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Increased Activity and Apoptosis of Eosinophils in Blister
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Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering
skin disease that is more common in elderly individu-
als.

The aim of this study was to determine the functional
activity of eosinophils in patients with BP compared
with healthy donors. Blood, skin and blisterderived
eosinophils were strongly activated in patients with
BP, seen by increased surface expression of CD69
compared with controls. CD11b was also increased in
BP blood eosinophils, which may explain the striking
accumulation of eosinophils in BP (1x10s per ml blister
fluid). Furthermore, CCL26 was expressed by activated
eosinophils in BP skin and in blister fluid. BP eosino-
phils also released IL-6, IL-8 and IL-1a in BP blister
fluids. Apoptosis in cultivated BP eosinophils was
increased and accompanied by enhanced surface
externalization

of CD95. Caspase 3 positive eosinophils in lesional BP
skin and blister fluid also showed the initiation of
apoptosis. These results reveal novel pathophysiolog-
ical aspects of BP, with a strong activation pattern and
increased apoptosis of eosinophils in the peripheral
blood, skin and blister fluids.

Key words: apoptosis; bullous pemphigoid; CD69;
eosinophils, eotaxin.
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Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune

blistering skin disease that more commonly af-
fects individuals from the age of 60 years. In
general, more women than men are affected by
BP (1, 2). Clinically, the early phases of BP often
show flares, and sometimes additionally wheals
with strong pruritus, while in late phases flares
are also accompanied by tense blisters (3). The
diagnosis of BP is confirmed by positive direct
immunofluorescence with linear expression of
C3 and IgG at the dermoepidermal junction zone,
as well as through positive indirect immunofluo-
rescence with autoantibodies against the hemi-

desmosomal proteins BP180 and BP230. With
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regard to the extracellular membrane of BP180, a
genetic predisposition has been detected in HLA-
DQB1*0301 (4). Seventy percent of patients with
untreated BP display elevated total IgE levels. In
addition, specific IgE antibodies, reacting with
the NC16A domain of BP180, have been de-
scribed (5).

Due to the formation of antigen-antibody com-
plexes a variety of different cytokines, such as
IL-6 and IL-8, are released (6). Eotaxin is also
secreted by epidermal keratinocytes (7), which
has strong chemotactic effects on eosinophils. In
patients with BP, characteristic findings are high
rates of peripheral blood eosinophils, eosinophil-
rich infiltrates in subepidermal blisters (8, 9), and
increased numbers of tissue-resident eosinophils
in skin lesions (10). This eosinophil accumula-
tion is of particular interest, since eosinophils
may contribute to the inflammation associated
with BP through their release of chemokines,
cytokines, and cytotoxic granule proteins. In
other eosinophil-associated skin diseases, includ-
ing atopic dermatitis and allergic contact eczema,
the eosinophil-derived cytotoxic granule protein
ECP correlates with disease severity (11-13).
MCP-4, ECP, EPO and IL-5 (14, 15) have been
detected in blister fluids of BP patients and sup-
port the inflammatory response. It has been
demonstrated that MMP9 (16), which is released
by eosinophils, plays a role in the detachment of
the dermal-epidermal junction in BP (17, 18).
This study assessed the activation pattern of eo-
sinophils in patients with BP compared with
controls.

Furthermore the study explored the cytokine
profile of BP eosinophils and compared the apop-
totic responses of BP eosinophils with those of

healthy controls.

METHODS

Subject groups and patient samples

BP was defined by specific histopathological
observation of subepidermal blistering, a positive
indirect and direct immunofluorescence, and
detection of specific auto-antibodies related to
BP180 and/or BP230 (19). Patients with BP (n =
25, Table SI1) did not receive systemic immuno-
suppressive treatment with glucocorticosteroids
or diaminodiphenylsulfone or local therapy with
glucocorticosteroids for the preceding 4 weeks.
Blisters of the skin from patients with BP were
punctured immediately after admission, analysed
for eosinophil counts (Neubauer chamber) and
subsequently processed to perform cytospins
(1x105 cells/spot). As controls, eosinophils were
obtained from the peripheral blood of 10 healthy
individuals who were not atopic and had normal
total IgE levels and no allergen-specific IgE-
antibodies against 10 common aeroallergens.
Furthermore, control blister fluids of inpatients
with diseases such as bullous erysipel and photo-
toxic dermatitis were included (Table SII1). Se-
rum and blister fluids were centrifuged and
stored at —80°C. Punch biopsies of 3-mm diame-
ter were taken after local anaesthesia. These bi-
opsies were embedded in Tissue-TEK® and
frozen at —20°C. For subsequent studies, 5-um
thick slices were placed onto object slides. The
study was approved by the medical ethics com-
mittee of Hannover Medical School, Germany

and patients gave written informed consent.

Isolation of peripheral blood eosinophils

Peripheral blood eosinophils were obtained from
heparin-anticoagulated venous blood and pre-
pared following the protocol of Raap et al. (20).

Briefly, blood was layered on a Ficoll density
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gradient (Biochrom, Berlin, Germany). After
discarding the supernatant, pellets were resus-
pended in lysis buffer. Eosinophils were isolated
from the remaining cells by a negative immuno-
magnetic bead selection with CD16 microbeads
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germa-
ny), following the manufacturer’s protocol. The
purity of the eosinophils was > 98%, as assessed
by fluorescenceactivated cell sorting (FACS)
analysis (CD66b/CD16) and Kimura staining
@2n.

The viability was greater than 99%, as assessed
by trypan blue dye exclusion. If not otherwise
described, 2 x 105 eosinophils/200 pl were seed-
ed into wells of 96 well plates and cultivated in
RPMI 1640 with 10% heat inactivated foetal calf
serum (FCS) including 2 mM L-glutamine,
10,000 U/ml penicillin, and 10 mg/ml streptomy-
cin (all Seromed, Biochrom, Berlin, Germany) at

37°C and 5% CO2.

Double immunofluorescence analysis

Skin sections and cytospins from blister fluids
were stained following previously described
protocols (22). To retrieve the antigen, slides
were heated to 80°C in 0.01 M sodium citrate
solution, pH 9.0, in a water bath for 30 min.
Thereafter, non-specific binding sites were
blocked using phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.2% Triton X-100 (Sigma), 0.02%
sodium azide (Merck, Darmstadt, Germany) and
5% normal goat or normal donkey serum for 1 h
at room temperature (RT). Incubation with pri-
mary antibodies against targets, diluted in PBS
containing 0.5% lambda-carrageenan (Sigma)
and 0.02% sodium azide, was carried out at 4°C
overnight. After washing in PBS, appropriate
secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch

Europe, Suffolk,UK) diluted 1:200 in PBS-

carrageenan solution were applied for 2h at RT.
After subsequent washing in PBS, cell nuclei
were stained for 10 min at RT with DAPI (Sig-
ma) and sections were mounted in anti-
quenching medium. To test the specificity of the
staining, primary antibodies were replaced by an
equivalent amount of non-immune IgG derived
from the same species as the specific antibody
(negative control). The following antibodies were
used: goat polyclonal anti-mouse eotaxin
3/CCL26 antibody (ab83505, Abcam), rabbit
polyclonal anti-human caspase 3 antibody
(ab13847, Abcam), rabbit polyclonal anti-human
major basic protein antibody (MBP, ab187523,
Abcam), Mouse monoclonal anti-human CD69
antibody (Clone: FN50, ab51862, Abcam), the
respective isotype controls and secondary anti-
bodies. Nuclei staining was performed with
DAPI (Abcam). Analysis was performed using
an immunofluorescence microscope (Axiolab,

Carl Zeiss, Jena, Germany).

Cytofluorometric analysis of eosinophil surface
receptors

Isolated eosinophils were incubated at 4°C with
100 ul blocking buffer (heat inactivated human
IgG, gelatin in PBS) for 15 min. Surface antibod-
ies were added, using FITC-conjugated mouse
anti-human monoclonal CD95 (clone: UB2,
Beckmann Coulter, Krefeld, Germany), PE-
conjugated mouse anti-human monoclonal CD69
(clone: L78, BD Bioscience, San Jose, CA,
USA), FITCconjugated anti-human monoclonal
CD11b (clone: Bearl, Abcam, Cambridge, UK)
and respective IgG1-FITC and IgG2b-PE isotype
controls (Beckmann Coulter) in a concentration
of 2 ng/ml each. After incubation for 1 h at 4°C,
eosinophils were analysed with FACSCalibur
(BD Bioscience).



Analysis of apoptosis of peripheral blood eosino-
phils

Briefly, eosinophils were incubated with Annex-
in-V and propidium iodide at 4°C for 15 min
(BD Bioscience Pharmingen) and analysed by

flow cytometry.

Chemokine and cytokine measurement

Using commercially available enzyme-linked
immunoassay (ELISA) kits IL-1a, IL-6, IL-8,
ECP, CCL11 and CCL26 levels were analysed in
blister fluids, serum, and in supernatants from
cultivated eosinophils of patients with BP ac-
cording to the manufacturer’s instructions (R&D
Systems, Abingdon, UK: CCL26, CCL11, IL-1a,
IL-8; eBioscience Inc., Headquarters, San Diego,
CA, USA: IL-6, Thermo Fisher Scientific/ Pha-
dia, Freiburg Germany: ImmunoCAP ECP).
CD95-ligand levels were analysed in blister flu-
ids and in sera (Abcam). The analysis was per-
formed by the FLUOstar OPTIMA Microplate
Reader (BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Ger-
many). Detection levels were as follows: IL-6:
3.13-200 pg/ml; IL-10, CD95-ligand 1.37-1,000
pg/ml; CCL11: 15.6-1,000 pg/ml; IL-8: 31.25—
2,000 pg/ml; CCL26: 62.5-4,000 pg/ml, ECP: 2—
200 pg/l.

Statistical analysis

All data are presented as means + standard errors
of the mean (SEM). Statistical analysis was per-
formed with GraphPad Prism 5. Data were tested
for their statistical distribution. Normally distrib-
uted data were analysed either with a Student’s #-

test or a one-way analysis of variance (ANOVA)

followed by a Tukey post-test. Non-parametric
tests were used for non-normal data. For2 groups
the Wilcoxon rank-sum test or Mann-Whitney
test were used, and for more than 2 groups of
data the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
post-test was employed. Two-way ANOVA was
used followed by a Bonferroni post-test. A p-
value < 0.05 was considered statistically signifi-

cant.

RESULTS

Bullous pemphigoid is associated with blood
eosinophilia and accumulation of eosinophils in
blister fluids

Eosinophilia has been described as a characteris-
tic of BP (9). The current study confirmed a sig-
nificant blood eosinophilia in patients with BP in
comparison with healthy donors (Fig. 1la, p <
0.05). Furthermore, this study showed a strong
accumulation of eosinophils in blister fluids of
BP patients. The blister aspirates contained a
striking number of 2.6 + 0.8 x 10s eosinophils per

ml blister fluid in patients with BP (Fig. 1b).

Increased activation of eosinophils in blood,
blister fluid and skin of patients with bullous
pemphigoid

Activation levels of eosinophils from patients
with BP were tested by analysing the expression
of CD69, which is a well-established marker for
eosinophil activation (23). Here, we observed
significantly increased expression of CD69 in
peripheral blood eosinophils of BP patients com-

pared with healthy controls (Fig. 1c, p < 0.01).
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Fig. 1. Characterization of eosinophils from patients with bullous pemphigoid (BP). (a) Human peripheral blood eosinophils from
patients with BP (BP) and healthy donors (Co) were counted (BP: n = 18; Co: n=21; standard error of the mean (SEM); Mann-Whitney test,
*p <0.05). (b) Eosinophils in blister fluids of patients with untreated BP were counted and displayed as eosinophils number/ ml blister fluid (n
=13). (c) Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis of CD69-positive eosinophils from patients with BP and healthy donors, isolated
from peripheral blood and stained as described in the methods (Mann-Whitney test, BP: n =7; Co: n =9; SEM; **p<

0.001) (d-e) Peripheral blood eosinophils from BP and Co were stained with antibodies against CD11b and analysed by FACS. (d) Surface
staining of CD11b on freshly isolated eosinophils displayed as a histogram (1 representative out of 6). (e) Mean fluorescence intensity (MFI) of

CD11b expression on eosinophils (Student’s test, n=7; SEM; *p< 0.05).

Furthermore, we investigated the activation pat-
tern of eosinophils in lesional skin and blister
fluids using immunofluorescence. To identify
eosinophils in the lesional skin and in cytospins,
eosinophils were stained with antibodies against
MBP, which is a specific marker for eosinophils
(24). Distinct expression of CD69 was observed
on eosinophils from lesional skin (Fig. 2a, b, d)
and in blister fluids of patients with BP (Fig. 2e,
g), whereas isotype control staining was negative
(data not shown). In contrast, blister fluids of
control patients revealed no eosinophil accumula-
tion and no CD69 positivity (data not shown).

Since eosinophils express at least one of the eo-
taxins in skin diseases (25) and given that the
predominant immune response in BP is of Th2
type (26), we analysed the expression of CCL26
in CD69(+)/ MBP(+) eosinophils. We found
CCL26 expression in activated eosinophils in BP
lesional skin (Fig. 3a) as well as in the respective

blister fluid (Fig. 3b).

Increased expression of CDIIb on peripheral
blood eosinophils
The expression levels of CDI11b, a factor in-

volved in the adhesion and transmigration of

eosinophils (27), were tested to determine wheth-
er they were enhanced in eosinophils from BP
lesional skin and blister fluids. Surface expres-
sion of CD11b was higher on BP eosinophils in
comparison with eosinophils from healthy donors
(Fig. 1d—e, p < 0.05). A representative histogram
from the FACS analysis is shown in Fig. 1d.

High levels of chemokines and cytokines in blis-

ter fluids, sera and supernatants from cultured

eosinophils in patients with bullous pemphigoid

As shown above, we demonstrated that BP eo-
sinophils are highly activated in the peripheral
blood, skin and blister fluid of patients with BP
and tissue-derived CD69- positive eosinophils
express CCL26. Various chemokines and cyto-
kines are elevated in blister fluid and sera of
patients with BP (14). Therefore, we tested the
levels of cytokines and chemokines in blister
fluid and sera in comparison with those in the
supernatant of cultivated peripheral blood eosin-
ophils from patients with BP. We first cultured
1x10s peripheral blood eosinophils per ml from
patients with BP for 24 h and then analysed the
supernatant for cytokine content by ELISA in

parallel with cytokine levels in respective blister




and serum fluids. Here, elevated levels of IL-6 (p
< 0.001), IL-8 (p < 0.001), IL-1a (p < 0.05),
CCL11 (p < 0.001) and ECP (p < 0.05) were
detected in the blister fluids compared with sera
(Fig. 4a—e). Similar observations were also made
regarding CCL26 (Fig. 4f). Comparing blister
fluids with supernatants, we found significantly
higher levels of IL-6 (p < 0.01), IL-8 (p < 0.01)
and CCL11 (p < 0.001) in blister fluids (Fig. 4a,

b, e), whereas ECP levels were higher in super-
natants compared with blister fluids (p < 0.01,
Fig. 4d). Comparing sera with supernatants, in-
creased levels of IL-6, IL-1a and ECP were also
found in supernatants, although this increase was
not statistically significant (Fig. 4a, c, d,). IL-8
was not detectable in sera. CCL11 and CCL26
levels were both higher in sera than in superna-

tants (Fig. de, f, p < 0.05).

BP lesional skin

MBP/ CD69

a) MBP/ CD69

A(

MBP/ CCL26

MBP CD69

Fig. 2. CD69-positive eosinophils in perilesional
CDGg skin and blister fluid of patients with bullous
pemphigoid (BP).

Immunofluorescence of perilesional skin and
blister fluid-derived eosinophils from 1 repre-
sentative patient with BP out of 4 different
donors. Sections were stained for CD69 (red)
and major basic protein (MBP) (green).
Nuclei staining was performed with DAPI. (a-
d) Immunofluorescence of perilesional skin.
(e—g) Immunofluorescence of eosinophils
from blister fluid (magnification: (a) 200x;
(b-g) 400x).

Fig. 3. Major basic protein (MBP)-positive eosinophils in perilesional skin and blister fluid express CCL26.

Immunofluorescence (IF) of perilesional skin and blister fluid-derived eosinophils from the same patient with bullous pemphi-
goid in Fig. 2. Sections were stained for CCL26 (yellow) and MBP (green). Nuclei staining was performed with DAPI

(blue). IF staining of (a) perilesional skin and (b) eosinophils from blister fluid (magnification: 400x)




Increased apoptosis of peripheral blood eosino-
phils in patients with bullous pemphigoid

To determine whether the increased number of
eosinophils in the peripheral blood of patients
with BP display delayed apoptosis, similar to
eosinophils from patients with atopic dermatitis
(28), we determined the apoptosis of eosinophils
from patients with BP in comparison with
healthy controls. After 24 h of culture we ob-
served a distinct increase in apoptotic eosinophils
in patients with BP compared with healthy con-
trols (Fig. 5b, ¢, p < 0.01), while no significant
difference between eosinophils from patients
with BP and controls was seen directly after iso-
lation (Fig. 5a, c). Since the CD95 surface recep-
tor and CD95 ligand are members of the signal
cascades leading to apoptosis, we investigated
the expression of CD95 on peripheral blood eo-
sinophils from patients with BP. We did not find
any difference in the expression of CDO95 on
eosinophils from patients with BP compared with
healthy controls directly after isolation, either in
terms of mean fluorescence intensity (MFI, Fig.
5d) or in the percentage of CD95(+) eosinophils
(Fig. Se).

However, we did observe significantly higher
surface expression of CD95 on blood eosinophils
from patients with BP compared with healthy
controls after 24 h of culture based on the MFI
(Fig. 5d, p < 0.05) as well as on the percentage of
CD95(+) eosinophils (Fig. 5e). Because of these
observations, we measured the concentration of
CD95-ligand in blister fluids and sera of patients
with BP and found that levels of this ligand were
significantly higher in blister fluids in compari-
son with sera of patients with BP (Fig. 5f, p <
0.01).

In contrast, CD95-ligand was not detectable in
either control blister fluids or sera (data not
shown). Because in vitro culture of eosinophils
showed increased apoptosis we next analysed

the state of apoptosis of eosinophils in BP skin
and blister fluid. The expression of caspase 3 is
an early sign of apoptosis (29). Therefore, skin
biopsies and cytospins of blister fluids from pa-
tients with BP were stained with antibodies
against MBP and caspase 3. Tissue-resident

and blister fluid-derived MBP positive eosino-
phils were clearly positive for caspase 3 (Fig. 6a—

f).
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Fig. 4. Analysis of interleukins and chemokines in blister fluids,
serum and supernatant of eosinophils derived from patients with

bullous pemphigoid. Blister fluids, serum samples and superna-

tants of unstimulated and isolated peripheral blood eosinophils (2

x 105, 24 h) from untreated patients with BP (n = 6-15) were

analysed for IL-6 (a), IL-8 (b), IL-1a (c), ECP (d), CCL11 (e) and

CCL26 (f) (SN: supernatants; SEM; 1-way analysis of variance
(ANOVA): F/15=25.33, p < 0.0001 (IL- 6), F2/19) = 15.50, p =
0.0001 (IL-8), Fs1e) = 20.33, p < 0.0001 (CCL11), Tukey post
hoc, Kruskal-Wallis test: p = 0.0151 (IL-1a), p = 0.0014 (ECP),
p = 0.0129 (CCL26), Dunn post hoc, *p < 0.05; **p < 0.01;

***p < 0.001).
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DISCUSSION

This study shows, for the first time, that eosino-
phils insera, blister fluids and the skin of patients
with BP are highly activated, as demonstrated by
the expression of the activation marker CD69.
The study also shows that eosinophils accumu-
late strongly in blister fluids and that their num-
bers are increased in the peripheral blood accom-
panied by elevated CD11b expressions. In addi-
tion, tissue and blister eosinophils are positive for
eotaxin. Further, increased levels of IL-6, IL-8
and IL-1a were found in blister fluids of patients
with BP. Interestingly, although patients with BP
show a strong accumulation of eosinophils in the

peripheral blood, skin and blister fluid, these

*k% Jok

Co

BP Co

—h

CD95 ligand (pg/ml)

0 hrs

24 hrs

*%

serum  blister
fluid

Fig. 5. Increased apoptosis in eosinophils

from patients with bullous pemphigoid.
Analysis of apoptosis of peripheral blood
eosinophils from BP patients (BP) and
healthy donors (Co) after isolation (a, 0 h)
and cultivation (b, 24 h). One FACS analysis
representative for seven individual experi-
ments is displayed. c) Combined results of
the FACS analysis
percent of apoptotic eosinophils; BP: n = 7;
Co: n = 8; SEM; *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001). d) Analysis of CD95 dis-
played as MFI after isolation (0 h) and 24 h
culture (n = 6; SEM; *p < 0.05). e) Analysis
of CD95 expression regarding the percent-

illustrating the mean

age of positive eosinophils after isolation (0
h) and 24 h culture (n = 6; SEM; *p <
0.01). f) Measurement of the CD95 ligand in
serum and blister fluids from BP patients (n
= 14; SEM; **p < 0.01).

eosinophils display early signs of apoptosis in the
skin and blister fluid, as seen by increased
caspase 3 expression, as confirmed by externali-
zation of CD95 and increased expression of An-
nexin V in peripheral blood eosinophils.

In our study we show that approximately 3 mil-
lion eosinophils accumulate per ml blister fluid in
patients with BP. Previously, increased eosino-
phils have been described only by histology but
not by counting eosinophils in blister fluids di-
rectly (8). This extensive accumulation of eosin-
ophils has great pathophysiological impact on the
local skin inflammation in patients with BP and

might be a key causative factor for localized itch.



., Casase 3

Fig. 6. Caspase-3-positive eosinophils in perilesional skin (a—c) and blister fluid (d—f). Immunofluorescence of perilesional skin and blister
fluid-derived eosinophils from 1 representative BP patient out of 4 different donors. Sections were stained for Caspase 3 (orange) and MBP
(green). Nuclei staining was performed with DAPI (magnification: (a—c) 200x; (d-f) 400x).

Given the accumulation of eosinophils at lesional
sites it is interesting that strongly activated pe-
ripheral blood eosinophils of patients with BP
show increased expression of CD11b, which is
involved in the transmigration and adhesion of
eosinophils (27). The novelty of the current study
is that, in comparison with blister fluids and sera,
we also analysed the supernatants of cultured
eosinophils derived from the same donor as the
blister fluid and sera for cytokine levels, includ-
ing IL-6, IL-8, CCL11, and 26, ECP and IL-1a of
each patient with BP. We confirmed data by
other groups (30, 31) showing high levels of IL-6
and IL-8 in blister fluid and sera of patients with
BP. The increased levels of IL-6 and IL-8 in the

supernatants of cultivated BP eosinophils show

that eosinophils, in addition to keratinocytes,
may have a role in the production of these cyto-
kines in the blister fluids. So far, IL-6 is known
to influence the Th1/Th2 differentiation (32) as
well as the induction of histamine production
(33) and IL-8 is a chemoattractant for neutrophils
(34).

The expression of these cytokines is interesting
because the development of bullous lesions is
dependent on the cutaneous infiltration of acti-
vated autoreactive CD4. T cells, eosinophils and
neutrophils (4, 35-37).

Our observations regarding increased levels of
CCL11 and CCL26 in blister fluids and sera of
patients with BP are consistent with other reports

(7,38).
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The expression of the eosinophil chemoattract-
ants CCL11 by peripheral blood eosinophils and
CCL26 by tissue-resident eosinophils seen in our
study may explain not only the enhanced accu-
mulation of eosinophils, but also of CD4+T cells
and neutrophils, in the lesional skin. Since
CCL26 blocks the recruitment of Thl lympho-
cytes via CCR1 and CCRS, the expression of
CCL26 by eosinophils may augment the Th2-
immune response in BP (39). ECP is involved in
pore formation in target cell membranes (40).
Thus, high concentrations of ECP in BP blister
fluids and in the BP eosinophil supernatants, as
shown in our study, provide further evidence for
a pivotal role of eosinophils in BP. In addition,
we found low levels of IL-1a in BP blister fluids,
which is in accordance with previously published
data (30). Although the concentration in blister
fluid was low, the level of IL-la expressed by
isolated peripheral eosinophils was approximate-
ly the same as in the blister fluids. This finding is
may be highly relevant in terms of the severity of
inflammation and blister formation in patients
with BP, given the potent pro-inflammatory ac-
tions of IL-1a, (41). IL-1 a activates gelatinase B
(MMP9) (42), which is a critical component of
blister formation in patients with BP (43, 44).
Gelatinase B is expressed by neutrophils, but also
eosinophils (44). Recently, the expression of
gelatinase B by eosinophils was described in
patients with squamous cell carcinoma, whereas
eosinophils from healthy subjects express very
low levels of this enzyme (45-47). Since migra-
tion to the basement membrane zone in an IgG-
dependent manner without split formation was
shown for the eosinophil cell line 15HL-60, it
would be interesting to analyse gelatinase B ex-

pression as a possible causative factor for split

formation in eosinophils from patients with BP.
Besides the activation of eosinophils and their
cytokine profile, we showed that the number of
peripheral blood eosinophils from patients with
BP is substantially increased, but they also dis-
play higher levels of apoptosis than healthy do-
nor eosinophils. Furthermore, BP peripheral
blood eosinophils show an increased surface
expression of the cell death receptor CD95 in
comparison with healthy donor eosinophils. This
finding is interesting, given the fact that in atopic
diseases, such as atopic dermatitis, the peripheral
blood eosinophilia is associated with an inhibi-
tion of apoptosis (48, 49).

This led us to hypothesize that CD95 ligand-
mediated apoptosis may play a role in the regula-
tion of eosinophil survival in patients with BP.
The activation of the CD95/CD95L signalling
cascade is specifically activated by the mem-
brane-bound CD95-ligand (mCD95), which is
expressed on cells such as T cells, neutrophils
and monocytes (50, 51), but also by the soluble
CD95-ligand (sCD95) (50, 52). The concentra-
tion of sCD95-ligand in the sera from patients
with BP was elevated compared with control
patients, providing an explanation for the in-
creased apoptosis of peripheral blood eosinophils
in patients with BP compared with controls. The
enhanced apoptosis was further confirmed by the
expression of caspase 3 in tissue-resident and
blister fluid-derived eosinophils of patients with
BP.

Eosinophils in sera, skin and blister fluids from
patients with BP are highly activated and display
increased apoptosis in both blister fluids and
skin. Eosinophil accumulation in skin and blis-
ters may be explained by an increased expression

of CDI11b on peripheral blood eosinophils.
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Furthermore, BP eosinophils are able to secrete
inflammatory cytokines and granule proteins,
which, in turn, modulate the immune reaction in
BP. It is notable that the accumulation of eosino-
phils in BP is not associated with an inhibition of
apoptosis, as displayed in other inflammatory
skin diseases, such as atopic dermatitis. For up-
coming studies, the NCI14A knockout mouse
model (53), which develops a similar BP pheno-
type, may be employed to evaluate the modula-
tion of the immune reaction by eosinophils in
more detail. Together, the data from this study
add novel aspects regarding the functional activi-

ty and role of eosinophils in patients with BP.
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2 Zusammenfassung

2.1 Einleitung

Das bullése Pemphigoid (BP) wurde 1953 erstmals von Lever beschrieben.®* Es
handelt sich dabei um eine blasenbildende Autoimmundermatose der Haut und
Schleimhaut. Im Gegensatz zu anderen Autoimmundermatosen ist das bullése
Pemphigoid durch einen starken Pruritus, erythematése Plaques und pralle Blasen
charakterisiert. Es tritt meist erst nach Beginn der sechsten Dekade auf. In seltenen
Fallen kann sie sich aber auch im Kindesalter manifestieren. ()

Mit einer Inzidenz von 12 - 13,4/1 Mio. ist das bullése Pemphigoid die haufigste
blasenbildende Autoimmundermatose weltweit.(56:57)

Durchschnittlich sind mehr Frauen als Manner betroffen. In sehr hohem Alter gleicht
sich das Geschlechterverhaltnis jedoch an.(t2%) Oftmals findet sich eine
Komorbiditdt mit anderen Autoimmunerkrankungen wie der Polymyositis oder der
Colitis Ulcerosa. Die Mortalitdtsrate im ersten Jahr nach Erstdiagnose, ohne
Therapie, liegt zwischen 9 - 20 %. Dabei muss jedoch bedacht werden, dass es sich
meist um multimorbide Patienten handelt und nicht allein die Autoimmunerkrankung

fir die Hohe der Mortalitatsrate verantwortlich gemacht werden kann.(®8)
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Ausléser fur das Auftreten des bullésen Pemphigoids kénnen bestimmte
Medikamente wie NSARs, ACE-Hemmer, Diuretika oder INHs sein.®9
Moglicherweise konnen sogar UV-Strahlen das bullése Pemphigoid indizieren.€%
Das bullése Pemphigoid kann auch als eine seltene Form des paraneoplastischen
Syndroms auftreten.(®?

Eine Assoziation mit dem Haplotyp HLA-DQB1*0301 fir eine genetische
Pradisposition konnte gefunden werden.® In vielen Fallen kommt es zu einem
plétzlichen Auftreten der Erkrankung, bei dem keiner der oben genannten Ausléser
anamnestisch zutrifft. Eine eindeutige Ursache flr das bulldse Pemphigoid wurde

bisher somit noch nicht nachgewiesen.

Klinisch zeigt sich eine rezidivierende Bildung praller, fester, mit Flissigkeit geflllter
Blasen, die auf juckenden Erythemen lokalisiert sind.(62 Als Pradilektionsstellen
lassen sich das untere Abdomen, die Oberschenkelinnenseiten, die
Unterarminnenseiten und die Intertrigines nennen. Nach Platzen der Blasen bilden
sich Krusten auf den verbleibenden Erosionen. Diese heilen ohne Narbenbildung ab.
Zum Schleimhautbefall kommt es bei etwa 10 - 30 % der Patienten.®3) Hilfreich bei
der Bestatigung der Verdachtsdiagnose sind die Nikolski-Phdnomene | und Il. Dabei
ist ein positives erstes Phanomen beim bullésen Pemphigoid nur in Herdn&he zu
beobachten. Ein positives zweites Phanomen tritt generalisiert auf. Auch auf bisher
nicht betroffenen Hautarealen.(®4

Histologisch zeigt sich die subepidermale Blasenbildung mit Ablésung der
Basalmembran und einem entzindlichen Infiltrat. Dabei finden sich am Blasengrund
und im Blasenlumen zahlreiche Entziindungszellen. Eosinophile Granulozyten (Eos)
machen mit Uber 50 % den Hauptanteil der Entziindungszellen aus.®®

Als weitere Nachweismethoden wird die Immunfluoreszenz verwendet. Die direkte
Immunfluoreszenz weist IgG und C3 mit fluoreszierenden spezifischen Antikérpern
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone bei 91 % der Patienten mit bulldsem
Pemphigoid nach. Bei der indirekten Immunfluoreszenz erfolgt der Nachweis von
Antikdrpern aus Blut, welche im Praparat an die Basalmembran binden. Diese
Methode ist bei etwa 96 % der Patienten positiv.©
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Auch Serumuntersuchungen wie der ELISA werden genutzt, um im Blut zirkulierende
BP-Antikérper zu bestimmen. Bei etwa 92 % der Patienten mit bullésem Pemphigoid
sind diese Tests positiv.(©6)

Bei etwa 50 % der Patienten lasst sich zudem eine ausgepragte Eosinophilie im
peripheren Blut nachweisen. )

Der Pathomechanismus des bulldésen Pemphigoids ist sehr komplex. Eine hohe
Anzahl eosinophiler Granulozyten im peripheren Blut, eosinophilenreiche Infiltrate in
subepidermalen Blasen sowie eine erhdhte Anzahl ins Gewebe eingewanderter
eosinophiler Granulozyten in betroffenen Hautarealen sind charakteristisch fir das
bullése Pemphigoid.®9:19)

Bei der Befestigung der untersten Keratinozytenschicht der Epidermis an der Dermis
sind die Hemidesmosomen beteiligt. Beim bullésen Pemphigoid kommt es zu einer
Bildung von spezifischen IgG- und IgE-Autoantikbrpern gegen die extrazellulare,
nichtkollagene Doméane NC16A des hemidesmosomalen, transmembranen Antigens
BP 180 und gegen das intrazellulare Antigen BP 230.5 ) Die Bildung eines
Antigen-Antikdrperkomplexes  fuhrt zur Ausschittung von Zytokinen. Die
chemotaktisch auf Entziindungszellen wirken.®89  Vorrangig neutrophile und
eosinophile Granulozyten.(” Diese wandern nun in das betroffene Hautareal ein und
setzen Proteasen und Entziindungsmediatoren frei. Dies begUnstigt die Ablésung der
dermo-epidermalen Junktionszone und bedingt die Bildung praller, fester Blasen.("")
Dabei wird auch das Komplementsystem Uber die Antikdrperantigenkomplexe
aktiviert. Der Komplementfaktor C3 lasst sich beim Bullésen Pemphigoid h&ufig in
der Basalmembranzone nachweisen.(”® Diese komplexe Entzliindungsreaktion kann
nur mit Hilfe verschiedenster Mediatoren erfolgen. Diese werden von den
Entzindungszellen freigesetzt und lassen sich in Blasenflissigkeit und im Serum

nachweisen und werde

Die eosinophilen Granulozyten sind aufgrund ihrer Eigenschaften potente
zytotoxische Zellen. Es sind Zellen der myeloiden Reihe die im Knochenmark
ausreifen. lhr Anteil im peripheren Blut betragt nur 1 - 4%. Dieser kann aber bei
bestimmten Erkrankungen signifikant erh6éht sein und ist somit ein wichtiges
diagnostisches Kriterium. Die Aufgabe der eosinophilen Granulozyten erklart sich aus
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ihrem hohen Potenzial zur Gewebeschadigung und besteht zu einem GroBteil aus

der Abwehr von Parasiten.

Eine besondere Bedeutung haben die Eosinophilen bei Erkrankungen des
atopischen Formenkreises. Sie interagieren mit IgE Immunglobulinen Uber hoch
affine Fce-Rezeptoren. 70 % der Patienten mit unbehandeltem bulldésem Pemphigoid
zeigen deutlich erhdhte IgE Konzentrationen.®)

Die eosinophilen Granulozyten sind etwa 12 - 15 um grofBBen Zellen und angereichert
mit unzéhligen sekretorischen, azidophilen Granula und Lipidkérperchen.

Die Granula sind mit zytotoxischen Proteinen gefillt. Diese rufen bei ihrer
Freisetzung eine starke Zellschadigung hervor.

Eosinophile Granulozyten besitzen eine Vielzahl an Oberflachenrezeptoren, welche
zur Interaktion mit Immunglobulinen, Komplementfaktoren, Lipidmediatoren und
Adharenzfaktoren zur Verfliigung stehen. Nach der Zellaktivierung steigt der Anteil
dieser Rezeptoren stark an.

Jedoch besitzen eosinophile Granulozyten nicht nur zellregulatorische Rezeptoren,
sondern produzieren selbst einige Zytokine, meist mit inflammatorischen oder

immunmodulatorischen Funktionen.(!4

Tabelle E1:

Name des Zytokins beim Bullésen Pemphigoid

Zytokine und Rezeptoren: Vorkommen und Funktion beim bullésen
Pemphigoid
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IL-6

proinflammatorisch

o+ beeteiligt-an-Antikdrperproduktion®)
IL-1a e Ansto3én der inflammatorischen Signalkaskade("8)
e Korrelation mit Hautlasionen und TNF-alpha Konzentrfation 14
e Reguliert die Synthese einiger Komplementfaktoren(’®
e essentiell fir die Blasenbildung®?
IL-2 o in Blasenfliissigkeit,-autokrine Stimulationvon T-Helferzellen(®3)
IL-7 o moduliert mdglicherweise die BP Antigenexpression auf
IL-3 o KgistinpzBiasBiiussigkeit
e stimuliert mit IL-4 und IL-5 die Proliferation der Eosinophilen(®4
IL-4 e erhdhte IgE Produktion(’5
IL-8 s winekeRmRIakischuikapgicagnetisch®
e korreliert mit Anzahl der Hautldsionen®
IL-5 e Korrelation mit ECP in der BF und Hautldsionen(14)
IL-10 s SiPwesiMashzell Wachstum(®)
IL-12 e Initiation und Aufrechterhaltung der zur zellularen Abwehr
gehérenden T-Helferzell-Immunantwort
IL-13 e Anstieg der IgE und IgG4 Sekretion(?)
IL-15 e transendothelial Migration von T-Zellen('4
e induzieren eine Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
IL-16 e Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten(8)
IL-31 e Mediator der Zellimmunitat
e Ausschittung durch Eos beim bullésen Pemphigoid(?)
GM-CSF e aktiviert Granulozyten in BF und Serum®

IFN-y (Interferon-

Induziert CD54 Expression

gamma) e |L-8 und TNF-alpha Rezeptoren werden Hochregulierung
e Induziert Ausschiittung von IL-1(74)
MIP-1-a e induzieren Migration und Aktivierung von Eosinophilen(®
OSM e proinflammatorisch(14)
RANTES e chemoattraktiv und aktivierend fiir die Degranulation der
eosinophilen Granulozyten(39)
TNF-alpha e synegistisch mit IL-5 zur Eosinophilen Rekrutierung und

Aktivierung
Korrelation mit der Anzahl der Hautlasionen

verstarkt die Entziindungsreaktion(®"
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TGF-beta 1 e in BF erhoht®®

e Korreliert signifikant mit IL-4 aus BF(14)

VEGF e erhdht in Serum und BF®©2

e Korrelation mit Konzentration von IL-4 in BF®")

Die eosinophilen Granulozyten spielen beim Pathomechanismus des bullésen
Pemphigoids eine nicht unerhebliche Rolle. Sie werden anfangs von Keratinozyten in
lasionaler Haut durch Eotaxin ins Gewebe gelockt.(”) Dieses Zytokin korreliert mit der
Anzahl der infiltrierenden Eosinophilen in den betroffenen Hautarealen.

Bei Kontakt mit IgE bzw. anti-lgE kommt es bei den eosinophilen Granulozyten zu
einer Degranulation. Die dabei freiwerdenden Mediatoren unterstitzen dabei die
Blasenbildung in der pralasionalen Haut. Einer dieser Mediatoren ist unter anderem
monocyte chemotaktik protein-4 (MCP-4).(14)

Beim bulldsen Pemphigoid konnte MCP-4 in der Blasenflissigkeit, in der Epidermis
und in den Zellen des inflammatorischen Infiltrats nachgewiesen werden. (1415 Auch
ist die MCP-4 Konzentration im Blut beim bullésen Pemphigoid signifikant hdher als
bei gesunden Kontrollen. Damit erhéht sich die Anzahl der infiltrierenden Zellen
deutlich und es kommt zur Aggravierung der Hautsymptomatik. DarlUber hinaus wird
IL-5 bei der Degranulation freigesetzt. IL-5 ist unter anderem zusammen mit IgE flr
die Degranulation verantwortlich. Somit regt die Degranulation eines eosinophilen
Granulozyten die Degranulation vieler weiterer Eosinophiler an. IL-5 findet sich in
besonders hohen Konzentrationen auch in der Blasenfliissigkeit. (419 Dort Ubt es
einen starken chemoattraktiven Effekt auf Neutrophile, T-Zellen und Eosinophile aus.
Als ein direkt zytotoxisches Protein, produzieren Eosinophile zudem ECP. Es wird
ebenfalls bei der Degranulation freigesetzt.

Beim bullbsen Pemphigoid sind besonders in der Blasenflissigkeit die ECP
Konzentrationen erhéht. In anderen mit eosinophilen Granulozyten assoziierten
Hautkrankheiten, wie der atopischen Dermatitis und dem allergischen Kontaktekzem,
korrelieren die ECP-Konzentration im Blut mit der Schwere der Erkrankung.('-13)

Eine direkte Beteiligung der eosinophilen Granulozyten bei der Ablésung der dermal-
epidermalen Junktionszone konnte mit dem von den Zellen freigesetzten MMP9
Protein gefunden werden.('817.18) | etztlich hangt somit die Chronifizierung der

Erkrankung und das Auftreten der Hautldsionen vom Ausmal3 der peripheren
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Eosinophilie, der Anzahl der zirkulierenden IgE-Antikdrper und der Aktivierung der

regulierenden Th2-Zellen ab, welche durch IL-4 und IL-5 gesteuert werden kann.

Diese Studie bewertet die Aktivierungsmuster eosinophiler Granulozyten von
Patienten mit bulldésem Pemphigoid verglichen mit denen gesunder Kontrollpersonen.
Des Weiteren untersuchten wir die Zytokin-Profile der eosinophilen Granulozyten von
Patienten mit bullésem Pemphigoid und verglichen das Apoptoseverhalten mit den

Eosinophilen gesunder Kontrollen.

2.2 Methoden

Die Bestatigung der Erkrankung am bullésen Pemphigoid wurde Uber die
histopathologisch nachgewiesene spezifische subepidermale Blasenbildung, eine
positive direkte und indirekte Immunfluoreszenz und die Detektion von spezifischen
Autoantikoérpern BP180 und/oder BP230 erbracht.('9)

Die Patienten mit bullésem Pemphigoid (n = 25) hatten zum Zeitpunkt der
Probenentnahme in den vorangegangenen vier Wochen keine systemische
immunsuppressive Therapie mit Glucocorticoiden oder Diaminodiphenylsulfon
(Dapson) und ebenfalls keine Therapie mit topischen Glucocorticoiden erhalten.

Tabelle SlI1:
Definitionscharakteristika der Patienten mit bullésem Pemphigoid

Definitionscharacterakteristika fir Patienten mit BP (n = 25). n.a.: nicht gemessen,
neg.: negativ, DIF: direkte Immunfluoreszenz, IIF: indirekte Immunfluoreszenz, BF:
BlasenflUssigkeit, lin.: linear, DEJ: Dermoepidermale Junktionszone, BM:
Basalmembran.

ELISA (U/ml) Immunhistochemie Eosinophile
In 6
patient | It | Geschlech 1 op180 18p230 | DIF IIF oeriphere | X 107/
r t ml BF
n Blut(%)
BP-1 |93 |f 221 |neg. |C3c, IgG lin. at DEJ Lgla"”'at 18.0 1.4
. IgG lin. at
BP-2 |95 |f 345|116 | C3clgGlin.atDE) | B 0.5 n.a.
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BP-3 |79 |m 267 148 | C3c, IgG lin. at DEJ El\j lin-at 15 11

BP-5 (82 |f 121 70 IgG lin. at DEJ n.a. n.a. 5.4

BP-6 |93 |m 801 80 IgG lin. at DEJ n.a. 0.9 n.a.

BP-7 |83 |f 13 132 | C3c, IgG lin. at DEJ Lg“G/I lin-at g 0.6
. IgG lin. at

BP-8 |82 |f 115 |23 C3c, IgG lin. at DEJ | 5 4.6 0
. IgG + IgA lin.

BP-9 |78 |f 3 9 C3c, IgG lin. at DEJ | 5= 3.1 05
. IgG lin. at

BP-10 |64 |m 118 |2 C3c, IgG lin. at DEJ | 5 9.7 05
. IgG lin. at

BP-11|80 |f 132 |92 C3c, IgG lin. at DEJ | 5 0.9 1.8
. IgG lin. at

BP-13 (88 |f neg. neg. C3c¢, IgG lin. at DEJ BM 0.5 n.a.

BP-14 |71 |m 65 27 IgG lin. at DEJ Lgﬁ fin-at o 8.7
. IgG lin. at

BP-15|81 |f 37 84 C3c, IgG lin. at DEJ BM 7.3 n.a.

BP-16 |92 |f 421|139 |na. neg. 0 14

BP-17 |93 |f 201|466 | C3c,IgG lin. at DEs | 'BCTBANIN 145 9.6

at BM

BP-18 |75 |f 114 |42 C3c, IgG lin. at DEJ 'Bglsl lin-at 1359 n.a.
. IgG lin. at

BP-19 |61 |f 174 79 C3c, IgG lin. at DEJ BM 11.0 n.a.

BP-20 |95 |f 5 11 IgM lin. at DEJ :3g|\(j| linat 145 na.

BP-21 |73 |f 129 4 n.a. n.a. 16.1 n.a.

BP-22 |79 |f 110 |92 C3c, IgG lin. at DEJ :BgISI lin.at g n.a.
. IgG lin. at

BP-23 |88 |f 36 0 C3c, IgG lin. at DEJ | 5 10.4 2.6
. IgG lin. at

BP-24 |86 |m 196 |96 C3c, IgG lin. at DEJ | 5 19.0 15
. IgG lin. at

BP-25|63 |m 79 4 C3c, IgG lin. at DEJ BM 4.8 n.a.

Die Blasen der Hautlasionen von BP Patienten wurden direkt nach ihrem Auftreten
punktiert. Die Zahlung der eosinophilen Granulozyten erfolgte mithilfe einer
Neubauer Zahlkammer. Im Anschluss wurden die Zellen fir die Durchfihrung der
Zytospins vorbereitet (1x10° Zellen).

Als Kontrollen wurden eosinophile Granulozyten aus peripherem Blut von gesunden
Spendern extrahiert. Die Kontrollpersonen hatten keinerlei Vorerkrankungen aus
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dem atopischen Formenkreis. Ebenfalls wiesen sie ein normwertiges Gesamt-IgE auf
und zeigten keine allergenspezifischen IgE-Antikbrper gegen zehn der gangigsten
Aeroallergene.

Tabelle SlI2:
Definitionscharkteristika der Kontrollen

n.a.: nicht gemessen, neg.: negativ, DIF: direkte Immunfluoreszenz, IIF: indirekte
Immunfluoreszenz, BF: Blasenfllssigkeit, lin.: linear, DEJ: Dermoepidermale
Junktionszone, BM: Basalmembran.

I hi h
ELISA (U/ml) i;nmun Istochem Eosinophile Diagnose
Patien | Alte | Geschlec BP23 Im x 108/
¢ ; ht BP180 0 DIF IIF periphere ml BE
n Blut(%)
K-1 82 |f n.a. n.a n.a. n.a. 3 2 Phototc?x]sche
Dermatitis

K-2 43 |m n.a. n.a. |n.a. n.a. 7.2 0 Bulloses Erysipel
K-3 48 |f n.a. n.a n.a. n.a. 1.4 0 Bulloses Erysipel
K-4 53 |f n.a. n.a n.a. n.a. 0.3 0 Bulloses Erysipel

Als weitere Kontrollen wurden Blasenpunktate aus Blasen von Patienten mit
Blasenbildenden Hauterkrankungen, wie dem bulldsen Erysipel und der
phototoxischen Dermatitis, verwendet.

Seren und Blasenflissigkeiten wurden nach der Entnahme zentrifugiert und bei -
80°C gelagert.

Stanzbiopsien von etwa 3mm Durchmesser wurden unter Lokalandsthesie aus
betroffener Haut entnommen. Diese Biopsien wurden in Tissue-TEK® eingebettet und
bei -20°C eingefroren. Fir anschlieBende Untersuchungen wurden 5 um dicke
Gewebeschnitte auf Objekttragern platziert.

Die Studie wurde durch das Komitee fiir Medizinethik der Medizinischen Hochschule
Hannover genehmigt. Die Patienten gaben, nach Aufklarung, ihre schriftliche

Zustimmung.
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Isolation der eosinophilen Granulozyten aus peripherem Blut

Die eosinophilen Granulozyten wurden aus heparinisiertem vendsem Vollblut
gewonnen und nach einem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Protokoll
vorbereitet.?9) Das Vollblut wurde mit Hilfe eines Ficoll Dichtegradienten aufgetrennt
(Biochrom, Berlin, Deutschland). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die
entstandenen Zellpellets in Erythrozyten-Lysepuffer aufgenommen und anschlieBen
in PBS gewaschen.

Die eosinophilen Granulozyten wurden unter Verwendung von CD16 Microbeads
(Miltenyi; Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland), dem Herstellerprotokoll folgend,
durch negative immunomagnetische Bead Selektion von den restlichen Zellen
separiert. Nach der Separation wurde die Reinheit mit der Kimura-Farbung und der
Fluoreszenz aktivierten Zellsortierung (FACS) mittels CD 66b/CD16 Uberpriift.?!) Bei
den Verwendeten eosinophilen Granuozyten betrug diese tiber 98 %.

Die Vitalitéat der Zellen wurde mittels Trypanblaufarbung Gberprift. Der Wert betrug
99 %.

Wenn im Einzelnen nicht anders beschrieben, wurden 2x10° Eos/200 pl in die Wells
einer 96 Well Palette ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 mit 10 %
hitzeinaktiviertem fetalem Kalbsserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 10.000 U/ml
Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin (all Seromed, Biochrom, Berlin, Deutschland)
bei 37°C und 5 % CO..

Doppelte Inmunfluoreszenz Analyse

Hautproben und Zytospins aus Blasenflissigkeiten wurden nach den zuvor
beschriebenen Protokollen gefarbt.@

Um das Antigen zu demaskieren, wurden die Gewebeschnitte mit einer 0,01 M
Natriumzitrat-Lésung mit pH 6.0 versetzt und in einem Wasserbad flr 30 min bis auf
80 °C erhitzt.

Danach wurden die Bindungsstellen mit einer Phosphatpuffer-Kochsalzlésung (PBS),
0,2 % Triton X-100 n (Sigma), 0,02 % Sodiumazid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
und 5 % Ziegen- oder Eselserum blockiert. Dieser Vorgang benétigte 1 Stunde bei

Raumtemperatur (RT).
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Eine Inkubation bei 4°C mit dem Primarantikérper gegen die Zielstruktur, geldst in
PBS, welches 0,5 % lambda-carrageenan (Sigma) und 0,02 % Sodiumazid
beinhaltet, wurde Uber Nacht durchgefihrt. Nach dem Waschen mit PBS wurden
ausgewahlte Sekundarantikérper (JacksonimmunoResearchEurope, Suffolk, UK), im
Verhéltnis 1:200 in PBS-carrageenan LOsung gelést, fir zwei Stunden bei RT
hinzugegeben. Nach einem anschlieBenden Waschvorgang mit PBS wurden die
Zellkerne fur zehn Minuten bei RT mit DAPI (Sigma) gefarbt und teilweise mit Anti-
quenching Medium bedeckt. Um die Spezifitdt der Farbung zu testen, wurden die
Primarantikbrper mit einer aquivalenten Menge von nicht-immun 1gG, gewonnen aus
der gleichen Spezies wie der spezifische Antikdrper (Negativkontrolle), ersetzt.
Folgende Antikérper wurden verwendet: Ziege polyklonal anti-Maus Eotaxin 3/CCL
26 Antikérper (ab83505, Abcam), Hase polyklonal anti-human Caspase 3 Antikdrper
(ab13847, Abcam), Hase polyklonal anti-human Major Basic Protein Antikérper
(MBP, ab187523, Abcam), Maus monoklonal anti-human CD69 Antikérper (Klon:
FN50, ab51862, Abcam), die jeweiligen Isotopenkontollen und Sekundarantikérper.
Die Zellkernfarbung wurde mit DAPI (Abcam) durchgefihrt. Die Analyse wurde mit
einem Immunfluoreszenzmikroskop durchgefihrt (Axiolab, Carl Zeiss, Jena,

Germany).

Zytofluometrische Analyse von Oberfldchenrezeptoren von Eosionophilen
Isolierte eosinophile Granulozyten wurden fir 15 Minuten mit 100 pl Blockpuffer
(hitzeaktiviertes human IgG, Gelatine in PBS) bei 4 °C inkubiert.

Folgende Oberflachenantikdérper wurden in einer Konzentration von 2 ng/ml
hinzugefligt: FITC-konjugierter Maus anti-human monoklonal CD95 (Klon: UB2,
Beckmann Coulter, Krefeld, Germany), PE-konjugierter Maus anti-human monoklonal
CD69 (Klon: L78, BD Biosience, San Jose, CA, USA), FITC-konjugierter anti-human
monoklonal CD11b (Klon: Bear1, Abcam, Cambridge, UK), und die jeweiligen 1gG1-
FITC und IgG2b-PE Isotypenkontrollen (Beckmann Coulter).

Nach der einstindigen Inkubation bei 4 °C wurden die Eosinophilen mit dem FACS-
Calibur (BD Bioscience) analysiert.
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Analyse der Apoptose von Eosinophilen aus peripherem Blut
Fiar etwa 15 Minuten wurden die eosinophilen Granulozyten mit Annexin-V und
Propidiumiodid bei 4 °C inkubiert (BD Bioscience Pharmingen) und anschlieBend

mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Chemokin und Zytokin Messung

Hier wurden die kommerziell erwerblichen enzymgebundenen Immunoassay Kits
(ELISA) verwendet. Mit diesen wurden die Level von IL-1q, IL-6, IL-8, ECP, CCL-11
und CCL 26 in Blasenfliissigkeiten, Seren und Uberstdnden von in Kultur
befindlichen  eosinophilen  Granulozyten von Patienten mit BP, den
Herstellerinstruktionen folgend, bestimmt (R&D Systems, Abingdon, UK: CCL 26,
CCL 11, IL-1a, IL-8; eBioscience Inc., Headquaters, San Diego, CA, USA: IL 6,
Thermo Fisher Scientific/Phadia, Freiburg, Germany: Immuno (APEP).

Die 95-Ligand Konzentration wurden in Blasenflissigkeiten und Seren bestimmt
(Abcam).

Die Messung wurde mit dem Fluostar OPTIMA Microplate Reader (BMG Labtech
GmbH, Ortenburg, Germany) durchgefihrt.

Folgende Detektionslevel wurden verwendet: IL 6: 3,13 — 200 pg/ml; IL 1a, CD 95-
Ligand: 1,37- 1.000 pg/ml; CCL 11: 15,6-1.000 pg/ml; IL 8: 31,25-2.000 pg/ml; CCL
26: 62,5-4.000 pg/ml; ECP: 2-200 ug/l.

Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert + Standardfehler vom Mittelwert dargestellt (SEM).
Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Die Daten
wurden auf ihre statistische Verteilung getestet. Normalverteilte Daten wurden
entweder mit einem Student’s t-test oder einer Einweganalyse der Varianz (ANOVA),
gefolgt von einem Tukey Nachtest ausgewertet. Nichtparametrische Tests wurden fir
nicht normalverteilte Daten verwendet.

Zur Auswertung von zwei Datengruppen wurde der Wilcoxon Rangsummentest oder
der Mann-Whitney Test verwendet. FUr mehr als zwei Datengruppen nutzten wir den
Muskal-Wallis Test, gefolgt vom Benferroni Nachtest. Ein p Wert < 0,05 wurde als

statistisch signifikant bewertet.
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2.3 Ergebnisse

Das bullése Pemphigoid ist assoziiert mit eosinophilen Granulozyten im peripheren
Blut und mit der Ansammlung Eosinophiler in der Blasenflissigkeit. Die Eosinophilie
im Blut wurde bereits als charakteristisch fir das bullése Pemphigoid definiert. ©)
Diese Studie bestétigte, verglichen mit den gesunden Kontrollen, eine signifikante
Eosinophilie im peripheren Blut bei Patienten mit BP (p<0,05).

Des Weiteren konnte die Studie starke Ansammlungen von eosinophilen
Granulozyten in den Blasenflissigkeiten der BP Patienten bestétigen. Die
Blasenpunktate enthielten eine aufféllig hohe Anzahl von Eosinophilen, mit 2,6 *
0,8x108 Zellen pro ml Blasenfliissigkeit.

Vermehrte Zellaktivierung von eosinophilen Granulozyten im Blut,
Blasenfliissigkeit und Haut von Patienten mit bullosem Pemphigoid

Die Aktivierung der eosinophilen Granulozyten von Patienten mit bullésem
Pemphigoid wurden durch die Expression von CD69 getestet. CD69 ist bereits ein
gut etablierter Marker fiir die Aktivierung von Eosinophilen.@3)

Hiermit konnten wir eine signifikant erhéhte Expression von CD69 bei Eosinophilen
aus dem peripheren Blut von Patienten mit BP, im Vergleich zu gesunden Kontrollen
p < 0,01) feststellen.

Des Weiteren untersuchten wir die Aktivierungsmuster von eosinophilen
Granulozyten in Hautlasionen und Blasenflissigkeiten durch Immunfluoreszenz.

Um die Eosinophilen aus den Hautldsionen und den Zytospins zu identifizieren,
wurden die Zellen mit Antikbrpern gegen MBP gefarbt. Dieser Antikdrper ist ein
spezifischer Marker fiir eosinophile Granulozyten. 4

Eine deutliche Expression von CD69 konnte bei Eosinophilen aus Hautlasionen
beobachtet werden. Zudem bei den Zellen aus den Blasenpunktaten von Patienten
mit bulldésem Pemphigoid. Die Isotopenkontrollfarbung zeigte sich negativ.

Im Gegensatz dazu zeigten sich in den Blasenflissigkeiten der gesunden Kontrollen
keine Ansammlungen eosinophiler Granulozyten und keine CD69 Positivitét.
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Da Eosinophile Eotaxine freisetzen, welche in Hauterkrankungen auftreten und unter
der Berlcksichtigung das die hauptséachliche Immunantwort beim bullésen
Pemphigoid von TH2 Lymphozyten vermittelt wird, haben wir die Expression von
CCL26, CD69 und MBP positiven eosinophilen Granulozyten analysiert.(526)

Es zeigte sich eine Expression von CCL26 bei aktivierten Eosinophilen in vom
bullésen Pemphigoid befallen Hautarealen, ebenso wie in den entsprechenden
BlasenflUssigkeiten.

Erhohte Expression von CD11b auf eosinophilen Granulozyten aus peripherem
Blut

CD11b ist bei der Zelladh&sion und -transmigration von Eosinophilen aus dem Blut
ins Gewebe beteiligt.?”) Die Expressionsniveaus von CD11b wurden getestet, um zu
bestimmen, ob die Transmigrationsfahigkeit bei eosinophilen Granulozyten von BP
Patienten in Hautlasionen und Blasenflissigkeiten verstarkt ist. Die
Oberflachenexpression von CD11b zeigte sich bei Eosinophilen von BP Patienten

héher als bei den eosinophilen Granulozyten gesunder Spender (p<0,05).

Hohe Konzentrationen von Chemokinen und Zytokinen in Blasenfliissigkeiten,
Seren und Uberstinden aus kultivierten eosinophilen Granulozyten von
Patienten mit bullésem Pemphigoid

Wie oben dargestellt konnten wir zeigen, das Eosinophile aus peripherem Blut von
BP Patienten hoch aktiviert sind. CD69 positive eosinophile Granulozyten aus der
Haut und BlasenflUssigkeit von Patienten mit bullésem Pemphigoid exprimieren
CCL26. Verschiedenste Chemokine und Zytokine finden sich vermehrt in
Blasenflissigkeiten und Seren von BP Patienten.

Auf die Ergebnisse gestltzt, testeten wir die Konzentrationen von Zytokinen und
Chemokinen in Blasenflissigkeiten und Seren und verglichen die Ergebnisse mit
denen aus den Uberstéanden von kultivierten Eosinophlen aus dem peripheren Blut
von BP Patienten.(1¥)

Zunachst wurden 1x10¢ Eos von BP Patienten pro ml fiir 24 h in Medium kultiviert.
Danach wurden die Uberstande durch ELISA auf das Vorkommen von Zytokinen
getestet. Parallel dazu wurden die entsprechenden Blasenflissigkeiten und Seren

analysiert.
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In der Blasenfllssigkeit konnten deutlich héhere Konzentrationen von IL-6 (p <
0,001), IL-8 (p < 0,001), IL-1a (p < 0,05), CCL-11 (p < 0,001) und ECP (p < 0,05) als
in den Seren gefunden werden. Ahnliche Beobachtungen konnten wir fiir CCL-26
machen.

Beim Vergleich der Uberstidnde mit den Blasenfliissigkeiten fanden wir signifikant
héhere Konzentrationen von IL-6 (p < 0,01), IL-8 (p < 0,01) und CCL-11 (p < 0,001)
in den Blasenflissigkeiten. Hierbei zeigten sich jedoch die ECP-Konzentration in den
Uberstinden héher als in der Blasenfliissigkeit (p < 0,01).

Die Seren mit den Uberstanden vergleichend, zeigten sich héhere Konzentration von
IL-6, IL-1a und ECP in den Uberstanden. Diese Erhdhung war nicht statistisch
signifikant. IL-8 konnte in den Seren nicht detektiert werden. CCL-11 und CCL-26
wiesen héhere Konzentrationen in den Seren als in den Uberstanden auf (p<0,05).

Vermehrte Apoptose von eosinophilen Granulozyten aus dem peripheren Blut
bei Patienten mit bullbsem Pemphigoid

Bei eosinophieln Granulozyten von Patienten mit atopischer Dermatitis geht die
Eosinophilie mit einer verzégerten Apoptose einher. Um herauszufinden, ob die
erhéhte Eosinophilie im peripheren Blut von BP Patienten ebenfalls mit einer
verspateten Apoptose einhergeht, bestimmten wir die apoptotisch gewordenen
Zellen von BP Patienten und verglichen diese mit den Eosinophilen von gesunden
Kontrollen.(?8)

Nach 24 h in Zellkultur konnten wir eine deutlich erhdhte Anzahl apoptotisch
gewordener eosinophiler Granulozyten von BP Patienten beobachten (p < 0,01).

Direkt nach der Zellisolation zeigte sich zwischen den Proben der Patienten mit
bullésem Pemphigoid und denen der gesunden Spender noch kein signifikanter
Unterschied der in Apoptose befindlichen Zellen.

Der CD95 Oberflachenrezeptor und der CD95-Ligand leiten die Signalkaskade zur
Zellapoptose ein. Deshalb untersuchten wir die Expression von CD95 auf
eosinophilen Granulozyten aus dem Blut von BP Patienten. Direkt nach der
Zellisolation konnten mittels FACS Analyse keine Unterschiede in der Expression von
CD95 zwischen Eosinophilen von BP Patienten und Eosinophilen gesunder
Kontrollen gefunden werden. Weder in Bezug auf die mittlere Fluoreszenzintensitat,
noch beim prozentualen Anteil der CD95 positiven Zellen.
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Gegenteilig dazu konnten wir nach 24 h Zellkultur eine signifikant héhere CD95
Expression bei eosinophilen Granulozyten von BP Patienten im Vergleich mit den
Eosinophilen gesunder Kontrollen beobachten. Diese Beobachtung basierte
ebenfalls auf der mittleren Fluoreszenzintensitat (p < 0,05) und dem prozentualen
Anteil CD95 positiver Eosinophiler.

Aufgrund dieser Erkenntnis bestimmten wir die Konzentrationen des CD95-Liganden
in Blasenfllssigkeiten und Seren von BP Patienten. Wir konnten nachweisen, dass
der CD95-Ligand in den Blasenflissigkeiten bei Patienten mit bullésem Pemphigoid
signifikant héher vorhanden ist als in den Seren (p < 0,01).
CD95-Ligand

Kontrollblasenflissigkeiten noch in den Kontrollseren detektiert werden.

Im  Gegensatz  dazu konnte  der weder in  den
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Da die Eosinophilen in vitro eine deutlich vermehrte Apoptose zeigten, analysierten
wir den Apoptosestatus von eosinophilen Granulozyten aus Hautlasionen und
Blasenflissigkeiten von BP Patienten.

Die Expression von Kaspase 3 ist ein friihes Zeichen fiir die begonnene Apoptose.®?
Flr diese Untersuchung wurden Hautbiopsien und Zytospins der Blasenfliissigkeiten
von Patienten mit bulldésem Pemphigoid mit Antikdrpern gegen MBP und Kaspase 3
gefarbt. Sowohl die MBP positiven Eosinophilen, welche sich in den Hautbiopsien
befanden, als auch die Eosinophilen, welche aus den Blasenflissigkeiten gewonnen
wurden, zeigten sich positiv flir Kaspase 3.

2.4 Diskussion

Diese Studie zeigt zum ersten Mal, dass eosinophile Granulozyten in Seren,
Blasenflissigkeiten und der Haut von Patienten mit bulldésem Pemphigoid hochgradig
aktiviert sind. Dies wird dargestellt Uber die Expression des Aktivierungsmarkers
CD69.

Zudem zeigt die Studie, dass Eosinophile sich besonders in der Blasenfllssigkeiten
von Patienten mit bulldésem Pemphigoid sammeln und, dass ihre Anzahl, getriggert
durch eine erhéhte CD11b Expression, im peripherem Blut ansteigt.

Ebenfalls zeigten sich gewebestéandige Eosinophile aus dem Blut positiv flr Eotaxin.
Des Weiteren zeigten sich erhdhte Konzentrationen von IL-6, IL-8 und IL-1a in den
BlasenflUssigkeiten von Patienten mit bullésem Pemphigoid.

Interessanterweise zeigten die eosinophilen Granulozyten, welche sich besonders in
Blut, Haut und BlasenflUssigkeit von Patienten mit bullésem Pemphigoid sammeln,
frihe Anzeichen von Apoptose. Besonders die in Blasenflissigkeit und Haut
befindlichen Zellen zeigen dies mit einer erhéhten Kaspase 3 Expression. Dies wird
durch die Externalisierung von CD95 und den Anstieg der Annexin Expression bei
eosinophilen Granulozyten aus dem peripheren Blut bestatigt.

In unserer Studie zeigen wir, dass sich bis zu drei Millionen Eosinophile in einem ml
Blasenflissigkeit von Patienten mit bullésem Pemphigoid akkumulieren.

Bisher wurde die Ansammlung von Eosinophilen nur durch ihre Histologie
beschrieben und nicht durch direkte Zellauszahlung aus der Blasenflissigkeit.®
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Diese intensive Ansammlung von eosinophilen Granulozyten hat eine groBe
pathophysiologische Auswirkung auf die lokale Entzindungsreaktion bei Patienten
mit bulldésem Pemphigoid und kdnnte eine wichtige Ursache fir den lokalen Juckreiz
darstellen.

Die Akkumulation von Eosinophilen in Hautlasionen bericksichtigend, ist die
Beobachtung der hohen Aktivierung der Eosinophilen von BP Patienten in
peripherem Blut besonders interessant. Ebenso wie die erhdhte Expression von
CD11b, welches bei der Transmigration und Adhasion von Eosinophilen
Granulozyten involviert ist.(?”)

Ein Novum dieser Studie ist der Vergleich von Blasenflissigkeiten und Seren sowie
die Analyse der Uberstdnde von kultivierten Eosinophilen derselben Spender. Die
Hbéhe der Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-8, CCL-11 und 26, ECP und IL-1a
wurden fir jeden BP Patienten analysiert.(39.31)

Diese Daten konnten durch die Datenerhebung anderer bestatigt werden, die
ebenfalls hohe Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in Blasenflissigkeiten und Seren
bei Patienten mit bulldsem Pemphigoid zeigten.

Die erhdhten Konzentration von IL-6 und IL-8 in den Uberstdnden kultivierter
Eosinophiler von BP Patienten zeigen, dass Eosinophile zusammen mit den
Keratinozyten moglicherweise eine Rolle in der Produktion und Freisetzung der in der
Blasenflissigkeit vorkommenden Zytokine spielen.

Bisher ist bekannt, dass IL-6 die Differenzierung von TH1 und TH2 Lymphozyten und
die Induktion der Histaminproduktion beeinflusst.®233) Zudem wirkt IL-8
chemotaktisch auf neutrophilen Granulozyten.®4

Die Expression dieser Zytokine ist interessant, da die Ausbildung der Blasen und
Lasionen abhangig von der Infiltration autoreaktiver CD4+ T-Zellen, eosinophiler und
neutrophiler Granulozyten in die Haut ist.(*35-37)

Unsere Beobachtungen beziiglich der erhéhten Konzentrationen von CCL 11 und
CCL 26 in den Blasenflissigkeiten und Seren von Patienten mit bullésem
Pemphigoid decken sich mit anderen Untersuchungen.(7:38)

Die Expression von Chemotaxinen wie CCL 11 durch Eosinophile aus dem
peripheren Blut und CCL 26 von gewebsstandigen Eosinophilen, wie in unserer
Studie dargestellt, kdnnte nicht nur die vermehrte Akkumulation von Eosinophilen
erklaren, sondern ebenso die Ansammlung CD4+ T-Zellen und neutrophilen
Granulozyten in den Hautldsionen. Da CCL 26 die Rekrutierung von Thi
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Lymphozyten Gber CCR 1 und CCR 5 blockiert, kann die Expression von CCL 26
durch die Eosinophilen die Th2 Immunantwort bei Patienten mit bullésem
Pemphigoid verstarken.®9)

So kdnnen die hohen Konzentrationen von ECP in den Blasenflissigkeiten von
Patienten mit bulldsem Pemphigoid und in den Uberstanden der kultivierten
Eosinophilen einen Beweis fur die entscheidende Rolle der Eosinophilen beim
bullésen Pemphoigoid liefern. Wie in unserer Studie gezeigt.“?

Zuséatzlich fanden wir niedrige Konzentrationen von IL-1a in den Blasenflissigkeiten
von BP Patienten. Dies stimmt mit bereits ver6ffentlichten Daten iberein. 0

Obwohl die Konzentration in den Blasenflissigkeiten nur gering war, waren die
exprimierten IL-1a Konzentration von isolierten peripheren Eosinophilen etwa
genauso hoch wie die Konzentration in den Blasenflissigkeiten. Diese Entdeckung
kdnnte, das hohe proinflammatorische Potenzial von IL-1a bertcksichtigend, fir die
Schwere der Blasenbildung und Inflammation bei Patienten mit Bullésem Pemphigoid
von hoher Relevanz sein.*")

IL-1a aktiviert die Gelatinase B (MMP9), eine vermutliche Komponente bei der
Blasenbildung in Patienten mit bullésem Pemphigoid. (424344

Gelatinase B wird sowohl von neutrophilen Granulozyten als auch von eosinophilen
Granulozyten exprimiert.*4)

Die Expression von Gelatinase B durch eosinophile Granulozyten bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen wurde beschrieben, wohingegen Eosinophile von
gesunden Spendern sehr geringe Mengen dieses Enzyms freisetzen.4547)

Da die Zellwanderung zur Basalmembran, wie in der Eosinophilen Zellreihe 15HL-60
dargestellt werden konnte, in IgG-Abhangigkeit ohne eine Spaltbildung erfolgt, ware
es interessant, die durch eosinophile Granulozyten freigesetzte Gelatinase B als
mdéglichen kausalen Faktor flr die Spaltbildung bei BP Patienten zu analysieren.
Neben der Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und ihrem Zytokinprofil,
konnten wir zeigen, dass die Anzahl Eosinophiler im peripheren Blut von BP
Patienten wesentlich erhdht ist. Zudem zeigen diese Zellen, verglichen mit den Zellen
gesunder Spender, eine héhere Anzahl von apoptotischen Eosinophilen.

Des Weiteren zeigen Eosinophile von BP Patienten im Vergleich zu den eosinophilen
Granulozyten gesunder Spender eine vermehrte Oberflachenexpression des
Zelltodrezeptors CD95. Dieses Resultat ist sehr interessant, da bei atopischen
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Krankheiten, wie z.B. der atopischen Dermatitis, die Ansammlung eosinophiler
Granulozyten im peripheren Blut mit der Inhibition der Apoptose einhergeht.#849)
Dieses Ergebnis lieB uns die Hypothese aufstellen, dass die durch den CD95-
Liganden vermittelte Apoptose méglicherweise eine wichtige Rolle fiir das Uberleben
der eosinophilen Granulozyten von Patienten mit bullésem Pemphigoid spielt.

Die Aktivierung der CD95/CD 95-Ligand Signalkaskade wird Uber eine spezifische
Bindung vermittelt. Diese Bindung kann sowohl durch den membranstéandigen CD95-
Liganden (mCD95), welcher von T-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Monozyten
exprimiert wird, als auch durch den léslichen CD95 Liganden (sCD95) vermittelt
werden. (50.51.52)

Die Konzentration von sCD95-Liganden in den Seren der BP Patienten zeigte sich im
Vergleich zu Seren gesunder Probanden deutlich erhéht. Dies erklart die vermehrte
Apoptose von eosinophilen Granulozyten im Blut von BP Patienten, verglichen mit
den Eosinophilen gesunder Spender.

Die vermehrte Apoptose wurde zudem durch die Expression von Kaspase 3 durch
gewebsstandige Eosinophile von BP Patienten und Eosinophilen aus den
Blasenflissigkeiten von BP Patienten bestatigt.

Zudem sind eosinophile Granulozyten in der Lage inflammatorische Zytokine und
Granulaproteine freizusetzen, welche ihrerseits die Immunreaktion beim bullésen
Pemphigoid modulieren.

Bemerkenswert ist, dass die Anhaufung der eosinophilen Granulozyten beim
bulldésen Pemphigoid nicht mit einer Inhibition der Apoptose einhergeht, wie es in
anderen entzindlichen Hauterkrankungen, z.B. der atopischen Dermatitis, der Fall
ist.(#8)

In weiterfihrenden Studien kdnnte der Einsatz einer NC14A knockout-Maus, welche
einen dem bulldsen Pemphigoid &hnlichen Phanotyp entwickelt, erwagt werden.
Damit kénnte der Einfluss der Eosinophilen auf die Immunreaktion im Detail evaluiert
werden.®3)

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie einen neuen Aspekt in Bezug auf
die funktionelle Aktivitat und Beteiligung der eosinophilen Granulozyten bei Patienten
mit bullésem Pemphigoid.

34



3  Kurzzusammenfassung

Das bullése Pemphigoid ist eine akute, als auch chronische blasenbildende
Autoimmunerkrankung der Haut, welche bei alteren Menschen ab der sechsten
Lebensdekade deutlich hdufiger vorkommt als bei Jingeren.

Die Schwere der Erkrankungen und ihre Prognose hangen mafgeblich vom
Therapieansprechen ab.

Der Pathomechanismus des bullésen Pemphigoids, als auch seine Ursachen sind
noch nicht endgultig verstanden.

Ein haufiger Befund beim bullésen Pemphigoid ist eine ungewéhnlich hohe Anzahl
eosinophiler Granulozyten im peripheren Blut, die Eosinophilie.

Ob die eosinophilen Granulozyten einen Einfluss auf Schwere und Verlauf des
bulldésen Pemphigoids austben und in welcher Form sie zur Symptomentwicklung

beitragen ist ebenfalls noch nicht endgultig erforscht.

Das Ziel dieser Dissertation war es die funktionelle Aktivitdt von eosinophilen
Granulozyten bei Patienten mit bulldésem Pemphigoid zu bestimmen und diese mit
der Zellaktivitat bei gesunden Spendern zu vergleichen.

Hierzu isolierten wir die eosinophilen Granulozyten aus dem peripheren Blut von 25
Patienten mit bullésem Pemphigoid und 10 gesunden Spendern.

Zudem untersuchten wir Seren und Blasenflissigkeiten, ebenfalls BP Patienten und
gesunde Spender vergleichend, auf Zytokine und Chemokine die eosinophile
Granulozyten bei der Degranulation freisetzen.

Zur Komplettierung untersuchten wir Gefrierschnitte von Hautbiopsien von Patienten
mit bulldésem Pemphigoid.

Wir konnten zeigen das eosinophile Granulozyten in Blut, Haut und Blasenflissigkeit
bei Patienten mit bullésem Pemphigoid besonders stark aktiviert sind. Zudem konnte
eine deutlich héhere Expression des Aktivierungsmarkers CD69 von eosinophilen
Granulozyten von BP Patienten als von eosinophilen Granulozyten von gesunden
Kontrollen dargestellt werden.
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Ferner zeigte sich das zur Zelladhdsion anregende CD11b deutlich erhéht bei

eosinophilen Granulozyten aus dem Blut von BP Patienten.

Diese Tatsache kann mdoglicherweise die erhebliche Ansammlung von eosinophilen
Granulozyten in Blasenflissigkeit von BP Patienten (1x10 6 pro ml Blasenflissigkeit)
erklaren.

Einen Hinweis auf die Auswirkung von eosinophilen Granulozyten auf die
Auspragung und den Verlauf des bullbsen Pemphigoids konnten wir mit dem
Nachweis von CCL 26 in Haut und Blasenflissigkeit von BP Patienten liefern. CCL
26 wird von aktivierten eosinophilen Granulozyten exprimiert.

Zudem konnten wir zeigen das eosinophile Granulozyten von BP Patienten IL-6, IL-8
und IL-1a in der Blasenflissigkeit freisetzen. Diese tragen zum Erhalt der zellularen
Entzindungsreaktion in der Haut von BP Patienten bei.

Zur Untersuchung der Apoptoseaktivitdt nutzten wir die Bestimmung des
externalisierten CD95 und von Kaspase 3 Positivitat. Hier zeigte sich die Apoptose
von kultivierten Eosinophilen von BP Patienten deutlich erhéht. Zudem zeigten die
Kaspase 3 positiven Eosinophilen in betroffener Haut von BP Patienten und
zugehoriger Blasenflissigkeit ebenfalls eine beginnende Apoptose.

Diese Ergebnisse liefern neue pathophysiologische Aspekte des bullésen
Pemphigoids in Bezug auf ein starkes Aktivierungsmuster von eosinophilen
Granulozyten im peripheren Blut, der Haut und der Blasenflissigkeit von BP
Patienten.

Um den Einfluss der eosinophilen Granulozyten auf die Immunreaktion bei BP
Patienten exakt zu Verstehen und damit gegebenenfalls neue Angriffspunkte flr

Therapieansatze zu liefern, sind weitere Studien notwendig.

36



37



4 Abkurzungsverzeichnis

ACE

BP

BF

ELISA

Eos

FACS

FCS

INH

NSAR

RT

Angiotensin converting enzyme
bulléses Pemphigoid
Blasenfllissigkeit

Enzyme-linked Immunosorbant Assay
eosinophile Granulozyten
Fluorescence-activated cell sorting
Fetal calf serum
Isonicotinsaurehydrazid
nichtsteroidale Antirheumatika

Raumtemperatur
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