweise zeigte sich in den beiden IgGs-Inkubationen im
Vergleich zum IgG eine geringere Abschwachung der Signale, was einen Vorteil
bei der Verwendung des Absorptionspuffers darstellen konnte. Da dartber hinaus
speziell bei dem IgG/IgGs-Konjugatgemisch von allen IgG-Inkubationen die
geringste Anzahl unspezifischer Fluoreszenzsignale auftrat und diese zusatzlich
mit 55% am starksten durch den Absorptionspuffer reduziert werden konnten,
weist diese Studie einen klaren Vorteil in der kombinierten Verwendung von
Absorptionspuffer und 1gG/IgG4-Konjugatgemisch auf. Hier ist zu beachten, dass
der Absorptionspuffer statistisch die Ablesequalitat steigerte, durch das IgG4 aber
auch weitere Diagnosen gestellt werden konnten, sodass vor allem letzteres in der
lIF-Diagnostik einen deutlichen Vorteil erbringen konnte.

Da dies die erste groRe Studie ist, die den Einfluss von Absorptionspuffer und
IgG4 in der Diagnostik von bullésen Autoimmundermatosen in der BIOCHIP™-
Technologie beleuchtet, waren weitere Studien mit einem hdheren verblindeten
Anteil negativer Kontrollseren hilfreich, auch um einen mdoglichen Vorteil in der

etablierten Mehrschrittdiagnostik herauszustellen.

66



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Bullése Autoimmundermatosen sind eine Gruppe von seltenen blasenbildenden
Erkrankungen der Haut, die durch Autoreaktivitdt gegen Strukturproteine der
Epidermis (Pemphigus) und dermo-epidermalen Junktionszone (Pemphigoid) her-
vorgerufen werden. Bei Pemphiguserkrankungen wurden neben den Zielantigenen
Desmoglein 1 und 3 auch Desmocollin(Dsc)-spezifische Antikorper beschrieben.
Die serologische Diagnostik von bulldsen Autoimmundermatosen umfasst aktuell
eine etablierte Mehrschrittdiagnostik, bestehend aus indirekter Immunfluoreszenz
(IIF) mittels Gewebeschnitten, ELISA und Immunoblot unter Verwendung der
spezifischen Zielantigene. Neben diesem Standard wurde ein BIOCHIP ™-Mosaik
entwickelt, welches auf Basis der IIF in einem einzigen Inkubationsschritt sowohl
Reaktionen auf Gewebeschnitten als auch Reaktivitat gegen entsprechende
Zielantigene nachweisen kann. In dieser multizentrischen prospektiven Studie
wurden der diagnostische Nutzen der BIOCHIP ™-Technologie und Maoglichkeiten
zur Verbesserung der Auswertungsqualitdt sowie die Assoziation von Anti-Dsc-
Antikdrpern bei bullésen Autoimmundermatosen untersucht. Dafur wurde die
weltweit bisher grote Kohorte mit 749 Seren von Patienten mit positiver DIF fur
bullose Autoimmundermatosen untersucht. Zudem wurden 50 Blutspenderseren
inkludiert. Beide Kohorten wurden mit einem neuen BIOCHIP™-Mosaik mit 12
BIOCHIPs™ im Vergleich zur Mehrschrittdiagnostik analysiert und zusatzlich auf
einem Dsc-Mosaik getestet. Alle Seren wurden zudem mit speziellen 1gGy-
Konjugaten (mit IgGs angereichertes 1IgG und sequentiell mit reinem 1gG4 und
folgend mit IgG inkubierte Mosaike) inkubiert und analysiert. Seren von Patienten
mit bulldsem Pemphigoid, die zuséatzlich auf Osophagus unspezifische
interzellulare Fluoreszenzen zeigten, wurden mit einem Absorptionspuffer gegen
unspezifische desmosomale Fluoreszenzreaktionen (u.a. bedingt durch struktur-
ahnliche Anti-A- und Anti-B-Blutgruppenantikorper) inkubiert und untersucht.

Hohe Werte im Vergleichskoeffizienten Cohens Kappa zwischen 0,84 und 1,00
belegten eine gute Ubereinstimmung der BIOCHIP™-Technologie mit der
konventionellen Mehrschrittdiagnostik. Mithilfe des 12er BIOCHIP ™-Mosaiks

konnten 94,8% der Seren diagnostiziert werden. Bei 21 der 39 nicht
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diagnostizierten Seren handelte es sich um Seren von Patienten mit Anti-Laminin
332 Schleimhautpemphigoid und Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid, die durch das
Fehlen Zielantigen-spezifischer BIOCHIPs™ auf dem Mosaik nicht detektiert
werden konnten. Anti-Dsc-Autoantikdrper wurden bei 14 der 333 Pemphigus-, 4
der 416 Pemphigoidseren und einem Blutspenderserum detektiert mit hohem
Anteil bei paraneoplastischem Pemphigus (drei von vier Seren) und Pemphigus
vegetans (zwei von zwei Seren). In den herkdmmlichen IgA- und IgG- sowie den
speziellen |gGs-Konjugaten konnte der Anteil unspezifischer desmosomaler
Fluoreszenzreaktionen durch Verwendung des Absorptionspuffers um 17% bis
56% reduziert werden. Die hochste Signifikanz wies dabei das 1gG/IgGs-
Konjugatgemisch mit einer Reduktion von 55% auf. Ebenfalls durch das IgG/IgGs-
Gemisch konnten sieben (0,9%) zusatzliche Diagnosen im Vergleich zu dem
herkdmmlichen 1gG-Konjugat ermittelt werden. Zudem zeigten sich hier 8,5%
mehr Gewebefluoreszenzen als bei den Inkubationen mit IgG-Konjugat (bei den
Zielantigenen 0-1,8% mehr Reaktionen). Im Vergleich mit der sequentiellen IgGs-
Inkubation konnten durch das 1gG/IgGs-Gemisch zwischen 4,5% und 15% mehr
Fluoreszenzreaktionen detektiert werden. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen,
dass sowohl fur haufigere bullose Autoimmundermatosen wie Pemphigus vulgaris,
Pemphigus foliaceus und bulléses Pemphigoid, aber auch Epidermolysis bullosa
acquisita, Dermatitis herpetiformis und paraneoplastischen Pemphigus das neue
BIOCHIP™-Mosaik eine sensitive, spezifische, effiziente und schnellere
Diagnostikmethode darstellt und gerade in Laboratorien, in denen die etablierte
Mehrschrittdiagnostik nicht zur Verfugung steht, durch die simple Anwendung eine
gute Alternative sein kann. Weitere Zielantigene wie Laminin 332 und Laminin
y1/p200 Protein konnten das Mosaik optimieren. Antikorper gegen Desmocolline
erwiesen sich vor allem in der Diagnostik seltener Pemphiguserkrankungen als
relevant. Sowohl der Absorptionspuffer als auch speziell das 1gG/IgG4s-Gemisch
wiesen in dieser Studie einen deutlichen diagnostischen Vorteil in der BIOCHIP ™-
Technologie auf. Durch Reduktion unspezifischer Gewebereaktionen durch den
Absorptionspuffer und Starkung der spezifischen Fluoreszenzreaktionen durch
den Einsatz von 1gG4 erganzen sich beide Verfahren in der Verbesserung der
Auswertequalitdt und kdnnten auch einen Vorteil in der IIF-Gewebeauswertung

der etablierten Mehrschrittdiagnostik darstellen.
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7.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.

AB-Puffer

AK

Aqua dest.

BB

BD

BM

BP

BP180
BP180-NC16A-4X

BP230
BP230-gC

BPAG1
BPAG2
bzw.
ca.
Ca’
DEJ
DH
DIF
DNA
Dsc1
Dsc2
Dsc3
Dsg1
Dsg3

Abbildung

Absorptionspuffer

Antikorper

Aqua destillata

Blasenboden

Blasendach

Basalmembran

Bulléses Pemphigoid

180kDa grof3es Bulléses-Pemphigoid-Antigen
Tetramer der 16. nicht-kollagenen Domane des
180kDa grofien Bulldsen-Pemphigoid-Antigens
230kDa groles Bulloses-Pemphigoid-Antigen
C-terminale globulare Domane des 230kDa grof3en
Bullésen-Pemphigoid-Antigens

Bulléses Pemphigoid Antigen 1

Bulléses Pemphigoid Antigen 2
beziehungsweise

circa

Calcium

Dermo-epidermale Junktionszone

Dermatitis herpetiformis

Direkte Immunfluoreszenz
Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Desmocollin 1

Desmocollin 2

Desmocollin 3

Desmoglein 1

Desmoglein 3
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lIF
IL-6
IL-8
kDa
Kl
LAD
LAD-1
LIED

MMP-9
NaCl
Nr.
PBS

PF
PNP
PV
SHP
Tab.
u.a.
VS.
z.B.

Epidermolysis bullosa acquisita
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fluoresceinisothiocyanat
Gliadin-analoges Fusionspeptid
Interzellularraum

Immunglobulin der Klasse A
Immunglobulin der Klasse E
Immunglobulin der Klasse G, Subtyp 1-4
Immunglobulin der Klasse G, Subtyp 4
Indirekte Immunfluoreszenz
Interleukin 6

Interleukin 8

Kilodalton

Konfidenzintervall

Lineare IgA-Dermatose

Lineare IgA-Dermatose Antigen 1

Lubecker Institut fir Experimentelle Dermatologie

molar
Matrix-Metalloproteinase 9
Natrium-Chlorid

Nummer

Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered

saline)

Pemphigus foliaceus
Paraneoplastischer Pemphigus
Pemphigus vulgaris
Schleimhautpemphigoid
Tabelle

unter anderem

versus

zum Beispiel
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7.2 Abbildungen

Data Form
Prospective multicentre European study on the validation of biomarkers
for autoimmune bullous disorders
For any serum with positive direct IF microscopy to be analysed centrally
to be filled out by the physician
Stamp of the centre Patient number
Please nuEer_crronologically
Date of birth
Month ~ Year
Gender male [ | female[]
signed informed consent
yes [ ] no []
date of blood sample e
DD MM AR
date of positive direct IF microscopy e
DD MM Y7 7 57
direct immunofluorescence microscopy
[Jcs [] along the basal membrane zone
[T1gG []in the epithelium (intercellular pattern)
[JigA
D negative data in this field are compulsory
diagnosis
(] bullous pemphigoid
[] mucous membrane pemphigoid
[] pemphigus vulgaris
[] pemphigus foliaceus
Ol
Clinic ] not known
numbers of lesions [1<3 [13-5 [1e-10 [J1>10
PDAI score ABSIS score
predominatly mucous membrane lesions? [dyes [Ino

[Joral [ nasal
[ genital  [] perianal
[] conjunctival
histopathology
(1 not done
[] compatible with bullous/ mucous membrane pemphigoid
[] compatible with pemphigus

please turn page
Contact: Enno Schmidt, MD, PhD, mail: enno.schmidt@uk-sh.de, Tel+49 451 500 2538, Fax +49 451 500 2981 Version 2011-09-21

Abb. 7.1: Data Form der prospektiven multizentrischen Studie - Seite 1

Dieses Formblatt sollte von den Zentren fiir das jeweilige gesammelte Serum ausgefillt und mit
eingeschickt werden, um neben dem in der DIF positiven Befund weitere Daten (ber die Patienten
zu erhalten. Zum Zeitpunkt der Namensgebung waren nur europaische Zentren beteiligt, daher
wurde auf dem Data Form von europaischer Studie gesprochen.
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Data Form

Prospective multicentre European study on the validation of biomarkers
for autoimmune bullous disorders

For any serum with positive direct IF microscopy to be analysed centrally

to be filled out by the physician

Serology by Biochip (Euroimmun)

Salt-split skin

Esophagus

[ not yet done

[] epidermal binding [] negative
[] dermal binding
[] basal membrane pattern [] negative

[ intercellular epithelium pattern

Desmoglein 1 [] positive [ negative
Desmoglein 3 [] positive [] negative
BP180 [ positive [1 negative
BP230 [] positive [] negative
Laminin y1 [] positive [] negative
Type VI collagen [] positive [] negative
[] positive [] negative
[ positive [ negative

Family History Country of birth unknown
Patient [
mother L]
mother oft the mother L]
father oft he mother ]
father L]
father of the father ]
mother of the father ]

Are there any blood relatives with known autoimmune dermatosis?

yes [ ] no [] unknown []

if yes, please specify:

Please fill out the form and send it with
. serum (500 pl) and
[ Eo74 blood (5 mi) to:

Universtiatsklinikum Schleswig-Holstein
Klinik fir Dermatologie- Autoimmunlabor
Ratzeburger Allee 160

D-23538 Libeck, Germany

Contact: Enno Schmidt, MD, PhD, mail: enno.schmidt@uk-sh.de, Tel+49 451 500 2538, Fax +49 451 500 2981

Abb. 7.2: Data Form der prospektiven multizentrischen Studie - Seite 2
Dieses Formblatt sollte von den Zentren fiir das jeweilige gesammelte Serum ausgefillt und mit
eingeschickt werden, um neben dem in der DIF positiven Befund weitere Daten (ber die Patienten
zu erhalten. Die Zentren erhielten fur die eigenstéandige Diagnostik mit der BIOCHIP ™-Technologie
das Dermatologie Mosaik 7, welches die Gewebe Primatenésophagus und -—spalthaut, mit
rekombinantem Antigen transfizierte Zellen fur Desmoglein 1 und 3 und BP230 und BP180 als
EUROPLUS® enthalt. Angaben zu Laminin y1/p200 Protein und Kollagen Typ VII wurden nicht

gemacht.

Version 2011-09-21
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Medizinische

EUROIMMUN Labordiagnostika m

AG

N
TITERPLANE-Technik r Objekitréger -

BIOCHIPs Reagenztrager

Pipettieren: 10 pl je Feld (3x3 mm) =
30 plje Feld (5x5 mm) _\/—V-\/—\/—\/_ verdinnte Proben

70 pl je Feld (9x7 mm) OO0 8¢ Ny

Inkubieren: 30 min T vorsazirmy

Waschen: 1 s spllen
5 min Kiivette L 1| PBS-Tween

Pipettieren: 10 pl je Feld (3x3 mm) : :
BuljeFeldsmm  \ \\[\[\[  markertes Antiserum

65 ul je Feld (9x7 mm) QUQC)G _DEBOO6

Inkubieren: 30 min

Waschen: 1 s spllen
5 min Kivette Lr 1] PBS-Tween

Eindecken: max. 10 pl je Feld (3x3 mm)
max. 10 pl je Feld (5x5 mm) G | Eindeckmedium
max. 20 pl je Feld (9x7 mm)

Deckglas

Auswerten: Fluoreszenzmikroskop
[ m—a—a—n—y

Abb. 7.3: EUROIMMUN Standardanleitung fiir den indirekten Immunofluoreszenztest

Bei der Inkubation der BIOCHIP ™-Mosaike mit den Seren und anschliefend dem Konjugat sowie
bei dem Eindecken der Objekttrager wurde nach diesem Protokoll fiir die TITERPLANE-Technik
verfahren, um den gleichzeitigen Inkubationsstart aller zu einem Zeitpunkt getesteten Seren mit
den BIOCHIPs™ zu ermoglichen. Pipettiert wurden die Seren und Konjugate auf die
Reagenztrager nach den Angaben des Herstellers fir ein 9mmx7mm grofRes Feld fir das grofie
Mosaik, flir das Desmocollin-Mosaik nach den Angaben fiir ein 5mmx5mm grof3es Feld.
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7 Anhang

Medizinische

EURO'MMUN lL\:-ébordiagnostika m

Inkubation

Zusatzlich zu den Positiv- und Negativkontrollen sowie den Patientenproben verwendet man fir die
Durchfilhrung eines qualitativen/semiquantitativen Tests den Kalibrator 2, firr die Durchfihrung eines
quantitativen Tests die Kalibratoren 1 bis 3.

Proben-Inkubation:
(1. Schritt)

Waschen:

Konjugat-Inkubation:

(2. Schritt)

Waschen:

Substrat-Inkubation:

Entsprechend dem Pipettierschema je 100 pl Kalibrator, Positiv- und
Negativkontrolle oder verdinnte Patientenproben in die einzelnen
ReagenzgeféaRe pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur (+18 °C bis
+25 °C) inkubieren.

Manuell: Reagenzgefalle entleeren und anschlieBend 3x mit jeweils 300 pl
gebrauchsfertig verdinntem Waschpuffer waschen.
Automatisch: ReagenzgefalRe entleeren und anschlieRend 3x mit je 450 pl
gebrauchsfertig verdiinntem Waschpuffer waschen (Programm-Einstellung:
z. B. TECAN Columbus Washer ,Overflow Modus").

Den Waschpuffer in jedem Reagenzgefal? pro Waschzyklus 30-60 Sekunden
einwirken lassen, anschlieRend absaugen oder ausschitten. Nach dem
Waschvorgang sowohl bei manueller als auch automatischer Durchfiihrung
die Mikrotiterplatte mit den Offnungen nach unten kraftig auf FlieRpapier
ausschlagen, um Waschpufferreste vollstandig zu entfernen.

Achtung: Flussigkeitsreste (>10 pl), die nach dem Waschvorgang in den
ReagenzgeféaRen verbleiben, kénnen einen EinfluR auf die Substrat-
umsetzung haben und zu falsch erniedrigten Extinktionswerten fiihren.
Unzureichendes Waschen (z. B. weniger als 3 Waschzyklen, zu geringe
Waschpuffervolumina oder zu geringe Einwirkzeiten) kann zu falsch erhéhten
Extinktionswerten filhren.

Freie Positionen innerhalb des Mikrotiterstreifens sind mit leeren
ReagenzgefalRen desselben Plattenformates wie das des zu untersuchenden
Parameters aufzufiillen.

Jeweils 100 pl Enzymkonjugat-Lésung (Peroxidase-markiertes Anti-Human-
IgG) in die ReagenzgefdRe pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur
(+18 °C bis +25 °C) inkubieren.

Reagenzgefalle entleeren. Waschen wie oben.

Jeweils 100 pl Chromogen/Substrat-Lésung in die Reagenzgefalle
pipettieren. 15 Minuten bei Raumtemperatur (+18 °C bis +25 °C) inkubieren

Jeweils 100 pl Stopplésung in die Reagenzgefalle pipettieren, in der gleichen
Reihenfolge und mit der gleichen Geschwindigkeit, wie bei der Zugabe der

(3. Schritt)

(vor direkter Sonneneinstrahlung schitzen).
Stoppen:

Chromogen/Substrat-Lésung.
Messen:

Die photometrische Auswertung der Farbintensitat sollte innerhalb von 30
Minuten nach dem Stoppen erfolgen, bei 450 nm Messwellenlange und
einer Referenzwellenlange zwischen 620 nm und 650 nm. Vor dem Messen
die Mikrotiterplatte vorsichtig schitteln, um eine homogene Verteilung der
Farblésung zu gewahrleisten.

Abb. 7.4: Standardprotokoll des Herstellers zum Anti-BP180-NC16A-4X-ELISA (IgG)

Die Analyse der in der indirekten Immunfluoreszenz positiven Blutspender wurde mit dem ELISA
Testsatz der EUROIMMUN AG nach Protokoll durchgefihrt. Durchfihrungsschritte und

Mengenangaben sind auf den Anti-Dsg3-ELISA (IgG) Ubertragbar.
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7 Anhang
7.3 Vollstandige Ergebnistabelle
& "\ ‘é\@ » (§®
S oéb N be Q)@ \C)Q_ oo_;b N .be @(@
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SRR AR R AR < R AN~
Diagnose Pemphigus foliaceus
IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 007 100 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
Thessaloniki 009 0 0 0 100 0 0 0 0 0 100 0 0
Thessaloniki 019 32 0 0 100 0 0 100 0 0 320 0 0
Thessaloniki 029 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Thessaloniki 033 320 0 0 320 0 0 1000 0 0 320 0 0
Thessaloniki 064 10 0 0 100 0 0 100 0 0 320 0 0
Thessaloniki 066 100 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
Thessaloniki 067 320 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
Rom 010 100 0 0 320 0 0 100 0 0 320 0 0
Rom 034 100 0 0 100 0 0 100 0 0 320 0 0
Antalya 020 320 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
Antalya 027 100 0 0 1000 0 0 100 0 0 1000 0 0
Belgrad 023 100 0 0 320 0 0 320 0 0 1000 0 0
Belgrad 034 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Belgrad 037 100 0 0 320 0 0 100 0 0 320 0 0
Belgrad 039 100 0 0 320 0 0 100 0 0 320 0 0
Belgrad 040 320 0 0 320 0 0 1000 0 0 320 0 0
Belgrad 044 100 0 0 10 0 0 100 0 0 32 0 0
Belgrad 068 320 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
18G4 IgG, > 1gG

Thessaloniki 007 0 0 0 0 0 0 320 0 0 100 0 0
Thessaloniki 009 0 0 0 10 0 0 32 10 0 32 0 0
Thessaloniki 019 32 10 0 32 0 0 100 0 0 32 0 0
Thessaloniki 029 32 0 0 32 0 0 100 0 0 32 0 0
Thessaloniki 033 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 320 0 0
Thessaloniki 064 100 0 0 32 0 0 100 0 0 100 0 0
Thessaloniki 066 100 0 0 320 0 0 100 10 0 320 0 0
Thessaloniki 067 320 0 0 100 0 0 320 0 0 100 0 0
Rom 010 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Rom 034 100 0 0 32 0 0 100 0 0 100 0 0
Antalya 020 320 0 0 100 0 0 320 0 0 320 0 0
Antalya 027 100 0 0 100 0 0 100 0 0 1000 0 0
Belgrad 023 100 0 0 100 0 0 320 0 0 1000 0 0
Belgrad 034 100 0 0 10 0 0 100 0 0 100 0 0
Belgrad 037 320 0 0 320 0 0 100 0 0 320 0 0
Belgrad 039 320 0 0 100 0 0 320 0 0 320 0 0
Belgrad 040 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Belgrad 044 100 0 0 10 0 0 100 0 0 32 0 0
Belgrad 068 100 0 0 10 0 0 320 0 0 100 0 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Bern 003 320 0 0 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Bern 029 100 0 0 100 0 0 100 0 0 320 0 0
Sofia 009 1000 0 0 1000 0 0 3200 0 0 3200 0 0
Sofia 022 100 0 0 1000 0 0 320 0 0 1000 0 0
Sofia 023 320 0 0 100 0 0 320 0 0 100 0 0
Sofia 025 100 10 0 100 0 0 100 10 0 100 0 0
Sofia 027 1000 100 0 1000 0 0 3200 320 0 1000 0 0
Sofia 036 320 0 0 320 0 0 \ \ \ \ \ \
Sofia 037 1000 0 0 320 0 0 \ \ \ \ \ \
Sofia 043 100 0 0 320 0 0 100 0 0 320 0 0
Sofia 044 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Sofia 046 320 0 0 1000 0 0 1000 0 0 3200 0 0
Sofia 048 320 0 0 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Sofia 049 100 0 0 32 0 0 100 0 0 32 0 0
Sofia 091 100 0 0 1000 0 0 100 0 0 1000 0 0
Sydney 014 320 0 0 3200 0 0 3200 0 0 3200 0 0
Posen 015 100 0 0 320 0 0 320 0 0 320 0 0
Posen 018 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Posen 033 100 0 0 100 0 0 320 0 0 100 0 0
Posen 045 0 0 0 0 0 0 0 0 0 32 0 0
Posen 053 100 0 0 32 0 0 320 0 0 100 0 0
Posen 060 320 0 0 3200 0 0 3200 0 0 3200 0 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Bern 003 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Bern 029 100 0 0 32 0 0 100 0 0 320 0 0
Sofia 009 3200 0 0 1000 0 0 1000 0 0 3200 0 0
Sofia 022 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Sofia 023 320 0 0 32 0 0 320 0 0 100 0 0
Sofia 025 32 0 0 10 0 0 100 0 0 10 0 0
Sofia 027 320 0 0 320 0 0 1000 100 0 1000 0 0
Sofia 036 \ A\ VOV \ VD VD \
Sofia 037 \ A\ NV \ A\ N \
Sofia 043 10 0 0 10 0 0 100 0 0 100 0 0
Sofia 044 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Sofia 046 100 0 0 320 0 0 320 0 0 1000 0 0
Sofia 048 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 0 0
Sofia 049 100 ol o 32| o| o 100 ol o 32| 0 0
Sofia 091 320 0 0 100 0 0 320 0 0 320 0 0
Sydney 014 1000 0 0 1000 0 0 3200 0 0 3200 0 0
Posen 015 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 100 0 0
Posen 018 100 0 0 0 0 0 320 0 0 32 0 0
Posen 033 100 0 0 10 0 0 100 0 0 32 0 0
Posen 045 32 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0
Posen 053 100 0 0 10 0 0 1000 0 0 32 0 0
Posen 060 1000 0 0 1000 0 0 3200 0 0 3200 0 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Posen 069 320 o O 320 0| O 1000 0O 0| 1000| O 0
Posen 087 1000 O 0| 1000| O| O] 3200 O 0| 1000| O 0
Warschau 006 320 0| O 00| 0| O \ N\ N\ \
Warschau 015 320 O 0| 1000| O| O 1000 0O 0| 1000| O 0
Warschau 017 100 0 0 100 0| O 320 0 0 320 0 0
Warschau 020 10 0| O 32 0| O 10 0| O 32 0 0
Warschau 022 320 0| O 320 0| O 1000 0| O 320 O 0
Warschau 024 100 0| O 10 0| O 10 0| O 10| O 0
Warschau 025 100 o O 100| 0| O 100 o O 100| O 0
Warschau 029 1000 O 0| 3200 0| O] 3200 0| 0| 3200| O 0
Warschau 034 100 o O 100| 0| O 1000 o O 100| O 0
Warschau 035 10 0| O 100 0| O 10 0| O 100| O 0
Warschau 039 320 0| O 320 0| O \ N\ N\ \
Warschau 041 100 o O 100| 0| O 1000 o O 320 O 0
Warschau 044 320 O 0| 1000| O| O 1000 O 0| 3200| O 0
Warschau 047 320 O 0| 1000| O| O 1000 0O 0| 1000| O 0
Warschau 049 0 o O 320 0| O 100 o O 320 O 0
Warschau 050 100 0| O 10| 0| O \ N\ N\ \
Warschau 076 320 0| O 320 0| O 1000 0| O 320 O 0
Tel Aviv 081 1000 0| O 320 0| 0| 3200 0O 0| 1000| O 0
Tel Aviv 085 320 100| O 100| 0| O 320 100| O 100| O 0
Lubeck 304 100 o O 100| 0| O 320 o O 320 O 0
18G4 IgG, = 1gG
Posen 069 1000 0| O 320 0| O | 1000 O 0| 1000| O 0
Posen 087 1000 o O 320 0| 0| 3200 O 0| 1000| O 0
Warschau 006 \ VD VNV \ VD VD \
Warschau 015 1000 o O 320 0| O | 1000 O 0| 1000| O 0
Warschau 017 320 o O 100| 0| O| 1000 o O 100| O 0
Warschau 020 10 0 0 0 0 0 100 0 0 32 0 0
Warschau 022 1000 0| O 100| 0| O| 1000 0O 0| 1000| O 0
Warschau 024 0 0 0 0 0 0 100 0 0 10 0 0
Warschau 025 100 0 0 32 0 0 320 0 0 100 0 0
Warschau 029 1000 O 0| 1000| O| O| 3200 O 0| 3200| O 0
Warschau 034 320 o O 100| 0| O| 1000 o O 320 O 0
Warschau 035 0 o O o 0] O 100 o O 100| O 0
Warschau 039 \ VD VNV \ VD VD \
Warschau 041 100 0 0 0 0 0 320 0 0 100 0 0
Warschau 044 320 o O 320 0| O | 1000 O 0| 3200| O 0
Warschau 047 320 o O 100| 0| O| 1000 0O 0| 1000| O 0
Warschau 049 320 o O 320 0| O 320 0O 0| 1000| O 0
Warschau 050 \ VD VNV \ VD VD \
Warschau 076 320 o O 100| 0| O| 1000 o O 320 O 0
Tel Aviv 081 320 o O 10| 0| O | 1000 o O 100| O 0
Tel Aviv 085 320 0| O 100| 0| O| 1000| 100 | O 100| O 0
Lubeck 304 100 o O 10| 0] O 320 o O 32| 0 0
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IgG 1gG/1gG,
Libeck 316 1000 O 0| 1000| O| O] 3200 0O 0| 1000| O 0
Peking 007 100 0| O 100| 0| O 320 o O 320 O 0
Peking 010 10 0| O 10 0] O 100 o O 10| O 0
Peking 015 100 o O 100| 0| O 100 o O 100| O 0
Peking 027 320 O 0| 1000| O| O 1000 O 0| 1000| O 0
Peking 033 100 o O 100| 0| O 100 o O 100| O 0

1gG, IgG, 2> 1gG
Libeck 316 100 o O o oj O 1000 o O 320 O 0
Peking 007 32 0| O 32| 0| O 100 o O 100| O 0
Peking 010 32 0| O o 0| O 100 o O 10| O 0
Peking 015 0 o O o oj O 100 o O 100| O 0
Peking 027 320 0| O 100 0| O 320 0| O 320 O 0
Peking 033 100 o O 32| 0| O 100 o O 100| O 0
Diagnose Pemphigus vulgaris

IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 001 1000 0 0| 100 1000 0 1000 0 0 32 1000 0
Thessaloniki 002 10 0 0 0 32 01|\ \ \ \ \ \
Thessaloniki 005 1000 | 10 0| 320 | 1000 | O | 1000 10 0| 320| 3200| O
Thessaloniki 015 320 0 0| 100 320 0 1000 0 0| 100 320 0
Thessaloniki 020 320 | 32 0 0| 1000 | O | 1000 32 0 0| 1000 | O
Thessaloniki 021 320 0 0 0| 1000 0 100 0 0 0 320 O
Thessaloniki 022 320 10 0| 320 1000 0 320 0 0| 320 1000 0
Thessaloniki 024 100 0 0| 100 320 0 320 0 0| 100 320 0
Thessaloniki 025 320 0 0| 320 1000 | O 320 0 0| 320| 1000 | O
Thessaloniki 032 1000 0 0| 320 | 1000 | O | 1000 0 0| 320| 1000 | O
Thessaloniki 034 320 0 0| 100 320 | O | 1000 0 0| 320 | 1000 | O
Thessaloniki 035 100 0 0 32 320 0 100 0 0| 100 320 0
Thessaloniki 038 320 0 0 32 320 O 320 0 0 32 320 O
Thessaloniki 042 1000 0 0| 320 | 1000 | O | 3200 0 0| 320| 1000 | O
Thessaloniki 044 100 0 0| 320 320 0 320 0 0| 320 1000 0

18G4 IgG, = 1gG
Thessaloniki 001 100 10 0 0 1000 0 1000 0 0 10 1000 0
Thessaloniki 002 \ \ \ \ [N ERVA \ \ \ \ \
Thessaloniki 005 1000 | 32 0| 320 | 1000 | O | 3200 32 0| 320| 3200| O
Thessaloniki 015 320 10 0 32 320 0 1000 0 0| 100 320 0
Thessaloniki 020 0 0 0 0 0| 0| 3200 32 0 0| 3200| O
Thessaloniki 021 320 0 0 0 100 0 320 0 0 0 320 O
Thessaloniki 022 100 0 0| 100 320 0 1000 10 0| 320 1000 0
Thessaloniki 024 320 0 0| 100 320 0 320 10 0| 100 1000 0
Thessaloniki 025 32 0 0 32 100 0 100 0| 100 320 0
Thessaloniki 032 100 0 0 32 100 | O 320 0 0| 320| 1000 | O
Thessaloniki 034 32 0 0 10 100 0 320 10 0| 100 1000 0
Thessaloniki 035 32 0 0 0 100| O 100 0 0 32 320 O
Thessaloniki 038 100 0 0 0 320 0 100 0 0 0 320 O
Thessaloniki 042 32 0 0| 100 1000 0 32 0 0| 100 1000 0
Thessaloniki 044 32 0 0 0 10 0 100 0 0| 320 320 O
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IgG 18G/18G,
Thessaloniki 055 32 0 0 0 320 0 32 0 0 320 O
Thessaloniki 060 100 0| 100 | 100 32 0 100 0| 100 100 0
Thessaloniki 072 10 0 0 10 100 0 32 0 0 10 100 0
Thessaloniki 075 100 32 0| 320 320 0 100 32 0| 320 320 0
Thessaloniki 076 32 0 0| 320 320 0 32 0 0| 320 320 0
Thessaloniki 077 10 0 0 32 100 0 32 0 0 32 100| O
Thessaloniki 078 100 0 0 32 320 0 320 0 0 32 320 O
Rom 001 100 0 0 10 320 0 100 0 0 10 320 0
Rom 002 100 0 0| 320 320 O 100 0 0| 320| 1000 | O
Rom 003 100 0 0| 100 320 0 100 0 0| 100 320 0
Rom 004 320 0 0 0 320 O 320 0 0 0 320 O
Rom 005 100 0 0 10 100 0 100 0 0 10 100 0
Rom 006 320 0 0| 100 320 0 320 0 0| 100 320 0
Rom 009 320 0 0| 100 | 1000 | O 320 0 0| 100 | 1000 | O
Rom 011 0 0 0 0 100 0 10 0 0 0 100 0
Rom 013 0 0 0 32 0| O 32 0 0 32 100| O
Rom 014 100 0 0| 320 1000 | O 320 0 0| 320| 1000 | O
Rom 015 100 0 0| 100 0 0 100 0 0| 100 0 0
Rom 016 320 0 0 32 320 O 320 0 0 32| 1000 | O
Rom 017 100 0 0 32 320 O 320 0 0 32 320 O
Rom 020 0 0 0 0 100| O 32 0 0 0 100| O
Rom 021 100 0 0| 100 320 0 320 0 0| 100 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Thessaloniki 055 32 0 0 0 0 0 320 0 0 0 100 | 32
Thessaloniki 060 32 0 0 32 0 0 100 0 0| 100 10 0
Thessaloniki 072 32 0 0 0 32 0 100 0 0 10 100 0
Thessaloniki 075 100 0 0| 100 100| O 100 32 32| 320 100| O
Thessaloniki 076 100 0 0 10 32 0 100 0 0| 100 100 0
Thessaloniki 077 32 0 0 10 0 32 0 0 0 32| 10
Thessaloniki 078 100 0 0 100 0 320 0 0 10 320 0
Rom 001 100 0 0 320 O 100 0 0 0 320 O
Rom 002 320 0 0| 100 320 O 320 0 0| 320| 1000 | O
Rom 003 32 0 0 32 100| O 100 0 0| 100 00| O
Rom 004 100 0 0 100| O 320 0 0 0 320 O
Rom 005 100 0 0 100| O 100 0 0 10 100| O
Rom 006 100 0 0 32 100 0 320 0 0| 100 320 0
Rom 009 320 0 0 10 320 | 0| 1000 0 0| 100 | 1000 | O
Rom 011 10 0 0 0 10 0 32 0 0 0 100 0
Rom 013 32 0 0 0 0 0 32 0 0 10 0 0
Rom 014 320 0| 100 | 100 320 0 1000 0 0| 320 1000 0
Rom 015 0 0 0 0 0 0 100 0 0| 100 100 0
Rom 016 1000 0 0 10 1000 0 1000 0 0 10 1000 0
Rom 017 100 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
Rom 020 10 0 0 0 0 32 0 0 0 32 0
Rom 021 100 0 0 10 320 0 1000 0 0| 100 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Rom 022 32 0 0 10 320 0 100 0 0 10 320 0
Rom 024 320 0 0 10 1000 0 320 0 0 10 1000 0
Rom 025 100 0 0| 100 320 0 100 0 0| 100 320 0
Rom 026 100 0 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
Rom 027 1000 0 0| 320 1000 0 1000 0 0| 320 1000 0
Rom 029 100 0 0| 100 32 0 100 0 0| 100 32 0
Rom 033 100 0 0 0 320 0 100 0 0 0 320 0
Rom 038 320 0 0| 100 320 0 320 0 0| 100 1000 0
Rom 039 320 0 0 0 1000 0 320 0 0 0 1000 0
Rom 041 320 32 0| 100 1000 0 1000 32 0| 100 1000 0
Rom 047 320 0 0| 320 320 0 320 0 0| 320 1000 0
Rom 050 100 0 0| 100 320 0 100 0 0| 100 320 0
Rom 052 10 0 0 10 32 0 10 0 0 10 100 0
Rom 054 320 0 0| 320 1000 0 1000 0 0| 320 1000 0
Rom 059 320 10 0| 100 1000 0 320 0 0| 100 1000 0
Antalya 001 320 0 0| 100 1000 0 320 0 0| 100 1000 0
Antalya 004 100 0 0 10 320 0 100 0 0 10 320 0
Antalya 007 320 0 0| 100 1000 0 320 0 0| 100 1000 0
Antalya 008 100 0 0 10 1000 0 1000 0 0 10 3200 0
Antalya 009 100 0 0 320 0 100 0 0 320 0
Antalya 011 100 0 0 100 0 100 0 0 100 0
Antalya 013 320 0 0 320 0 320 0 0 10 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Rom 022 32 0 0 100 0 100 0 0 100 0
Rom 024 1000 0 0 320 0 1000 0 0 1000 0
Rom 025 100 0 0 10 100 0 100 0 0 32 100 0
Rom 026 320 0 0 32 0 320 0 0 0 320 0
Rom 027 1000 0 0 3200 0 1000 0 0| 100 1000 0
Rom 029 320 0 0 32 32 0 100 0| 100 | 100 32 0
Rom 033 32 0 0 0 32 0 100 0 0 0 320 0
Rom 038 320 0 0 10 320 0 320 0| 100 10 320 0
Rom 039 320 0 0 0 320 0 320 0 0 1000 0
Rom 041 1000 0 0| 100 320 0 1000 0 100 1000 0
Rom 047 320 0 0| 320 320 0 320 0 0| 320 320 0
Rom 050 32 0 0 10 32 0 100 0| 320 | 100 320 0
Rom 052 10 0 0 0 10 0 10 0 0 10 32 0
Rom 054 320 0 0| 100 1000 0 1000 0 0| 320 1000 0
Rom 059 320 0 0 100 0 1000 0 0| 100 1000 0
Antalya 001 100 0 0 0 100 0 320 0 0 32 320 0
Antalya 004 100 0 0 0 100 0 100 0 0 10 320 0
Antalya 007 320 0 0| 100 320 0 320 0 0| 100 1000 0
Antalya 008 1000 0 0 0 1000 0 1000 0 0 0 1000 0
Antalya 009 100 0 0 0 100 0 100 0 0 0 320 0
Antalya 011 32 0 0 0 10 0 100 0 0 0 100 0
Antalya 013 320 0 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
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IgG 1gG/1gG,
Antalya 023 320 0 0 320 1000 0 1000 0 320 1000 0
Antalya 026 320 0 0 100 1000 0 320 0 0 100 1000 0
Antalya 030 320 32 0 1000 100 0 320 10 0 1000 100 0
Antalya 031 10 0 0 10 100 0 32 10 0 10 100 0
Antalya 034 100 0 0 320 320 0 320 0 0 320 320 0
Antalya 037 320 0 0 320 1000 0 320 0 0 320 1000 0
Belgrad 002 320 0 0 100 320 0 320 0 0 320 320 0
Belgrad 003 32 10 0 10 100 0 100 32 0 10 100 0
Belgrad 008 320 32 0 100 1000 0 1000 32 0 100 1000 0
Belgrad 009 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 011 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 3200 0
Belgrad 012 100 0 0 0 1000 0 100 0 0 0 1000 0
Belgrad 013 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 014 100 0 0 100 1000 0 320 0 0 100 1000 0
Belgrad 015 320 0 0 320 10 0 1000 0 0 320 10 0
Belgrad 016 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 019 320 0 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Belgrad 021 100 0 0 32 320 0 320 0 0 100 1000 0
Belgrad 022 320 0 0 320 320 0 320 0 0 320 320 0
Belgrad 026 0 10 0 100 320 0 0 10 0 100 320 0
Belgrad 028 100 0 0 0 1000 0 100 0 0 10 1000 0
Belgrad 030 100 0 0 320 1000 0 320 0 0 320 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Antalya 023 1000 0 0 100 320 0 320 0 0 320 1000 0
Antalya 026 100 0 0 0 100 0 100 0 0 32 100 0
Antalya 030 100 0 0 100 0 0 100 0 0 320 100 0
Antalya 031 32 0 0 0 32 0 32 0 0 0 32 0
Antalya 034 100 0 0 100 100 0 320 0 0 320 320 0
Antalya 037 100 0 0 32 100 0 320 0 0 320 320 0
Belgrad 002 100 0 0 32 100 0 320 0 0 100 320 0
Belgrad 003 10 0 0 0 32 0 100 0 0 0 100 0
Belgrad 008 320 0 0 100 320 0 1000 32 0 100 1000 0
Belgrad 009 1000 0 0 100 1000 0 3200 0 0 320 1000 0
Belgrad 011 1000 0 0 100 1000 0 1000 0 0 320 3200 0
Belgrad 012 0 0 0 0 0 0 320 0 0 0 1000 0
Belgrad 013 320 0 0 100 100 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 014 100 0 0 32 100 0 320 0 0 100 1000 0
Belgrad 015 100 0 0 0 0 0 1000 0 0 100 10 0
Belgrad 016 1000 0 0 100 1000 0 3200 0 0 320 3200 0
Belgrad 019 1000 0 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Belgrad 021 100 0 0 0 10 0 320 0 0 32 320 0
Belgrad 022 320 0 0 100 100 0 320 0 0 320 320 0
Belgrad 026 0 0 0 0 0 0 32 0 0 32 100 0
Belgrad 028 320 0 0 0 320 0 1000 0 0 0 3200 0
Belgrad 030 320 0 0 100 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Belgrad 031 320 0 0 10 320 0 320 0 0 10 320 0
Belgrad 032 100 0 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
Belgrad 035 100 0 0 32 320 0 100 0 0 32 320 0
Belgrad 038 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 046 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 051 320 0 0 320 1000 0 320 0 0 320 1000 0
Belgrad 052 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 054 100 0 0 32 1000 0 100 0 0 100 1000 0
Belgrad 057 1000 0 0 100 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Belgrad 058 320 0 0 320 1000 0 3200 0 0 320 3200 0
Belgrad 059 1000 0| 100 100 | 3200 0 1000 0| 100 100 3200 0
Belgrad 065 1000 0| 100 100 | 3200 0 1000 0| 100 100 3200 0
Belrgrad 073 1000 0 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Belgrad 074 100 0 0 100 32 0 100 0 0 100 32 0
Belgrad 077 320 0 0 320 | 3200 0 1000 0 0 320 3200 0
Belgrad 084 320 | 10 0 100 1000 0 1000 | 10 0 100 3200 0
Bern 006 100 0 0 320 320 0 320 0 0 320 320 0
Bern 026 100 0 0 1000 100 0 320 0 0 1000 100 0
Bern 034 1000 0 0 10 1000 0 1000 0 0 10 1000 0
Bern 038 320 0 0 32 3200 0 1000 0 0 32 3200 0
Sofia 001 100 0 0 100 1000 0 320 0 0 100 1000 0
Sofia 002 320 0 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Belgrad 031 320 0 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
Belgrad 032 320 0 0 0 32 0 1000 0 0 0 320 0
Belgrad 035 0 0 0 0 0 0 100 0 0 32 320 0
Belgrad 038 1000 0 0 100 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 046 320 0 0 100 320 0 1000 0 0 320 1000 0
Belgrad 051 100 0 0 10 100 0 320 0 0 100 1000 0
Belgrad 052 320 0 0 100 1000 0 320 0 0 100 1000 0
Belgrad 054 100 0 0 10 320 0 100 0 0 32 1000 0
Belgrad 057 1000 0 0 32 1000 0 1000 0 0 100 3200 0
Belgrad 058 320 0 0 100 320 0 3200 0 0 100 1000 0
Belgrad 059 320 0 0 10 0 0 320 0| 320 100 1000 0
Belgrad 065 320 0 0 10 320 0 1000 0 0 100 3200 0
Belrgrad 073 1000 0 0 32 1000 0 1000 0 0 10 1000 0
Belgrad 074 10 0 0 10 0 0 100 0 0 100 32 0
Belgrad 077 1000 0 0 100 1000 0 3200 0 0 320 3200 0
Belgrad 084 1000 0 0 10 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Bern 006 320 0 0 100 100 0 320 0 0 320 100 0
Bern 026 320 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 100 0
Bern 034 100 0 0 0 100 0 1000 0 0 0 3200 0
Bern 038 1000 0 0 0 1000 0 1000 0 0 10 3200 0
Sofia 001 100 0 0 10 320 0 320 0 0 100 1000 0
Sofia 002 100 0 0 100 100 0 1000 0 0 320 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Sofia 003 320 0 0 10 1000 0 320 0 0 10 1000 0
Sofia 004 320 0 0 100 1000 0 1000 0 0 32 1000 0
Sofia 005 1000 0 0 320 3200 0 3200 0 0 320 3200 0
Sofia 006 1000 0 0 320 320 0 1000 0 0 320 1000 0
Sofia 007 320 0 0 0 320 0 1000 0 0 0 1000 0
Sofia 008 1000 0 0 1000 100 0 1000 0 0 1000 100 0
Sofia 010 100 | 32 0 0 320 0 100 | 10 0 0 320 | 320
Sofia 011 1000 0 0 320 1000 0 3200 0 0 320 3200 0
Sofia 012 100 0 0 100 3200 0 1000 0 0 100 3200 0
Sofia 013 1000 0 0 320 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 014 100 0 0 0 320 0 100 0 0 0 320 0
Sofia 015 320 0|10 0 1000 | 32 320 0| 100 0 1000 | 100
Sofia 016 1000 0 0 100 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 017 1000 0 0 1000 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 018 3200 0 0 3200 320 0 3200 0 0 3200 1000 0
Sofia 019 1000 0 0 1000 3200 | 10 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 020 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 10 0
Sofia 021 100 0 0 10 1000 0 320 0 0 10 3200 0
Sofia 024 320 0 0 0 320 0 320 0 0 0 320 0
Sofia 026 320 0 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Sofia 028 1000 0 0 10 3200 0 3200 0 0 10 3200 0
Sofia 029 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 32 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Sofia 003 32 0 0 0 100 0 320 0| 100 0 1000 0
Sofia 004 100 0 0 0 100 0 1000 0 0 32 1000 0
Sofia 005 1000 0 0 100 1000 0 3200 0 0 320 3200 0
Sofia 006 1000 0 0 100 100 0 3200 0 0 320 320 0
Sofia 007 100 0 0 0 100 0 1000 0 0 0 320 0
Sofia 008 1000 0 0 100 0 0 1000 0 0 1000 32 0
Sofia 010 100 0 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Sofia 011 3200 0 0 100 1000 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 012 1000 0 0 10 1000 0 1000 0 0 32 3200 0
Sofia 013 3200 0 0 320 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 014 100 0 0 0 100 0 100 0 0 0 320 0
Sofia 015 320 0 0 0 320 0 320 0 0 0 1000 0
Sofia 016 3200 0 0 10 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 017 1000 0 0 320 1000 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 018 3200 0 0 1000 320 0 3200 0 0 3200 1000 0
Sofia 019 1000 0 0 32 320 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 020 0 0 0 0 0 0 32 0 0 0 0 0
Sofia 021 320 0 0 0 320 0 320 0 0 0 1000 0
Sofia 024 32 0 0 0 0 0 320 0 0 0 32 0
Sofia 026 1000 0 0 10 100 0 1000 0 0 100 1000 0
Sofia 028 1000 0 0 0 1000 0 3200 0 0 10 3200 0
Sofia 029 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 100 0
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IgG 1gG/1gG,
Sofia 030 3200 0| 0| 1000 | 1000 | O | 3200 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 031 32000 0| O 0| 3200| 0] 3200 0| 0 0| 3200| O
Sofia 032 32000 0] O 100 | 3200| O \ |\ \ A
Sofia 033 00| 0] o o| 320 o 100 0| 0 0| 1000| O
Sofia 034 32000 0| O 32| 3200 0| 3200 0| 0 10| 3200 | O
Sofia 035 3200 0| O 100 | 1000 | 0| 1000 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 038 1000 | 0| O 100 | 1000 | O | 1000 0| 0 100 | 1000 | O
Sofia 039 1000 | 0| O 10 | 3200 0| 3200 0| 0 32| 3200 O
Sofia 040 1000 0] O 100 | 3200 | 0| 3200 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 041 100 0| o 0 100 | 0 \ VAN \ NN
Sofia 045 1000 | O] O| 320| 1000 | O | 3200 0| 0| 320 3200 O
Sofia 047 1000 0] O 0| 320| 0| 12000 10| O 0 100 | 0
Sofia 050 00| 0] o 00| 320| 0O 100 0| 0 00| 320 O
Sofia 051 1000 | 0| O 0| 3200 0| 3200| 10|10 0| 3200| O
Sofia 052 3200 0| o 320 10| 0| 1000 0| 0| 320 10| 0
Sofia 053 320/ 0| 0| 1000 | 1000 | O | 1000 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 054 3200 0| O 32| 3200 0| 320 0| 0 32| 3200 O
Sofia 055 1000 | O] 0| 1000 | 3200 | O | 1000 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 056 3200 0| O 100 | 3200 | 0| 1000 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 057 1000 | O] 0| 1000 | 3200 | O | 3200 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 058 3200 0| O 100 | 3200 | O | 1000 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 059 1000 | O] 0| 1000 | 1000 | O | 1000 0| 0| 1000 | 3200 | O
I18Ga IgG, 2> IgG
Sofia 030 1000 | 0| O 100 | 1000 | O | 3200 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 031 1000 | 0| O 320 0| 3200 0| 0 0| 3200| O
Sofia 032 \ A\ \ A\ \ \| O\ \ A\
Sofia 033 32 0| 0 100 | © 100 0| 0 0| 320| 0O
Sofia 034 00| 0] O 0| 320| 0] 3200 0| 0 10| 3200 | O
Sofia 035 32 0| 0 10 100 | 0| 1000 0| 0 100 | 1000 | O
Sofia 038 00| 0] O 320 0| 3200 0| 0 10 | 1000 | ©O
Sofia 039 1000 | 0| O 1000 | 0 | 3200 0| 0 10 | 3200 | O
Sofia 040 1000 0] O 10 | 1000 | O | 3200 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 041 \ A\ \ A\ \ \| O\ \ A\
Sofia 045 1000 | 0| O 10 | 1000 | 0| 3200 0| 0| 320 3200 O
Sofia 047 32 0| 0 0 0| 0| 320 10| 0O 0 32| 0
Sofia 050 00| 0] O 32 100 | 0| 320 0| 0 100 | 320 O
Sofia 051 1000 | 0| O 0| 1000 0| 12000 | 10| O 0| 3200| O
Sofia 052 3200 0| O 100 0| 0| 1000 0| 0| 320 10| 0
Sofia 053 1000 | O] 0| 1000 | 320| O| 3200 0| 0| 1000 | 3200 | O
Sofia 054 00| 0] o 0 10| 0| 1000 0| 0 10 | 1000 | ©O
Sofia 055 10| o o 0 0| 0| 1000 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 056 1000 | 0| O 10| 320 0| 1000 0| 0 100 | 1000 | O
Sofia 057 1000 | 0| O 0| 1000 | 0| 3200 0| 0| 320| 3200 O
Sofia 058 32000 0] O 32| 3200 0| 3200 0| 0 100 | 3200 | O
Sofia 059 1000 | 0| O 100 | 320| 0| 1000 0| 0| 1000 | 3200 | O
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IgG 1gG/1gG,
Sofia 060 1000 | O 0 1000 1000 0 3200 0 0 3200 3200 0
Sofia 062 320 | O 0 1000 | 3200 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 063 1000 | O 0 3200 | 3200 0 3200 0 0 3200 3200 0
Sofia 064 320 | O 0 1000 1000 0 1000 0 0 1000 1000 0
Sofia 065 100 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Sofia 066 320 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 3200 0
Sofia 067 320 | O 0 1000 | 3200 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 068 320 | O 0 1000 | 3200 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 069 320 | O 0 32 100 0 100 0 0 32 100 0
Sofia 070 100 | O 0 32 1000 0 100 0 0 32 3200 0
Sofia 072 100 | O 0 32 100 0 100 0 0 32 320 0
Sofia 073 320 | O 0 1000 1000 0 1000 0 0 3200 3200 0
Sofia 074 320 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 075 100 | O 0 0 10 | 32 100 0 0 0 10 | 32
Sofia 076 320 | O 0 1000 1000 0 1000 0 0 1000 1000 0
Sofia 077 320 | O 0 10 | 3200 0 1000 0 0 10 3200 0
Sofia 078 1000 | O 0 1000 | 3200 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 079 100 | O 0 10 1000 0 100 0 0 10 1000 0
Sofia 080 1000 | O 0 1000 | 3200 0 3200 0 0 3200 3200 0
Sofia 082 100 | O 0 100 320 0 100 0 0 100 1000 0
Sofia 084 1000 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Sofia 085 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 320 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Sofia 060 3200 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 062 3200 | O 0 100 | 3200 0 3200 0 0 320 3200 0
Sofia 063 3200 | O 0 320 | 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 064 1000 | O 0 100 320 0 1000 0 0 1000 1000 0
Sofia 065 0| 0 0 0 0 0 100 0 0 0 100 0
Sofia 066 3200 | O 0 0| 3200 0 1000 0 0 0 3200 0
Sofia 067 1000 | O 0 100 320 0 1000 0 0 1000 3200 0
Sofia 068 1000 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 320 3200 0
Sofia 069 32| 0 0 10 10 0 100 0 0 100 100 0
Sofia 070 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 10 320 0
Sofia 072 1000 | O 0 10 320 0 320 | 32 0 10 320 0
Sofia 073 1000 | O 0 320 320 0 1000 0 0 1000 1000 0
Sofia 074 1000 | O 0 32 1000 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 075 0] 0 0 0 0 0 100 0 0 0 10 0
Sofia 076 100 | O 0 100 100 0 1000 0 0 1000 1000 0
Sofia 077 320 | O 0 0 10 0 1000 0 0 10 1000 0
Sofia 078 1000 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 079 0] 0 0 0 0 0 100 0 0 0 100 0
Sofia 080 1000 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 082 100 | O 0 10 32 0 100 0 0 100 320 0
Sofia 084 320 | O 0 32 100 0 1000 0 0 32 1000 0
Sofia 085 100 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
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IgG 18G/1gG,
Sofia 086 100 | O 0 100 32 0 100 0 0 100 32 0
Sofia 087 0| 0 0 10 10 0 0 0 0 10 10 0
Sofia 088 1000 | O 0 320 | 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Sofia 089 320 | O 0 3200 32 0 320 0 0 3200 100 0
Sofia 090 100 | O 0 0 320 0 100 0 0 0 1000 0
Sofia 092 320 | O 0 100 | 3200 0 1000 0 0 100 3200 0
Sofia 093 320 | O 0 100 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 094 320 | O 0 100 | 3200 0 1000 0 0 100 3200 0
Sofia 095 0| 0 0 10 10 0 10 0 0 10 10 0
Sofia 097 1000 | O 0 320 | 3200 0 \ \ \ \ \ \
Sofia 098 100 | O 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Sofia 118 100 | O 0 0 10 0 100 0 0 0 10 0
Sydney 001 100 | O 0 0 1000 0 100 0 0 10 1000 0
Sydney 010 100 | O 0 0 320 0 100 0 0 0 1000 0
Sydney 012 100 | O 0 100 320 0 320 0 0 100 1000 0
Sydney 017 100 | O 0 0 100 0 10 0 0 0 100 0
Sydney 019 100 | O 0 0 320 0 320 0 0 0 1000 0
Sydney 023 100 | O 0 10 320 0 100 0 0 10 1000 0
Posen 003 1000 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Posen 005 1000 | O 0 0| 3200 0 1000 0 0 0 3200 0
Posen 013 1000 | O 0 100 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Posen 022 100 | O 0 100 1000 0 100 0 0 100 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Sofia 086 32| 0 0 32 10 0 100 0 0 100 32 0
Sofia 087 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sofia 088 100 | O 0 100 100 0 1000 0 0 320 3200 0
Sofia 089 320 | O 0 100 0 0 1000 0 0 1000 10 0
Sofia 090 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 1000 0
Sofia 092 3200 | O 0 10 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Sofia 093 1000 | O 0 10 | 3200 0 3200 0 0 32 3200 0
Sofia 094 1000 | O 0 10 1000 0 1000 0 0 100 3200 0
Sofia 095 100 | O 0 0 0 0 100 0 0 10 0 0
Sofia 097 AN \ \ A\ A\ \ \ A\
Sofia 098 320 | O 0 100 100 0 320 0 0 320 1000 0
Sofia 118 0| 0 0 0 0 0 320 0 0 0 0 0
Sydney 001 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 1000 0
Sydney 010 100 | O 0 0 32 0 100 0 0 0 100 0
Sydney 012 320 | O 0 32 100 0 320 0 0 100 320 0
Sydney 017 0| 0 0 0 0 0 100 0 0 0 32 0
Sydney 019 32| 0 0 0 100 0 320 0 0 0 320 0
Sydney 023 32| 0 0 0 32 0 100 0 0 0 320 0
Posen 003 100 | O 0 0 100 0 1000 0 0 100 1000 0
Posen 005 100 | O 0 0 100 0 1000 0 0 0 3200 0
Posen 013 1000 | O 0 0 1000 0 3200 0 0 32 3200 0
Posen 022 320| O 0 32 320 0 320 0 0 100 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Posen 023 32 0| 0| 1000 10| O 100 0 0| 1000 10| O
Posen 032 100 0|0 100 | 1000 | O | 1000 0 0 100 | 3200 | O
Posen 034 100 0| 0| 1000 | 1000 | O | 1000 0 0| 1000 | 1000 | O
Posen 048 320 0|0 320 | 1000 | O | 3200 0 0| 1000 | 3200 | O
Posen 059 320 0|0 100 | 3200 | O | 1000 0 0 100 | 3200 | O
Posen 068 320 0|0 0| 1000 | O | 1000 0 0 0| 1000| O
Posen 071 10 0|0 0 100 | O 100 0 0 0 100 | O
Posen 086 100 0|0 0 320 O 100 0 0 0 320 O
Warschau 001 1000 0| 0| 1000 | 1000 | O | 1000 0 0| 1000 | 1000 | O
Warschau 021 1000 0|0 320 | 1000 | O | 1000 0 0 320 | 1000 | O
Warschau 023 100 0|0 32 100 0 320 0 0 32 100 0
Warschau 026 100 0|0 0| 3200| O | 1000 0 0 0| 3200| O
Warschau 031 320 0|0 100 320 O 320 0 0 100 320 O
Warschau 032 1000 0|0 100 | 1000 | O | 3200 0 0 100 | 3200 | O
Warschau 038 320 0|0 0| 3200| O] 1000 0 0 0| 3200| O
Warschau 040 0 0|0 0 100| O 0 0 0 0 100| O
Warschau 043 1000 0|0 100 | 3200 | O | 3200 0 0 100 | 3200 | O
Warschau 046 100 0| 0| 1000 | 1000 | O 100 0 0| 1000 | 1000 | O
Warschau 048 320 0|0 0| 1000 | O 320 | 100 0 0| 1000| O
Warschau 051 0 0|0 0 100 0 100 0 0 0 0 0
Warschau 054 1000 0|0 0| 3200| O] 3200 0 0 0| 3200| O
Warschau 057 1000 0|0 0| 1000 | O | 1000 0 0| 1000| O
18G4 IgG, = 1gG
Posen 023 320 0|0 100 0| O 320 0 0 100 0| O
Posen 032 1000 0|0 10| 3200 | O | 1000 0 0 100 | 3200 | O
Posen 034 100 0|0 32 100 O 320 32 0 100 320 O
Posen 048 320 0|0 100 | 1000 | O | 3200 0 0 320 | 3200| O
Posen 059 320 0|0 0 320 | O | 3200 0 0 100 | 3200 | O
Posen 068 320 0|0 0| 1000 | O 320 0 0 0| 1000| O
Posen 071 0 0|0 0| O 10 0 0 0 10| O
Posen 086 32 0|0 0| O 100 0 0 0 100 | O
Warschau 001 100 0|0 100 100 O 320 0 0| 1000 | 1000 | O
Warschau 021 320 0|0 0 100 | O | 1000 0 0 32 320 O
Warschau 023 100 0|0 10 10 0 320 0 0 10 32 0
Warschau 026 100 0|0 0 320 | O | 1000 0 0 0| 3200| O
Warschau 031 32 0|0 10 32 0 320 0 0 100 320 0
Warschau 032 0 0|0 0 0| 0| 3200 0 0 10| 3200 | O
Warschau 038 1000 0|0 0| 1000 | O | 1000 0 0 3200 O
Warschau 040 32 0|0 0 100| O 100 0 0 100| O
Warschau 043 3200 0|0 0| 3200| O] 3200 0 0 10| 3200 | O
Warschau 046 100 | 32 0 100 0 320 | 100 0 320 320 0
Warschau 048 320 0|0 0 100 | O | 1000 | 100 | 100 0| 1000| O
Warschau 051 10 0|0 0 32 0 10 0 0 32 0
Warschau 054 1000 0|0 0| 1000 | O | 3200 0 0| 3200| O
Warschau 057 100 0|0 0 100 0 320 0 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Warschau 066 1000 | O 0 0 1000 0 320 0 0 0 3200 0
Warschau 067 1000 | O 0 100 | 3200 0 1000 0 0 100 3200 0
Tel Aviv 012 1000 | O 0 320 | 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Tel Aviv 013 3200 | O 0 1000 | 3200 0 3200 0 0 1000 3200 0
Tel Aviv 014 100 | O 0 0 1000 0 100 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 016 100 | O 0 32 32 0 100 0 0 100 32 0
Tel Aviv 018 320 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 019 1000 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 100 3200 0
Tel Aviv 020 320 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 026 1000 | O 0 32 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Tel Aviv 027 100 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 031 320 | O 0 10 1000 0 320 0 0 10 1000 0
Tel Aviv 032 320 | O 0 10 | 3200 0 1000 0 0 10 3200 0
Tel Aviv 033 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 100 0
Tel Aviv 034 1000 | O 0 10 | 3200 0 3200 0 0 10 3200 0
Tel Aviv 035 100 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 036 100 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 051 320 | O 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 052 1000 | O 0 1000 1000 0 1000 0 0 1000 1000 0
Tel Aviv 054 1000 | O 0 0 1000 0 3200 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 055 1000 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 058 1000 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 3200 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Warschau 066 3200 | O 0 0| 3200 0 3200 | 100 0 0 3200 0
Warschau 067 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 10 320 0
Tel Aviv 012 320 | O 0 10 320 0 3200 0 0 100 1000 0
Tel Aviv 013 1000 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 1000 3200 0
Tel Aviv 014 10| O 0 0 0 0 320 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 016 10| O 0 0 0 0 100 0 0 32 32 0
Tel Aviv 018 100 | O 0 0 100 0 1000 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 019 320 | O 0 10 1000 0 3200 0 0 100 3200 0
Tel Aviv 020 320 | O 0 0 100 0 1000 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 026 1000 | O 0 10 1000 0 1000 0 0 32 3200 0
Tel Aviv 027 32| 0 0 0 0 0 100 0 0 0 32 0
Tel Aviv 031 100 | O 0 0 10 0 320 0 0 0 320 0
Tel Aviv 032 320 | O 0 0 320 0 3200 0 0 10 3200 0
Tel Aviv 033 100 | O 0 0 0 0 320 0 0 0 32 0
Tel Aviv 034 3200 | O 0 0| 3200 0 3200 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 035 32| 0 0 0 10 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 036 100 | O 0 0 32 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 051 100 | O 0 0 0 0 320 0 0 0 100 0
Tel Aviv 052 100 | O 0 100 100 0 100 0 0 1000 1000 0
Tel Aviv 054 320 | O 0 0 100 0 1000 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 055 320 | O 0 0 100 0 3200 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 058 100 | O 0 0 0 0 1000 0 0 0 1000 0
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IgG 1gG/1gG,
Tel Aviv 059 320 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 100 0
Tel Aviv 066 0| 0 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 068 320 | O 0 1000 0 0 1000 0 0 1000 10 0
Tel Aviv 069 1000 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 076 100 | O 0 0 1000 0 100 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 078 1000 | O 0 100 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Libeck 217 100 | O 0 100 100 0 100 0 0 100 320 0
Libeck 224 320 | O 0 0 100 0 1000 0 0 0 320 0
Libeck 228 100 | O 0 1000 0 320 0 0 1000 0
Libeck 317 100 | O 0 100 0 100 0 0 100 0
Peking 003 1000 | O 0 320 1000 0 1000 0 0 320 1000 0
Peking 004 320 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 005 1000 | O 0 100 1000 0 3200 0 0 100 3200 0
Peking 006 100 | O 0 10 100 0 320 0 0 100 1000 0
Peking 009 1000 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 012 100 | O 0 320 100 0 100 0 0 320 100 0
Peking 013 100 | O 0 32 1000 0 320 0 0 100 1000 0
Peking 022 320 | O 0 1000 1000 0 320 0 0 1000 1000 0
Peking 030 1000 | O 0 1000 1000 0 1000 0 0 1000 1000 0
Peking 035 1000 | O 0 1000 | 3200 0 1000 0 0 1000 3200 0
Brinn 002 1000 | O 0 1000 1000 0 3200 0 0 3200 3200 0
Brinn 007 100 | O 0 10 320 0 100 0 0 10 320 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Tel Aviv 059 32| 0 0 0 10 0 100 0 0 0 100 0
Tel Aviv 066 0] 0 0 0 0 0 100 0 0 0 10 0
Tel Aviv 068 100 | O 0 32 0 0 100 0 0 320 0 0
Tel Aviv 069 1000 | O 0 0 1000 0 3200 0 0 0 3200 0
Tel Aviv 076 100 | O 0 0 320 0 320 0 0 0 1000 0
Tel Aviv 078 3200 | O 0 10 | 3200 0 3200 0 0 100 3200 0
Libeck 217 10| O 0 10 0 100 0 0 100 100 0
Libeck 224 1000 | O 0 320 0 1000 0 0 0 1000 0
Libeck 228 100 | O 0 0 100 0 320 0 0 0 1000 0
Libeck 317 0| 0 0 0 0 0 320 0 0 0 100 0
Peking 003 100 | O 0 32 100 0 1000 0 0 320 1000 0
Peking 004 320 | O 0 10 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 005 1000 | O 0 32 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 006 0] 0 0 0 0 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 009 1000 | O 0 0 1000 0 1000 0 0 100 1000 0
Peking 012 100 | O 0 10 10 0 100 0 0 100 100 0
Peking 013 100 | O 0 0 100 0 1000 0 0 32 1000 0
Peking 022 1000 | O 0 100 320 0 1000 0 0 1000 1000 0
Peking 030 100 | O 0 100 100 0 1000 0 0 1000 1000 0
Peking 035 1000 | O 0 100 1000 0 1000 0 0 1000 3200 0
Brinn 002 1000 | O 0 320 1000 0 1000 0 0 1000 1000 0
Brinn 007 32| 0 0 0 100 0 100 0 0 0 320 0
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Diagnose paraneoplastischer Pemphigus
IgG 1gG/1gG,
Sofia 081 10 | 1000 | O 0 10 | 1000 0| 1000 |0 0 10 | 1000
Sofia 083 0| 1000 | O 10 | 1000 | 1000 0| 1000 |0 10 | 1000 | 1000
Peking 29 320 | 1000 | O 100 100 0| 1000 | 1000 | O 100 100 0
Peking 34 | 1000 | 1000 | O 10 | 1000 0| 1000 | 1000 | O 10 | 3200 0
IgG, IgG, 2> 1gG
Sofia 081 0 100 | O 0 0 0 320 | 1000 | O 0 10 | 1000
Sofia 083 0 100 | O 0 0 0 320 320 | 0 10 320 | 1000
Peking 29 0 0|0 0 0 0| 1000 | 1000 | O 100 100 0
Peking 34 | 1000 100 | O 0 100 0| 1000 | 1000 | O 0| 1000 0
Diagnose IgA-Pemphigus
IgA
Sofia 055 1000 0|0 0| 3200 0
Libeck 319 | 1000 0|0 0 0 0
0@Q§ ,370 &ng @Q§ S \ng
S & S N & & & © o
s & Q'z>\ Q'S) qu/b & > Qé\ Q'ib W

& K 9 Q Q s K & & &

Diagnose Bulloses Pemphigoid
IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 004 100 | 320 0 320 0 320 | 1000 0 320 0
Thessaloniki 006 1000 | 1000 0 320 320 3200 | 3200 0 320 320
Thessaloniki 010 10 100 32 100 0 32 100 32 32 0
Thessaloniki 011 32 100 0 320 0 32 100 0 320 0
Thessaloniki 013 320 | 320 0 320 320 1000 | 1000 0| 1000 320
Thessaloniki 016 0 0 0 10 0 32 100 0 10 0
Thessaloniki 023 0 32 0 1000 0 0 320 0| 1000 0
Thessaloniki 026 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Thessaloniki 028 0 32 0 100 0 0 32 0 100 0
Thessaloniki 030 10 32 0 320 0 10 32 0 320 0
IgG, IgG, 2> 1gG

Thessaloniki 004 320 100 0 0 0 100 320 0 100 0
Thessaloniki 006 3200 | 1000 0 0 320 3200 | 1000 0 100 320
Thessaloniki 010 100 10 0 0 0 32 10 0 100 0
Thessaloniki 011 32 10 0 0 0 32 100 0 320 0
Thessaloniki 013 1000 | 320 0 0 100 3200 | 1000 0 | 1000 | 1000
Thessaloniki 016 32 32 0 0 0 0 32 0 10 0
Thessaloniki 023 100 100 0 32 0 32 100 0| 1000 0
Thessaloniki 026 10 10 0 0 0 10 100 0 32 0
Thessaloniki 028 10 10 0 32 0 0 32 0 100 0
Thessaloniki 030 10 10 0 32 0 10 32 0 320 0
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IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 031 320 | 1000 0 1000 0 1000 | 1000 0| 1000 0
Thessaloniki 036 100 | 320 0 10 0 320 | 1000 0 10 0
Thessaloniki 037 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Thessaloniki 039 0 0 0 100 0 10 0 0 100 0
Thessaloniki 040 100 | 320 0 320 0 100 320 0 320 0
Thessaloniki 041 100 | 320 0 320 0 320 | 1000 0 320 0
Thessaloniki 043 320 | 1000 0 1000 320 3200 | 3200 0 | 1000 320
Thessaloniki 046 32 100 0 1000 0 100 320 0| 1000 0
Thessaloniki 049 10 32 0 100 0 32 100 0 320 0
Thessaloniki 050 100 | 320 0 100 0 320 | 1000 0 100 0
Thessaloniki 051 1000 | 1000 0 320 100 3200 | 3200 0 100 100
Thessaloniki 053 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Thessaloniki 054 32 32 0 320 0 10 32 0 320 0
Thessaloniki 056 100 | 320 0 100 0 100 320 0 100 0
Thessaloniki 058 320 | 1000 0 1000 0 320 | 1000 0| 1000 0
Thessaloniki 059 320 | 1000 0 1000 0 320 | 1000 0| 1000 0
Thessaloniki 061 100 320 0 10 0 100 320 0 10 0
Thessaloniki 063 0 32 0 100 0 0 10 0 100 0
Thessaloniki 068 100 | 100 0 320 0 320 | 1000 0 | 1000 0
Thessaloniki 069 0 32 0 100 0 0 100 0 100 0
Thessaloniki 073 32| 320 0 320 0 100 | 1000 0 320 0
Thessaloniki 079 100 | 100 0 320 100 1000 | 1000 0 320 100
1gG, IgG, 2> 1gG
Thessaloniki 031 320 | 320 0 100 0 100 320 0 | 1000 0
Thessaloniki 036 100 100 0 0 0 100 320 0 0 0
Thessaloniki 037 10 10 0 0 0 100 0 10 0
Thessaloniki 039 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Thessaloniki 040 100 100 0 0 0 0 100 0 100 0
Thessaloniki 041 100 100 0 0 0 100 320 0 320 0
Thessaloniki 043 3200 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0| 1000 | 1000
Thessaloniki 046 100 32 0 0 0 100 320 0| 1000 0
Thessaloniki 049 32 100 0 0 0 10 32 0 320 0
Thessaloniki 050 320 | 320 0 0 0 320 320 0 10 0
Thessaloniki 051 3200 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0 100 320
Thessaloniki 053 32 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Thessaloniki 054 10 10 0 0 0 10 32 0 320 0
Thessaloniki 056 320 | 320 0 0 0 320 320 0 10 0
Thessaloniki 058 100 | 320 0 0 0 320 | 1000 0 320 0
Thessaloniki 059 320 | 320 0 0 0 320 320 0| 1000 0
Thessaloniki 061 100 100 0 0 0 32 32 0 0 0
Thessaloniki 063 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Thessaloniki 068 320 | 320 0 320 0 1000 | 1000 0| 1000 0
Thessaloniki 069 10 32 0 0 0 0 32 0 32 0
Thessaloniki 073 100 | 320 0 10 0 100 320 0 100 0
Thessaloniki 079 1000 | 320 0 10 100 1000 | 1000 0 100 100
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Rom 035 32 0 0 32 0 10 32 0 32 0
Rom 045 10 100 0 100 0 32 100 0 100 0
Rom 051 0 10 0 100 0 0 32 0 320 0
Rom 056 100 | 1000 0 320 0 320 1000 0 320 0
Antalya 012 10 100 0 320 0 32 100 0 320 0
Antalya 019 320 320 0 100 320 320 320 0 100 320
Antalya 022 0 10 0 100 0 0 10 0 32 0
Antalya 024 320 | 1000 0 320 1000 3200 | 3200 0 1000 1000
Antalya 039 320 | 1000 0 100 0 1000 1000 0 100 0
Antalya 049 10 320 0 10 0 100 320 0 10 0
Antalya 060 0 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Antalya 073 100 100 0 100 0 100 100 0 100 0
Antalya 075 320 | 1000 0 320 1000 3200 | 3200 0 320 1000
Antalya 087 100 320 0 320 100 3200 | 3200 0 320 100
Belgrad 004 10 100 0 32 0 32 100 0 32 0
Belgrad 005 320 | 1000 0 1000 320 1000 1000 0 1000 320
Belgrad 006 320 | 1000 0 320 1000 1000 1000 0 320 1000
Belgrad 007 0 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Belgrad 010 32 320 0 100 320 1000 1000 0 32 320
Belgrad 017 10 100 0 32 0 10 100 0 32 0
Belgrad 018 10 100 0 100 0 100 100 0 100 0
Belgrad 020 320 320 0 100 0 1000 1000 0 100 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Rom 035 32 100 0 0 0 32 100 0 10 0
Rom 045 0 0 0 0 0 32 100 0 100 0
Rom 051 0 32 0 32 0 0 32 0 100 0
Rom 056 100 320 0 0 0 100 1000 0 100 0
Antalya 012 100 100 0 0 10 100 100 0 320 0
Antalya 019 100 100 0 0 32 320 320 0 100 320
Antalya 022 0 10 0 0 0 0 10 0 32 0
Antalya 024 1000 | 1000 0 10 100 3200 | 3200 0 1000 320
Antalya 039 1000 | 1000 0 0 0 320 1000 0 100 0
Antalya 049 100 320 0 0 0 32 320 0 10 0
Antalya 060 10 32 0 32 0 10 100 0 100 0
Antalya 073 100 100 0 10 0 100 100 0 100 0
Antalya 075 3200 | 3200 0 0 1000 3200 | 3200 0 100 1000
Antalya 087 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 320
Belgrad 004 32 100 0 0 0 32 100 0 10 0
Belgrad 005 320 320 0 0 10 1000 1000 0 1000 320
Belgrad 006 1000 | 1000 0 0 320 1000 1000 0 100 1000
Belgrad 007 10 10 0 10 0 32 100 0 1000 0
Belgrad 010 3200 | 3200 0 0 320 3200 | 3200 0 32 320
Belgrad 017 0 100 0 0 0 10 100 0 10 0
Belgrad 018 320 320 0 0 0 100 320 0 100 0
Belgrad 020 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Belgrad 024 0| 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Belgrad 025 0 10 0 100 0 0 10 0 100 0
Belgrad 027 100 | 320 0 100 320 1000 | 1000 0 100 320
Belgrad 029 0| 100 0 10 0 0 100 0 10 0
Belgrad 033 32| 320 0 1000 10 100 | 1000 0| 1000 10
Belgrad 041 100 | 320 0 320 0 320 | 1000 0| 1000 0
Belgrad 042 100 | 100 0 320 10 1000 | 1000 0 320 100
Belgrad 043 320 | 320 0 100 320 1000 | 1000 0 100 320
Belgrad 045 100 | 320 0 1000 0 320 320 0| 1000 0
Belgrad 047 0| 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Belgrad 048 0 32 0 10 0 0 32 0 10 0
Belgrad 049 10 32 0 320 0 100 100 0 320 0
Belgrad 050 10 | 100 0 32 0 10 100 0 32 0
Belgrad 053 0| 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Belgrad 055 0 32 0 100 0 10 32 0 320 0
Belgrad 062 0 100 10 100 0 100 100 | 100 100 0
Belgrad 063 32 0 100 0 0 32 0 100 0
Belgrad 064 100 | 1000 0 320 100 1000 | 1000 0 320 100
Belgrad 066 0 32 0 100 0 0 32 0 100 0
Belgrad 067 320 | 320 0 32 320 1000 | 1000 0 32 | 1000
Belgrad 069 10 | 320 0 100 0 10 320 0 100 0
Belgrad 070 100 | 320 0 320 0 100 320 0 320 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Belgrad 024 10 10 0 0 0 10 100 0 32 0
Belgrad 025 0 0 0 10 0 0 10 0 32 0
Belgrad 027 1000 | 1000 0 10 320 3200 | 3200 0 100 | 1000
Belgrad 029 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Belgrad 033 320 | 1000 0 0 0 100 | 1000 0| 1000 10
Belgrad 041 320 | 1000 0 320 0 320 | 1000 0| 1000 0
Belgrad 042 1000 | 1000 0 0 320 1000 | 1000 0 32 100
Belgrad 043 320 | 1000 0 0 100 320 | 1000 0 100 320
Belgrad 045 100 | 100 0 32 0 100 100 0| 1000 0
Belgrad 047 0| 100 0 10 0 0 100 0 100 0
Belgrad 048 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Belgrad 049 100 32 0 10 0 32 32 0 100 0
Belgrad 050 32 32 0 0 0 10 32 0 10 0
Belgrad 053 10 10 0 0 0 10 100 0 10 0
Belgrad 055 10 32 0 0 0 10 32 0 100 0
Belgrad 062 100 10 10 0 0 100 100 10 100 0
Belgrad 063 0 32 0 0 0 0 32 0 100 0
Belgrad 064 1000 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0 320 100
Belgrad 066 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Belgrad 067 1000 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0 32 320
Belgrad 069 100 | 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Belgrad 070 100 | 320 0 0 0 32 320 0 320 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Belgrad 071 100 320 0 1000 0 320 1000 0 1000 0
Belgrad 072 10 100 0 320 0 32 0 100 0
Belgrad 075 0 0 0 320 0 10 0 320 0
Belgrad 078 100 | 1000 0 320 0 1000 0 1000 0
Belgrad 079 100 320 0 320 0 320 1000 0 320 0
Belgrad 080 0 32 0 320 0 0 32 0 320 0
Belgrad 081 320 | 1000 0 320 320 1000 3200 0 320 1000
Belgrad 082 100 320 0 100 0 320 1000 0 100 0
Belgrad 083 100 320 0 10 0 320 1000 0 10 0
Belgrad 085 320 | 1000 0 1000 1000 3200 3200 0 1000 1000
Belgrad 086 320 | 1000 0 320 0 3200 3200 0 320 0
Bern 001 0 10 0 320 0 0 0 0 320 0
Bern 002 320 320 0 1000 1000 3200 3200 0 3200 1000
Bern 004 320 320 0 100 100 1000 1000 0 100 100
Bern 005 1000 | 1000 0 100 320 3200 3200 0 100 320
Bern 007 0 10 0 100 0 0 0 0 100 0
Bern 008 100 320 0 100 0 100 1000 0 100 0
Bern 009 0 320 0 1000 0 0 1000 0 320 0
Bern 010 100 320 0 10 0 1000 1000 0 10 0
Bern 012 10 100 0 32 0 32 100 0 32 0
Bern 016 0 100 0 0 10 0 10 0 0 10
Bern 017 10 10 0 32 0 32 32 0 32 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Belgrad 071 320 320 0 100 0 32 320 0 1000 0
Belgrad 072 0 0 0 0 0 10 0 0 10 0
Belgrad 075 0 0 0 10 0 0 32 0 320 0
Belgrad 078 100 320 0 100 0 100 320 0 1000 0
Belgrad 079 320 320 0 0 0 100 1000 0 320 0
Belgrad 080 0 0 0 0 0 0 32 0 320 0
Belgrad 081 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 1000
Belgrad 082 100 320 0 0 10 100 320 0 100 0
Belgrad 083 320 | 1000 0 0 10 100 1000 0 10 0
Belgrad 085 3200 | 3200 0 10 1000 3200 3200 0 320 1000
Belgrad 086 1000 | 1000 0 10 0 1000 1000 0 100 0
Bern 001 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Bern 002 1000 | 1000 0 10 320 1000 1000 0 1000 1000
Bern 004 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 32 100
Bern 005 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 10 320
Bern 007 0 0 0 0 0 0 10 0 32 0
Bern 008 320 320 0 0 0 100 320 0 10 0
Bern 009 10 320 0 0 0 0 320 0 320 0
Bern 010 1000 | 1000 0 0 32 320 320 0 10 0
Bern 012 100 100 0 0 0 10 10 0 0 0
Bern 016 0 0 0 0 0 0 10 0 10 0
Bern 017 100 100 0 10 0 32 32 0 32 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Bern 018 1000 | 1000 0 100 100 1000 1000 0 100 320
Bern 019 1000 | 1000 0 100 1000 1000 1000 0 100 1000
Bern 020 32 100 0 1000 0 32 100 0 1000 0
Bern 021 320 | 1000 0 32 0 1000 1000 0 32 0
Bern 024 320 | 1000 0 100 0 3200 3200 0 100 0
Bern 025 10 100 0 100 0 100 100 0 100 0
Bern 027 10 100 0 32 0 32 100 0 100 0
Bern 028 100 320 0 0 320 1000 1000 0 0 320
Bern 031 10 32 0 320 0 10 32 0 320 0
Bern 032 320 320 0 1000 100 1000 1000 0 1000 320
Bern 033 320 320 0 100 100 1000 1000 0 100 1000
Bern 035 0 32 0 100 0 100 100 0 100 0
Bern 036 320 | 1000 0 320 320 3200 3200 0 320 320
Bern 037 320 | 1000 0 100 1000 3200 3200 0 100 1000
Bern 039 1000 | 3200 0 320 320 3200 3200 0 320 320
Bern 040 320 | 1000 0 1000 1000 1000 1000 0 320 1000
Sofia 100 100 | 1000 0 1000 0 1000 1000 0 1000 0
Sofia 101 0 100 0 0 0 100 1000 0 10 0
Sofia 103 0 32 0 100 0 0 32 0 100 0
Sofia 104 100 | 1000 0 3200 100 1000 1000 0 3200 100
Sofia 105 10 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Sofia 106 0 0 0 10 0 0 10 0 10 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Bern 018 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 32 320
Bern 019 1000 | 1000 0 0 320 1000 1000 0 10 1000
Bern 020 100 100 0 0 0 32 100 0 1000 0
Bern 021 1000 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 32 0
Bern 024 3200 | 3200 0 0 0 3200 3200 0 100 0
Bern 025 100 100 0 0 0 100 100 0 100 0
Bern 027 100 100 0 0 0 32 100 0 32 0
Bern 028 1000 | 1000 0 0 100 3200 3200 0 0 1000
Bern 031 0 0 0 0 0 10 32 0 320 0
Bern 032 1000 | 1000 0 320 100 1000 3200 0 1000 1000
Bern 033 1000 320 0 0 320 1000 1000 0 100 1000
Bern 035 100 100 0 0 0 10 32 0 100 0
Bern 036 1000 | 1000 0 0 100 3200 3200 0 100 320
Bern 037 1000 | 1000 0 0 320 3200 3200 0 100 1000
Bern 039 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 320 320
Bern 040 320 320 0 0 32 1000 1000 0 1000 320
Sofia 100 320 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 1000 0
Sofia 101 100 320 32 0 0 100 100 32 0 0
Sofia 103 0 10 0 10 0 0 10 0 100 0
Sofia 104 1000 | 1000 0 100 100 320 320 0 1000 320
Sofia 105 10 10 0 10 0 0 32 0 100 0
Sofia 106 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Sofia 107 0 32 0 32 0 0 32 0 100 0
Sofia 108 0 100 0 1000 0 32 100 0 1000 0
Sofia 110 320 | 1000 0 1000 320 1000 1000 0 1000 320
Sofia 111 100 | 1000 0 10 0 100 1000 0 100 0
Sofia 112 10 100 0 1000 0 10 100 0 3200 0
Sofia 113 100 100 0 1000 100 1000 100 0 1000 100
Sofia 114 10 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Sofia 115 0 32 0 100 0 10 32 0 100 0
Sofia 116 0 32 0 10 0 0 32 0 10 0
Sofia 117 100 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 10 0
Sofia 118 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Sofia 119 0 100 0 1000 0 10 320 0 3200 0
Sofia 121 100 100 0 100 320 3200 3200 0 3200 1000
Sofia 122 100 | 1000 0 3200 0 320 1000 0 3200 0
Sofia 124 100 | 1000 0 100 0 320 1000 0 100 0
Sofia 125 0 10 0 10 0 0 10 0 10 0
Sofia 126 0 320 0 10 0 0 320 0 0 0
Sofia 127 0 32 0 100 0 10 32 0 100 0
Sofia 130 0 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Sofia 131 0 0 0 32 0 0 10 0 32 0
Sofia 132 0 100 0 100 0 0 100 0 320 0
Sofia 133 10 320 0 10 0 100 320 0 10 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Sofia 107 10 10 0 0 0 0 32 0 100 0
Sofia 108 32 100 0 0 0 32 100 0 1000 0
Sofia 110 3200 | 3200 0 0 100 3200 3200 0 10 320
Sofia 111 1000 | 1000 0 0 0 100 1000 0 10 0
Sofia 112 100 100 0 100 0 10 100 0 3200 0
Sofia 113 1000 | 1000 0 0 32 100 1000 0 100 100
Sofia 114 0 0 0 0 0 32 100 0 320 0
Sofia 115 32 32 0 0 0 10 10 0 10 0
Sofia 116 10 10 0 0 0 0 10 0 0 0
Sofia 117 1000 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 0 0
Sofia 118 0 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Sofia 119 100 100 0 100 0 32 100 0 1000 0
Sofia 121 3200 | 3200 0 0 320 3200 3200 0 1000 1000
Sofia 122 1000 | 1000 0 100 32 1000 1000 0 3200 0
Sofia 124 1000 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 100 0
Sofia 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sofia 126 10 32 0 0 0 10 320 0 10 0
Sofia 127 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Sofia 130 32 32 0 0 0 0 100 0 0 0
Sofia 131 0 10 0 0 0 0 0 0 32 0
Sofia 132 32 100 0 32 0 0 100 0 320 0
Sofia 133 1000 | 1000 0 0 0 100 1000 0 0 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Sofia 134 0 10 0 100 0 0 10 0 100 0
Sofia 136 100 | 1000 0 10 320 1000 1000 0 10 1000
Sofia 137 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0
Sofia 138 0 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Sofia 139 10 320 0 100 0 10 320 0 100 0
Sofia 140 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Sofia 141 1000 | 1000 0 100 1000 3200 3200 0 100 1000
Sydney 003 0 10 0 10 0 0 0 0 10 0
Sydney 005 100 320 0 10 100 1000 1000 0 10 100
Sydney 009 100 | 1000 0 10 100 320 1000 0 10 100
Sydney 018 0 32 0 0 0 0 100 0 10 0
Posen 002 0 320 0 1000 0 32 1000 0 1000 0
Posen 008 1000 | 1000 0 1000 32 3200 3200 0 1000 100
Posen 010 10 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Posen 011 0 10 0 100 0 0 10 0 100 0
Posen 012 0 10 0 100 0 0 100 0 100 0
Posen 014 0 32 0 32 0 0 32 0 32 0
Posen 016 0 | 1000 0 3200 0 0 1000 0 3200 0
Posen 021 100 100 0 100 100 3200 3200 0 100 1000
Posen 024 320 320 0 1000 320 3200 3200 0 1000 100
Posen 025 0 | 1000 0 1000 0 32 1000 0 1000 0
Posen 026 10 100 0 100 0 100 320 0 100 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Sofia 134 0 10 0 0 0 0 10 0 100 0
Sofia 136 1000 | 1000 0 0 32 1000 1000 0 10 1000
Sofia 137 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Sofia 138 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Sofia 139 10 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Sofia 140 10 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Sofia 141 3200 | 3200 0 0 1000 3200 3200 0 100 1000
Sydney 003 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Sydney 005 3200 | 3200 0 0 100 1000 1000 0 10 320
Sydney 009 1000 | 1000 0 0 10 100 320 0 10 100
Sydney 018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Posen 002 100 100 0 10 0 32 100 0 1000 0
Posen 008 3200 | 3200 0 320 320 3200 3200 0 1000 100
Posen 010 0 0 0 0 0 10 32 0 100 0
Posen 011 0 10 0 32 0 10 0 100 0
Posen 012 32 100 0 0 0 10 0 100 0
Posen 014 10 32 0 0 0 10 0 32 0
Posen 016 0 0 0 0 0 10 320 0 3200 0
Posen 021 3200 | 3200 0 0 1000 3200 3200 0 100 1000
Posen 024 3200 | 3200 0 10 320 1000 1000 0 320 1000
Posen 025 100 | 1000 0 0 0 32 1000 0 320 0
Posen 026 100 100 0 0 0 100 100 0 100 0
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7 Anhang
IgG 18G/1gG,
Posen 027 10 100 | 100 100 0 100 100 | 100 100 0
Posen 028 10 100 0 320 0 10 320 0 320 0
Posen 029 100 | 1000 0 320 0 100 1000 0 320 0
Posen 031 100 | 1000 0 32 0 1000 1000 0 32 0
Posen 036 0 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Posen 037 0 100 0 32 0 10 100 0 100 0
Posen 039 0 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Posen 040 10 100 0 100 0 320 1000 0 100 0
Posen 041 0 100 0 10 0 0 100 0 10 0
Posen 042 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Posen 043 10 320 0 100 0 100 320 0 100 0
Posen 044 0 320 0 320 0 10 100 0 320 0
Posen 046 100 320 0 100 0 1000 1000 0 100 0
Posen 050 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Posen 051 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Posen 052 0 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Posen 054 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Posen 056 320 | 1000 0 100 320 1000 1000 0 320 320
Posen 057 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Posen 061 0 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Posen 062 100 100 0 100 100 1000 1000 0 100 100
Posen 063 0 100 0 320 0 100 320 0 320 0
18G4 IgG, > 1gG
Posen 027 100 100 | 100 0 0 10 100 | 100 100 0
Posen 028 32 32 0 32 0 10 32 0 320 0
Posen 029 100 32 0 0 0 10 100 0 100 0
Posen 031 3200 | 3200 0 0 0 320 1000 0 10 0
Posen 036 32 32 0 0 0 32 100 0 320 0
Posen 037 0 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Posen 039 10 10 0 10 0 0 10 0 100 0
Posen 040 1000 | 1000 0 0 100 100 1000 0 32 100
Posen 041 0 0 0 0 0 0 100 0 10 0
Posen 042 10 100 0 0 0 0 100 0 100 0
Posen 043 100 100 0 0 0 10 320 0 100 0
Posen 044 10 100 0 0 0 10 100 0 320 0
Posen 046 1000 | 1000 0 0 10 1000 320 0 100 10
Posen 050 0 0 0 0 0 10 10 0 320 0
Posen 051 0 0 0 0 0 10 0 320 0
Posen 052 0 0 0 0 0 100 0 1000 0
Posen 054 32 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Posen 056 320 100 0 0 100 1000 3200 0 10 320
Posen 057 100 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Posen 061 100 100 0 0 0 10 100 0 320 0
Posen 062 3200 | 3200 0 0 32 3200 3200 0 100 32
Posen 063 100 100 0 10 0 32 100 0 320 0
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7 Anhang
IgG 18G/18G,

Posen 064 0| 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Posen 065 10 | 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Posen 066 100 | 100 0 100 0 320 320 0 100

Posen 067 100 | 320 0 320 320 1000 | 1000 0 320 320
Posen 070 10 32 0 0 0 10 32 0 10 0
Posen 071 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0
Posen 072 10 10 0 10 0 100 100 0 0 0
Posen 073 100 | 100 0 1000 0 1000 | 1000 0| 1000 32
Posen 075 0| 100 0 100 0 100 0 0 100 0
Posen 076 100 | 320 0 1000 0 1000 | 1000 0| 1000 32
Posen 077 100 | 320 0 10 0 320 | 1000 0 10 0
Posen 081 100 | 320 0 320 0 100 320 0 320 0
Posen 082 10 | 100 0 1000 0 10 320 0| 1000 0
Posen 083 10 | 100 0 3200 0 10 100 0| 3200 0
Posen 084 0| 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Posen 085 100 | 1000 0 320 320 3200 | 3200 0 320 320
Warschau 002 0 | 1000 0 1000 0 100 | 1000 0| 1000 0
Warschau 003 10 | 1000 0 320 0 \ \ \ \ \
Warschau 004 10 | 1000 0 1000 0 100 1000 0 1000 0
Warschau 005 100 | 1000 0 10 0 100 1000 0 100 0
Warschau 007 10 10 0 100 0 10 100 0 100 0
Warschau 008 0 100 0 320 0 10 100 0 320 0

18G4 IgG, = 1gG

Posen 064 10 10 0 0 0 0 100 0 320 0
Posen 065 0 0 0 0 0 10 100 0 0 0
Posen 066 320 | 320 0 0 0 100 320 0 100 0
Posen 067 3200 | 3200 0 0 100 3200 | 1000 0 320 | 1000
Posen 070 10 10 0 0 0 10 100 0 0 0
Posen 071 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Posen 072 320 | 320 0 0 0 10 100 0 0 0
Posen 073 3200 | 3200 0 0 100 1000 | 1000 0 320 320
Posen 075 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Posen 076 3200 | 3200 0 100 100 1000 | 1000 0| 1000 100
Posen 077 1000 | 1000 0 0 0 100 | 1000 0 0 0
Posen 081 320 | 320 0 100 0 100 | 1000 0 320 0
Posen 082 100 | 100 0 10 0 10 100 0 320 0
Posen 083 0 0 0 0 0 32 | 1000 0| 1000 0
Posen 084 100 | 100 0 32 0 10 100 0 320 0
Posen 085 1000 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0 320 | 1000
Warschau 002 100 | 320 0 0 0 10 100 0 | 1000 0
Warschau 003 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
Warschau 004 1000 | 1000 0 10 10 1000 | 1000 0| 1000 0
Warschau 005 320 320 0 0 0 100 1000 0 100 0
Warschau 007 10 10 0 0 0 10 10 0 32 0
Warschau 008 10 32 0 10 0 0 100 0 100 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Warschau 009 100 | 1000 0 3200 100 1000 | 3200 0| 3200 100
Warschau 010 100 | 1000 0 320 0 320 | 1000 0 320 0
Warschau 011 320 | 1000 0 3200 | 1000 3200 | 3200 0| 3200 | 1000
Warschau 012 100 | 1000 0 1000 | 1000 1000 | 1000 0| 1000 | 1000
Warschau 013 100 | 100 0 320 100 1000 | 1000 0 320 100
Warschau 014 100 100 0 100 0 320 320 0 100 0
Warschau 019 100 | 1000 0 1000 0 320 | 1000 0 | 1000 0
Warschau 024 0 | 1000 0 1000 0 0 | 1000 0 | 1000 0
Warschau 027 0 100 0 1000 0 0 320 0| 3200 0
Warschau 028 1000 0 3200 0 100 | 1000 0| 3200 0
Warschau 030 10 | 100 0 3200 0 10 100 10 | 3200 0
Warschau 033 100 | 320 0 1000 0 320 320 0 | 1000 0
Warschau 036 320 | 320 0 100 320 \ \ \ \ \
Warschau 037 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Warschau 042 320 | 320 0 320 100 3200 | 3200 0 320 100
Warschau 045 10 | 320 0 3200 0 100 | 1000 0| 3200 0
Warschau 052 320 320 0 10 100 320 320 0 10 320
Warschau 053 10 | 100 0 1000 0 10 100 0 | 1000 0
Warschau 055 100 | 100 0 100 10 100 100 0 100 10
Warschau 056 100 | 1000 0 320 320 1000 | 1000 0 320 320
Warschau 059 10 | 100 0 1000 0 100 320 0| 3200 0
Warschau 060 100 320 0 1000 0 100 320 0 1000 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Warschau 009 1000 | 1000 0 100 10 1000 | 1000 0 | 1000 100
Warschau 010 1000 | 1000 0 0 0 100 1000 0 320 0
Warschau 011 3200 | 3200 0 10 | 1000 3200 | 3200 0| 1000 | 1000
Warschau 012 3200 | 3200 0 0 100 3200 | 3200 0| 1000 | 1000
Warschau 013 1000 | 1000 0 0 100 100 | 1000 0 100 320
Warschau 014 1000 | 1000 0 0 32 1000 320 0 100 0
Warschau 019 320 | 1000 0 0 0 320 | 1000 0 320 0
Warschau 024 0 0 0 10 0 0 1000 0 1000 0
Warschau 027 0 0 0 0 0 100 320 0 1000 0
Warschau 028 100 100 0 320 0 100 1000 0| 3200 0
Warschau 030 0 32 0 1000 0 0 32 0 1000 0
Warschau 033 320 | 320 0 100 10 100 100 0 | 1000 0
Warschau 036 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
Warschau 037 0 0 0 0 0 10 32 0 100 0
Warschau 042 3200 | 3200 0 0 320 3200 | 3200 0 100 320
Warschau 045 100 100 0 0 0 100 100 0 1000 0
Warschau 052 320 | 100 0 0 32 100 320 0 10 320
Warschau 053 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Warschau 055 100 100 0 0 0 100 100 0 100 10
Warschau 056 1000 | 1000 0 0 320 1000 | 1000 0 320 | 1000
Warschau 059 320 | 320 0 320 0 100 100 0 | 1000 0
Warschau 060 320 320 0 100 0 100 320 0 320 0
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7 Anhang
IgG 1gG/1gG,
Warschau 061 320 | 320 0 32 100 1000 | 1000 0 32 320
Warschau 062 1000 | 1000 0 320 | 1000 1000 | 1000 0 320 | 1000
Warschau 063 10 | 100 0 1000 0 10 100 0 | 1000 0
Warschau 064 32 100 0 320 0 100 100 0 320 0
Warschau 065 320 | 320 0 100 320 1000 | 1000 0 100 320
Warschau 068 0 100 0 32 0 0 100 0 32 0
Warschau 069 10 | 320 0 1000 0 10 320 0 | 1000 0
Warschau 070 1000 | 1000 0 320 | 1000 3200 | 3200 0| 1000 | 3200
Warschau 071 10 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Warschau 072 10 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Warschau 073 10 | 320 0 3200 0 100 320 0| 3200 0
Warschau 074 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Warschau 075 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Tel Aviv 002 100 | 320 0 1000 100 3200 | 3200 0 | 1000 100
Tel Aviv 004 320 | 1000 0 1000 | 1000 1000 | 1000 0| 1000 | 1000
Tel Aviv 005 100 | 100 0 1000 32 1000 | 1000 0 | 1000 32
Tel Aviv 007 0| 100 0 320 0 0 100 0 | 1000 0
Tel Aviv 010 0| 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Tel Aviv 017 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0
Tel Aviv 022 100 | 320 0 320 10 1000 | 1000 0 320 100
Tel Aviv 023 320 | 320 0 100 100 3200 | 3200 0 100 | 1000
Tel Aviv 024 10 | 100 0 320 0 32 320 0 320 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Warschau 061 1000 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0 10 320
Warschau 062 1000 | 1000 0 0 100 3200 | 3200 0 100 | 1000
Warschau 063 0 10 0 320 0 10 100 0 | 1000 0
Warschau 064 100 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Warschau 065 1000 | 320 0 0 32 1000 | 1000 0 10 320
Warschau 068 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Warschau 069 100 100 0 10 0 10 320 0 320 0
Warschau 070 3200 | 3200 0 0 | 1000 3200 | 3200 0 100 | 3200
Warschau 071 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Warschau 072 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Warschau 073 100 320 0 1000 0 100 320 0| 3200 0
Warschau 074 0 0 0 0 0 0 100 0 100 0
Warschau 075 10 100 0 0 0 10 100 0 32 0
Tel Aviv 002 3200 | 3200 0 0 320 3200 | 3200 0| 1000 | 1000
Tel Aviv 004 1000 | 1000 0 0 100 1000 | 1000 0| 1000 | 3200
Tel Aviv 005 1000 | 1000 0 0 100 320 | 1000 0 | 1000 100
Tel Aviv 007 10 10 0 0 0 100 0 100 0
Tel Aviv 010 10 0 0 0 0 0 100 0 100 0
Tel Aviv 017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tel Aviv 022 1000 | 1000 0 0 100 320 | 1000 0 100 100
Tel Aviv 023 3200 | 3200 0 0 320 3200 | 3200 0 10 | 1000
Tel Aviv 024 320 | 320 0 0 0 32 320 0 320 0
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IgG 1gG/1gG,

Tel Aviv 025 10 320 0 320 0 10 320 0 320 0
Tel Aviv 028 10 100 0 1000 0 100 1000 0 1000 0
Tel Aviv 029 0 320 0 1000 0 320 0 1000

Tel Aviv 037 320 | 1000 0 100 100 1000 1000 0 100 100
Tel Aviv 038 320 | 1000 0 100 320 3200 3200 0 100 1000
Tel Aviv 039 1000 | 1000 0 1000 1000 3200 3200 0 1000 1000
Tel Aviv 040 320 | 1000 0 3200 0 1000 1000 0 3200 0
Tel Aviv 042 100 320 0 320 0 3200 1000 0 320 32
Tel Aviv 044 0 10 0 100 10 10 10 0 100 10
Tel Aviv 046 0 100 0 100 0 100 0 100 0
Tel Aviv 048 0 100 0 100 0 100 0 100 0
Tel Aviv 049 0 100 0 10 0 100 0 10 0
Tel Aviv 050 0 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Tel Aviv 053 320 320 0 320 320 1000 1000 0 1000 1000
Tel Aviv 056 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Tel Aviv 057 100 | 1000 0 320 0 1000 1000 0 1000 0
Tel Aviv 064 1000 | 1000 0 1000 320 3200 3200 0 1000 1000
Tel Aviv 065 100 | 1000 0 3200 0 320 1000 0 3200 0
Tel Aviv 069 1000 | 1000 0 320 100 3200 3200 0 320 100
Tel Aviv 070 100 | 1000 0 320 0 1000 1000 0 320 0
Tel Aviv 071 320 | 1000 0 1000 1000 1000 1000 0 1000 1000
Tel Aviv 072 10 100 0 10 0 10 100 0 10 10

1gG, IgG, 2> 1gG

Tel Aviv 025 32 32 0 0 0 32 320 0 32 0
Tel Aviv 028 1000 | 1000 0 10 0 320 1000 0 320 0
Tel Aviv 029 0 0 0 0 0 0 100 0 1000 0
Tel Aviv 037 1000 | 1000 0 0 10 1000 1000 0 32 320
Tel Aviv 038 3200 | 3200 0 0 100 3200 3200 0 100 1000
Tel Aviv 039 3200 | 3200 0 0 320 3200 3200 0 320 1000
Tel Aviv 040 1000 | 1000 0 0 0 3200 3200 0 3200 0
Tel Aviv 042 3200 | 3200 0 0 100 1000 1000 0 100 32
Tel Aviv 044 0 0 0 0 0 0 10 0 32 0
Tel Aviv 046 0 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Tel Aviv 048 0 0 0 0 0 10 320 0 100 0
Tel Aviv 049 32 32 0 0 0 0 100 0 10 0
Tel Aviv 050 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Tel Aviv 053 1000 | 1000 0 0 100 3200 3200 0 100 320
Tel Aviv 056 32 100 0 0 0 0 100 0 10 0
Tel Aviv 057 1000 | 1000 0 0 0 320 1000 0 320 0
Tel Aviv 064 3200 | 3200 0 0 1000 3200 3200 0 1000 | 3200
Tel Aviv 065 320 320 0 0 0 100 320 0 3200 0
Tel Aviv 069 1000 | 1000 0 0 1000 3200 3200 0 100 1000
Tel Aviv 070 1000 | 1000 0 10 32 1000 1000 0 100 10
Tel Aviv 071 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 1000
Tel Aviv 072 10 10 0 0 0 10 100 0 0 10
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IgG 1gG/1gG,
Tel Aviv 073 100 | 1000 0 100 0 100 1000 0 100 0
Tel Aviv 074 100 | 1000 0 1000 320 3200 3200 0 1000 320
Tel Aviv 079 100 | 1000 0 3200 0 100 1000 0 3200 0
Tel Aviv 080 100 | 1000 0 1000 0 320 1000 0 1000 0
Tel Aviv 083 100 320 0 10 0 100 320 0 10 0
Tel Aviv 086 10 100 | 100 10 0 10 100 | 100 10 0
Libeck 002 100 | 1000 0 100 100 1000 1000 0 100 100
Libeck 003 10 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Libeck 004 100 | 1000 0 1000 0 1000 1000 0 1000 0
Libeck 007 320 | 1000 0 320 320 3200 3200 0 320 1000
Libeck 008 0 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Libeck 009 100 | 1000 0 320 0 100 1000 0 320 0
Libeck 010 10 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Libeck 074 100 320 0 100 0 1000 1000 0 100 0
Libeck 075 0 100 0 10 0 0 320 0 100 0
Libeck 093 320 | 1000 0 320 320 3200 3200 0 320 1000
Libeck 126 320 | 1000 0 320 100 3200 3200 0 320 100
Libeck 144 0 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Libeck 177 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Libeck 182 0 0 0 100 0 0 10 0 100 0
Libeck 202 0 320 0 1000 0 10 320 0 1000 0
Libeck 218 100 100 0 32 0 320 100 0 32 0
1gG, IgG, 2> 1gG
Tel Aviv 073 100 100 0 0 0 100 1000 0 32 0
Tel Aviv 074 3200 | 3200 0 0| 3200 3200 3200 0 320 1000
Tel Aviv 079 320 320 0 0 0 100 1000 0 3200 0
Tel Aviv 080 10 10 0 0 0 100 1000 0 100 0
Tel Aviv 083 10 100 0 0 0 10 1000 0 0 0
Tel Aviv 086 100 100 0 0 0 10 10 0 10 0
Libeck 002 1000 | 1000 0 0 32 1000 1000 0 100 320
Libeck 003 100 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Libeck 004 1000 | 1000 0 10 32 1000 1000 0 320 0
Libeck 007 3200 | 3200 0 0 100 1000 1000 0 100 1000
Libeck 008 0 0 0 0 0 0 100 0 100 0
Libeck 009 100 | 1000 0 10 0 100 1000 0 100 0
Libeck 010 0 10 0 0 0 0 100 0 0 0
Libeck 074 1000 | 1000 0 10 0 320 320 0 100 0
Libeck 075 10 100 0 0 0 10 100 0 10 0
Libeck 093 3200 | 3200 0 0 1000 3200 3200 0 320 1000
Libeck 126 3200 | 3200 0 0 100 3200 3200 0 100 100
Libeck 144 10 100 0 0 0 0 100 0 10 0
Libeck 177 32 32 0 0 0 10 100 0 100 0
Libeck 182 0 0 0 0 0 0 10 0 100 0
Libeck 202 10 320 0 0 0 10 1000 0 1000 0
Libeck 218 320 320 0 0 10 100 320 0 10 0
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IgG 1gG/1gG,
Libeck 220 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Libeck 221 0 32 0 100 0 10 32 0 100 0
Libeck 222 10 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Libeck 223 10 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Libeck 225 0 32 0 10 0 32 100 0 10 0
Libeck 227 10 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Libeck 229 10 100 0 10 0 100 100 0 10 0
Libeck 231 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Libeck 232 0 100 0 100 0 0 100 0 100 0
Libeck 233 100 0 1000 0 0 100 0 1000 0
Libeck 235 320 | 1000 0 1000 320 3200 3200 0 1000 1000
Libeck 236 10 100 0 320 0 100 100 0 1000 0
Libeck 240 1000 | 1000 0 320 320 3200 1000 0 320 320
Libeck 301 10 100 0 100 0 100 100 0 100 0
Libeck 305 10 100 0 320 0 100 100 0 320 0
Libeck 307 0 0 100 0 0 0 0 100 0
Libeck 309 100 0 1000 0 10 100 0 1000 0
Libeck 311 10 100 0 10 0 100 100 0 10 0
Libeck 312 10 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Libeck 313 0 100 0 100 0 10 100 0 100 0
Libeck 318 100 | 1000 0 10 0 320 1000 0 10 0
Libeck 319 100 100 0 100 0 1000 1000 0 100 320
1gG, IgG, 2> 1gG
Libeck 220 32 32 0 0 0 10 10 0 100 0
Libeck 221 10 10 0 0 0 10 100 0 10 0
Libeck 222 10 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Libeck 223 0 0 0 10 0 0 100 0 100 0
Libeck 225 100 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Libeck 227 32 100 0 100 0 10 100 0 320 0
Libeck 229 100 100 0 0 0 10 100 0 10 0
Libeck 231 100 100 0 32 0 100 100 0 100 0
Libeck 232 0 10 0 0 0 10 32 0 32 0
Libeck 233 0 0 0 0 0 0 32 0 100 0
Libeck 235 1000 | 1000 0 0 320 1000 1000 0 100 1000
Libeck 236 100 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Libeck 240 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 320
Libeck 301 1000 | 1000 0 0 0 100 100 0 100 0
Libeck 305 1000 | 1000 0 0 0 100 100 0 100 0
Libeck 307 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Libeck 309 0 0 0 0 0 0 32 0 320 0
Libeck 311 100 100 0 0 0 100 100 0 10 0
Libeck 312 0 10 0 0 0 100 100 0 10 0
Libeck 313 32 100 0 0 0 10 100 0 10 0
Libeck 318 320 | 1000 0 0 0 1000 1000 0 10 0
Libeck 319 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 100
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IgG 1gG/1gG,
Libeck 320 1000 | 1000 0 1000 1000 3200 3200 0 1000 1000
Peking 001 100 320 0 100 100 100 320 0 100 100
Peking 002 100 100 0 100 100 320 1000 0 100 100
Peking 008 0 10 0 10 0 0 100 0 100 0
Peking 016 100 100 0 0 100 320 320 0 0 100
Peking 017 100 320 0 100 320 1000 1000 0 100 320
Peking 018 100 100 0 320 100 1000 1000 0 320 100
Peking 019 10 320 0 100 0 100 320 0 100 0
Peking 020 10 100 10 100 0 10 100 0 100 0
Peking 023 0 320 0 320 0 0 320 0 320 0
Peking 025 320 | 1000 0 1000 1000 1000 1000 0 1000 1000
Peking 026 0 100 0 10 0 10 100 0 10 0
Peking 028 100 | 1000 0 1000 320 1000 1000 0 1000 1000
Peking 031 0 100 0 0 0 0 100 0 0 10
Peking 032 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Brinn 001 0 10 0 10 0 0 10 0 10 0
Brinn 003 100 | 1000 0 1000 0 3200 3200 0 3200 0
Brinn 004 0 100 10 10 0 100 100 10 10 0
Brinn 005 0 100 0 320 0 0 100 0 320 0
Brinn 006 10 100 0 100 0 100 100 0 100 0
Brinn 008 10 100 0 320 0 10 100 0 320 0
Brinn 009 100 320 0 100 320 320 320 0 100 320
1gG, IgG, 2> 1gG
Libeck 320 1000 | 1000 0 0 100 3200 3200 0 320 1000
Peking 001 320 320 0 0 10 100 320 0 10 100
Peking 002 1000 | 1000 0 0 32 320 1000 0 100 320
Peking 008 0 10 0 0 0 0 10 0 10 0
Peking 016 320 100 0 0 10 320 320 0 0 100
Peking 017 3200 | 3200 0 0 100 1000 1000 0 100 1000
Peking 018 1000 | 1000 0 0 100 1000 1000 0 100 320
Peking 019 100 100 0 0 0 100 100 0 100 0
Peking 020 100 100 0 0 0 32 100 0 100 0
Peking 023 10 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Peking 025 1000 | 1000 0 0 320 1000 1000 0 1000 1000
Peking 026 0 0 0 0 0 0 10 0 10 0
Peking 028 1000 | 1000 0 10 100 1000 1000 0 320 1000
Peking 031 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Peking 032 10 10 0 10 0 0 100 0 100 0
Brinn 001 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Brinn 003 3200 | 3200 0 100 100 3200 3200 0 3200 0
Brinn 004 100 100 0 0 0 10 100 0 10 0
Brinn 005 100 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Brinn 006 100 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Briinn 008 10 10 0 0 0 0 100 0 320 0
Brinn 009 320 100 0 0 10 320 320 0 100 320
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IgG 1gG/1gG,
Brinn 010 100 | 320 0 100 100 320 320 0 320 320
Brinn 011 100 | 320 0 10 0 100 320 0 10 0
Brinn 012 0| 100 0 320 0 100 320 0 320 0
Brinn 014 10 | 100 0 320 0 100 100 0 320 0
Brinn 015 10 | 100 0 100 0 100 320 0 100 0
Brinn 016 100 | 320 0 0 0 1000 | 1000 0 10 0
Brinn 017 0| 320 0 1000 0 0 320 0 | 1000 0
Brinn 018 100 | 100 0 100 100 320 100 0 100 100

18G4 IgG, = 1gG
Brinn 010 100 | 100 0 0 0 100 320 0 100 100
Brinn 011 100 | 100 0 0 0 0 100 0 10 0
Brinn 012 100 | 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Brinn 014 100 | 100 0 0 0 10 100 0 100 0
Brinn 015 100 | 100 0 0 0 100 320 0 32 0
Brinn 016 1000 | 1000 0 0 0 320 320 0 0 0
Brinn 017 10 10 0 0 0 10 100 0 100 0
Brinn 018 320 | 100 0 0 10 100 100 0 32 100
Verdacht auf bulléses Pemphigoid

IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 027 0 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Thessaloniki 047 10 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Rom 049 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Antalya 055 0 100 0 0 0 100 0 0 0
Antalya 090 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Belgrad 001 100 | 320 0 0 0 100 320 0 0 0
Bern 030 0 10 0 0 0 10 10 0 0 0
Sofia 123 10 | 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Sofia 135 0 10 0 0 0 10 10 0 0 0
Sofia 142 10 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Sydney 022 0| 100 0 0 0 100 0 0 0
Posen 001 0 10 0 0 0 100 0 0 0
Warschau 058 10 100 0 0 0 100 100 0 0 0

18G4 IgG, = 1gG
Thessaloniki 027 10 10 0 0 0 0 100 0 0 0
Thessaloniki 047 10 10 0 0 0 10 100 0 0 0
Rom 049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Antalya 055 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0
Antalya 090 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0
Belgrad 001 100 32 0 0 0 100 100 0 0 0
Bern 030 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sofia 123 10 10 0 0 0 10 100 0 0 0
Sofia 135 10 10 0 0 0 0 10 0 0 0
Sofia 142 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Sydney 022 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Posen 001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Warschau 058 100 100 0 0 0 32 100 0 0 0
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IgG 1gG/1gG,
Tel Aviv 021 10 | 320 0 0 0 100 | 1000 0 0 0
Tel Aviv 041 10 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Tel Aviv 047 0| 320 0 0 0 100 320 0 0 0
Tel Aviv 060 0| 100 0 0 0 0 320 0 0 0
Tel Aviv 075 10 | 100 0 0 0 32 100 0 0 0
Tel Aviv 087 0 32 0 0 0 10 32 0 0 0
Libeck 173 320 | 1000 0 0 0 1000 | 1000 0 0 0
Libeck 230 0| 320 0 0 0 0 100 0 0 0
Libeck 242 10 10 0 0 10 10 0 0 0
Peking 011 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0
Briinn 013 0| 100 0 0 0 0 100 0 0 0

18G4 IgG, = 1gG
Tel Aviv 021 1000 | 1000 0 0 0 100 1000 0 0 0
Tel Aviv 041 100 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Tel Aviv 047 32 32 0 0 0 10 320 0 0 0
Tel Aviv 060 100 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Tel Aviv 075 100 100 0 0 0 10 100 0 0 0
Tel Aviv 087 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Libeck 173 1000 | 1000 0 0 0 320 | 1000 0 0 0
Libeck 230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Libeck 242 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Peking 011 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Briinn 013 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Diagnose Lineare IgA-Dermatose

IgA
Thessaloniki 045 32 32 0 0 0
Rom 057 0 32 0 0 0
Belgrad 056 10 10 0 0 0
Belgrad 076 0 100 0 0 0
Posen 035 100 100 0 10 0
Lubeck 234 0 10 0 10 0
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Blasenbodenfluoreszenzen ohne Kollagen Typ VII (Verdacht SHP, Anti-Laminin y1/p200 Pemphigoid)

IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 014 0 10 10 0 0 0 100 10 0
Thessaloniki 062 0 100 | 100 0 0 0 100 100 0
Antalya 072 0 0| 100 0 0 10 10 100 0

18G4 IgG, = 1gG
Thessaloniki 014 0 0 10 0 0 0 100 100 0
Thessaloniki 062 10 10 10 0 0 0 100 100 0
Antalya 072 10 100 10 0 0 0 0 100 0
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IgG 1gG/1gG,
Bern 022 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0
Bern 041 0 0| 100 0 0 0 0 320 0 0
Sofia 109 0 100 | 100 0 0 10 100 100 0 0
Sofia 120 0 0 10 0 0 0 32 0 0
Sofia 128 0 10 0 0 0 10 10 0 0
Sofia 129 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0
Sydney 016 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0
Posen 058 0 10 | 100 0 0 10 10 100 0 0
Posen 078 0 100 | 100 0 0 10 100 100 0 0
Posen 088 0 0| 100 0 10 0 100 0
Tel Aviv 008 0 32 32 0 0 32 32 0 0
Tel Aviv 009 0 10 10 100 0 10 10 100 0
Tel Aviv 030 0 0 0 0 0 0 0 32 0 0
Tel Aviv 045 0 32 32 0 0 0 32 32 0 0
Libeck 226 0 0| 100 0 0 10 0 100 0 0
Libeck 302 10 32 32 100 0 100 100 32 100 0
Peking 014 0 0| 100 100 0 10 0 100 100 0
Peking 024 0 100 10 0 0 0 100 100 0 0

IgG, IgG, 2> IgG
Bern 022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bern 041 0 32 0 0 0 0 0 100 0 0
Sofia 109 100 100 | 100 0 0 100 100 100 0 0
Sofia 120 10 0 32 0 0 10 0 10 0 0
Sofia 128 0 0 0 0 0 100 10 0 0
Sofia 129 0 0 0 0 0 0 100 100 0
Sydney 016 10 0 10 0 0 0 0 0 0
Posen 058 32 10 0 0 0 32 100 0 0
Posen 078 100 100 0 0 0 10 32 0 0 0
Posen 088 10 0 10 0 0 10 0 100 0 0
Tel Aviv 008 0 0 0 0 0 10 10 0 0
Tel Aviv 009 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tel Aviv 030 10 0 32 0 0 0 0 32 0 0
Tel Aviv 045 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Libeck 226 0 0 0 0 0 0 0 32 0 0
Libeck 302 100 100 0 10 0 10 100 0 100 0
Peking 014 10 0| 100 0 0 0 0 100 0 0
Peking 024 10 0 10 0 0 10 10 10 0 0
Diagnose Epidermolysis bullosa acquisita

IgG 1gG/1gG,
Thessaloniki 065 0 0 0 0 32 0 0 0 0 32
Rom 018 0 0 0 0 320 0 0 0 0| 320
Antalya 062 0 0| 100 0 320 0 0 100 0| 320

IgG, IgG, 2> 1gG
Thessaloniki 065 0 0 0 0 0 0 0 10 0| 100
Rom 018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Antalya 062 0 0 0 0 0 10 0 10 0| 100
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IgG 1gG/1gG,
Posen 047 o] 10] 32] o] 10 o] of 32] o o

18G4 IgG, = 1gG
Posen 047 10] o] 10] o] 10 o] o] o o] o
Diagnose IgA-Epidermolysis bullosa acquisita

IgA
Thessaloniki 048 o] o] of o| 320
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Diagnose Dermatitis herpetiformis
Thessaloniki 017 | 100 | 100 320 320 0 100
Keine Diagnose
Rom 030 alle Immunfluoreszenzen negativ
Rom 053 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Antalya 042 alle Immunfluoreszenzen negativ
Antalya 068 alle Immunfluoreszenzen negativ
Antalya 085 alle Immunfluoreszenzen negativ
Sofia 096 alle Immunfluoreszenzen negativ
Sydney 020 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Sydney 021 alle Immunfluoreszenzen negativ
Posen 019 alle Immunfluoreszenzen negativ
Posen 020 alle Immunfluoreszenzen negativ
Posen 030 alle Immunfluoreszenzen negativ
Posen 074 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Warschau 016 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Tel Aviv 011 alle Immunfluoreszenzen negativ
Libeck 308 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Libeck 314 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene
Peking 021 leichte Reaktion des ICR im IgG ohne Zielantigene

Zur Wahrung der Ubersicht umfasst diese Tabelle eine strukturierte Darstellung

der fur die jeweilige Diagnose relevanten Fluoreszenzwerte der Patientenseren.
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7.4 Materialien

Hilfsmittel & Gerate

Name Hersteller

EUROIMMUN AG Dassow

Blistergerat xts-384 Biolab fluidX, Wehrheim

LasOnAll-XS Ostling Marking Systems GmbH, Solingen
Research® plus 100yl Eppendorf AG, Hamburg

EUROIMMUN AG Grol3 Gronau

AXIO Imager.A1 Carl Zeiss AG, Oberkochen

AXIO Scope.A1 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Farbezylinder Hellendahl Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen

Gram BioLine Laborkuhlschrank GRAM Deutschland GmbH, Sarstedt

BioCompact Il RR 410

Handy Step® Electronic BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

Handy Step® S BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

Kurzzeitmesser, 63762-TR118 Oregon Scientific, Tualatin, OR, USA

Messbecher mit Henkel 1000ml BRAND GmbH & Co KG, Wertheim

neolLab-EPRACKS Styroporboxen fir neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs

100 Reaktionsgefalde 1,5/2,0ml GmbH, Heidelberg

Raumsparkanister, 5L Barkle GmbH, Bad Bellingen

Reagenztrager TITERPLANE EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Reax Top Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Research® plus 100l Eppendorf AG, Hamburg

Styropor-Eindeckhilfe EUROIMMUN Medizinische

Labordiagnostika AG, Lubeck

127



7 Anhang

Ultra Low Temperature Freezer

New Brunswick Scientific, zur Eppendorf

AG gehorig, Hamburg

Umluft Tiefkihlschrank UTSD 3702

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif}

LIED

Messzylinder 500ml

VITLAB GmbH, Grossostheim

MR3002 Magnetruhrer mit Heizung

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Multipette Plus

Eppendorf AG, Hamburg

Opsys MR Microplate Reader

Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA

Reaktionsgefal3stander

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Research® 10ul, 100ul, 1000l

Eppendorf AG, Hamburg

Research® Pipette 300

Eppendorf AG, Hamburg

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc. Bohemia, NY,
USA

Verbrauchsmaterial

EUROIMMUN AG Dassow

Easy Pierce 20um Foll

Thermo Fisher Scientific Germany BV &
Co. KG, Braunschweig

EuroCup

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Nitril 3000 X-Long Blue Handschuhe

Meditrade GmbH, Kiefersfelden

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Scintillations-Réhrchen

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

EUROIMMUN AG Grol3 Grénau

Deckglaser

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs

GmbH, Braunschweig
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Dispensertips 0,5ml unsteril

Labsolute® von Th. Geyer GmbH & Co.
KG, Renningen

Dispensertips 1,25ml unsteril

Labsolute® von Th. Geyer GmbH & Co.
KG, Renningen

Dispensertips Plus 5,0ml unsteril

Labsolute® von Th. Geyer GmbH & Co.
KG, Renningen

Extra Soft Multifold Hand Towel

Tork von SCA Hygiene Products AFH
Sales GmbH, Mannheim

Gentle Skin Small

Meditrade GmbH, Kiefersfelden

Mikro Schraubrohre 0,5ml

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Objekttrager Dermatology Study
UKSH Libeck SA 133 (5 Mosaike)

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Objekttrager Desmocollin Mosaic
Dermatology Study SA133

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Pipettenspitzen, 10-200ul, unsteril

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Precision Wipes

KIMBERLY-CLARK GmbH, Irving, TX,
USA

Reagenzglaser, glatter Rand, 75 x
12,0 x 1,0mm

ALEMANIA Glas GmbH, Meuselbach-

Schwarzmiuhle

SafeSeal Gefald 1,5ml

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

LIED

Kombitips advanced 2,5ml

Eppendorf AG, Hamburg

Peha-Soft S

PAUL HARTMANN AG, Heidenheim

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

SaveSeal Gefald 1,5ml

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Chemikalien

EUROIMMUN AG Grol8 Gronau
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Absorptionspuffer

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Extran MAO 1 1:20 in Aqua dest.

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Glycerol buffered with PBS, pH 8,4

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Konjugat IgA

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Konjugat 1gG

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Konjugat 19G4 1:250

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Konjugat 19G/IgG4 1:850/1:250

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

PBS-Tween

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

LIED

Ampuwa Spullésung 1000ml

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg

Anti-BP180-NC16A-4X-ELISA (1gG)

Testsatz

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Anti-Desmoglein 3-ELISA (I1gG)

Testsatz

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Software

EUROPicture

EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Lubeck

Microsoft Excel 2013

Microsoft Corporation, Redmond, WA,

USA

IBM SPSS Statistics 23

IBM Corporation, Armonk, NY, USA
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7.5 Votum der Ethikkommission

Alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen an den Patientenseren
wurden von der jeweiligen Ethikkommission des Herkunftslandes der Seren positiv
evaluiert. Die Sammlung und Nutzung der Lubecker Seren wurde von der
Ethikkommission der Universitat zu Lubeck positiv bewertet.

(Aktenzeichen 11-078; Sitzung der Ethikkommission vom 14. Juni 2011 mit
Nachreichung vom 11. Juli 2011)

Die Nutzung von 50 randomisierten Blutspenderseren als negative Kontrolle in
den oben genannten Untersuchungen wurde ebenfalls durch die Ethikkommission
der Universitat zu Lubeck positiv bewertet.

(Aktenzeichen 10-094; Sitzung der Ethikkommission vom 18. Mai 2010)
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