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Zusammenfassung

Hintergrund

Die chronische spontane Urtikaria (CSU) ist eine Urtikaria, die mehr als 6 Wochen besteht
und ohne spezifische Ausléser auftritt. Obwohl die CSU eine der haufigsten Erkrankun-
gen der Haut ist und eine massive Einschrankung der Lebensqualitat fur die betroffenen
Patient*innen darstellen kann, ist inre Pathogenese nicht eindeutig geklart. Die Degranu-
lation von Mastzellen fuhrt zur Symptomatik aus juckenden Quaddeln und Angioédemen.
Sind Autoantikorper fur diese Degranulation ursachlich, die gegen den Fce-Rezeptor |
oder das IgE auf Mastzellen gerichtet sind, spricht man von einer Typ-llb-autoimmunen
CSU. Patient*innen mit diesem CSU-Subtyp haben haufig niedrige IgE-Spiegel und zei-
gen ein schlechtes Ansprechen auf eine Therapie mit Anti-IgE-Antikdrpern. Auch bezug-

lich niedriger IgA-Spiegel gibt es Hinweise auf eine Assoziation zur autoimmunen CSU.

Ziele
Das Ziel dieser Arbeit war es die Rolle niedriger IgA- und IgE-Spiegeln bei der CSU naher
zu untersuchen. Unsere Hypothese dabei war, dass niedrige IgA- und niedrige IgE-Spie-

gel mit Merkmalen der Typ-lIb-autoimmunen CSU in Verbindung stehen.

Methodik

Dazu untersuchten wir die Daten von 606 Patient*innen mit CSU, die anhand ihrer IgA-
und IgE-Spiegel in vier Gruppen eingeteilt und bezlglich verschiedener Parameter ver-
glichen wurden. Ein Fokus lag dabei auf dem begleitenden Auftreten von Autoimmunpha-
nomenen und Markern der Typ-llb-Autoimmunitat, wie dem Basophilen-Aktivierungs-
Test (BAT). AulRerdem wurden die Krankheitsaktivitat, begleitende Krankheitserschei-

nungen und verschiedene serologische Marker zwischen den Gruppen verglichen.

Ergebnisse

Der Vergleich zwischen den vier Gruppen machte deutlich, dass bei Patient*innen mit
CSU niedrige IgE-Spiegel haufig mit niedrigen IgA-Spiegeln zusammenhangen (r=0,316;
p<0,001). Bei Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln kommt es haufiger zur
Ausbildung von Angioddemen (p=0,03; p=0,04) und begleitenden Autoimmunphanome-
nen (p=0,006; p<0,001). Auch eine Typ-lIb-Autoimmunitat, im Sinne eines positiven BAT,
trat am haufigsten bei Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln auf (p=0,003;
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p<0,001). Niedrige Eosinophilenzahlen traten insbesondere bei Patient*innen mit niedri-
gen IgE-Spiegeln auf (p=0,04; p<0,001), wahrend die Anzahl an basophilen Granulozyten
insbesondere bei der Kombination aus niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln erniedrigt war
(p<0,001).

Schlussfolgerung

Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit, dass neben niedrigen IgE-, auch niedrige IgA-
Spiegel eine Rolle in der Pathogenese der autoimmunen CSU spielen. Insbesondere die
Kombination aus niedrigen IgA- und niedrigen IgE-Spiegeln ist mit Merkmalen von Auto-
reaktivitat im Sinne einer Typ-lIb-Autoimmunitat und dem Auftreten von Autoimmunpha-
nomen assoziiert. In der Charakterisierung der CSU ist es daher sinnvoll, in der Routine-
diagnostik die Bestimmung von IgA- und IgE-Spiegeln zu implementieren, da diese als

Krankheitsmarker fungieren und in der Therapieplanung helfen kdnnen.

Abstract

Background

Chronic spontaneous urticaria (CSU) is defined as urticaria that lasts for more than six
weeks and appears without a specific triggering factor. Despite being one of the most
common skin diseases, with large impact on patients’ quality of life, its pathogenesis is
still insufficiently understood. The degranulation of skin mast cells leads to the appear-
ance of pruritic wheals and/or angioedema. If the degranulation of mast cells is caused
by autoantibodies directed against IgE or its high-affinity receptor FCe receptor I, this is
referred to as type llb autoimmune CSU. It has been found that patients with this subtype
of CSU have lower levels of serum IgE and respond poorly to treatment with anti-IgE-

antibodies. Also, low levels of serum IgA have been described in autoimmune CSU.

Objective

Our aim was to further characterize CSU patients with low serum levels of IgA and IgE.
The hypothesis was that low levels of IgA, as well as low levels of IgE are associated with

features of type Ilb autoimmune CSU.
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Methods

We included 606 patients with CSU in our study and divided them into four groups based
on their serum IgA and IgE levels. The groups were compared based on various param-
eters, focusing on concomitant occurrence of autoimmune phenomena and markers of
type llb autoimmune CSU, such as the basophil activation test (BAT). In addition, disease
activity, concomitant conditions and different serological markers were compared be-

tween the groups.

Results

We found out that in patients with CSU low IgE levels are often associated with low IgA
levels (r=0.316, p<0.001). Patients with low IgA and low IgE levels were more likely to
develop angioedema (p=0.03, p=0.04) and have concomitant autoimmune phenomena
(p=0.006, p<0.001). Type lIb autoimmunity, in the sense of a positive BAT, also occurred
most often in patients with low IgA and IgE levels (p=0,003, p<0.001). Low eosinophil
counts were connected to low IgE levels (p=0.04, p<0.001), whereas basophil counts

were especially low in patients that had low IgA and low IgE levels combined (p<0.001).

Conclusion

In summary, our results show that low IgA levels as well as low IgE levels play a role in
the pathogenesis of autoimmune CSU. Especially the combination of low IgA and low IgE
levels is associated with features of autoreactivity, in particular type Ilb autoimmunity and
the occurrence of autoimmune phenomena. To further characterize patients with CSU,
the assessment of serum IgA and IgE levels should therefore be implemented in routine
diagnostic workup of CSU patients, as these parameters might act as disease markers

and can help in planning specific therapy for patients with CSU.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Klinik der chronischen spontanen Urtikaria

Die chronische Urtikaria ist mit einer Lebenszeitpravalenz von 1,4% eine der haufigsten
dermatologischen Erkrankungen (1). Die Patient*innen entwickeln juckende, flichtige
Quaddeln (Abb. 1), tiefer liegende Angioddeme (Abb. 2) oder beides. Als chronische
spontane Urtikaria (CSU) wird eine Urtikaria charakterisiert, die langer als 6 Wochen be-
steht und ohne einen spezifischen Ausloser auftritt, in Abgrenzung zu der chronischen
induzierbaren Urtikaria, die durch bestimmte Faktoren hervorgerufen wird, beispielsweise
Kalte, Warme, Druck oder Vibration (2). Eine nicht ausreichend therapierte CSU flhrt
aufgrund des taglichen Juckreizes, des spontanen und unvorhersehbaren Auftretens der
Quaddeln und der Mdglichkeit von zum Teil massiven Schwellungen von Zunge, Lippen

oder Augenlidern zu einer erheblichen Einschrankung der Lebensqualitat (3).

_ !
Abbildung 1: Quaddeln am Oberschenkel. Abbildung 2: Angio6dem der linken Hand.

Quelle: Urtikaria-Galerie, urticaria network Quelle: Urtikaria-Galerie, urticaria network
e.V. (https://lwww.urtikaria.net/de/fuer-be- e.V. (https://lwww.urtikaria.net/de/fuer-be-
troffene/galerie/album-urtikaria.html) troffene/galerie/album-urtikaria.html)

1.2 Pathogenese der CSU

1.2.1 Grundprinzipien der Pathophysiologie der CSU

Obwohl die CSU eine haufige und relevante Erkrankung ist, ist die genaue Pathophysio-

logie nicht vollends geklart. Eine wichtige Rolle spielen Mastzellen, die durch Degranula-
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tion zur Ausschuttung verschiedener Mediatoren fuhren, allen voran Histamin. Durch lo-
kale Vasodilatation und erhdhte Kapillarpermeabilitdt, kommt es zur Ausbildung von
Erythemen, Odemen und Quaddeln. Aulerdem werden sensorische Hautnerven stimu-
liert, die zu Juckreiz fuhren (4).

Die genauen Ursachen fur die Mastzellaktivierung und -degranulation sind weitgehend
unklar, es wird jedoch vermutet, dass autoimmune Mechanismen die Hauptursache dar-
stellen, da verschiedene funktionelle Autoantikérper identifiziert werden konnten.

Dabei wird, analog zu den Hypersensitvitatsreaktionen nach Gell und Coombs zwischen
Typ-I- und Typ-lIb-Autoimmunitat unterschieden (Abb. 3) (5).

Typ-l-Autoimmunitét Typ-llb-Autoimmunitat
(Autoallergie) (Autoreaktivitat)

IgE-Auto-

antikérper
i A, lgG-anti-IgE
Fece-RI Mastzelle -l
lgG-anti-Fce-RlI

Degranulation

4

Quaddeln, Angio6dem, Juckreiz, Erythem

Abbildung 3: Mechanismen der Mastzellaktivierung bei Patient*innen mit CSU. Bei der Typ-
[-Autoimmunitat binden IgE-Autoantikérper, an den Mastzellrezeptor Fce-Rezeptor | (Fce-RI).
Durch Bindung von kdrpereigenen Autoantigenen an die IgE-Autoantikbrper kommt es zur Degra-
nulation der Mastzelle, wodurch es zur Ausbildung von Quaddeln, Angioédemen, Juckreiz und
Erythem kommt. Bei der Typ-lIb-Autoimmunitat kommt es zu dieser Degranulation durch Bindung
von IgG-Antikérpern, die gegen den Fce-RI direkt gerichtet sind (IgG-anti-Fce-RI) oder gegen das
IgE, das an dem Fce-RI gebunden vorliegt (IgG-anti-IgE). Quelle: modifiziert nach Kolkhir et al.,
2017 (5).
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1.2.2 Typ-I-Autoimmunitat

Bei der Typ-I-Autoimmunitat, die auch als Autoallergie bezeichnet wird, binden Immun-
globulin E (IgE)-Autoantikdrper an den hochspezifischen Mastzellrezeptor Fce-Rezeptor
I. Durch Bindung von korpereigenen Antigenen, sogenannten Autoallergenen, an die IgE-
Autoantikérper kommt es zur Quervernetzung dieser und dadurch zur Degranulation der
Mastzelle (5). Bisher konnten mehr als 200 IgE-Autoantigene identifiziert werden, die
grofdte Bedeutung haben dabei IgE-anti-Thyreoperoxidase (TPO) (6), IgE-anti-doppel-
strangige DNA (7) und IgE-anti-Interleukin-24 (8). Allerdings ist die Bestimmung dieser
Autoantigene noch aufwendig und gehoért bisher nicht zur Routinediagnostik bei Pati-

ent*innen mit CSU.

1.2.3 Typ-lIb-Autoimmunitat

Bei der Typ-llIb-Autoimmunitat konnten Immunglobulin G (IgG)-Autoantikdrper identifiziert

werden, die fur die Degranulation der Mastzellen verantwortlich sind. Dabei handelt es

sich um Antikorper, die gegen den Fce-Rezeptor | (9) oder direkt gegen das IgE (10)

gerichtet sind.

Als Goldstandard zur Diagnosestellung solch einer Typ-lIb-Autoimmunitat bei CSU-Pati-

ent*innen wurden von der EAACI Arbeitsgruppe (11) drei Kriterien definiert:

- Ein positiver in vivo Test in Form eines autologen Serumtests (ASST)

- Ein positiver in vitro Test in Form eines Basophilen-Aktivierungs-Tests (BAT) oder
Basophilen-Histamin-Release-Assays (BHRA)

- Ein positiver Immunoassay (ELISA oder Western Blot) fur spezifische IgG Autoanti-
korper gegen den Fce-Rezeptor | oder gegen IgE direkt

Aktuelle Arbeiten konnten zeigen, dass bei 87.9% der Patient*innen mit CSU mindestens

ein Kriterium vorliegt, jedoch nur bei 8% alle drei Kriterien gleichzeitig (12). Die Diagno-

sestellung der Typ-lIb-Autoimmunitat ist also weiterhin schwierig und eine genauere Cha-

rakterisierung spezifischer Kriterien ist dringend notwendig und Gegenstand aktueller

Forschungen.

Verschiedene klinische Konstellationen und Laborparameter konnten mit der Typ-llb-Au-

toimmunitat in Zusammenhang gebracht werden. So ist das Auftreten rezidivierender An-

gioddeme bei Patient*innen mit positivem ASST im Vergleich zu Patient*innen, die keine

Autoreaktivitat zeigen erhoht (13).
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Weiterhin konnte eine niedrige Anzahl an basophilen Granulozyten im Blut von CSU-
Patient*innen mit schweren Verlaufen der CSU und Typ-lIb-Autoimmunitat assoziiert wer-
den (14). Dabei wird angenommen, dass die Basopenie im Blut durch die Rekrutierung
zirkulierender basophiler Granulozyten in die Quaddeln verursacht wird (10, 15).

Auch die Rolle eosinophiler Granulozyten in der Pathogenese der CSU wird derzeit dis-
kutiert, da gezeigt werden konnte, dass diese ebenfalls in die Lasionen einwandern (16).
Aulerdem konnte ein Zusammenhang zwischen Eosinopenie und Typ-lIb-Autoimmuni-
tat, hoher Krankheitsaktivitat, schlechtem Therapieansprechen und niedrigen IgE-Spie-
geln festgestellt werden (17).

Neueste Erkenntnisse legen weiterhin nahe, dass Typ-lIb-Autoimmunitat mit der Kombi-
nation aus niedrigen Gesamt-IgE-Spiegeln und hohen IgG-anti-TPO-Spiegeln assoziiert
ist (18).

1.3 Therapie der CSU

Die Standardtherapie der CSU besteht aus H1-Antihistaminika der zweiten Generation,
den sogenannten nicht sedierenden Antihistaminika. Allerdings fuhrt diese Therapie nur
bei etwa der Halfte der Patient*innen zu Beschwerdefreiheit (3). Bei langer als zwei Wo-
chen persistierenden Beschwerden unter der Standarddosis (einmal taglich), wird eine
Dosissteigerung auf die bis zu vierfache Menge empfohlen (2), jedoch bleibt auch unter
dieser Therapie jede*r 3.-4. Patient*in symptomatisch (3). Dann wird die zusatzliche
Gabe von Omalizumab empfohlen. Dabei handelt es sich um einen rekombinanten hu-
manisierten Anti-IgE-Antikorper, der genaue Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht
endgultig geklart (19). Eine weitere Therapieeskalation kann mit systemischen Immunsu-
pressiva wie Ciclosporin A erfolgen. Bei akuter Exazerbation der Symptomatik wird die
kurzzeitige Gabe systemischer Steroide empfohlen (2).

Das unzureichende Therapieansprechen der Standardmedikation mit Antihistaminika
stellt eine massive Einschrankung der Lebensqualitat dar und fuhrt durch haufige Wie-
dervorstellungen und zum Teil teure Medikation zu hohen Kosten fur das Gesundheits-

system.
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1.4 Immunglobuline A und E bei der CSU

1.4.1 Niedrige IgE-Spiegel und CSU

Bei Immunglobulinen handelt es sich um Isliche Antikorper, die von reifen Plasmazellen
produziert werden und im Rahmen der spezifischen Immunreaktion eine wichtige Auf-
gabe bei der Abwehr von Pathogenen Ubernehmen.

Das IgE ist eine Immunglobulinunterklasse, die insbesondere der Abwehr von Parasiten
dient. Es liegt meist an Mastzellen gebunden vor und spielt auch bei allergischen Reak-
tionen eine wichtige Rolle, weshalb es bei Patient*innen mit Krankheiten aus dem atopi-
schen Formenkreis oft erhdht ist.

Durch die erfolgreiche Behandlung von CSU-Patient*innen mit Omalizumab wurde die
Beteiligung von IgE an der Entstehung der CSU bestatigt (20). Bei Patient*innen mit ho-
hen IgE-Spiegeln wirkt Omalizumab meist gut, wahrend Patient*innen mit niedrigen IgE-
Spiegeln weniger von der Therapie profitieren (21). Bei diesen CSU-Patient*innen liegt
oft eine Typ-llIb-Autoimmunitat zu Grunde (12). Warum CSU-Patient*innen mit Typ-Illb-
Autoimmunitat oftmals niedrige IgE-Spiegeln haben bleibt jedoch ungeklart. Eine Hypo-
these ist, dass das IgE mit den Anti-lgE-Antikérpern komplexiert und daher bei diesen

Patient*innen nicht messbar ist (22).

1.4.2 Niedrige IgA-Spiegel und CSU

Das Immunglobulin A (IgA) kommt vor allem in Korperflissigkeiten und auf Schleimhaut-
oberflachen vor und dient so als Abwehr gegen das Eindringen von Pathogenen uber die
Epithelien. Es ist die mengenmallig am meisten produzierte Immunglobulinunterklasse,
allerdings gelangt nur ein geringer Teil, das nichtsekretorische IgA, in das Blut.
Selektive Immunglobulin A-Defizienz (SIgAD) ist der haufigste primare Immundefekt (23).
Sie liegt vor, wenn Patient*innen IgA-Spiegel <0,07 g/l aufweisen, bei normalen Immun-
globulin M (IgM)- und IgG-Spiegeln und nach Ausschluss anderer Ursachen einer Hy-
pogammaglobulinamie (24). Patient*innen mit SIgAD leiden haufiger an CSU als die Nor-
malbevdlkerung (25) und sie haben ein hdheres Risiko, an Autoimmunerkrankungen zu
erkranken (26).

Als Ursache dafur wird diskutiert, ob durch die verminderte Schleimhautabwehr bei Pati-

ent*innen mit SIGAD Antigene aus der Umgebung leichter in die Zirkulation gelangen und
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uber die Induktion von molekularer Mimikry und Kreuzreaktion mit Eigenantigenen zur
Entwicklung autoreaktiver Antikdrper fuhren (26).

Auch bei der CSU kommt es haufig begleitend zu Autoimmunerkrankungen, vor allem
der Schilddruse (27). Denkbar ware, dass auch die autoimmune CSU mit niedrigen IgA-
Spiegeln in Verbindung steht. Frossi et al. untersuchten deswegen Einzelfalle von Pati-
ent*innen mit SIgAD und begleitender CSU und stellten fest, dass alle der untersuchten
Patient*innen (n=4) positive Ergebnisse in ASST und BAT aufwiesen, die das Vorliegen

einer Typ-lIb-Autoimmunitat bei diesen Patient*innen wahrscheinlich machen (28).

1.4.3 Einflisse auf die IgA- und IgE-Spiegel

Es gibt zahlreiche Faktoren, die die individuellen IgA- und IgE-Spiegel beeinflussen. So
konnte gezeigt werden, dass Frauen durchschnittlich niedrigere IgA- und IgE-Spiegel ha-
ben als Manner (29, 30). Wahrend IgA-Spiegel mit dem Alter zunehmen, mdglichweise
durch die Zunahme chronisch entzindlicher Erkrankungen tUber die Zeit (29), nimmt der
Gesamt-IgE-Spiegel im Laufe des Lebens ab. Dies liegt daran, dass potentielle Sensibi-
lisierungen gegen Allergene abnehmen (31).

Ein Zusammenhang zwischen IgA- und IgE-Spiegeln konnte bei primaren Immundefek-
ten gezeigt werden. So haben Patient*innen mit variablem Immundefektsyndrom oft sehr

niedrige IgA-Spiegel in Kombination mit erniedrigten IgE-Spiegeln (32).

1.5 Fragestellung

Wahrend Uber die Rolle von IgE bei der CSU schon einiges bekannt ist, wurde zur Rolle
andere Immunglobuline noch wenig geforscht. Die Diagnosestellung der Typ-lIb-autoim-
munen CSU stellt weiterhin eine Herausforderung in der Diagnostik der CSU dar. Ziel
dieser Arbeit war es, mehr Uber die Rolle von niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln bei der
CSU zu erfahren und zu untersuchen, ob diese zwei Biomarker bei der oft noch schwie-
rigen Diagnostik der autoimmunen CSU hilfreich sein kdnnen.

Dabei lautete unsere Arbeitshypothese, dass nicht nur niedrige IgE-Spiegel, sondern
auch niedrige IgA-Spiegel und insbesondere die Kombination beider Immunoglobuline

mit Typ-llb-Autoimmunitat bei chronisch spontaner Urtikaria in Zusammenhang stehen.
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Weiterhin sollten die Ergebnisse mit Daten zu weiteren Parametern erweitert werden, die
mit Typ-llb-Autoimmunitat in Verbindung gebracht wurden.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden dazu unter dem Titel ,Lower IgA Levels
in Chronic Spontaneous Urticaria Are Associated With Lower IgE Levels and Autoimmu-
nity* bereits veroffentlicht (33).
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2 Methodik

2.1 Studienpopulation

Um unsere Forschungsfrage zu prufen, verglichen wir CSU-Patient*innen mit und ohne
niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln. Eingeschlossen wurden dabei 606 Patient*innen, die
sich zwischen 2004 und 2019 zur stationaren Behandlung einer CSU an der Klinik fur
Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charité - Universitatsmedizin zu Berlin
befanden. Ziel des stationaren Aufenthalts war die Ursachenfindung der CSU. Die
Sammlung der klinischen Daten der Patient*innen erfolgte mit Zustimmung der Ethikkom-
mission der Charité unter dem Titel ,Monitoring (Erweiterte Diagnostik) von Therapieef-
fekten bei Patienten mit schwierig zu behandelnder chronischer Urtikaria“ (Antragsnum-
mer EA1/268/13). Alle eingeschlossenen Patient*innen gaben nach ausfuhrlicher Aufkla-
rung Uber Inhalt und Ziel der Arbeit ihre schriftliche Einwilligung und stimmten der pseu-
donymisierten Verarbeitung ihrer Daten zu.

Alle Patient*innen, von denen komplette Datensatze zu IgA-, IgE-, IgG- und IgM-Spiegeln
vorhanden waren, wurden eingeschlossen (n=523). Um die Gruppengréf3en zu maximie-
ren, wurden im Nachhinein bei Patient*innen (n=83), mit bekanntermal3en erniedrigten
Werten fur IgA oder IgE die weiteren zum Teil fehlenden Immunglobulin-Spiegel nachbe-
stimmt.

Patient*innen, die mit Anti-IgE-Antikdrpern, wie Omalizumab, oder Immunsuppressiva
vorbehandelt waren, wurden in diese Studie nicht eingeschlossen. Aulierdem sollten die
Patient*innen vier Wochen vor Beginn der Messungen auf die Einnahme von Antihista-
minika und oralen Glukokortikoiden, soweit wie mdglich verzichten, damit Immunglobulin-
Spiegel moglichst unverfalscht waren.

Anhand der Hohe der IgA- und IgE-Werte, unabhangig von der Hohe der anderen Im-
munglobuline, erfolgte die Einteilung in vier Gruppen (Tab. 1). Bei dem Grenzwert fur
niedrige IgE-Werte orientierten wir uns an vorangehenden Arbeiten, die IgE <40 kU/I als
erniedrigt einstuften (12, 34). Anhand des medianen IgA-Wertes der Kohorte definierten
wir IgA <1,84 g/l als niedrig. Die Serumlevel der Immunglobuline wurden mithilfe ver-
schiedener Verfahren durch das Labor Berlin bestimmt: IgE mittels Elektro Chemilumi-

neszenz Immuno-Assay und das IgA durch eine Immunturbidimetrie (35).
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Tabelle 1: Gruppeneinteilung.

Gruppe Kurzbezeichnung
Niedrige IgA- und niedrige IgE-Spiegel IgA* IgE*

Niedrige IgA-, normale oder hohe IgE-Spiegel IgA" IgE~
Niedrige IgE-, normale oder hohe IgA-Spiegel IgA~ IgE*

Normale oder hohe IgA- und normale oder hohe IgE-Spiegel IgA~ IgE™

Quelle: eigene Darstellung

2.2 Bestimmung von Krankheitsmarkern und Laborwerten

Die Gruppen verglichen wir anhand verschiedener ZielgroRen. Die Krankheitsaktivitat der
Patient*innen wurde mittels Urtikaria-Aktivitats-Score (UAS) ermittelt. Dieser wird anhand
der Starke des Juckreizes der Quaddeln und ihrer Anzahl an sieben aufeinanderfolgen-
den Tagen charakterisiert (UAS7) und kann Werte von 0-42 Punkten annehmen (2). Um
das subjektive Krankheitsleiden zwischen den Gruppen zu vergleichen, wurde der Der-
matology Life Quality Index (DLQI) ermittelt. Dabei handelt es sich um einen validierten
Fragebogen, der die Lebensqualitat bei verschiedenen Hauterkrankungen aufzeigt (36).
Weiterhin untersuchten wir die Auspragung der Urtikaria — konkret heil3t das, ob es zur
Ausbildung von Quaddeln mit oder ohne Angioddemen kam.

Aulerdem wurden die Patient*innen anhand von Entzindungswerten wie dem C-reakti-
ven Protein und der Leukozytenzahl verglichen. Weiterhin wurden basophile und eosino-

phile Granulozyten bestimmt.

2.3 Feststellung von Autoimmunphanomenen

Dokumentiert wurde aul3erdem das Vorliegen anderer Autoimmunerkrankungen, die aus
den Patient*innenakten entnommen wurden. Um prazisere Aussagen zum Vorliegen au-
toimmuner Prozesse treffen zu kdnnen wurden auf3erdem verschiedene Autoantikorper
im Blut der Patient*innen bestimmt: Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikorper
(ANCA), Anti-Nukleare Antikorper (ANA), Rheumafaktor IgM, zirkulierende Immunkom-
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plexe und die Schilddrisenantikorper IgG-anti-TPO und Thyreotropin-Rezeptor-Autoan-
tikorper (TRAK). Daraus definierten wir den Begriff ,Autoimmunph&nomene” der das Vor-
liegen von erhdhten Autoantikdrpern, Schilddriisenantikdrpern und klinisch gesicherten
Autoimmunerkrankungen zusammenfasst. Als erhoht wurden die Autoantikdrper einge-
stuft wenn die Spiegel folgende Grenzwerte Uberstiegen: ANA =1:160, ANCA: cANCA
=210 U/ml oder pANCA =5 U/ml, Rheumafaktor IgM =20 U/ml, zirkulierende Immunkom-
plexe 255 pg/ml. Erhdéhte Schilddriasenantikorper (IgG-anti-TPO: 235 kU/I und TRAK: 22
U/l) wurden nur als Autoimmunphanomen gewertet, wenn bei den entsprechenden Pati-

ent*innen auch eine passende klinische Symptomatik vorlag.

24 Bestimmung von Typ-l- und Typ-llb-Autoimmunitat

Von besonderer Relevanz war im Zuge dieser Arbeit die Ermittlung von Merkmalen der
Typ-I- und insbesondere der Typ-lIb-Autoimmunitat.

Fur die Typ-lI-Autoimmunitat wurden die Spiegel eines der relevantesten Autoantigene,
des IgE-anti-TPO, bestimmt. Dazu etablierten wir einen ELISA, der spezifisch fur die
Messung der IgE-anti-TPO-Spiegel ist und nachfolgend wurde dieser in eingefrorenem
Serum der Patient*innen gemessen (n=399). Anhand von Messungen des IgE-anti-TPO-
Spiegels in gesunden Kontrollen (n=14) ermittelten wir einen Grenzwert (>1,09 ng/ml),
ab dem wir die IgE-anti-TPO-Spiegel als erhdht einstuften.

Zur Diagnostik der Typ-lIb-Autoimmunitat wurde ein ASST und ein BAT durchgefuhrt.
Fir den ASST wurde den Patient*innen Blut entnommen und das daraus gewonnene
Serum in die Haut injiziert. Ein positives Testergebnis liegt dabei vor, wenn es zur Aus-
bildung einer Quaddel kommt, deren Durchmesser nach 30 Minuten mindestens 1,5 mm
grol3er als die Negativkontrolle mit Kochsalzldsung ist (39).

Der BAT in der Diagnostik der autoimmunen CSU funktioniert im Wesentlichen indem
gesunde basophile Granulozyten mit dem Serum von CSU-Patient*innen inkubiert wer-
den. Wenn sich in diesem Serum Antikorper gegen IgE oder den Fce-Rezeptor | befinden
(Typ-lIb-Autoimmunitat), kommt es zur Aktivierung und Degranulation der Basophilen.
Dabei konnen die Marker CD63 und CD203c auf den Basophilen in der Durchflusszyto-

metrie messbar gemacht werden. Wir entschieden uns dazu, nur die doppelt aktivierten
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Zellen zu werten, um falsch-positive Ergebnisse im BAT zu minimieren. Die Gating-Stra-
tegie in der Durchflusszytometrie dazu kann der Abbildung 4 (abgebildet als Supple-

mentary Figure 1 in der Originalpublikation (33)) entnommen werden.
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Abbildung 4: Gating-Strategie des BAT in der Durchflusszytometrie. Beziehungen zwischen
den Fenstern werden durch Pfeile angezeigt. Die Identifizierung der Lymphozyten erfolgte mittels
Forward gegen Side Scatter Plot, gefolgt von Dubletten-Ausschluss im Forward Scatter Height
gegen Forward Scatter Area. Die CD3 negative Population wurde zum Ausschluss von T-Zellen
gegatet und CD193 positive Zellen stellten die basophilen Granulozyten dar. Doppelt positive
Zellen fir CD63 und CD203c dienten als Outcome-Parameter. Dargestellt sind hier eine Positiv-
und eine Negativkontrolle sowie ein beispielhaftes CSU-Patient*innen-Serum. Quelle: modifiziert
nach Sauer et al., 2021 (33).

Aufgrund der grof3en Anzahl an Patient*innen wollten wir einen BAT konzipieren, der ei-
nen schnellen Umsatz ermdglicht, dabei aber trotzdem ein aussagekraftiges Ergebnis
liefert. Dazu wurde ein Protokoll des BAT des Allergie-Centrums-Charité zur speziellen
Allergiediagnostik verwendet, das in ein kleines Format Ubertragen werden musste. Auf
einer Mikrotiterplatte mit 96 Napfchen mit einem Fullvolumen von maximal 300 ul pro
Napfchen war es so moglich, mit entsprechenden Positiv- und Negativ-Kontrollen und
doppelter Testung pro Serum, bis zu 44 Seren zeitgleich zu vermessen. Da die basophi-

len Granuozyten von gesunden Spendern unterschiedlich auf mdgliche Autoantikdrper
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im Serum der Patient*innen reagieren, wurde im Vorfeld die Reaktion der Basophilen
unterschiedlicher Vollblutspender*innen verglichen, um einen geeigneten Spender zu
identifizieren. Zur Ermittlung einer geeigneten Positivkontrolle wurden auf3erdem ver-
schiedene kommerzielle Anti-IgEs getestet.

Als Grenzwert fur einen positiven BAT definierten wir Werte von >7,77% doppelt positiver
(CD63 und CD203c) basophiler Granulozyten. Als Grenzwerte fungierte die 95.
Perzentile der Werte von gesunden Kontollseren (n=51).

Die genauen Protokolle fur den IgE-anti-TPO-ELISA und den BAT kénnen dem Metho-

dikteil der Publikation unter ,Assessment of Autoreactivity entnommen werden (33).

2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe der Softwares SPSS (IBM
SPSS Version 27, New York, NY, USA) und Excel (Microsoft Excel Version 16.16.24,
Redmond, WA, USA). Dabei wurden Mediane (Md), Mittelwerte, Standardabweichungen
und der Interquartilabstand (IQR) berechnet. Auf Normalverteilung wurde mit dem Kol-
mogorov-Smirnov-Test getestet. Fur den Vergleich stetiger, nicht-normalverteilter Vari-
ablen wurde der Mann-Whitney-U-Test beim Vergleich von zwei Gruppen und der
Kruskal-Wallis-Test (einfache ANOVA) beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen ange-
wendet. Darauffolgende post hoc Paarvergleiche bestanden aus paarweisen Vergleichen
mit dem z-Test und einer Bonferroni-Korrektur. AuRerdem wurden Korrelationsanalysen
fur potentielle diagnostische Biomarker nach Spearman durchgefuhrt. Binare Variablen
wurden mithilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson verglichen. Als statistisch signifi-
kant werteten wir Ergebnisse mit einem Signifikanzwert von p<0,05. Die grafische Dar-
stellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von GraphPad Prism (GraphPad Software Ver-
sion 9.1.0, San Diego, CA, USA) und PowerPoint (Microsoft PowerPoint Version
16.16.24, Redmond, WA, USA). Durchflusszytometrische Daten wurden mit dem Pro-
gramm FlowdJo (FlowJo™ Software, Version 10.5.3, Ashland, OR, USA) ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Baseline-Charakteristika der Patient*innen

Allgemeine Patient*innencharakteristika konnen der Baseline-Tabelle (Table 1) der Ori-
ginalpublikation entnommen werden (33), die hier in adaptierter Form aufgefuhrt ist (Tab.
2). Insgesamt hatten 37,0% (n=224) der eingeschlossenen Patient*innen niedrige IgE-
Spiegel und 50,0% (n=303) niedrige IgA-Spiegel. Die Pravalenz von niedrigen IgE-Spie-
geln lag vor der Nachbestimmung fehlender Werte bei 28,3% (n=148 von 523) und 3,8%
(n=20 von 523) der Patient*innen hatten IgA-Spiegel unterhalb des Referenzwertes von
Labor Berlin (35) von 0,7 g/l.

Insgesamt wurden mehr weibliche (n=461) als mannliche (n=145) CSU-Patient*innen
eingeschlossen. Es fallt auf, dass die IgA- und IgE-Spiegel durchschnittlich bei Frauen
signifikant niedriger waren als bei Mannern (IgA: 1,76 g/l vs. 2,12 g/l; p<0,001; IgE: 60,90
kU/l vs. 118,00 kU/I; p<0,001). Dadurch war der Frauenanteil in der Gruppe IgA* IgE*
signifikant hoher als in der Gruppe IgA~ IgE™ (p<0,001). Im Median betrug das Alter der
Patient*innen 36 Jahre zum Zeitpunkt der Untersuchung. Patient*innen der Gruppe IgA*
IgE~ waren signifikant junger als Patient*innen aller anderen Gruppen, dies gilt sowohl
fur den Zeitpunkt der Diagnose (p=0,002; p=0,006; p=0,009) als auch fir den Zeitpunkt
der Untersuchung (p=0,007; p=0,002; p=0,02).

Tabelle 2: Baseline-Charakteristika der Patient*innen.

IgA* IgE* IgA* IgE™ IgA~ IgE* IgA~ IgE™
p-Wert
n=149 n=154 n=75 n=228
(24,6%) (25,4%) (12,4%) (37,6%)
Frauenanteil, % (n) 86,6 (129) 78,6 (121) 73,3 (55) 68,4 (156) 0,001
Alter bei Untersu-
) 45,00 37,50 44,00 44,00
chung in Jahren, 0,001
(31,00-55,00)  (29,00-47,00) (33,00-56,00) (33,00-55,00)
md (IQR)
Alter bei Diagnose 40,00 31,92 41,00 37,00
0,001

in Jahren, md (IQR)

(26,00-49,60)

(23,00-42,00)

(27,25-50,00)

(26,42-50,00)
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Krankheitsdauerin 1,58 2,08 2,00 2,14 0.16
Jahren, md (IQR)  (1,00-5,00) (1,00-7,00) (1,00-6,00) (1,00-8,00) ’
. 1,27 1,42 2,37 2,47
IgA in g/l, md (IQR) <0,001
(0,87-1,53) (1,13-1,61) (1,98-3,16) (2,14-3,10)
. 122,50 160,00
IgE in kU/I, md 14,60 17,20
(64,00- (89,95- <0,001
(IQR) (6,37-23,60) (8,54-27,70)
241,00) 287,00)
. 9,05 9,57 10,05 10,24
IgG in g/l, md (IQR) <0,001
(7,81-10,80)  (8,51-10,52)  (8,83-11,74)  (8,77-12,07)
. 1,05 0,99 0,98 0,97
IgM in g/l, md (IQR) 0,33
(0,69-1,48) (0,67-1,40) (0,71-1,30) (0,67-1,37)

IgA, Immunglobulin A; IgE, Immunglobulin E; IgG, Immunglobulin G; IgM, Immunglobulin M; IQR,

Interquartilabstand; md, Median.

Signifikanzen flr Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests flr

kontinuierliche Variablen und des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson fiir binare Variablen berechnet.

Statistisch signifikante Unterschiede sind fett gedruckt.

Quelle: modifiziert nach Sauer et al., 2021 (33).

3.2 Zusammenhang der Immunglobulin-Spiegel

Die erste Erkenntnis unserer Analysen war, dass CSU-Patient*innen mit niedrigen IgA-
Spiegeln fast immer auch niedrige IgE-Spiegel haben. Von 303 Patient*innen mit niedri-
gen IgA-Spiegeln hatten 66,5% auch niedrige IgE-Spiegel und die beiden Werte korre-
lierten signifikant (r=0,316; p<0.001) (Abb. 5, adaptiert aus Figure 1A der Originapubli-
kation (33)). Betrachtet man die Patient*innen mit IgA-Spiegel unterhalb des Referenz-
wertes von 0,7 g/l (35) sind es sogar 88,5%, die auch niedrige IgE-Spiegel hatten.

In der Figure 1B der Originalpublikation (33) ist aulRerdem abgebildet, dass Patient*innen
mit niedrigen IgA-Spiegeln auch signifikant niedrigere IgE-Spiegel als Patient*innen mit
normalen oder erhohten IgA-Spiegeln hatten (md=42,50 kU/I vs. md=111,00 kU/I,
p<0,001).
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r=0.316, p<0.001
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Abbildung 5: IgA- und IgE-Spiegel bei Patient*innen mit CSU korrelieren. IgA-Werte >6 g/l
und IgE-Werte >1000 kU/I werden in dieser Grafik nicht dargestellt. Der Spearman Rangkorrela-
tionskoeffizient (r) wurde ermittelt um Korrelationen zu detektieren. Quelle: modifiziert nach Sauer
etal., 2021 (33).

Beim Vergleich zwischen den Gruppen konnte festgestellt werden, dass IgG-Spiegel
auch mit niedrigen IgE- aber insbesondere mit niedrigen IgA-Spiegeln assoziiert sind, da
die 1gG-Spiegel bei Patient‘innen der Gruppe IgA* IgE* im Vergleich zu IgA~ IgE*
(p=0,002) und IgA~ IgE~ (p<0,001) signifikant niedriger waren und auch zwischen IgA*
IgE~ und IgA~ IgE™ ein signifikanter Unterschied bestand (p=0,001). Dieser Sachverhalt
ist bildlich in der Figure 2A der Originalpublikation (33) dargestellt, die hier abgebildet ist
(Abb. 6). IgG-Spiegel korrelierten signifikant mit IgA- (r=0,280; p<0,001), IgE- (r=0,104;
p=0,01) und IgM-Spiegeln (r=0,137; p=0,001). Die Korrelation zu IgA- und IgE-Spiegeln
ist in der Figure 2B der Originalpublikation bildlich dargestellt (33).

Bezulglich der IgM-Spiegel konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen festgestellt werden, aber sie waren besonders hoch bei Patient*innen mit niedrigen
IgA- und IgE-Spiegeln (IgA* IgE*) (Tab. 2) und eine schwache negative Korrelation zu
IgA-Spiegeln konnte festgestellt werden (r=-0,090; p=0,03).
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Abbildung 6: IgG-Spiegel der Patient*innen im Vergleich zwischen den Gruppen. Die Boxen
stellen die Mediane und Interquartilabstande dar, die Whisker geben den Bereich an. Signifikan-
zen fur Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests berechnet.
Quelle: aus Sauer et al., 2021 (33).

3.3 Krankheitsaktivitat und begleitende Phanomene

Knapp die Halfte (49,7%) der Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln (IgA*
IgE*) entwickelten rezidivierende Angioddeme. Dies waren signifikant mehr Patient*innen
als in den Gruppen IgA' IgE~ (p=0,03) und IgA~ IgE~ (p=0,04) (Tab. 3).

Die Krankheitsaktivitat, gemessen mittels UAS7, zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Es konnte jedoch eine schwache negative Korrelation zu IgA-
Spiegeln gefunden werden (r=-0,095; p=0,04). Das subjektive Krankheitsleiden, gemes-
sen am DLQI, unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant. So gaben Patient*in-
nen der Gruppe IgA* IgE~ schlechtere Werte bezogen auf die Einschrankungen auf ihre
Lebensqualitat an als Patient*innen der Gruppe IgA~ IgE~ (p=0,01) (Tab. 3) und es

konnte ebenfalls eine negative Korrelation mit IgA-Spiegeln gefunden werden (r=-0,173;
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p=0,005). Diese Korrelationswerte nahmen zu, wenn nur Patient*innen mit gleichzeitigem
Vorhandensein rezidivierender Angioddeme eingeschlossen wurden (UAS7: r=-0.242;
p=0.001; DLQI: r=-0.291; p=0,003). Keine signifikanten Korrelationen konnten gefunden
werden, wenn Patient*innen mit Autoimmunphanomenen (n=248) ausgeschlossen wur-

den.

Tabelle 3: Krankheitsaktivitdt und serologische Marker zwischen den Gruppen.

IgA* IgE* IgA' IgE> IgA~ IgE* IgA”IgE®  p-Wert
19,00 18,00 17,00 16,00
UAS7*, md (IQR) 0,14
(10,00-27,00)  (12,00-25,00)  (9,00-29,00)  (8,00-23,00)
9,00 9,50 6,00 6,00
DLQI**, md (IQR) 0,01
(4,00-13,00) (6,00-15,00) (3,00-12,50) (3,00-11,00)
Rezidivierende An-
o 49,7 (73) 33,8 (50) 34,3 (24) 35,1 (74) 0,01
gioddeme, % (n)
C-reaktives Protein 2,00 1,90 2,25 2,50 0.65
in mg/l, md (IQR) (1,00-5,40) (0,70-6,45) (0,90-5,25) (1,00-5,60) ’
Leukozyten/nl, md 6,16 6,61 5,59 6,31 0.12
(IQR) (5,15-7,47) (5,17-7,85) (4,78-7,01) (5,43-7,58) ’
Eosinophile Granu-
0,09 0,17 0,13 0,16
lozyten/nl, md <0,001
(0,06-0,17) (0,09-0,29) (0,08-0,19) (0,10-0,24)
(IQR)
Basophile Granu-
0,01 0,02 0,02 0,02
lozyten/nl, md <0,001
(0,00-0,02) (0,01-0,03) (0,01-0,03) (0,01-0,04)

(IQR)

DLQI, Dermatology Life Quality Index; IgA, Immunglobulin A; IgE, Immunglobulin E; IQR, Interquar-

tilabstand; md, Median; UAS7, Urtikaria-Aktivitats-Score.

Signifikanzen fir Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests fiir

kontinuierliche Variablen und des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson flir bindre Variablen berechnet.

Statistisch signifikante Unterschiede sind fett gedruckt.

* UAS7: minimaler Wert 0, maximaler Wert 42. ** DLQI: minimaler Wert 0, maximaler Wert 30.

Quelle: modifiziert nach Sauer et al., 2021 (33).
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3.4 Serologische Marker

Die Anzahl der basophilen Granulozyten war am niedrigsten bei Patient*innen der
Gruppe IgA* IgE* im Vergleich zu IgA* IgE~ (p<0,001) und IgA~ IgE~ (p<0,001) und kor-
relierte mit IgA- (r=0,161; p<0,001) und IgE-Spiegeln (r=0,245; p<0,001).

Die Anzahl an eosinophilen Granulozyten war bei Patient*innen der Gruppe IgA* IgE*
signifikant niedriger als in den Gruppen IgA* IgE~ (p<0,001) und IgA~ IgE~ (p<0,001)
und bei IgA~ IgE¥ im Vergleich zu IgA* IgE~ (p=0,04). Eine positive Korrelation zu IgA-
(r=0,134; p=0,001) und IgE-Spiegeln (r=0,300; p<0,001) konnte gefunden werden. Die
Verteilung von eosinophilen und basophilen Granulozyten ist in der Figure 3 der Original-
publikation dargestellt (33), die hier adaptiert abgebildet ist (Abb. 7).

Die gemessenen Entzindungsmarker C-reaktives Protein und Leukozytenzahl zeigten

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 3).
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Abbildung 7: Anzahl an basophilen und eosinophilen Granulozyten im Blut der Patient*in-
nen im Vergleich zwischen den Gruppen. Die Boxen stellen die Mediane und Interquartilab-
stédnde dar, die Whisker geben den Bereich an. Basophilenzahlen >0,12/nl und Eosinophilenzah-
len >0,8/nl sind in dieser Grafik nicht dargestellt. Signifikanzen flr Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests berechnet. Quelle: modifiziert nach Sauer et
al., 2021 (33).
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3.5 Autoimmunphdanomene

Vier von zehn CSU-Patient*innen unserer Kohorte (41,8%; 248 von 594) zeigten Autoim-
munphanomene, also hatten eine diagnostizierte Autoimmunerkrankungen und/oder er-
hdhte Autoantikdrper. Die haufigsten Autoimmunerkrankungen, an denen die Patient*in-
nen litten waren die Hashimoto Thyreoiditis und der Morbus Basedow.

Insgesamt war das Auftreten von Autoimmunphanomenen am héchsten in den Gruppen
mit niedrigen IgE-Spiegeln (IgA* IgE* und IgA~ IgE*). Dieser Unterschied war jedoch nur
signifikant zwischen IgA* IgE* und IgA* IgE~ (p=0,006) und IgA* IgE¥ und IgA~ IgE~
(p<0.001). Die Figure 4 der Originalpublikation (33) zeigt diesen Sachverhalt bildlich. Die
Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse zwischen den Gruppen aufgeschlusselt nach klinisch ge-
sicherter Autoimmunerkrankung, erhéhten Autoantikérpern und Schilddrisenautoimmun-

erkrankungen.

Tabelle 4: Autoimmunphidnomene zwischen den Gruppen.

IgA'IgE* IgA’ IgE” IgA”IgE' IgA~IgE” p-Wert

Klinisch gesicherte Autoim-
14,3 (22)

14,7 (11)

munerkrankung, % (n)

Autoantikérper erhéht*, % (n) 0,06

28,4 (42) 34,7 (25)

Schilddriisenautoimmuner-

74 (11) 8,1 (6) 0,01

krankungen**, % (n)

Gesamt, % (n)

50,0 (37)

Die Farben beziehen sich auf die Werte in Prozent. Dabei wird der jeweilige maximale Wert in Grin,
der minimale Wert in Rot und der Mittelwert in Gelb dargestellt. Signifikanzen fir Unterschiede zwi-
schen den Gruppen wurden mithilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson berechnet. Statistisch sig-

nifikante Unterschiede sind fett gedruckt.

* Gewertet wurden erhéhte Titer von ANA (=21:160), ANCA (cANCA 210 U/ml, pANCA =5 U/ml), Rheu-
mafaktor IgM (=20 U/ml), zirkulierende Immunkomplexe (=55 pg/ml).
** Gewertet wurden erhéhte Titer der Schilddrisenantikérper 1gG-anti-TPO (235 kU/I) und TRAK (=2

U/l), wenn bei Patient*innen eine passende klinische Symptomatik vorlag.

Quelle: modifiziert nach Sauer et al., 2021 (33).
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Patient*innen der Gruppe IgA* IgE* hatten im Vergleich zu IgA~ IgE~ signifikant 6fter
klinisch gesicherte Autoimmunerkrankungen (p=0,007) und Schilddrisenautoimmuner-
krankungen (p=0,02). Die genauen prozentualen Anteile zu den einzelnen Autoantikor-
pern kdnnen der Table 2 der Originalpublikation enthommen werden (33).

Besonders das IgG-anti-TPO unterschied sich stark zwischen den Gruppen (p<0,001).
Es war mit 35,0% am haufigsten in der Gruppe IgA* IgE* erhdht im Vergleich zu 12,8%
in der Gruppe IgA* IgE~ (p<0,001), 16,7% bei IgA~ IgE* (p=0,03) und 21,4% bei IgA~
IgE~ (p=0,03). Die IgG-anti-TPO-Spiegel waren in dieser Gruppe auch signifikant héher
als in allen anderen Gruppen, wie die Abbildung 8 zeigt.
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Abbildung 8: IgG-anti-TPO-Spiegel der Patient*innen im Vergleich zwischen den Gruppen.
Die Boxen stellen die Mediane und Interquartilabstadnde dar, die Whisker geben den Bereich an.
IgG-anti-TPO-Spiegel >200 ng/ml sind in dieser Grafik nicht dargestellt. Signifikanzen fur Unter-
schiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests berechnet. Quelle: ei-

gene Darstellung.

Bei ausschlieBlicher Betrachtung der mannlichen Patienten (n=145), traten Autoimmun-
phanomene ebenfalls am haufigsten in den Gruppen IgA’ IgE* (47,4%) und IgA~ IgE*
(45,0%) auf, im Vergleich zu IgA* IgE~ (31,3%) und IgA~ IgE~ (27,1%). Der Unterschied

war jedoch nicht statistisch signifikant.
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3.6 Marker der Typ-llb-Autoimmunitat

Der BAT wurde als Marker fur die Typ-lIb-Autoimmunitat bei 500 Patient*innen durchge-
fuhrt und war bei 16,6% positiv. Die Tabelle 5 zeigt, wie viele Patient*innen innerhalb der
Gruppen einen positiven BAT im Vergleich zu anderen Markern von Typ-I- und -lIb-Auto-
immunitat hatten. Bei Patient*innen mit IgA* IgE* waren es mit 32,6% signifikant mehr
Patient*innen mit einem positiven BAT als bei IgA* IgE~ (14,2%; p=0,003) und IgA~ IgE~
(7,1%; p<0,001).

Die hochsten prozentualen Aktivierungsraten hatten im Median Patient*innen mit niedri-
gen IgA- und IgE-Spiegeln (IgA* IgEY). Der Unterschied war signifikant im Vergleich zu
allen anderen Gruppen (Abb. 9, adaptiert aus Figure 5A der Originalpublikation (33)). Bei
ausschlieBlicher Betrachtung der Patient*innen ohne Autoimmunph@nomene (n=275),
waren die Aktivierungsraten immer noch signifikant innerhalb der Gruppe IgA* IgE* im
Vergleich zu allen anderen Gruppen (p=0,04; p<0,001; p=0,009). Beide Immunglobuline
zeigten eine negative Korrelation mit den Prozentwerten der aktivierten Zellen (IgA: r=-
0,208; p<0.001; IgE: r=-0,218; p<0.001) (siehe Figure 5B der Originalpublikation (33)).
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Abbildung 9: Anzahl an CD63 und CD203c positiven basophilen Granulozyten im BAT zwi-
schen den Gruppen. Die Boxen stellen die Mediane und Interquartilabstande dar, die Whisker
geben den Bereich an. Signifikanzen fur Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe
des Kruskal-Wallis-Tests berechnet. Quelle: modifiziert nach Sauer et al., 2021 (33).
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Der ASST wurde bei 557 Patient*innen durchgefuhrt und war insgesamt bei 30,2% posi-
tiv. Bei Patient*innen mit niedrigen IgE-Spiegeln (IgA* IgE* und IgA~ IgE*) war der ASST
besonders haufig positiv (39,7% und 35,7% vs. 29,5% und 22,2%; Tab. 5). Der Unter-
schied war signifikant bei Patient*innen der Gruppe IgA* IgE* im Vergleich zu Patient*in-
nen der Gruppe IgA~ IgE~ (p=0,003).

Der ASST und der BAT zeigten bei 320 von 453 getesteten Patient*innen Ubereinstim-
mende Ergebnisse (70,1%). Die Abbildung 10 zeigt, wie sich die Ergebnisse von ASST

und BAT zwischen den Gruppen unterschieden.

BEm BAT-ASST- [ BAT-ASST+ [ BAT+ASST- @@ BAT+ASST+

IgA lIgE |

48,0% 18,4% 12,0% 21,6%

IgA lIgE—

m

66,1% 18,8% 54% 9,8%

IgA— IgE |

53,7% 31,5% 9,3% 5,6%

|

70,4% 22,8% 5,6% 1,2%

IgA— IgE—

Abbildung 10: Ergebnisse des BAT und ASST der Patient*innen zwischen den Gruppen.
Anteile der Patient*innen in Prozent, die jeweils einen negativen Basophilen-Aktivierungs-Test
(BAT) und einen negativen autologen Serumtest (ASST) (BAT- ASST-), einen negativen BAT und
einen positiven ASST (BAT- ASST+), einen positiven BAT und einen negativen ASST (BAT+
ASST-) oder positive Ergebnisse in beiden Tests ( BAT+ ASST+) aufwiesen. Quelle: eigene Dar-

stellung.

3.7 Marker der Typ-lI-Autoimmunitat

Der IgE-anti-TPO-Spiegel als ein Marker fur Typ-I-Autoimmunitat bei der CSU wurde bei
399 Patient*innen gemessen. Bei 30,1% (n=120) der Patient*innen wurden die IgE-anti-
TPO-Spiegel als erhoht eingestuft. Die Verteilung zwischen den Gruppen kann der Ta-
belle 5 entnommen werden. Dabei hatten Patient*innen der Gruppe IgA* IgE* signifikant

haufiger erhdhte IgE-anti-TPO-Spiegel als Patient*innen der Gruppe IgA~ IgE™ (p=0,02).
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Patient*innen mit erhdhten IgE-anti-TPO-Spiegeln hatten aul3erdem signifikant niedri-
gere IgA- (md=1,72 g/l vs. 1,85 g/l; p=0,007) und IgE-Spiegel (md=39,25 kU/I vs. 75,40
kU/I; p=0,001). Dies ist in der Figure 6 der Originalpublikation bildlich dargestellt (33), die
hier nicht abgebildet ist.

Beim Vergleich zwischen Typ-I- und Typ-lIb-Autoimmunitat fiel auf, dass von 398 Pati-
ent*innen bei denen IgE-anti-TPO-Spiegel bestimmt und der BAT durchgefuhrt wurde,
nur 8,3% (n=33) sowohl erhodhte IgE-anti-TPO-Spiegel als auch positive Ergebnisse im
BAT aufwiesen.

Von den Patient*innen mit erhdhten Schilddrisenantikérpern in der Routinediagnostik
(IgG-anti-TPO oder TRAK) hatten fast die Halfte auch erhdhte IgE-anti-TPO-Spiegel
(n=52, 48,6%).

Tabelle 5: Auftreten von Typ-I- und Typ-lIb-Autoimmunitit zwischen den Gruppen.

IgAYIgE* IgA' IgE” IgA~IgE* IgA~IgE” p-Wert

Typ-I-Auto- IgE-anti-TPO

. . 30,3 (30) 35,3 (18) 0,03
immunitat erhoht, % (n)

Positiver BAT,

. 14,2 (18) 15,5(9) <0,001
Typ-ib-Auto- 7 (™
immunitat 5, ier ASST,

29,5 (41) 35,7 (25) 0,004
% (n)

ASST, Autologer Serumtest; BAT, Basophilen-Aktivierungs-Test; IgA, Immunglobulin A; IgE, Immun-
globulin E; TPO, Thyreoperoxidase.

Die Farben beziehen sich auf die Werte in Prozent. Dabei wird der jeweilige maximale Wert in Grin,
der minimale Wert in Rot und der Mittelwert in Gelb dargestellt. Signifikanzen fir Unterschiede zwi-
schen den Gruppen wurden mithilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson berechnet. Statistisch sig-

nifikante Unterschiede sind fett gedruckt.

Quelle: eigene Darstellung.
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4. Diskussion

41 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Zusammenfassend konnten wir feststellen, dass Patient*innen mit niedrigen IgA- und
niedrigen IgE-Spiegeln einen individuellen Krankheitstyp innerhalb der CSU-Patient*in-
nen darstellen. Reduzierte IgA- und IgE-Spiegel bei CSU sind haufig, treten oft gemein-
sam auf und sind insbesondere mit Typ-lIb-Autoimmunitat assoziiert. Aulerdem zeigten
Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln haufiger Autoimmunerkrankungen, re-

zidivierende Angioddeme und niedrigere Eosinophil- und Basophilzahlen.

4.2 Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Studien

Unsere Ergebnisse unterstitzen vorangehende Ergebnisse, dass IgA- und IgE-Spiegel
bei Frauen niedriger sind als bei Mannern (29, 30). Auch die Ergebnisse zur Altersvertei-
lung zwischen den Gruppen decken sich mit friheren Studien. Da IgA-Spiegel mit dem
Alter eher zu- (29) und IgE-Spiegel eher abnehmen (31), ist es nachvollziehbar, dass die
jungeren Patient*innen eher niedrige IgA- und hohere IgE-Spiegel hatten und deswegen

bei uns insbesondere in der Gruppe IgA* IgE~ vertreten waren.

In unserer Studie hatten mehr als die Halfte der Patient*innen mit niedrigen IgE-Spiegeln
auch niedrige IgA-Spiegel. Diese Korrelation zwischen IgA- und IgE-Spiegeln passt zu
Beobachtungen bei Patient*innen mit variablem Immundefektsyndrom (32). Au3erdem
konnten wir zeigen, dass bei Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln auch
niedrigere 1gG-Spiegel und hohere IgM-Spiegel im Vergleich zu den anderen Gruppen
vorlagen. Wie es zu dieser Immunglobulin-Konstellation kommt, ist noch unklar. Denkbar
ware, dass bei Patient*innen der Gruppe IgA* IgE* der Immunglobulin-Klassenwechsel
beeintrachtigt ist, sodass IgM nicht mehr ausreichend in IgG, IgA bzw. IgE umgewandelt
werden kann. Solch ein Defekt konnte beispielsweise durch einen B-Zell-Defekt bedingt
sein. Weitere Untersuchungen hierzu sind jedoch notwendig. Bei Patient*innen mit SIgAD
konnte aul3erdem festgestellt werden, dass die IgM-Spiegel oft kompensatorisch erhéht

waren, um die geschwachte immunologische Abwehr zu verstarken und so gegen
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schwerwiegende Infektionen zu schitzen (37). Solch ein Mechanismus ist, in abge-

schwéachter Form, auch in unserem Patient*innenkollektiv denkbar.

Zur Bestimmung der Typ-lIb-Autoimmunitat analysierten wir die Ergebnisse des ASST
und des BAT. Insgesamt konnten wir hierbei unsere Hypothese bestatigen. Sowohl im
ASST, als auch im BAT zeigte sich, dass Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spie-
geln haufiger positive Ergebnisse in den beiden Tests haben und bezuglich des BAT
konnten auch signifikant hohere Aktivierungsraten in dieser Gruppe festgestellt werden.

Allerdings zeigten die beiden Tests nicht immer die gleichen Ergebnisse, wie aus der
Abbildung 8 hervorgeht. Der ASST war insgesamt deutlich haufiger positiv als der BAT
(30,2% vs. 16,6%) und zusétzlich zu Patient*innen der Gruppe IgA* IgE* auch bei Pati-
ent*innen der Gruppe IgA~ IgE* haufiger positiv als in den anderen Gruppen. Es scheint
deswegen so, als wurde der ASST starker vom IgE-Spiegel beeinflusst, wahrend der BAT
eher bei Patient*innen mit kombiniert niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln positiv war. Unsere
Ergebnisse legen somit nahe, dass der BAT spezifischer bei der Diagnostik der Typ-lIb-
Autoimmunitat ist, als der ASST, da andere Charakteristika Typ-llb-autoimmuner CSU in
dieser Patient*innengruppe auch vermehrt gefunden werden konnten, wie im Folgenden
nochmals erlautert wird. Die PURIST Studie hat die bei uns gefundene Differenz in den
Ergebnissen der beiden Tests ebenfalls festgestellt und unterstitzt den Standpunkt, dass
Basophilen-Reaktivitats-Testungen, wie der BAT und der Basophilen-Histamin-Release
Assay die beste Annaherung zur Bestimmung der Typ-lIb-Autoimmunitat darstellen (12).
Aus Ubersichtlichkeitsgriinden entschieden wir uns deswegen dafiir, uns in der Publika-
tion ausschlieBlich auf die Ergebnisse des BAT zu konzentrieren. Die Unterscheidung der
verschiedenen Methoden, um Typ-lIb-autoimmune CSU zu diagnostizieren, ist Gegen-

stand aktueller Forschungen und stand in dieser Arbeit nicht primar im Vordergrund.

Weiterhin konnten wir feststellen, dass Patient*innen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln
haufiger rezidivierende Angioddeme entwickeln als Patient*innen mit normalen oder er-
hohten IgA- und IgE-Spiegeln. Dies unterstreicht unsere Hypothese, dass bei Patient*in-
nen mit niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln haufiger eine Typ-llIb-Autoimmunitat zugrunde

liegt, die mit der Ausbildung von Angioédemen assoziiert wurde (13).
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Wir stellten in dieser Arbeit auch fest, dass die Lebensqualitat, gemessen am DLQI, bei
CSU-Patient*innen mit niedrigen IgA-Spiegeln am starksten beeintrachtigt ist. Die Krank-
heitsaktivitat, anhand des UAS7, unterschied sich Uberraschenderweise nicht signifikant
zwischen den Gruppen, zeigte jedoch ebenfalls eine schwache negative Korrelation mit
dem IgA-Spiegel. Die unterschiedliche Auswirkung der Krankheit auf die Lebensqualitat
der Patient*innen scheint somit nicht ausschlieBlich durch die Krankheitsaktivitat bedingt
zu sein. Wir vermuten, dass die Einschrankung der Lebensqualitat auch durch héhere
Raten von Begleitphanomenen wie rezidivierenden Angioddemen bei Patient*innen mit
niedrigen IgA-Spiegeln bedingt ist. Die Korrelationswerte zwischen IgA-Spiegeln und
DLQI bzw. UAS7 nahmen stark zu, sobald nur Patient*innen mit vorliegendem An-
gioédem eingeschlossen wurden, was fur diese Vermutung spricht.

IgE-Spiegel zeigten im Gegensatz zu den IgA-Spiegeln keinen Einfluss auf die Krank-
heitsaktivitat oder die Lebensqualitat der Patient*innen. Das Ergebnis fruherer Studien,
dass hohe IgE-Spiegel bei CSU-Patient*innen mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat zu-
sammenhangen (38), konnten wir somit nicht bestatigen. Allerdings analysierten wir in

unserer Arbeit erhdhte IgE-Werte nicht gesondert.

In unserer Studie konnten wir auRerdem feststellen, dass IgA- und IgE-Spiegel eine Aus-
wirkung auf die Anzahl an eosinophilen und basophilen Granulozyten haben. Wahrend
scheinbar die Eosinophilenzahl besonders durch niedrige IgE-Spiegel beeinflusst werden
(signifikant niedriger in den Gruppen IgA* IgE* und IgA~ IgEY), scheint bei den basophilen
Granulozyten die Kombination aus niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln (IgA* IgE*) von Rele-
vanz zu sein. Fruhere Studien fanden heraus, dass niedrige Basophilen- und Eosinophi-
lenzahlen mit Typ-llIb-Autoimmunitat zusammenhangen (14, 17). Dies unterstitzt unsere
Hypothese, dass niedrige IgA- und IgE-Spiegel ebenfalls mit Typ-llb-Autoimmunitat as-

soziiert sind.

Insgesamt zeigte ein grol3er Anteil der CSU-Patient*innen Autoimmunphanomene, vor
allem Patient*innen der Gruppen IgA* IgE* (55,1%) und IgA~ IgE* (50,0%). Bei der Diffe-
renzierung der verschiedenen Klassen analysierter Autoimmphanomene fallt jedoch auf,
dass es Unterschiede zwischen ihnen gibt. Bereits diagnostizierte Autoimmunerkrankun-
gen aus der Krankenakte der Patient*innen und Schilddrisenautoimmunerkrankungen

waren besonders mit der Kombination aus erniedrigten IgA- und IgE-Spiegeln assoziiert
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(IgA' IgEY). Die anderen Autoantikdrper (ANA, ANCA, Rheumafaktor IgM oder zirkulie-
rende Immunkomplexe) waren vor allem mit erniedrigten IgE-Spiegeln assoziiert und
deswegen besonders erhdht bei Patient*innen der Gruppen IgA* IgE* und IgA~ IgE*.

Insbesondere der Schilddrisenantikérper IgG-anti-TPO unterschied sich zwischen den
Gruppen stark. Kolkhir et al. hatten vorgeschlagen, die Kombination aus niedrigen IgE-
Spiegeln und hohen IgG-anti-TPO-Spiegeln als diagnostische Annaherung an die Typ-
[Ib-Autoimmunitat zu verwenden (18). Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Kombi-
nation aus niedrigen IgA- und niedrigen IgE-Spiegeln noch spezifischer sein kdnnte als
niedrige IgE-Spiegel alleine, da Patient*innen, die nur niedrige IgE-Spiegel hatten (IgA~
IgE"), signifikant niedrigere IgG-anti-TPO-Spiegel aufwiesen, als Patient*innen mit nied-

rigen IgA- und niedrigen IgE-Spiegeln (IgA* IgEY).

FUr die Diagnose der Typ-I-Autoimmunitat bestimmten wir IgE-anti-TPO-Spiegel. Erhdhte
IgE-anti-TPO-Spiegel konnten wir dabei insbesondere in der Gruppe IgA* IgE* feststellen.
Eine aktuelle Studie von Zhang et al. konnte den von uns gefundenen Zusammenhang
zwischen niedrigen IgE-Spiegeln und héheren IgE-anti-TPO-Spiegeln bestatigen (39).
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass niedrige IgE-Spiegel sowohl mit Typ-I- als auch mit
Typ-lIb-Autoimmunitat einhergehen kdnnen. Moglicherweise gibt es innerhalb der CSU-
Patient*innen mit niedrigen IgE-Spiegeln noch Subpopulationen, bei denen entweder
eine Typ-I- oder Typ-lIb-Autoimmunitat zugrunde liegt. SchlieRlich gab es von 398 nur 33
Patient*innen, die Anzeichen fir beide Formen der Autoimmunitat, im Sinne eines positi-

ven BAT und erhdhter IgE-anti-TPO-Spiegel aufwiesen.

4.3 Starken und Limitationen

Diese Arbeit untersucht zum ersten Mal den Zusammenhang zwischen niedrigen IgA-
Spiegeln und der CSU an einer grof3en Patient*innenkohorte. Bezlglich der Rolle niedri-
ger IgE-Spiegel in der Pathogenese der CSU gibt es zwar schon einige Arbeiten, trotz-
dem hat diese Arbeit auch auf diesem Gebiet neue Erkenntnisse erbracht.

Insbesondere die Menge an verschiedenen Parametern, die bestimmt und analysiert wur-
den, stellt eine Starke dieser Arbeit dar. Vor allem in Bezug auf die genaue Charakteri-
sierung der Typ-llIb-Autoimmunitat liefert unsere Arbeit viele Ergebnisse. So wurden nicht

nur der ASST und der BAT als Marker der Typ-lIb-Autoimmunitat durchgefuhrt, sondern
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auch weitere Marker bestimmt, die mit der Typ-lIb-Autoimmunitat in Verbindung stehen,
wie das Auftreten rezidivierender Angioddeme, Basopenie, Eosinopenie und hohe IgG-
anti-TPO-Spiegel. Dabei handelt es sich insbesondere bei Basophilen- und Eosinophi-
lenzahlen um Marker, die einfach in der Routinediagnostik der CSU einsetzbar sind und

so fruhzeitig Hinweise auf das Vorliegen einer Typ-lIb-Autoimmunitat geben kdnnen.

Eine Limitation dieser Arbeit war die Einteilung in die vier Gruppen. Diese erfolgte anhand
verschiedener Grenzwerte fur IgA- und IgE-Spiegel. Wahrend wir flr das IgE einen Wert
festlegten, der bereits in anderen Studien verwendet wurde (12, 34), entschieden wir uns
dazu, fur das IgA den Median als Grenzwert zu verwenden (<1,84 g/l). Von Vorteil waren
dabei die gleichmaRigen Gruppengrollen, jedoch stellt dieser kinstlich gesetzte Grenz-
wert gegebenenfalls auch eine Verzerrung der Ergebnisse dar. Allerdings konnten wir so
auch zeigen, dass nicht nur die sehr niedrigen IgA-Spiegel bei Patient*innen mit CSU von
Relevanz sind, die beispielsweise schon Frossi et al. untersuchten (28), sondern auch
IgA-Spiegel im unteren Teil des Referenzbereiches.

Die Gruppen sind auRerdem bezuglich Frauenanteil und Alter der Patient*innen ungleich.
Dabei kann diskutiert werden, ob das Geschlecht die Ergebnisse verzerrt. Es ist schlief3-
lich bekannt, dass Frauen beispielsweise haufiger an Autoimmunerkrankungen leiden.
Wir konnten jedoch feststellen, dass es auch bei ausschlie3licher Betrachtung der mann-
lichen Patienten einen Zusammenhang zwischen niedrigen IgE-Spiegeln und Autoim-
munerkrankungen zu geben scheint.

Eine weitere Limitation ist die Charakterisierung der Typ-I-Autoimmunitat. In unserer Stu-
die erfolgte dies nur anhand des IgE-anti-TPO-Spiegels und es wurden keine weiteren
spezifischen IgE-Autoantikdrper untersucht. Weitergehende Studien sollten das Vorlie-
gen verschiedener IgE-Autoantikdrpern untersuchen, um zwischen den Autoimmunitats-

typen bei CSU besser unterscheiden zu kénnen.

4.4 Klinische Anwendung

Die Diagnosestellung der Typ-llb-autoimmunen CSU stellt weiterhin eine Herausforde-
rung dar. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Kombination aus niedrigen IgA- und

niedrigen IgE-Spiegeln bei der Diagnosestellung der Typ-llb-autoimmunen CSU genauer
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ist als die Betrachtung der IgE-Spiegel alleine. Wir schlagen deswegen vor, die Bestim-
mung von IgA- und IgE-Spiegeln im Serum von CSU-Patient*innen in die Routinediag-
nostik zu implementieren, da sie fur die Diagnostik und Therapie der CSU-Patient*innen
von Vorteil sein kann, wie im Folgenden erlautert wird.

Die Bestimmung von IgA- und IgE-Spiegel ist kostengunstig, einfach durchzufihren und
hilft, die genaue Ursache der CSU besser zu charakterisieren (z.B. Charakterisierung als
Typ-lIb-Autoimmunitat). Eine genaue Diagnose kann fur Patient*innen und Untersucher
von Relevanz sein. Oft hilft es Patient*innen, die konkrete Ursache fur ihre Beschwerden
zu kennen. Auch bezulglich begleitender Phanomene kann man die Patient*innen so bes-
ser aufklaren. Sollten niedrige IgA- und niedrige IgE-Spiegel festgestellt werden, ist das
Risiko fur die Patient*innen beispielsweise erhdht, gleichzeitig von rezidivierenden An-
gioddemen und Autoimmunerkrankungen betroffen zu sein. Durch adaquate Schulung
der Patient*innen kénnte so eine entsprechende Symptomatik frihzeitig erkannt und ab-
klart werden.

Auch bezuglich der Therapie kann die genauere Charakterisierung der Patient*innen von
Vorteil sein. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass manche CSU-Patient*innen
von Anti-Interleukin-5-gerichteten Therapien mit Mepolizumab (40) oder Reslizumab (41)
profitieren kdnnen. Da diese Medikamente ihre Wirkung uber die Rekrutierung und Akti-
vierung eosinophiler Granulozyten entfalten, kdnnten die Eosinophilenzahlen und mdg-
licherweise die Unterscheidung in Typ-I- und Typ-llb-Autoimmunitat fur die Medikamen-
tenwirkung ausschlaggebend sein. Den IgE-Spiegel von CSU-Patient*innen zu kennen,
ist auch relevant fur die Entscheidung zur Therapie mit dem Anit-IgE-Antikdrper Omali-
zumab, da gezeigt werden konnte, dass dieser bei Patient*innen mit niedrigen IgE-Spie-
geln oft nicht gut wirkt (21). Ob die IgA-Spiegel ebenfalls einen Einfluss auf die Wirkung
von Omalizumab haben, sollte Ziel weitergehender Forschungen sein. Sollte bei den Pa-
tient*innen ein Uberaktives Immunsystem, wie bei Autoimmunerkrankungen der Fall, fur
die Symptomatik verantwortlich sein, kdnnte es au3erdem von Vorteil sein, Immunsupp-

ressiva in die Standardtherapie mitaufzunehmen.

4.5 Weiterfuhrende wissenschaftliche Fragestellungen

Es bleibt zu klaren, welche Rolle in der Pathogenese der CSU niedrige IgA- und IgE-

Spiegel konkret spielen. So ist noch unklar, ob bei Patient*innen mit niedrigen IgA- und
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IgE-Spiegeln die erniedrigten Immunglobulin-Spiegel ursachlich fur die Entwicklung der
CSU sind oder durch die Erkrankung selbst verursacht werden.

Die Verbindung zwischen niedrigen IgA-Spiegeln und autoimmunen Mechanismen bei
der CSU konnte in unserer Studie zum ersten Mal an einer so gro3en Kohorte gezeigt
werden. Es ist jedoch nicht geklart, warum niedrige IgA-Spiegel zu der gezeigten Dispo-
sition fiUhren. Dazu haben wir in dem Abschnitt ,Discussion®der Originalpublikation einige
Theorien aufgestellt, die im Folgenden nochmals kurz zusammengefasst werden (33).
Es ist bekannt, dass durch die verminderte Schleimhautabwehr bei Patient*innen mit sehr
niedrigen IgA-Spiegeln Antigene aus der Umgebung leichter in die Zirkulation gelangen
und Uber Auseinandersetzung mit dem kérpereigenen Immunsystem zur Entwicklung au-
toreaktiver Antikorper fuhren (26). Dies kdnnte zur Reifung von Autoantikérpern fuhren,
die gegen IgE gerichtet sind und so verringerte Serum-IgE-Spiegel bedingen. Denkbar
ware andersherum auch, dass IgG- oder IgE-anti-IgA-Antikdrper zu niedrigen IgA-Spie-
geln fuhren (42).

Aulerdem ware es interessant, bei unseren Patient*innen IgA-Antikdrper gegen den IgE-
Rezeptor Fce-Rezeptor | zu bestimmen. Kirzlich wurden neben IgG-Antikdrpern gegen
den Rezeptor auch IgM- und IgA-Antikoérper gefunden, die fur die Typ-llb-Autoimmunitat
bei CSU charakteristisch sind (43). Obwohl bisher nur IgM-Antikérper mit Typ-IIb-Auto-
immunitat in Verbindung gebracht werden konnten, ware es aufgrund unserer Ergebnisse
im Hinblick auf niedrige IgA-Spiegel bei Patient*innen mit CSU interessant, diese IgA-
Antikdrper naher zu erforschen.

Eine mogliche Hypothese zur funktionellen Rolle von niedrigen IgA-Spiegeln in der Pa-
thogenese der CSU kdnnte die SignalUbertragung durch Fca Rezeptor-I sein. So konnte
in einem IgE-vermittelten Asthmamodell bei Mausen gezeigt werden, dass die Stimula-
tion von Fca-Rezeptor | mit Serum-IgA die Fce-Rezeptor I-induzierte Degranulation von
Mastzellen durch IgE Uber ihre jeweiligen Rezeptoren hemmt. Grund dafir ist ein Anta-
gonismus zwischen IgA und IgE, der gefunden wurde (44). Beim Menschen wird der Fcao-
Rezeptor | jedoch nur auf Immunzellen wie Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten
und nicht auf Mastzellen exprimiert. Da Serum-IgA beim Menschen die Aktivierung und
Degranulation von Immunzellen Uber den Fca Rezeptor-I jedoch negativ regulieren soll
(45), kdbnnte man vermuten, dass ein niedrigerer IgA-Spiegel bei CSU-Patient*innen zu
einer erhdhten Aktivierung von Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten fuhrt, was zu

Entzindungen und Autoimmunitat fihren konnte.
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5. Schlussfolgerungen

Insgesamt konnten wir in dieser Arbeit unsere Hypothese bestatigen, dass sowohl nied-
rige IgE-Spiegel, als auch niedrige IgA-Spiegel mit der Typ-lIb-autoimmunen CSU asso-
ziiert sind. Reduzierte IgA- und IgE-Spiegel bei CSU sind haufig und gehen mit Autoim-
munitat einher. Insbesondere die Kombination von niedrigen IgA- und IgE-Spiegeln ist in
der Diagnostik von CSU-Patient*innen von Bedeutung, da sie mit hdheren Raten von
Typ-lIb-Autoimmunitat, mehr Angioédemen und niedrigerer Anzahl basophiler Gra-
nulozyten assoziiert ist. Niedrige IgE-Spiegel konnten wir insbesondere mit niedrigen Eo-
sinophilenzahlen, hoheren IgE-anti-TPO-Werten und Autoimmunphanomenen in Verbin-
dung bringen, wahrend niedrige IgA-Spiegel mit niedrigeren 1gG-Spiegeln und vermin-
derter Lebensqualitat verbunden sind.

Die Pathomechanismen, die der Abnahme der Immunglobuline und deren Interaktion bei
der CSU (z.B. eine mdgliche Beeintrachtigung des Immunglobulin-Klassenwechsels) zu-
grunde liegen, sind noch nicht gut verstanden und es sind weitere Arbeiten zur Rolle der
beiden Immunglobuline als diagnostische Biomarker vonnoten.

Die Bestimmung der IgA- und IgE-Spiegel im Serum von CSU-Patient*innen ist kosten-
gunstig und einfach durchzufihren. Sie kann bei der Diagnose von Untergruppen der
CSU, insbesondere der Typ-lIb-Autoimmunitat, nutzlich sein und helfen, fur jede Patientin
und jeden Patienten eine geeignete und optimale Therapie zu identifizieren, wie Anti-IgE-
und Anti-Interleukin-5-gerichtete Therapien oder Immunsuppressiva, wenn die Erstlinien-

therapie der CSU versagt.
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Lower IgA Levels in Chronic
Spontaneous Urticaria Are
Associated With Lower IgE Levels
and Autoimmunity

Merle Sauer "2, Jérg Scheffel’, Stefan Frischbutter, Pavel Kolkhir™?, Yi-Kui Xiang",
Frank Siebenhaar’, Sabine Altrichter’, Marcus Maurer’, Martin Metz"
and Karoline Krause ™

" Dermatological Allergology, Allergie-Centrum-Charité, Department of Dermatology and Allergy, Charité-Universititsmedizin
Berlin, Berlin, Germany, 2 Berlin Institute of Health (BIH) at Charité — Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Germany, 2 Division of
Immune-Mediated Skin Diseases, |.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia

Background: The pathogenesis of chronic spontaneous urticaria (CSU) is still
insufficiently understood. Recent findings suggest that immunoglobulins, in particular
IgE but also IgA, play a role in the development of CSU.

Objective: Our aim was to assess differences in clinical and laboratory markers between
CSU patients with and without lower levels of serum IgA and IgE.

Methods: We analyzed the data of 606 patients with CSU by dividing them into four
groups based on their IgA and IgE levels. The groups were compared for their spectrum of
symptoms, disease activity, concomitant autoimmunity and routine laboratory markers.
Autoreactivity was assessed by basophil activation test (BAT). Moreover, IgE-anti-thyroid
peroxidase (TPO) was measured.

Results: Of the patients with lower IgE levels, 66.5% also had lower IgA levels (r=0.316,
p<0.001). Patients with lower IgA and lower IgE levels showed a higher prevalence of
recurrent angioedema (p=0.03, p=0.04) and concomitant autoimmunity (p=0.006,
p<0.001). Autoreactivity was also found more frequently in patients with lower IgA and
lower IgE levels (p=0.003, p<0.001). Reduced basophil counts were linked to both, lower
IgA and lower IgE levels (p<0.001), whereas low eosinophil counts were primarily present
in patients with lower IgE levels (p=0.04, p<0.001). Patients with elevated IgE-anti-TPO
levels had lower IgA (p=0.007) and IgE levels (p=0.001).

Conclusion: Lower IgA levels in CSU are linked to lower IgE levels and features of

autoimmune urticaria. Our findings encourage to screen CSU patients for serum IgA and
IgE levels and to further assess their role as disease biomarkers.

Keywords: immunoglobulin A, immunoglobulin E, chronic spontaneous urticaria, autoreactivity, autoimmune
disease, basophils, eosinophils
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INTRODUCTION

Chronic spontaneous urticaria (CSU) is a common disease that
affects around 1% of the general population (1). It is
characterized by the appearance of pruritic wheals, angioedema
or both for more than six weeks without a specific and definite
triggering factor (2).

The symptoms of CSU are primarily caused by the activation
and degranulation of skin mast cells (3). The specific mechanisms
that lead to this activation are still not clarified entirely. Based on
recent pathomechanistic studies and different response profiles to
anti-immunoglobulin E (IgE) treatment, the concept of two
different types of autoimmunity in CSU was established (4). In
type I autoimmunity, or autoallergy, patients have IgE-antibodies
against different autoantigens, such as thyroid peroxidase (TPO)
(5), interleukin-24 (6) or double stranded DNA (7) that crosslink
the IgE on mast cells and basophils and thus lead to degranulation.
Type IIb autoimmunity is characterized by mast cell-activating
IgG-antibodies, for example against IgE (8) or its high-affinity
receptor FceRI (9), that induce histamine release of mast cells and
basophils. Patients with type IIb autoimmunity are characterized
by a positive autologous serum skin test (ASST), serum
autoreactivity in basophil activation test (BAT) or basophil
histamine release assay (BHRA) and a positive immunoassay for
IgG-antibodies against FceRI or IgE (10). However, recent findings
show that only in 8% of patients with type IIb autoimmune CSU all
three elements are present simultaneously (11).

Low levels of IgE in patients with CSU have been linked to
type IIb autoimmunity (11). Also, total levels of IgE are linked to
the response to treatment with omalizumab, a therapeutic anti-
IgE-antibody, with non-responders to this third-line treatment
showing lower levels of IgE (12). Patients with type IIb
autoimmune CSU also respond slower to omalizumab
treatment (13). In contrast, CSU patients with type I
autoimmunity and high IgE levels show better and faster
responses to omalizumab, respectively (14, 15).

Currently, little is known about the role of immunoglobulin A
(IgA) in CSU. Selective immunoglobulin A-deficiency (SIgAD) is
the most common primary immunodeficiency. It is defined as a
serum IgA level of less than 0.07 g/l with normal levels of serum
immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin M (IgM) in
patients older than four years in whom other causes of
hypogammaglobulinemia have been excluded (16). Patients with
SIgAD have a higher risk of autoimmune diseases (17), as do
patients with CSU (18). Furthermore, in patients with SIgAD the
prevalence of inflammatory skin diseases including CSU is higher
(19). Interestingly, Frossi et al. found SIgAD in patients with CSU to
be linked to the presence of other autoimmune diseases and signs of

Abbreviations: ANA, Anti-nuclear antibodies; ANCA, Anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies; ASST, Autologous serum skin test; BAT, Basophil activation test; BSA,
Bovine serum albumin; CSU, Chronic spontaneous urticaria; DLQI, Dermatology life
quality index; EDTA, Ethylenediaminetetraacetic acid; FBS, Fetal bovine serum; IgA,
Immunoglobulin A; IgE, Immunoglobulin E; IgG, Immunoglobulin G; IgM,
Immunoglobulin M; IQR, Interquartile range; Md, Median; PBS, phosphate-
buffered saline; SIgAD, Selective immunoglobulin A-deficiency; TBS, Tris-buffered
saline; TPO, Thyroid peroxidase; UAS, Urticaria activity score.

type IIb autoimmune CSU, such as positive ASST and BAT results
(20). However, only four patients (all of them with exceptionally
low IgA levels) were included in this study. Therefore, further work
on the importance of IgA in CSU in a bigger cohort is required.
We hypothesized that lower levels of IgA are linked to
features of type IIb autoimmune CSU including lower IgE. To
test our hypothesis, we measured total serum IgA and IgE levels
in more than 600 CSU patients and assessed those with lower
levels of one or both for their clinical and laboratory features.

METHODS

Patients

We analyzed the data of 606 patients with CSU treated at the
Urticaria Reference and Excellence Center (UCARE) (21) at
Charité-Universititsmedizin Berlin. All patients provided oral
and written informed consent that included the publication of
their pseudonymized data. For affected children (n=10), parents
provided written informed consent. The study was approved by
the Ethics Committee of Charité-Universititsmedizin
Berlin, Germany.

The patients were divided into four groups based on their IgA
and IgE levels: 1) lower IgA and lower IgE levels (IgA'*"*'IgE"**"),
2) lower IgA and normal or elevated IgE levels (IgA™“*'IgE™™),
3) lower IgE and normal or elevated IgA levels (IgA™IgE'"*") and
4) normal or elevated IgA and IgE levels (IgA™™TgE™™). Based on
the median IgA value of 1.84 g/l in this cohort of 606 CSU patients,
we classified patients who had a serum IgA level of <1.84 g/l as
having lower IgA levels. For lower IgE levels, the cut-off of <40 kU/1
was used as this had previously been reported to be clinically
relevant in CSU patients (11, 22).

All patients with complete routine diagnostic data on
immunoglobulin levels A, E, G and M, were included in the
study (n=523). Additionally, to increase group sizes, partially
missing immunoglobulin values were determined in retrospect
from frozen sera of patients who were known to have either
lower IgA or lower IgE levels (n=83).

Patients treated with anti-IgE-antibodies (omalizumab) or
immunosuppressives were not included in the study. Moreover,
patients were asked, if possible, to stop taking oral corticosteroids
and antihistamines, starting four weeks before the analysis, to
ensure reliable results.

Clinical Markers

Disease activity was measured by the 7-day once-daily urticaria
activity score (UAS7) that is based on wheal number and itch
severity documented by the patient (minimum: 0, maximum: 42)
(2). To assess health-related quality of life impairment, the
dermatology life quality index (DLQI) was applied (minimum:
0, maximum: 30) (23). Furthermore, the spectrum of symptoms
(wheals with or without angioedema) and the prevalence of
concomitant diseases, especially autoimmunity, were assessed.

Routine Laboratory Markers
Aside from serum levels of IgA and IgE, different serologic
markers were assessed in all patients including C-reactive
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protein, leukocyte, basophil and eosinophil count, IgG and
IgM levels.

Assessment of Autoimmunity

Patients were screened for the presence of comorbid
autoimmune disease and elevated levels of anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies (ANCA), (cANCA 210 U/ml,
pANCA >5 U/ml), anti-nuclear antibodies (ANA) (>1:160),
rheumatoid factor IgM (220U/ml), circulating immune
complexes (255 pg/ml), IgG-anti-TPO (235 kU/I) or thyroid
stimulating hormone-receptor-antibodies (=2 U/I).

Assessment of Autoreactivity

Autoreactivity was assessed by an indirect BAT to screen for
autoantibodies in the patients’ serum. Moreover, IgE-anti-TPO
as a potential relevant autoallergen in CSU was measured (5).

The BAT was performed with fresh healthy donor basophils
and frozen patient serum that was thawed and diluted in
phosphate-buffered saline (PBS) (final concentration of 20%).
50 ul of heparinized whole blood, taken from the same healthy
donor for all experiments, was incubated with 50 pl of 20%
serum for 15 minutes at 37°C and with 5% CO, in a 96 well plate.
As a positive control, 50 ul PBS containing 2.5 pg/ml mouse anti-
human IgE HP6029 and 2.5 pg/ml mouse anti-human IgE
HP6061 (both SouthernBiotech, Birmingham, AL) was used.
PBS functioned as negative control. After washing the samples
with 150 ul PBS + 2mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA;
Invitrogen, Carlsbad, CA) the plate was centrifuged at 340 x g for
10 minutes at 4°C. The supernatant was aspirated with a vacuum
pump and the cells were stained with antibodies against CD3
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, REF#560365), CD193 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, REF#558208), CD63 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, REF#561982) and CD203c
(Beckman Coulter, Brea, CA, REF#IM3575) at 1:42 each in
FACS buffer (1% bovine serum albumin [BSA; Serva,
Heidelberg, Germany] in PBS) supplemented with 2.4% Kiovig
(Baxter AG, Vienna, Austria). The cells were lysed with 200 pl of
red blood cell lysis buffer (BioLegend, San Diego, CA) for five
minutes. After centrifugation, the supernatant was discarded and
the pellet was resuspended in 250 ul MACS buffer (1% BSA + 2
mM EDTA in PBS). Samples were then measured by flow
cytometry (MACS Quant, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) and analyzed using FlowJo (v.10.6.1, BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ). The gating strategy used here is shown in the
Supplemental Figure 1. The BAT was considered positive, if
more than 7.77% of the total basophils were both CD63 and
CD203c positive. As cut-off, the 95th percentile of double
positive cells induced by control sera (n=51) was used.

CSU serum levels of IgE-anti-TPO were measured in an
enzyme-linked immunosorbent assay. The plate was coated
overnight with 2 pg/ml of MHE-18 (BioLegend, San Diego,
CA). After blocking with 1% fetal bovine serum (FBS,
Biochrom, Berlin, Germany) in tris-buffered saline (TBS),
plates were incubated with serum (diluted 1:5 in TBS,
overnight, at 4°C), followed by biotinylated human-TPO
(in.vent Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Germany). For
detection, streptavidin-HRP (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA) and ECL Prime (GE Healthcare, Chicago, IL)
were used. Between each step, intensive washing with TBS
containing 0.05% Tween 20 was performed. Chimeric human
IgE-anti-TPO was used as positive control and standard. It was
obtained from the supernatant of SP-2/Sp1.4 transfected mouse
myeloma cells (kindly provided by Sandra McLachlan, Thyroid
Autoimmune Disease Unit, Cedars-Sinai Medical Center and
University of California Los Angeles) grown in 2 mM L-
Glutamine, 10% FBS gold IMEM-medium, 10 pg/ml
Streptomycin and 100 U/ml Penicillin (all Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Germany), as described before (5). IgE-anti-TPO
levels >1.09 ng/ml were considered as elevated. As cut-off, the
95th percentile of IgE-anti-TPO levels measured in healthy
control sera (n=14) was used.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with the Statistical Package for
the Social Science (IBM SPSS version 27; IBM Corp, New York,
NY) and figures were created using GraphPad Prism (version
9.0.0; GraphPad Software, San Diego, CA). Normal distribution
was tested with Kolmogorov Smirnov test. As the data was not
normally distributed, the median (Md) and interquartile range
(IQR) were used. For comparison of continuous variables, the
Mann-Whitney-U test was performed when comparing two
groups and the Kruskal-Wallis test (one-way ANOVA) was
applied when comparing more than two groups. Correlation
was assessed using Spearman-Rho test for variables that were not
normally distributed. Binary variables were analyzed using
Pearson Chi-square test. Post hoc analysis involved pairwise
comparisons using the z-test of two proportions with a
Bonferroni correction. Statistical significance was indicated by
p < 0.05.

RESULTS

Lower IgA Levels Are Linked to Lower IgE
and IgG Levels and Higher IgM Levels

In our study cohort the median age of patients was 43 years,
ranging from 13 to 82 years. More female (n=461) than male
patients (n=145) with CSU were included in the cohort. The
median disease duration was two years and the median age at
diagnosis 36 years. During the examination period, 4.7% of
patients (n=17) received low to medium doses of oral
corticosteroids and 23.4% (n=88) received antihistamines
(Table 1).

More than a third of CSU patients showed lower IgE levels
(n=224, 37.0%). Of these patients, 66.5% (n=149) were classified
as having lower IgA levels (Table 1). IgA and IgE levels were
significantly correlated (r=0.316, p<0.001) (Figure 1A) and
patients with lower IgA (<1.84 g/l) also had significantly lower
IgE levels (md=42.50 kU/l vs. md=111.00 kU/l, p<0.001)
(Figure 1B).

Moreover, IgG levels were particularly lower in patients with
lower IgA levels. The difference was significant between
IgA"""IgE'"™"" patients compared to IgA™™IgE'™"" patients
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FIGURE 1 | Lower IgA levels are correlated with lower total IgE levels in the serum of CSU patients (Spearman-Rho) (A). Lower IgA levels are associated with lower
total IgE levels. Boxes are displayed as median and interquartile range. The whiskers indicate the range. For statistical significance, a Mann-Whitney-U test was
performed (B). IgA levels >6 g/I (A) and IgE levels >1000 kU/I (A, B) are not shown in this graphic.

(p=0.002) and IgA™™IgE™™ patients (p<0.001) (Figure 2A). 1gG
levels also correlated significantly with IgA (r=0.280, p<0.001)
and less strongly with IgE levels (r=0.104, p=0.01) (Figure 2B).

IgM levels revealed no significant differences between the
groups but were especially high in IgA°"IgE'®"" patients
(Table 1) and showed a weak negative correlation with IgA
levels (r=-0.090, p=0.03).

Lower IgA and IgE Levels Are Associated
With Female Gender, High Rates of
Angioedema and Lower Basophil and
Eosinophil Counts

Levels of IgA were lower in women (md=1.76 g/l) compared to men
(md=2.12 g/) (p<0.001), as were levels of IgE (md=60.90 kU/I vs.
118.00 kU/1, p<0.001). The proportion of females was significantly
higher in IgA™“*IgE'""*" patients compared to IgA™™IgE™™
patients (86.6% vs. 68.4%, p<0.001). With a median age of 32
years at diagnosis, IgA'""*'IgE™™ patients were significantly
younger compared to all other groups (IgA"°“*'IgE"™": p=0.006,
IgA™MIgE"*™"; p=0.009, IgA™™IgE™™: p=0.002) (Table 1).

The prevalence of recurrent angioedema was highest in
IgA*"'IgE'*"" patients. Here, nearly half of the patients,
namely 49.7% showed angioedema. The difference was
significant compared to IgA'*"*'IgE™™ patients (33.8%, p=0.03)
and IgA"™IgE™™" patients (35.1%, p=0.04) (Table 1).

Quality of life impairment, as assessed by DLQI was highest
in patients with lower levels of IgA. The difference was significant
for IgA*™*'IgE™™ patients (md=9.5) compared to IgA™"TgE™"!
patients (md=6.0, p=0.01). The disease activity did not show
significant differences between the groups as assessed by UAS7

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org
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(Table 1). However, for both UAS7 and DLQI, a negative
correlation with IgA levels was found (UAS7: r=-0.095, p=0.04;
DLQIL r=-0.173, p=0.005). Of note, the correlations increased
when only including patients with concomitant recurrent
angioedema (UAS7: r=-0.242, p=0.001; DLQI: r=-0.291,
p=0.003) and the correlations completely disappeared when
excluding patients with concomitant autoimmune
phenomena (n=248).

Basophil counts were lowest in IgA'**"IgE'™" patients. The
differences were significant compared to IgA™*"* IgE™™" patients
(p<0.001) and IgA“/hiIgE"/hi patients (p<0.001) (Figure 3A).
Eosinophil counts were mainly linked to lower IgE levels as
shown by significantly lower eosinophil numbers in
IgA"*" IgE'"*" and IgA™"IgE'®"*" patients compared to
IgA"*" IgE™™ patients (p<0.001, p=0.04) (Figure 3B).

Lower IgA and IgE Levels Are Linked to
High Rates of Concomitant Autoimmune
Diseases, Autoreactivity and High Levels
of IgE-anti-TPO

Four of ten CSU patients (248 of 594, 41.8%) had one or more
comorbid autoimmune disease and/or elevated levels of specific
relevant autoantibodies. The most common comorbid
autoimmune diseases were Hashimoto’s thyroiditis and Graves’
disease. Positivity to ANA, ANCA, rheumatoid factor IgM or
circulating immune complexes was associated mostly to lower
IgE levels (IgA™*'IgE'"*" and IgA™MIgE'*"*"), whereas the
prevalence of thyroid autoimmune diseases was especially high
in patients with both lower IgA and lower IgE levels (Table 2). In
total, the proportion of patients with autoimmune diseases and/
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or elevated autoantibodies was therefore highest in patients with
lower IgE levels (Figure 4).

The BAT as a marker of type IIb autoimmunity was positive
in 16.6% of CSU patients (n=500), with highest percentages of
activated basophils (CD63 and CD203c positivity) in patients
with lower IgA and IgE levels (IgA™"*'IgE"*"*"). The difference in
activation rates was significant compared to all other groups

(p=0.006, p=0.005, p<0.001) (Figure 5A). This effect was
independent of the prevalence of autoimmune diseases as the
exclusion of all patients with autoimmune phenomena (n=275
remaining) still revealed highest rates in the IgA™“*IgE'*"e
group compared to all other groups (p=0.04, p<0.001, p=0.009).

Both IgA and IgE levels showed a significant negative
correlation with the percentage of activated cells (IgA: r=-0.208,
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p<0.001; IgE: r=-0.218, p<0.001) (Figure 5B). Positive BAT rates
were also found more often in IgA""* IgE'*"*" patients (32.6%)
compared to IgA™"*"IgE™™ patients (14.2%, p=0.003) and IgA™
bIgE"™ patients (7.1%, p<0.001). There was a weak correlation
between UAS7 and the percentage of activated cells
(r=0.106, p=0.04).

IgE-anti-TPO levels were measured in 399 patients. Although
quantitative IgE-anti-TPO levels did not markedly differ between
the four groups (Table 1), patients with elevated IgE-anti-TPO
levels had significantly lower IgA (md=1.72 g/l vs. 1.85 g/l,
p=0.007) (Figure 6A) and IgE levels (md=39.25 kU/1 vs. 75.40
kU/l, p=0.001) (Figure 6B) and IgE-anti-TPO showed a weak
negative correlation with IgE levels (r=-0.120, p=0.02). Nearly
half of the patients with elevated levels of IgG-anti-TPO or
thyroid stimulating hormone-receptor antibodies (n=107), also
had elevated IgE-anti-TPO levels (n=52, 48.6%).

DISCUSSION

This is the first study on IgA levels in a sizeable cohort of CSU
patients. Lower IgA and lower IgE levels often appear together
and the combination of both is linked to features of
autoreactivity (e.g. positive BAT and elevated IgE-anti-TPO
levels) and the appearance of autoimmune phenomena.
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FIGURE 4 | Autoimmune phenomena are more prevalent in CSU patients
with lower serum IgE levels. Autoimmune phenomena were defined as the
presence of clinically diagnosed autoimmune diseases and/or elevated levels
of ANCA, ANA, rheumatoid factor IgM or circulating immune complexes and/
of elevated levels of IgG-anti-TPO or thyroid stimulating hormone-receptor-
antibodies, if they were in accordance with the clinical symptoms. For
statistical significance, the z-test of two proportions with a Bonferroni
correction was performed.
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More than half of the patients with lower IgE levels also
showed reduced IgA levels, indicating that these two types of
immunoglobulins are linked to each other. This is supported by
observations in common variable immunodeficiency, which
frequently presents with very low levels of IgA in combination
with reduced levels of IgE (24). Interestingly, patients with both
lower IgA and lower IgE levels also had reduced IgG levels but
increased IgM levels as compared to other groups. An
explanation for this finding could be a B-cell defect resulting in
an impaired antibody class switch with imbalanced
immunoglobulin production in CSU. This has been reported
for patients with SIgAD, who showed increased levels of serum
IgM as a compensatory mechanism. The increased IgM levels
might protect patients against severe infections, as SIgAD
patients with normal IgM levels developed severe infections
more often (25).

However, it remains to be clarified whether lower IgA and IgE
levels were present in patients before the development of their
urticaria and were thus involved in the pathogenesis of the
disease, or whether the imbalanced immunoglobulins were
caused by the disease itself.

A functional role of lower IgA in the pathogenesis of CSU
could be attributed to the signaling through FcoRI. In a murine
IgE-mediated model of asthma it was shown that stimulation of
FcaRI with serum IgA inhibits FceRI-induced degranulation of
mast cells by IgE based on an antagonism between IgA and IgE
via their respective receptors (26). In humans, FcoRI is expressed
on immune cells such as eosinophils, neutrophils and monocytes
but not on mast cells. Serum IgA in humans is supposed to
negatively regulate immune cell activation and degranulation
via FcaRI (27, 28). One could hypothesize that lower IgA
in CSU would lead to increased activation of eosinophils,
neutrophils and monocytes resulting in inflammation
and autoimmunity.

The quality of life was impaired the greatest in patients with
lower IgA levels (IgA""*'IgE'"*" and IgA*"*'IgE™™), whereas
the CSU disease activity did not differ significantly. We attribute
the effect on quality of life to higher rates of concomitant
conditions, such as autoimmune phenomena and recurrent
angioedema in patients with lower IgA and lower IgE levels.
Rates of recurrent angioedema, for instance, were highest in
patients with lower IgA and lower IgE levels. Patients with
positive ASST results have been found to be more likely to
develop angioedema (29). This fits our observation of frequent
autoreactivity in patients with lower IgA and IgE levels. Of
further interest, Bond et al. reported a link between SIgAD and
hereditary angioedema (30).

In our study we found that basophil counts seem to be
influenced especially by the combination of lower IgA and
lower IgE levels, whereas eosinophil counts are related
predominantly to the levels of IgE. Earlier reports found that
basopenia is linked to severe, antihistamine-resistant CSU and
type IIb autoimmunity (31), which fits our results that patients
with lower IgA and IgE levels show more type IIb autoimmunity.
It is hypothesized that basopenia is caused by the recruitment of
circulating basophils into the wheals (8, 32). Recent findings also
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indicate a connection between eosinopenia and type IIb
autoimmunity, high disease activity, poor response to
treatment and lower IgE levels (33). This is in line with the
results of our study. Also, it was shown that some CSU patients
can benefit from anti-interleukin-5-targeted treatment with
mepolizumab (34) or reslizumab (35) which affect recruitment,
activation and survival of eosinophils. Beyond this, concomitant
lower IgA levels were found in some patients with eosinophil
deficiency (36). The exact role of eosinophils in the pathogenesis
of CSU, however, remains unclear (37).

Our data imply that lower IgA and lower IgE levels taken
together are more sensitive in diagnosing type IIb autoimmunity
in CSU patients than lower IgE levels alone. The connection
between lower levels of serum IgE and type IIb autoimmunity
that we found has been described previously (38, 39). However,
the reason for this remains unknown. One hypothesis is that IgE
complexes with anti-IgE-antibodies and is therefore not
measurable in these patients (40).

Recently, IgM- and IgA-antibodies against the IgE receptor
FceRI were found in addition to IgG-antibodies, which are
characteristic for type IIb autoimmunity in CSU (41).
Although only IgM-antibodies could be linked to type IIb
autoimmunity so far, based on our results it would be of
interest to measure IgA-antibodies in a CSU cohort.

The prevalence of SIgAD was shown to be increased in
patients with autoimmune diseases and the other way around
(42). Abolhassani et al. proposed that this effect is mediated by a
reduced mucosal defence in patients with SIGAD. Thus, antigens
from the environment could enter the ciruclation more easily
and result in the development of autoreactive antibodies via
induction of molecular mimicry and cross-reaction with self-
antigens (43). In our study only three patients showed signs of
SIgAD (meaning an IgA level <0.07 g/l), but it is reasonable to
think that lower normal levels of IgA, although not as low as in
SIgAD might have a similar, less strong effect. Another
explanation for the association of lower IgA levels with
autoreactivity may be the presence of IgG- or IgE-anti-IgA-
antibodies (44). Since patients with reduced IgA levels are more
likely to develop autoreactive antibodies, this could result in the
maturation of autoantibodies that are directed against IgE
leading to decreased serum IgE levels.

We also found that high IgE-anti-TPO levels, a common
autoantibody in type I autoimmunity in CSU, are connected
principally to lower total IgE levels. This stands in contrast to
earlier findings suggesting that type I autoimmunity in CSU is
connected to high levels of IgE (45, 46). Our results, instead,
indicate that lower IgE levels may be linked to features of both,
type I autoimmunity, as well as type IIb autoimmunity. Of note,
we did not assess other specific IgE autoantibodies besides IgE-
anti-TPO. As the levels of specific IgE autoantibodies may be
more relevant for the diagnosis of type I autoimmunity as
compared to the levels of total IgE, future studies should
screen for different IgE autoantibodies in order to distinguish
between types of autoimmunity in CSU.

A limitation of our study is the classification into lower vs.
normal and elevated IgA levels based on a median IgA level of
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1.84 g/l in our cohort. Whether the distribution of IgA values
differs in other populations, needs to be studied. Nevertheless,
our results emphasize that not only very low IgA levels are of
importance in CSU patients, but also that levels on the lower
range of the normal value should be evaluated.

Further limitations in the design of our study are the gender
and age differences between the four groups (Table 1). The fact
that women’s IgA and IgE levels are lower has been found
previously (47-49). Therefore, it has to be considered whether
sex is a confounding factor in our study. Especially when
investigating the prevalence of autoimmune phenomena this
could be of relevance, since these are known to be increased in
women. But when only looking at the male patients (n=145) in
our study population, autoimmune phenomena, although not
statistically significant, were also associated with lower levels of
IgE (47.4% in IgA"™*IgE'" and 45.0% in IgA™"IgE™"
patients compared to 31.3% in IgA'""*IgE™ and 27.1% in
IgA™MIgE™M patients).

In addition, IgA""*IgE™™ were younger at the time of
diagnosis compared to all other groups. IgA levels usually rise
with the age (47, 50), which could explain why younger patients
had lower IgA levels. However, this effect is not seen when
looking at patients who had lower IgE levels on top
(IgA*"*"IgE"™*", md=40 years). This may be attributed to IgE
levels, that often drop with higher age, possibly due to the
decrease of sensitization (51). Further work on the effect of age
on the combined role of IgA and IgE levels is needed.

To conclude, our results show that reduced immunoglobulin
levels are common in CSU and associated with autoimmunity.
Our findings implicate that especially the combination of lower
serum IgA and IgE levels is of relevance in the diagnostic workup
of CSU patients, as it is connected to higher rates of type IIb
autoimmunity, according to BAT results, as well as more
angioedema and lower basophil counts. Lower IgE, independent
of IgA values, is connected to lower eosinophil counts, higher
levels of IgE-anti-TPO and autoimmune phenomena, whereas
lower IgA is connected to lower IgG levels and decreased quality of
life. The pathomechanisms underlying the decrease in
immunoglobulin levels and their interaction in CSU (e.g.
impaired class switch) are still not well understood and further
work on the role of both immunoglobulins as diagnostic
biomarkers is required. The assessment of serum IgA and IgE
levels is cost-effective and easy-to-perform. It may be useful in
diagnosing subgroups of CSU (e.g. type IIb autoimmunity). Also,
it may help to identify appropriate and optimal therapies for each
patient based on a precision medicine approach, such as anti-IgE-,
anti-interleukin-5-targeted therapies or immunosuppressives, if
CSU first-line-treatment fails.
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