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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AD - Atopische Dermatitis

Anti-FceRI-Autoantikorper — Autoantikorper gegen den FceRl
Anti-IgE-Autoantikorper — Autoantikoper gegen IgE

ASST — autologer Serumhauttest; Autologous serum skin test
CDR3 — Complementary determining region 3

CSU - Chronische Spontane Urtikaria

CU-Q20oL — Chronic Urticaria Quality of Life Questionnaire

FceRI — Hochaffiner IgE-Rezeptor

IgE-anti-dsDNA — IgE gegen doppelstrangige DNA

IgE-anti-GFP — IgE gegen ,green fluorescent protein®
IgE-anti-IL-24 — IgE gegen IL-24

IgE-anti-TPO — IgE gegen TPO

IL-24 — Interleukin-24

PCA — Hauptkomponentenanalyse; Prinicipal component analyse
PSCMCs — Mastzellen, die aus peripheren CD34* Stammzellen differenziert wurden
ROC - Receiver Operating Characteristics

TPO — Thyreoperoxidase

UAS7 — Urtikariaaktivitatstest; Urticaria activity score






ABSTRACT

Chronic spontaneous urticaria (CSU) is a skin disease related to autoreactive IgE in at
least a subgroup of patients. The efficacy of omalizumab (anti-IgE) and increased IgE
levels in patients with CSU suggest autoallergic mechanisms. However, the nature of
this autoreactive IgE remains poorly characterized. This investigation had following
objectives: first, to quantify autoreactive IgE from CSU patients; second, to identify
autoallergic targets of IgE in those patients; third, to compare the target patterns with
targets of IgE from healthy controls, and fourth, to investigate the physiochemical
nature of autoreactive IgE. IgE autoreactivity was assessed in sera from seven CSU
and seven healthy donors by using protein microarray analyses. Autoantigen
recognition patterns were identified using principal component analysis (PCA) and
heatmap visualization. Sera of 1062 patients with CSU and 482 healthy control
subjects were tested in an IgE-anti-IL-24—specific ELISA to investigate the association
of IgE-anti-IL-24 with CSU. IgE-Lipophilicity of 232 CSU patients and 173 healthy
controls was assessed in an IgE-Lipophilicity Assay using NanoOrange reagent. More
than 200 IgE autoantigens were found in patients with CSU that were not found in
control subjects. CSU autoreactive IgE differed from healthy control IgE by recognizing
different and more autoantigens (226 vs. 34; P = 0.01). The autoreactive proportion of
IgE from the CSU patients was 62% * 37%, 1000-fold higher than that of healthy
controls 0.03% + 0.008% (P = 0.0006). Of the 31 IgE autoantigens detected in more
than 70% of patients, eight were soluble or membrane bound and expressed in the
skin. Of these, only IgE autoantibodies to interleukin-24 (IL-24) were found in all
patients with CSU. In vitro studies showed that IL-24 is able to lead to release of
histamine from human mast cells sensitized with purified IgE from patients with CSU
but not from control subjects. By using ELISA, mean + SD levels of IgE-anti—IL-24 were
0.52 £ 0.24 IU/ml in patients with CSU and 0.27 + 0.08 IU/ml in control subjects, with
80% of patients with CSU but only 20% of control subjects having levels greater than
0.33 IU/ mL (P < .0001). IgE-anti—IL-24 showed acceptable predictive properties for
CSU, with a likelihood ratio of 3.9. Clinically, IgE-anti—IL-24 levels showed an
association with disease activity. For lipophilic IgE, the median (with 10-90%
percentiles) serum level was 39% (38—40%) in 232 CSU patients, 1.4-fold higher than
the 28% (26-29%) of 173 healthy controls (P < 0.0001). Furthermore, lipophilicity

correlated with autoreactivity (r = 0.8; P < 0.0001), connecting these two observed



features. We believe that these novel observations about CSU autoreactive IgE,
particularly the finding that it is more lipophilic than that of IgE from healthy individuals
will lead to the development of new diagnostic tests and therapies for autoreactive IgE-

mediated diseases.

462 words
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ZUSAMMENFASSUNG

Chronische spontane Urtikaria (CSU) ist eine Hauterkrankung, deren klinisches Bild
von Quaddeln und/oder Angioddemen mit starkem Juckreiz gepragt ist. Diese
Symptome treten spontan wiederkehrend in einem Zeitraum von mindestens sechs
Wochen auf. Die Diagnose wird meist durch die imponierende Klinik, sowie eine
entsprechende Anamnese gestellt und eine symptomatische Therapie wird durch die
Gabe von hochdosierten H1-Antihistaminika der zweiten Generation, Omalizumab
und/oder Ciclosporin A durchgefuhrt. Die genaue Pathophysiologie der CSU ist bis
heute nicht bekannt, doch vor allem autoallergische Mechanismen, also die
Aktivierung und anschlieRende Degranulation mit Mediatorfreisetzung von Mastzellen
durch autoreaktives IgE, spielen in CSU Patienten eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Symptome. Ziel dieser Arbeit ist die genauere Untersuchung des IgE
von CSU Patienten hinsichtlich der Autoreaktivitdt und der damit verbundenen
Eigenschaft der Lipophilie, um ein besseres Verstandnis der Erkrankung und
insbesondere der pathophysiologischen Mechanismen zu erlangen. Zur
Quantifizierung und ldentifizierung der IgE Autoantigene, sowie zur Bestimmung des
gesamt autoreaktiven IgE Serumspiegels wurde eine systematische Auto-lgEome
Analyse mittels Protein-Mikroarray durchgefuhrt. Es folgte die Bestimmung von
Serumspiegeln des neu identifizierten, CSU-spezifischen IgE-Autoantikorpers IgE-
anti-IL-24 in einer groRen Studienpopulation mithilfe eines IgE-anti-IL-24 Tests. Durch
Degranulationstests mit Mastzellen (aus peripheren CD34* Stammzellen differenziert)
wurde die Fahigkeit zur Mastzellaktivierung durch IgE-anti-IL-24 Uberpruft. Die
Lipophilie des IgE von CSU Patienten wurde mit einem neuen IgE-Lipophilie Test mit
der Lipophilie des IgE von gesunden Kontrollpersonen verglichen. Die Ergebnisse der
Auto-lgEome Analyse zeigten, dass IgE von CSU Patienten etwa sechsfach mehr
Autoantigene und andere Autoantigene als das IgE von gesunden Kontrollpersonen
erkennt und im Duchschnitt 60% des Serum-IgE der CSU Patienten autoreaktiv ist.
IgE-anti-IL-24 kann, wenn es auf der Oberflache von Mastzellen gebunden ist und
Interleukin-24 (IL-24) prasent ist, zur Mastzelldegranulation fihren. Zudem ist IgE-anti-
IL-24 ein geeigneter Krankheitsmarker der CSU und korreliert mit der
Krankheitsaktivitat. Erhohte Lipophilie, gegenuber dem IgE von gesunden
Kontrollpersonen, ist eine Eigenschaft des IgE von CSU Patienten. Die beiden

untersuchten Eigenschaften Autoreaktivitat und Lipophilie des IgE konnten durch eine
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Korrelation in Verbindung gebracht werden, wodurch IgE-Lipophilie als ein Marker fur
IgE-Autoreaktivitat genutzt werden konnte. Diese Ergebnisse konnen die Grundlage
fur neue gezielte Therapien oder diagnostische Tests legen. Insgesamt konnte durch
diese Arbeit ein wesentlicher Beitrag zum Verstandnis der immunologischen
Dysfunktionen in der Pathophysiologie der CSU und anderen Erkrankungen mit

autoallergischen Mechanismen geleistet werden.

371 Worter
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EINLEITUNG

Die Urtikaria ist eine Gruppe von Erkrankungen, die durch das Auftreten von Quaddeln
und/oder Angioddemen in Begleitung von starkem Juckreiz charakterisiert ist. Die
Hauterscheinungen persistieren meist fur 30 min, bis hin zu 24 h, wahrend
Angioodeme bis zu 72 h lang anhalten konnen. Man klassifiziert nach der Dauer der
Erkrankung in akute oder chronische Urtikaria und nach dem Vorhandensein von
externen, symptom-auslosenden Stimuli (z.B. Druck, Kalte) in induzierbare Urtikaria
oder spontane Urtikaria [1]. Bei der chronischen spontanen Urtikaria (CSU) treten die
Symptome ohne externen Stimulus, d.h. spontan, in einem Zeitraum von mindestens
sechs Wochen auf. Bei Symptomen unter sechs Wochen spricht man von einer akuten
Urtikaria. Die Erkrankung ist selbst-limitierend, doch persistiert in den meisten Fallen
fur zwei bis funf Jahre. Die Pravalenzangaben schwanken in der Literatur stark, es
kann jedoch eine 12-Monats-Pravalenz fur die CSU von 0,8% angegeben werden [2].
Aulerdem haben etwa drei von vier Patienten mit chronischer Urtikaria eine spontane
(fruher als idiopathisch bezeichnete) Form der Urtikaria. Frauen sind doppelt so haufig
betroffen wie Manner und obwohl die CSU in allen Altersgruppen auftreten kann, sind
meist Menschen in der zweiten bis vierten Lebensdekade betroffen [2]. Aufgrund des
schwer vorhersagbaren Verlaufs der CSU und den Symptomen auf dem
Reprasentationsorgan Haut, die teilweise auch nachts auftreten kdnnen und damit zu
Schlafstérungen fuhren, ist die emotionale und psychische Krankheitslast grof3 [3]. Die
Beurteilung, inwieweit die CSU Erkrankung die Lebensqualitat der jeweiligen Patienten
beeinflusst, erfolgt auf Grundlage der deutschen Version des CU-Q2oL (Chronic
Urticaria Quality of Life Questionnaire) [4].

Bei der Diagnostik stehen die ausfuhrliche Anamnese und die klinische Untersuchung
im Vordergrund und flhren meist direkt zur Diagnose. Nur bei Verdacht auf
spezifische, zugrundeliegende Ursachen, im Sinne einer induzierbaren Urtikaria oder
bei sehr schweren, langeren Krankheitsverlaufen, sollten speziellere diagnostische
Tests (z.B. Provokationstests, Suche nach chronischen Infekten) durchgefuhrt
werden. Um die Schwere der Erkrankung zu beurteilen wird der ,Urticaria Activity
Score” (UAS7; Urtikariaaktivitatstest) erhoben. Die Patienten dokumentieren taglich,
fur sieben aufeinanderfolgende Tage, die Intensitat des Juckreizes (Skala von eins bis

drei), sowie die Anzahl der Quaddeln (ebenfalls Skala von eins bis drei) und
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summieren alle erhobenen Werte, sodass der maximale Wert des UAS7 bei 42 liegen
kann [5].

CSU ist eine Mastzell-vermittelte Erkrankung. Die Symptome werden durch die
Aktivierung und anschlielende Degranulation von Mastzellen in Haut- und
Schleimhaut hervorgerufen [6]. Mastzellen konnen durch verschiedene Mechanismen
aktiviert werden, dazu zahlen u.a. physikalische Reize, Neuropeptide, bakterielle
Antigene, Pharmaka und durch den FceRI (hochaffiner IgE-Rezeptor) vermittelte
Reaktionen. Die nach Aktivierung freigesetzten Mediatoren sind zum einen
vorsynthetisiert und in den Granula der Mastzelle gespeichert, wie beispielweise
Histamin, neutrale Proteasen und einige Zytokine. Zum anderen werden Mediatoren
nach Aktivierung der Mastzelle neu synthetisiert, beispielsweise Leukotriene oder
Prostaglandine. Diese proinflammatorischen Mediatoren stimulieren dann
Nervenzellen der Haut, vermitteln Vasodilatation, erhdohen die Gefaldpermeabilitat und
wirken chemotaktisch auf Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen, Granulozyten
und T-Lymphozyten, was zu der Urtikaria-Symptomatik fuhrt. Als wichtigster Mediator
ist hier das Histamin zu nennen, allerdings spielen auch Bradykinin, Plattchen-
aktivierender Faktor, sowie cholinerge Mediatoren eine wesentliche Rolle [1, 7]. Die
gesamt IgE Serumspiegel von Patienten mit CSU sind in vielen Fallen erhdht, auch
Allergien gegen exogene Antigene kommen gehauft vor [8]. In neueren Studien konnte
sogar gezeigt werden, dass allergisches IgE gegen Staphylokokkus Enterotoxin B in
CSU Patienten gehauft vorkommt und mit der Krankheitsaktivitat korreliert [9].
Dennoch wurde schon fruh festgestellt, dass die CSU keine allergie-induzierte
Erkrankung ist, da die Vermeidung von entsprechenden Allergenen nicht zur
Remission der CSU Erkrankung fuhrt [8].

Es gibt drei verschiedene autoimmun-vermittelte Mechanismen, die bei der CSU zur
Aktivierung von Mastzellen fuhren: Zum einen durch IgG oder IgM Autoantikorper
gegen IgE (anti-lgE-Autoantikorper) oder zum anderen durch Autoantikorper gegen
den FceRI (anti-FceRI-Autoantikorper). Das aktivierende Signal besteht im ersten Fall
in der Quervernetzung des FceRI durch die Quervernetzung des an den Rezeptoren
gebundenen IgE bzw. im zweiten Fall durch die direkte Quervernetzung der FceRI
durch die anti-FceRI-Autoantikorper [6]. Als dritte Pathophysiologie kann auf der
Oberflache der Mastzelle an den FceRI gebundenes autoreaktives IgE bei Bindung an
das entsprechende Autoantigen auch zu einer Aktivierung durch Quervernetzung der

FceRl fuhren. Dieser Mechanismus wird auch Autoallergie genannt, da er eine

14



Hypersensibilitatsreaktion (Sofortreaktion) vom Typ | nach ,Coombs and Gell* auslost,
mit dem Unterschied, dass die Reaktion nicht durch Allergene induziert wird, sondern
durch Autoantigene.

Autoreaktives IgE gegen die Thyreoperoxidase (IgE-anti-TPO) und gegen
doppelstrangige DNA (lgE-anti-dsDNA) konnte in Patienten mit CSU bereits
nachgewiesen werden [10]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass an den FceRlI
gebundenes IgE auf Mastzellen ohne FceRl Quervernetzung zum sogenannten
,Priming“ der Mastzelle fuhren kann. Priming steht fur die Sensibilisierung der
Mastzelle, sodass diese leichter aktiviert wird, sowie fir die Forderung von Uberleben
und Proliferation der Zelle, sowie fur die gesteigerte Fahigkeit Mediatoren zu speichern
und neu zu synthetisieren [11]. Klinisch kann ein Hinweis auf autoimmun-vermittelten
Mechanismen, die zur Entstehung der Urtikaria-Symptomatik fuhren, Uber den
autologen Serumhauttest (ASST; ,Autologous serum skin test) gewonnen werden, der
allerdings nicht zu den Standarduntersuchungen zahlt [12]. Hierbei wird dem Patienten
zunachst venoses Blut entnommen und dann als Serum intradermal injiziert (meist am
Unterarm). Zur positiven Kontrolle des Tests wird an anderer Stelle 0,5-1 pug Histamin
(50 pl einer 1020 pg/ml Histaminlésung) und als Negativkontrolle wird an einer
weiteren Stelle isotonische Kochsalzlosung injiziert. Bildet sich nach 30 min als
Reaktion auf das eigene Serum eine Quaddel am Unterarm des Patienten, deren
Durchmesser mindestens 1,5 mm grof3er ist als der Durchmesser der negativen
Kontrolle, so gilt der ASST als positiv [13] und zugrunde liegende autoimmune
Mechanismen konnen vermutet werden. Der ASST hat eine Sensitivitat von 70% und
eine Spezifitat von 80% [12].

Die Therapie der CSU hat gegenwartig die Linderung der Symptome zum Ziel.
Gegeben werden H1-Antihistaminika der zweiten Generation, die bis zum vierfachen
der empfohlenen maximalen Tagesdosis hochdosiert werden konnen. Fuhrt dies
innerhalb von vier Wochen nicht zur Symptomkontrolle wird zusatzlich Omalizumab
(rekombinanter, monoklonaler Antikorper gegen IgE) verabreicht. Falls auch mit
Omalizumab keine zufriedenstellende Symptomkontrolle zu erreichen ist, wird das
Immunsuppressivum Cyclosporin A gegeben. Es gibt bis heute keinen kurativen
Therapieansatz [1].

Autoreaktives IgE ist nicht nur in der Pathophysiologie der CSU relevant, sondern gerat
zunehmend auch in den Fokus der Forschung bei anderen Erkrankungen wie bspw.

atopischer Dermatitis (AD), systemischer Lupus erythematodes oder bullosem
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Phemphigoid [10]. Erhohte autoreaktive IgE Spiegel gegen bestimmte,
krankheitsspezifische Autoantigene korrelieren mit der Schwere der Erkrankung und
tragen wesentlich zur therapeutischen Entscheidungsfindung bei, da die Gabe von
Omalizumab bei autoallergischen Erkrankungen zur Symptomkontrolle fuhren kann
[14].

Die Entwicklung von diagnostischen Tests und gezielten oder sogar kurativen
Therapien setzt ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie der CSU voraus. Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung des IgE von Patienten mit CSU auf Autoreaktivitat,
genauso wie die ldentifizierung und Quantifizierung der entsprechenden Autoantigene
des IgE. Da kreuzreaktives, polyspezifisches IgE haufig lipophile Wechselwirkungen
zur Ligandenbindung nutzt [15, 16] und Autoantikorper haufig kreuzreaktiv sind [17,
18], sollte auch die Lipophilie des IgE von CSU Patienten untersucht werden. Durch
diese Eigenschaften soll die Differenzierung zwischen CSU-IgE und nicht CSU-IgE
ermoglicht und letztlich ein besseres Verstandnis der Erkrankung und auch anderer

Erkrankungen mit autoreaktivem IgE erzielt werden.

METHODIK

Die detaillierte, technische Beschreibung findet sich in den Nachdrucken der
Veroffentlichungen. Im Folgenden findet sich die inhaltliche Zusammenfassung der

angewandten Methoden, mit Erlduterung der dadurch zu klarenden Fragestellungen.

Auto-lgEome Analyse

Der erste Schritt zur Adressierung der Fragestellungen ist das Screening auf mogliche
Autoantigene des IgE von Patienten mit CSU und von gesunden Kontrollpersonen. Es
wurden sieben CSU Patienten ausgewahlt, die hinsichtlich ihrer demographischen
Charakteristika die gesamte, von uns untersuchte CSU Population gut reprasentieren.
Ebenfalls zu diesen Charakteristika passend wurden sieben gesunde
Kontrollpersonen ausgewahlt. Die Identifizierung der IgE Autoantigene erfolgte mittels
Protein Mikroarray-Technik. Auf diesem Mikroarray befanden sich 23232 Felder von
denen 2016 mit Proteinen zur Positiv- und Negativkontrolle beschichtet waren. Weitere
18748 Felder waren mit 9374 unterschiedlichen, menschlichen Proteinen beschichtet,
welches ca. 45% des menschlichen Proteoms entspricht [19]. Die Proteine sind

eukaryotisch mittels Baculovirus in Insektenzellen in voller Lange exprimiert worden
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und waren daher voll funktional, hatten eine korrekte Faltung, sowie weitgehend
vollstandige posttranslationale Modifikationen. Das Serum der Probanden wurde auf
jeweils einen Mikroarray aufgetragen und die Bindung des IgE mittels anti-IgE
Antikorper (markiert mit einem Fluorophor) detektiert. Mithilfe dieses systematischen
Screenings konnten erstmalig viele mogliche Autoantigene des IgE identifiziert und die
Anzahl an IgE Autoantigenen der CSU Patienten und der gesunden Kontrollpersonen
ermittelt werden. Durch die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Felder auf dem
Mikroarray konnte die Menge an gebundenem IgE pro Feld und damit auch die
gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegel berechnet werden und in Bezug zu den
gesamt IgE Serumspiegeln, ermittelt durch das Zentrallabor der Charite-
Universitatsmedizin Berlin, gesetzt werden (Publikationen 1 und 2). Um mogliche
Unterschiede und Uberlappungen zwischen den erkannten Autoantigenen des IgE von
CSU Patienten und von gesunden Kontrollpersonen aufzudecken wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (PCA,; ,Principal Component Analyse®) durchgefuhrt. Zur
besseren Visualisierung der Autoantigenmuster wurden die 30 Autoantigene, die im
Mittel von allen sieben CSU Patienten am starksten erkannt wurden und die 30
Autoantigene, die im Mittel von allen sieben gesunden Kontrollpersonen am starksten
erkannt wurden ausgewahlt und als Heatmap mit Dendrogramm dargestellt
(Publikation 1).

Die Ergebnisse dieses Screenings lieferten zusammengefasst Daten zu: (1) der
Anzahl an IgE Autoantigenen, (2) der Menge an autoreaktiven IgE gegen die jeweiligen
Autoantigene und dadurch die gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegel, (3) der
Identifizierung der IgE Autoantigene und der ldentifizierung von unterschiedlichen

Autoantigen-Gruppen in CSU Patienten und gesunden Kontrollpersonen.

Quantifizierung der IgE-anti-IL-24 Serumspiegel und Funktion

Unter den IgE Autoantigenen konnte IL-24 als wichtigstes und fur die CSU spezifisches
Autoantigen identifiziert werden. Es wurde als einziges von allen sieben CSU
Patienten erkannt und von keinem der Kontrollpersonen, ebenso ist es in der
menschlichen Haut fur das IgE auf der Oberflache von Mastzellen zuganglich. Es
folgte die genauere Untersuchung des autoreaktiven IgE gegen IL-24 (IgE-anti-I1L-24),
um herauszufinden inwieweit es das Krankheitsbild der CSU beeinflusst.

Zunachst wurde Uberpruft, ob das IgE-anti-IL-24, wenn es an den FceRI auf Mastzellen

gebunden ist, Uber die Bindung an IL-24 zur Degranulation der Mastzelle fihren kann,
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d.h. es wurde Uberpruft ob das IgE-anti-IL-24 funktionsfahig ist. Hierfir wurden aus
peripheren CD34"-Stammzellen abstammende Mastzellen (PSCMCs) gewonnen [20].
Das IgE aus gepooltem Serum von CSU Patienten und aus gepooltem Serum von
gesunden Kontrollpersonen wurde mithilfe von magnetischen Beads, an die ein anti-
IgE Antikorper gekoppelt wurde, extrahiert. Die PSCMCs wurden mit diesem IgE
beladen und mit IL-24, sowie zur Kontrolle mit einem anti-IgE Antikorper, stimuliert.
Anschlielend wurde die zum gesamten Histamingehalt der Zellen relativierte
Histaminausschuttung als Mal der Mastzelldegranulation bestimmt (Publikation 2).

Als nachstes erfolgte die Messung der IgE-anti-IL-24 Spiegel in einer grof3eren
Patienten- und Kontrollpopulation. Hierfur entwickelten wir einen neuen Test, der sich
die besonderen Fluoreszenzeigenschaften von ionisierten Lanthanoiden (wie
Europium) zunutze macht. Charakteristisch fur Europium ist die lange
Fluoreszenzdauer, die im Gegensatz zu ungewollten Hintergrundsignalen, die nach
Nanosekunden abklingen, im Bereich von Mikrosekunden liegt. Die Emission von
Europium kann so frei von Hintergrundsignalen gemessen werden. Zuerst wurde das
IL-24 mit Europium markiert. Danach wurde das Serum von 1062 CSU Patienten und
482 gesunden Kontrollpersonen auf 384-Well Platten, die zuvor mit einem anti-IgE
Antikorper beschichtet wurden, aufgetragen. So wurde das IgE aus dem Serum auf
den Platten isoliert und moglicherweise vorhandenes, interferierendes I1gG entfernt.
AnschlieRend wurde das mit Europium-markierte IL-24 hinzugefiigt. Uber die
Detektion des gebundenen IL-24 konnten wir indirekt das IgE-anti-IL-24 messen. Das
gemessene Signal wurde, mithilfe einer Standardkurve aus IgE-anti-GFP (IgE gegen

»green fluorescent protein®), in Units pro ml Serum umgerechnet (Publikation 2).

Messung der IgE-Lipophilie

Fur die Messung der Lipophilie des IgE entwickelten wir einen neuen Assay, der den
fluoreszierenden Farbstoff Nanoorange nutzt. Die Intensitat der Fluoreszenz von
Nanoorange wird verstarkt, wenn es an lipophile Bereiche von Proteinen bindet [21].
Das Serum von 232 CSU Patienten und 173 gesunden Kontrollpersonen wurde auf
384-Well Platten, die zuvor mit einem anti-IgE AntikOrper beschichtet wurden,
aufgetragen. Zu dem gebundenen IgE wurde das Nanoorange hinzugefugt und die
Fluoreszenzintensitat gemessen. Um die Vergleichbarkeit der gemessenen Signale
auch aus unterschiedlichen Versuchsansatzen zu gewahrleisten, normalisierten wir

die Signale in Prozent. Der hochste gemessene Wert aus den jeweiligen
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Versuchsansatzen wurde auf 100% gesetzt und alle anderen Werte in Relation zu
diesem in Prozent umgerechnet. Mithilfe dieser Ergebnisse konnten wir die Lipophilie
des IgE von CSU Patienten mit der Lipophilie des IgE von gesunden Kontrollpersonen

vergleichen (Publikation 1).

Statistische Auswertungen

Die relativen IgE-Autoantikbrper Serumspiegel, in Bezug zu den gesamt IgE
Serumspiegeln, spiegeln die physiologische Verteilung der IgE-Autoantikorper besser
wieder, als die absoluten IgE Autoantikorper Serumspiegel [22] und wurden daher fur
die Korrelationsanalysen genutzt. Die statistischen Analysen wurden in ,Microsoft
Excel®, ,Graphpad prism*“ und ,Clustvis® [23] durchgefuhrt. Die Normalverteilung wurde
mit dem D'Agostino-Pearson-Omnibus-Test getestet, und eine Gaul3sche Verteilung
diente als Grundlage fur die Durchfuhrung von student t Tests. Die Nullhypothese der
Zufallsergebnisse wurde abgelehnt, wenn der P-Wert kleiner als 0,05 war. Statistische
Unterschiede zwischen Ergebnissen, die nicht normalverteilt waren, wurden mit dem

Mann Whitney U-Test berechnet.

ERGEBNISSE

Publikation 1 beschaftigt sich mit den allgemeinen Eigenschaften des autoreaktiven
IgE von CSU Patienten, wahrend der Fokus von Publikation 2 auf einem speziellen
Autoantigen (IL-24) liegt und den entsprechenden Autoantikorper (IgE-anti-IL-24)
genauer untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse beider Publikationen

zusammengefasst dargestellt.

IgE von CSU Patienten erkennt mehr und andere Autoantigene als IgE von gesunden
Kontrollpersonen

Das erstmalig durchgeflhrte, systematische Screening auf IgE Autoantigene von CSU
Patienten und gesunden Kontrollpersonen lieferte die Grundlage fur die Publikationen.
Im Gegensatz zu gesunden Kontrollpersonen mit lediglich 34 unterschiedlichen IgE
Autoantigenen, konnten insgesamt 226 unterschiedliche Autoantigene des IgE von
CSU Patienten identifiziert werden. Die maximale Anzahl an IgE Autoantigenen in
einem einzelnen CSU Patienten lag bei 197 Autoantigenen und die minimale Anzahl

bei 29 Autoantigenen. Diese grolde Variation innerhalb der Gruppe der CSU Patienten
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steht im Kontrast zu den gesunden Kontrollpersonen, deren IgE maximal 34
Autoantigene und minimal kein einziges Autoantigen erkannte. Zur genaueren Analyse
der erkannten Autoantigene wurde eine PCA durchgefihrt. Es zeigte sich, dass es
keine Uberschneidungen der IgE Autoantigene zwischen den CSU Patienten und den
gesunden Kontrollpersonen gibt. Beide Gruppen erkennen ein vollig anderes Muster
an Autoantigenen, besonders gut sichtbar ist dieses Phanomen in der Visualisierung
durch die Heatmap. Die Autoantigene, die vom IgE der gesunden Kontrollpersonen
erkannt werden, werden nicht durch das IgE der CSU Patienten erkannt. Genauso
werden die Autoantigene, die vom IgE der CSU Patienten erkannt werden, nicht vom
IgE der gesunden Kontrollpersonen erkannt. Es gibt aul3erdem keine grol3e Varianz
der IgE Autoantigene innerhalb der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen, im
Unterschied hierzu variieren die IgE Autoantigene innerhalb der Gruppe der CSU
Patienten stark (Publikation 1).

Fast das gesamte Serum-IgE ist autoreaktives IgE in CSU Patienten

Die Auto-IlgEome Analyse mittels Mikroarray lieferte nicht nur Informationen Uber die
IgE Autoantigene, sondern es konnte auch die gesamte Menge an autoreaktiven IgE
berechnet werden. Die CSU Patienten und die gesunden Kontrollpersonen haben
ahnlich hohe gesamt IgE Serumspiegel, mit jeweils (Mittelwert + Standardabweichung)
85 = 61IU/ml und 144 + 115 |U/ml. Die errechneten gesamt-autoreaktiven IgE
Serumspiegel unterscheiden sich jedoch um das 1000-fache, mit 37 + 24 IU/ml bei den
CSU Patienten und 0,047 + 0,039 IU/ml bei den gesunden Kontrollpersonen. Innerhalb
der Gruppe der CSU Patienten variieren diese gesamt-autoreaktiven IgE
Serumspiegel kaum, alle CSU Patienten haben ahnlich viel autoreaktives IgE. Setzt
man die gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegel in Relation zu den gesamt IgE
Serumspiegeln zeigt sich, dass bei zwei der CSU Patienten das gesamte Serum-IgE
autoreaktiv ist. Bei allen getesteten CSU Patienten sind im Durchschnitt 61 £ 33% des
gesamten IgEs autoreaktiv, bei den gesunden Kontrollpersonen lediglich 0,03 +
0,008%. Es gibt keine Korrelation zwischen den gesamt IgE Serumspiegeln und den

gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegeln (Publikation 1).

IgE-anti-IL-24 induziert Mastzelldegranulation
Es konnte gezeigt werden, dass CSU Patienten viel autoreaktives IgE haben und

dieses an viele unterschiedliche Autoantigene bindet. IgE-anti-IL-24, als ein Beispiel
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fur einen solchen IgE Autoantikorper, konnte durch das Mikroarray Screening als der
haufigste in CSU Patienten identifiziert werden. IL-24 wird in der Haut exprimiert und
hat dadurch hypothetisch die Moglichkeit mit IgE-anti-IL-24 auf der Oberflache von
Mastzellen in der Haut zu reagieren und in vivo die Mastzelldegranulation auszulésen.
Bei den in vitro durchgefuhrten Experimenten mit PSCMCs konnte gezeigt werden,
dass gereinigtes IgE aus dem Serum von CSU Patienten, welches IgE-anti-IL-24
enthalt, durch Stimulation mit IL-24 zur Mastzelldegranulation fuhrt. Bei der Stimulation
von PSCMCs mit IL-24, die mit gereinigten IgE aus dem Serum von gesunden
Kontrollpersonen, welches wenig IgE-anti-IL-24 enthalt, beladen wurden, konnte keine
Mastzelldegranulation beobachtet werden. Alleinige Stimulation von unbeladenen
PSCMCs mit IL-24 fuhrt nicht zur Mastzelldegranulation (Publikation 2).

IgE-anti-IL-24 als Krankheitsmarker der CSU

Die Ergebnisse des IgE-anti-IL-24 Tests ergaben eine mittlere Serumkonzentration
von IgE-anti-IL-24 in 1062 CSU Patienten von 0,52 + 0,24 IU/ml und 0,27 + 0,008 [U/ml
in 482 gesunden Kontrollpersonen. Diese Daten ermdglichten die Berechnung der
Sensitivitat von 80% (95%Cl, 76-83%), Spezifitat von 80% (95%CI, 75-84%) und des
Likelihood-Quotienten von 3,89 bei einem Cut-off (mittels Youden-Index bestimmt) von
0,33 IU/ml. Anhand dieses berechneten Cut-off Wertes sind von den 1062 CSU
Patienten 80% und von den 482 gesunden Kontrollpersonen nur 20% positiv fur IgE-
anti-IL-24. Die IgE-anti-IL-24 Spiegel in Relation zu den gesamt IgE Serumspiegeln in
CSU Patienten korrelieren mit der Krankheitsaktivitat, die mithilfe des UAS7 ermittelt
wurde. Je hoher der Quotient IgE-anti-IL-24 (in IU/ml) zu gesamt IgE (in 1U/ml), desto
hoher ist der UAS7-Score in CSU Patienten (Publikation 2).

Erhohte Lipophilie ist eine Eigenschaft des IgE von CSU Patienten

Der neu entwickelte IgE-Lipophilie Assay ermoglichte den Vergleich der Lipophilie des
IgE von 232 CSU Patienten mit der Lipophilie des IgE von 173 gesunden
Kontrollpersonen. Der Median (10-90% Perzentile) lag bei den CSU Patienten bei 39%
(38-40%) und bei den gesunden Kontrollpersonen bei 28% (26-29%). Damit ist das
IgE der CSU Patienten im Mittel 1,4-fach lipophiler als das IgE der gesunden
Kontrollpersonen. Die mit diesen Daten erstellte ROC-Kurve (,Receiver-Operating-

Characteristics®) zeigte eine Sensitivitat von 80% und eine Spezifitat von 72%, bei
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einem Cut-off von 31% (mittels Youden-Index) fur erhdhte Lipophilie des IgE als
Marker fur CSU (Publikation 1).

Korrelation zwischen IgE-Lipophilie und IgE-Autoreaktivitét

Der prozentuale Anteil von autoreaktiven IgE zum gesamt IgE korreliert mit dem
Quotienten IgE-anti-IL-24 (IU/ml) zu gesamt IgE (IU/ml), genauso wie mit den
absoluten IgE-anti-IL-24 Serumspiegeln in CSU Patienten und gesunden
Kontrollpersonen. IgE-anti-IL-24 kann also als Surrogatmarker fur autoreaktives IgE
genutzt werden. Um eine mogliche Verbindung zwischen den beiden Eigenschaften
Autoreaktivitat und Lipophilie des IgE von CSU Patienten aufzudecken, nutzten wir
den Quotienten IgE-anti-IL-24 (IU/ml) zu gesamt IgE (IU/ml) als Surrogatmarker fur die
gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegel. Der Surrogatmarker korrelierte hochgradig
signifikant mit dem Quotienten IgE-Lipophilie (%) zu gesamt IgE (IU/ml) bei CSU
Patienten. Damit zeigt sich eine lineare Korrelation zwischen der Lipophilie und der

Autoreaktivitat von IgE aus Patienten mit CSU (Publikation 1).

DISKUSSION

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Rolle von autoreaktivem IgE in der
Pathophysiologie der CSU, um ein besseres Verstandnis der Erkrankung und
insbesondere der immunologischen Dysfunktionen zu erlangen. So wird die Grundlage
fur neue diagnostische Tests und gezielte Therapien geschaffen. Das IgE von CSU
Patienten erkennt wesentlich mehr und vollig andere Autoantigene als das IgE
gesunder Kontrollpersonen, zudem ist fast das gesamte IgE der CSU Patienten
autoreaktiv. IgE-anti-IL-24 konnte als haufigster und funktionsfahiger Autoantikorper in
CSU Patienten identifiziert werden, dessen Serumspiegel Kkorreliert mit der
Krankheitsaktivitat und kann als Krankheitsmarker fur die CSU verwendet werden.
Ebenso kann er als Surrogatmarker fur das gesamt-autoreaktive IgE stehen. Es konnte
gezeigt werden, dass erhohte Lipophilie eine Eigenschaft des IgE von CSU Patienten
darstellt und diese erhdhte Lipophilie verbunden ist mit der Autoreaktivitat desselben
IgE.

Der groRe Unterschied zwischen den IgE Autoantigenen von CSU Patienten und
gesunden Kontrollpersonen, insbesondere das Fehlen von Uberschneidungen, ist ein

nahezu einzigartiges Phanomen im Vergleich zu anderen, autoreaktiven
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Antikorpertypen [24-26]. Antikorper vom Typ IgE, beispielsweise reaktiv gegen
Allergene, sind haufig polyreaktiv und erkennen ganze Gruppen von Allergenen.
Klinisch zeigt sich diese Polyreaktivitat, bzw. Kreuzreaktivitat des IgE als sogenannte
Kreuzallergie [27]. Da auch Autoantikdrper meist polyreaktiv sind [17, 18, 28] und die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine gro3e Anzahl an Autoantigenen vom IgE
erkannt werden, liegt die Hypothese nahe, dass das autoreaktive IgE der CSU
Patienten auch polyreaktiv ist. Polyreaktives, autoreaktives IgE liefert auch eine
Erklarung fir die fehlenden Uberschneidungen zwischen dem IgE Autoantigenmuster
der CSU Patienten und der gesunden Kontrollpersonen. Es ist wahrscheinlicher, dass
wenige, polyreaktive IgE-Autoantikorper vorliegen, die in CSU Patienten verandert
sind und daher die Autoantigene des IgE der gesunden Kontrollpersonen nicht mehr
erkennen, als die Erklarung, dass viele monospezifische IgE-Autoantikorper in CSU
Patienten pl6tzlich verschwinden und durch neue, andere monospezifische IgE-
Autoantikorper ersetzt werden.

Autoreaktives IgE wird in immer mehr verschiedenen Erkrankungen gefunden und
korreliert mit der jeweiligen Krankheitsaktivitat. Auch bei Patienten mit CSU konnten
bereits vereinzelt IgE-Autoantikorper, beispielsweise gegen TPO oder doppelstrangige
DNA identifiziert und in Verbindung mit der Krankheitsaktivitat gebracht werden [10].
Die hohen Serumspiegel an autoreaktiven IgE, die den grof3ten Teil des gesamt IgE in
CSU Patienten ausmachen, unterstreichen den groRen Stellenwert der Autoallergie
am Krankheitsbild der CSU. Trotz der hohen gesamt-autoreaktiven IgE Serumspiegel
deutet die geringe Varianz zwischen der absoluten Menge an autoreaktiven IgE bei
den CSU Patienten, unabhangig von den gesamt IgE Serumspiegeln, darauf hin, dass
es eine Obergrenze an autoreaktiven IgE gibt. Einerseits unterliegt die Produktion von
IgE durch B-Zellen einem inhibitorischen Feedbackmechanismus durch die Bindung
an den niedrig-affinen IgE-Rezeptor CD23 [29]. Andererseits werden Autoantikorper
haufig als naturliche Antikorper von B1 B-Zellen produziert, deren Homoostase konnte
ebenfalls zu einer Obergrenze an autoreaktiven IgE Serumspiegeln fuhren [30].

Die klinische Relevanz der IgE-Autoantikorper konnte insbesondere durch die
Identifizierung von IgE-anti-IL-24 gezeigt werden. Auf der Oberflache von Mastzellen
gebundenes IgE-anti-IL-24 kann durch Stimulation mit IL-24 in vitro zur
Mastzelldegranulation und Histaminausschuttung fuhren. Die gemessenen IgE-anti-
IL-24 Serumspiegel sind mit bis zu 1% des gesamt IgE Serumspiegels hoch genug um

Krankheitssymptome auslosen zu kdnnen, da selbst niedrigere Konzentrationen, an
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bspw. IgE-Antikorpern gegen 3-Laktam-Antibiotika, zu klinischen Symptomen fuhren
konnen [22]. Zudem deutet die Korrelation der IgE-anti-IL-24 Serumspiegel mit der
Krankheitsaktivitat stark auf eine Beteiligung von autoreaktiven IgE bzw. IgE-anti-IL-
24 an der Pathophysiologie der CSU hin und kann damit eine Bestatigung fur die
Wirksamkeit des anti-IgE Antikdrpers Omalizumab sein. Die Bestimmung von IgE-anti-
IL-24 Serumspiegeln kann sogar als diagnostisches Kriterium bzw. Krankheitsmarker
der CSU herangezogen werden.

Erhohte Lipophilie konnte als Eigenschaft des IgE von CSU Patienten nachgewiesen
werden. Lipophiles IgE wurde bereits in Patienten, die allergisch gegen lipophile
Medikamente sind, sowie in Patienten mit AD gefunden. Das IgE von Patienten mit AD
ist auch in hohem Malde autoreaktiv, es konnten bereits Uber 140 Autoantigene des
IgE von Patienten mit AD identifiziert werden [10]. Bei Patienten, die allergisch gegen
lipophile Medikamente sind, wurde die IgE-Lipophilie durch diese ebenfalls lipophilen
Antigene erklart, die Antigen-Antikdrper-Bindung wird hier durch einen hdheren Anteil
an Van-der-Waals-Wechselwirkungen gebildet, welche dann insgesamt zu betont
lipophilen Wechselwirkungen fuhren [31]. Diese lipophilen Wechselwirkungen kdnnen
auch zwischen lipophilem IgE und anderen lipophilen Antigenen entstehen und zu
deren Bindung beitragen, welches letztlich in Polyreaktivitat des Antikorpers resultiert
[32]. Die erhohte Lipophilie des IgE von CSU Patienten unterstutzt damit die
Hypothese des autoreaktiven IgE, das auch polyreaktiv ist, in CSU.

Durch die Korrelation von IgE-anti-IL-24 als Surrogatmarker fur autoreaktives IgE mit
der IgE-Lipophilie, konnte eine Verbindung zwischen diesen beiden Eigenschaften des
IgE von CSU Patienten hergestellt werden. Autoreaktivitat von anderen Antikorpern
wurde in fruheren Studien mit lipophilen CDR3 (,complementary determining region
3“) Antigenbindungsstellen in Verbindung gebracht, die ursachlich fur die
Autoreaktivitat sein konnen [33]. Aullerdem ergab die Analyse des IgE von einem
Patienten mit AD, dass die variablen Domanen dieses IgE aus nur bestimmten,
wenigen unterschiedlichen V-Segmenten bestent  und die CDR3
Antigenbindungsstelle der schweren Kette mal3geblich fur die Polyreaktivitat dieses
IgE-Antikorpers ist [18]. Dadurch entsteht die Hypothese, dass autoreaktives IgE die
Benutzung von lipophilen V-Segmenten bevorzugt und diese zur Autoreaktivitat des
IgE beitragen. Ein ahnliches Phanomen wurde fur antinukleare Antikorper als Beispiel

eines Autoantikorpers beobachtet. Obwohl sie aus fast jeder variablen Domane der
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schweren Kette bestehen konnen, verwenden die meisten von ihnen eine von nur vier
unterschiedlichen, bevorzugten variablen Domanenfamilien der schweren Kette [34].

Zusammengefasst konnte durch diese Arbeit ein besseres Verstandnis der
Erkrankung CSU erreicht werden. Autoreaktives IgE spielt in der Pathophysiologie der
Erkrankung eine wesentliche Rolle und erklart dadurch die Wirksamkeit der aktuellen,
symptomatischen Therapieprinzipien. IgE-anti-IL-24 als erstmalig identifizierter
Krankheitsmarker der CSU kann als diagnostisches Kriterium aus dem Serum
bestimmt werden. AuRerdem gelang es mithilfe der Eigenschaft Lipophilie das IgE von
CSU Patienten von dem IgE von gesunden Kontrollpersonen zu unterscheiden. Durch
die Korrelation der Eigenschaften Lipophilie und Autoreaktivitat des IgE von CSU
Patienten konnten nicht nur neue Fragestellungen hinsichtlich der Herkunft und der
Ursache des autoreaktiven IgE aufgestellt werden, sondern diese kann auch die Basis
fur einen neuen, einfachen Assay sein, der gesamt Autoreaktivitat von IgE im Serum
messen kann. Da autoreaktives IgE nicht nur in der Erkrankung CSU eine
entscheidende Rolle spielt, sondern auch in einer standig wachsenden Anzahl anderer
Erkrankungen als relevant erkannt wird [10], ist ein einfacher Assay zur Bestimmung
der Autoreaktivitat von IgE aus dem Serum fur zukunftige Studien besonders
interessant. Ebenso ist die genauere Erforschung der Ursache von Autoallergien fur

deren Therapie essentiell, fur die diese Arbeit eine Grundlage bietet.
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