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DFP-Literaturstudium

cpidermolysis bullosa:
Diagnostik und Therapie

Epidermolysis bullosa [EB) umfasst eine Gruppe geno- und phénotypisch heterogener erblich beding-
ter Hauterkrankungen, die durch eine Ubersteigerte mechanische Fragilitat der Haut und hautnahen

Schleimhauten gekennzeichnet sind. Der Artikel gibt einen Uberblick Uber verschiedene Subtypen sowie
die aktuellen diagnostischen und therapeutischen Optionen in der Behandlung von EB-Patienten.

Von Dr. Tobias Welponer, Univ.-Prof. Dr. Martin Laimer und Dr. Christine Prodinger

> Miteiner geschatzten Pravalenz von 1:20.000-1:100.000
(Europa und USA) zahlt Epidermolysis bullosa (EB) zu den

«l2

,Orphan Diseases”.”” Dieser mechanobull6sen Genoderma-
tose liegen Storungen der strukturellen und funktionellen
Integritat der intraepidermalen Adhasion und dermoepider-
malen Adhérenz an Haut und Schleimhéuten zu Grunde.
Das phéanotypische Spektrum reicht von lokal auf mecha-
nisch exponierte (z.B. akrale) Regionen begrenzten Formen
mit weitgehend normaler Lebenserwartung bis hin zu frith
letalen Varianten mit generalisierter, spontaner Blasenbil-
| |||” dung und Multiorganbeteiligung. Diese Variabilitat basiert
auf einer genotypischen Heterogenitat, die zumindest 20
mutierte Gene umfasst, welche essentielle Komponenten
der intra- und dermo-epidermalen Verankerungsstruktu-
ren, wie Adhasionsmolekiile, Desmosomen, Hemidesmo-

somen und Ankerfibrillen, kodieren (siehe Abb. 1).>*

Die Ebene, in der sich diese Proteine innerhalb der Basal-
membranzone bzw. Interzellularkontakte befinden, be-
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Abb. 1 Schematische Darstellung der dermo-epidermalen Junktionszone. Mutationen
in Genen, die Strukturkomponenten wie Keratinfilamente des Zytoskeletts,
Adhasionsmolekiile, Hemidesmosomen, Intermediarfilamente, Aktin-Mikrofilamente,
Ankerfibrillen der Epithelien und Fokalkontakte kodieren, liegen den Formen der
Epidermolysis bullosa zugrunde.

stimmtdie ultrastrukturelle Lokalisation der Blasenbildung.
Neben dem priméaren Gendefekt sowie der daraus resultie-
renden quantitativen (Fehlen oder Reduktion) und qualita-
tiven (gradueller Funktionsverlust) Stérung der Proteinex-
pression beeinflussen auch sekundére epigenetische und
biochemische Faktoren (z.B. tiber die Trauma-vermittelte
Induktion chronischer, sodann unproduktiver Entziin-
dungskaskaden mit dysfunktionalem Tissue Remodelling)
sowie Umweltfaktoren den klinischen Schweregrad.®’
Zudem werden die betroffenen Indexgene unter anderem
auch in Epithelien des Respirations-, Urogenital- und Ga-
strointestinaltraktes sowie in mesenchymalem Gewebe
(Skelettmuskulatur) fehlerhaft exprimiert, wodurch sich
auch priméar EB-typische extrakutane und prognostisch re-
levante Symptome manifestieren kénnen. EB ist daher als
Systemerkrankung mit signifikanter Morbiditat und Mor-
talitat anzusehen, deren Behandlung einen spezialisierten,
multi- und interdisziplindren Zugang erfordert.”
Entsprechend der ultrastrukturellen Spaltbildungsebene
sowie klinischer und molekularer Spezifika wird EB in vier
Haupttypen unterteilt (siche Tab. rechts).”

Symptome

Zumeist manifestiert sich die EB direkt bei der Geburt oder
in den ersten Tagen postpartal mit Blasen und Erosionen.
Insbesondere sind dabei Hautareale betroffen, die mecha-
nischer Belastung besonders ausgesetzt sind. Die frithen
klinischen Symptome korrelieren jedoch unzureichend mit
einem speziellen EB-Subtyp und damit der Prognose. Dif-
ferentialdiagnostisch miissen beim Neugeborenen mit Bla-
senbildung zudem andere - haufigere - Ursachen (trauma-
tisch, metabolisch, hamatologisch, infektiologisch, medika-
mentds, autoimmun vermittelte) ausgeschlossen werden
(siehe Abb. 3).'°

Entsprechend den erhobenen Befunden ist es mdglich, den
jeweiligen EB-(Sub-)Typ zu definieren, wobei sich mittels
Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) und Immun-
fluorimetrischen Antigen-Mappings (IFM) in der Regel die
Spaltebene bestimmen ldsst, die eine Haupttyp-Zuordnung
ermdglicht. Der klinische Phanotyp wird beschrieben, in-
dem der relative Schweregrad (mild, intermediar, schwer)
und das Verteilungsmuster (lokalisiert, generalisiert) ange-
geben werden - ggf. werden charakteristische Symptome
wie zum Beispiel Pseudosyndaktilie (Verwachsungen, Kon-
trakturen an Fingern/Zehen) ebenfalls angefiihrt. coo

Abbildung: Prodinger; Fotos: Hametner



Abb. 2: (Extrakutane) Komplikationen bei EB
A: Chronische Wundareale mit Blasen, Erosionen und atrophen Narben. B: Vernarbungen und Verwachsungen von Fingern (mutilierende Pseudosyndaktylie).
C: Aggressives Plattenepithelkarzinom am Ellbogen eines RDEB-Patienten. D: Ausgepréagte Dystrophie bei einer jugendlichen RDEB-Patientin.

Ebene der
Blasenbildung

EB-(Haupt-)Typ

Vererbung

P Die vier Haupttypen der Epidermolysis bullosa

Mutierte Gene

(Ziel-)Proteine

Subtypen (Auszug)

Intraepidermal

EB simplex (EBS)

Autosomal dominant

KRTS5, KRT14, PLEC,
KLHL24

Keratin 5 und 14,
Plectin, Kelch-like
member 24

EBS lokalisiert
EBS generalisiert-intermediar
EBS generalisiert-schwer

Autosomal rezessiv

KRT14, DST, EXPH5,
PLEC, CD151

Keratin 14, Bulldses
Pemphigoid-Antigen
(BPAGT1e, BP230),
Exophilin 5, Plectin,
Tetraspanin 24

EBS generalisiert

EBS generalisiert mit
muskuldrer Dystrophie
EBS generalisiert mit
Pylorusatresie

EBS lokalisiert

LAMA3, LAMBS,

Laminin 332,
Typ-17-Kollagen,

JEB generalisiert-schwer
JEB lokalisiert

Junktional Junktionale EB (JEB) | Autosomal rezessiv LAMC2, COL17A1, Integrin a6B4 JEB inversa
ITGAG, ITGB4, ITGA3 Integrin o3 Su’bunit JEB mit Spatmanifestation
& LOC-Syndrom
DDEB generalisiert
Autosomal dominant | COL7A1 Typ-7-Kollagen DDEB lokalisiert
DDEB prétibial
RDEB generalisiert-schwer
. RDEB generalisiert-intermediar
Dermal Dystrophe EB (DEB) | Autosomal rezessiv COL7A1 Typ-7-Kollagen RDEB inversa
RDEB pruriginosa
Autosomal dominant
und rezessiv (com- COL7A1 Typ-7-Kollagen DEB generalisiert-schwer
pound heterozygot)
Gemischt Kindler-Syndrom Autosomal rezessiv FERMT1 Kindlin-1

Quelle: Prodinger
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Ausschluss von Differentialdiagnosen

Diagnostik

Goldstandard der Diagnostik ist die Mutationsanalyse,
wobei moderne molekulare Diagnoseverfahren (zum Bei-
spiel Next Generation und Panel Sequencing) auch die
Identifikation neuer EB-(Sub-)Typen ermoglichen. So
konnte rezent eine autosomal dominante Variante der EB
simplex durch eine Mutation im fiir eine Komponente des
Ubiquitin-Ligase-Komplexes kodierenden KLHL24 Gen
beschrieben werden, die eine exzessive Degradierung und
damit den Verlust von Keratin 14 zur Folge hat.'"™"
Einem Kindler-Syndrom dhnlichen Phanotyp liegen Mu-
tationen im CD151 Gen zugrunde, welches fiir ein Tetra-
spanin in der Basalmembranzone kodiert."*

Schliellich wurde kiirzlich eine rezessiv dystrophe EB-
Variante berichtet, die zusétzlich zu den kutanen Sympto-
men eine Zwerchfellhernie, diverse Gelenkauffalligkei-
ten, Strabismus und Amblyopie aufweist. Als ursachlich
wurde eine Mutation im PLOD3 Gen nachgewiesen, das
fur die Lysyl-Hydroxylase 3 kodiert, die ihrerseits die
posttranslationale Prozessierung von Typ-7-Kollagen re-
guliert."”

Die molekulare Charakterisierung mit Bestimmung des
fehlerhaften Proteins (mittels IF- und Mutationsanalyse)
sowie mutierten Gens, des Mutationstyps und Verer-
bungsmodus® ermdglicht schlieflich eine prazisere gene-
tische Beratung, Prognosestellung und pranatale Diagno-
stik. Sie ist zugleich auch Grundvoraussetzung fiir inno-
vative zielgerichtete therapeutische Interventionen und
somit essentiell fiir eine individualisierte medizinische
Betreuung.

Abb. 3

P Diagnostischer Algorithmus Epidermolysis bullosa

Klinischer Status (Familien-)Anamnese

| |
v

Ausschluss mikrobieller Kontamination
(z.B. Abstriche, PCR*, Serologie)

|
v v

Hautbiopsie Mutationsanalyse
(fallabhdngig Whole-Genome-, Exome-,
Cluster- oder Panel-Sequencing)

v

Histologische Evaluation

Direkte Immunfluoreszenz (DIF)**
Bestimmung der Spaltebene und
semiquantitativen Proteinexpression

A\
Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM)

Therapieprinzipien

Der Behandlungsfokus bei allen EB-Formen liegt in der Ver-
meidung von Traumata und Provokationsfaktoren sowie
der Optimierung individuell angepasster symptomatischer
Therapieanséitze.

Zentral sind eine adaquate und dem Wundstadium ange-
passte Lokaltherapie, eine optimierte Hautpflege, die die
Hautbarriere schiitzt bzw. ihren Wiederaufbau foérdert,
schmerz- und juckreizlindernde Maffnahmen sowie Ver-
meidung und Behandlung von Infektionen durch bei-
spielsweise antiseptische und intermittierende antibioti-
sche Therapien. Bei schweren Formen ist zudem auf aus-
reichende Kalorien- und Nahrstoffzufuhr zu achten und
es gilt Komplikationen der Multisystembeteiligung wie
Anamie, Osteoporose, Osophagusstenosen und hochag-
gressiv verlaufende, in chronischen Wundarealen bevor-
zugt auftretende Plattenepithelkarzinome frithzeitig zu
erkennen und zu therapieren (siche Abb. 2).'*"

Die Perspektiven molekularer, potenziell auch kurativer
Therapieoptionen bei EB sind ermutigend. Unterschied-
lichste Zugange - wie Gen-, Zell-, Protein- und RNA-basier-
te Therapien oder der Einsatz von Small Molecules - wer-
den dabei international beforscht.

Trotz teils bemerkenswerter Fortschritte ist die sichere,
(nachhaltig) effiziente und (insbesondere fir Patienten)
praktikable, breite Umsetzung dieser Strategien im kli-
nischen Alltag derzeit allerdings noch nicht wirklich ab-
sehbar.

Gentherapie

2006 wurde erstmals eine Transplantation von LAMB3
Gen-korrigierten Keratinozyten bei einem Patienten mit
einer schweren Form der autosomal rezessiven junktiona-
len EB erfolgreich durchgefiihrt. Das transplantierte Areal
zeigte sich wahrend der bislang 14-jahrigen Nachbeobach-
tungszeit strukturell und funktionell nachhaltig stabil."®
Nach demselben Prinzip wurden 2016 epidermale Stamm-
zellen gezielt mit einem viralen Vektor genkorrigiert, kul-
tiviert und anschliefend als transgene Hauttransplan-
tate auf grofRflachige Wundareale eines 7-jdhrigen Buben
mit einer schweren JEB tbertragen. Hierdurch konnte
eine Reepithelialisierung von 80 Prozent der Kérperober-
flache erreicht werden. Das gute klinische Ansprechen
korreliert mit der bis heute anhaltenden Expression von
Laminin 332."

Trotz der erfolgversprechenden klinischen Resultate
stellen Sicherheitsaspekte (in Bezug auf virale Vektoren
und ihre Genotoxizitat), aber auch die Sicherstellung ei-
ner fiir die nachhaltige Korrektur ausreichenden Anzahl
an transfizierten epidermalen Stammzellen in den Pri-
markulturen der behandelten EB-Patienten eine Heraus-
forderung dar.

Als Lokaltherapie eignet sich dieser Ansatz somit zu-
néchst fir umschriebene, stark symptomatische bzw. hin-
sichtlich des Auftretens von Langzeitkomplikationen (wie
der karzinomatésen Entartung) besonders risikobehafte-
te chronische Wunden.”

Beeindruckende préklinische Fortschritte verzeichnen
auch Genome-Editing-Technologien, die Eigenschaften von
programmierbaren Nukleasen (z.B. CRISPR/Cas9, TALEN,
Zinkfinger-Nukleasen) nutzen und deren therapeutische
Wirkung auf der Modifikation von pathologisch mutierten
Gensequenzen beruht.*"*

*Polymerase Kettenreaktion; **Paralédsionale Biopsie: durch z.B. Rotation eines Bleistiftradier-
gummis bis zur Entstehung eines Erythems oder von einer frischen (d.h. nicht &lter als 12 Stunden)
Blase an nicht-sonnenexponierter Haut (z.B. Oberarm Innenseite)

Zelltherapie
Durch Transplantationen von Knochenmark mit pluripo-

Quelle: Prodinger .. . .
tenten Stammzellen konnte bei einigen Patienten mit re-

Fotos: Hametner
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zessiv dystropher EB ein klinisches Ansprechen auch tiber
mehrere Jahre beobachtet werden. Eine signifikant erhéhte
periprozedurale Mortalitat erfordert jedoch insbesondere
bei diesem vulnerablen Patientenkollektiv vertraglichere,
weniger toxische Konditionierungstherapien sowie Trans-
plantationsprotokolle.”***

Alternative Zelltherapien mit intradermal oder intrave-
nos applizierten allogenen mesenchymalen Stromazellen
und adipogenen mesenchymalen Stammzellen fiihrte in
ersten klinischen Studien zu transient verbesserter
Wundheilung und einer Reduktion von Entziindungszei-
chen an der Haut.”” Ein klinischer Effekt konnte auch be-
reits in ersten klinischen Studien mit intradermal injizier-
ten wild-typ oder gen-korrigierten autologen Fibrobla-
sten, die neben Keratinozyten ebenfalls das bei dystro-
phen EB-Formen mutierte Typ-7-Kollagen produzieren,
gezeigt werden.***’

Auch der Effekt von induzierten pluripotenten Stammzel-
len (iPSCs), die durch Transfektion somatischer Zellen er-
zeugt und in diverse Zelltypen (z.B. Keratinozyten) diffe-
renziert werden konnen, wird bei EB im Rahmen préaklini-
scher Studien untersucht.

Potenzial scheint auch die Verwendung von autokorri-
gierten (revertanten) Patientenzellen (zum Beispiel spon-
tane Rickmutation) zur Herstellung von iPSCs zu haben.
Hierbei kann namlich auf eine iatrogene Genmanipula-
tion und die damit einhergehenden Risiken verzichtet
werden.”**

Proteintherapie

Ein weiterer kurativer Ansatz basiert auf der Substitution
des jeweils fehlenden oder fehlerhaft produzierten Prote-
ins in der Haut.

Die intravendse Anwendung eines rekombinanten Typ-
7-Kollagens und die topische Applikation eines Gels, das
ein modifiziertes, Typ-7-Kollagen-exprimierendes Herpes-
simplex-Typ-1-Virus enthalt, werden beispielsweise bereits
in klinischen Studien getestet.***!

RNA-basierte Therapie

Proteinkorrektur durch Modifikationen auf RNA-Ebene
wird mittels ,Antisense Oligonukleotid-mediierten Exon
Skipping“ (gezielte Ausschaltung von Mutations-tragen-
den Exons) und dem ,Spliceosome-mediierten RNA-Trans-
splicing” (Korrektur von mutierten pra-RNA-Abschnitten)
erzielt. Mit letzterer Technologie konnten im praklinischen
Modell Mutationen bei EB simplex und rezessiv dystropher
EB erfolgreich korrigiert werden.****

Erste Studien mit dem Aminoglykosid Gentamycin oder
dem Immunmodulator Amlexanox, die bei Vorliegen einer
Nonsense-Mutation durch Bindung an Ribosomen zu ei-
nem ,Uberlesen” des mutationsbedingten Stopcodons fiih-
ren konnen und so die Produktion von funktionalen Prote-
inen erlauben, scheinen ebenso vielversprechend.*

Small Molecules

Als Vermittler eines , Disease-modifying“-Effektes werden
therapeutisch auch weitere sogenannte ,Small Molecules”
eingesetzt. Dazu zdhlen unter anderem topisches Calcipo-
triol, das durch Erhéhung der Expression des antimikro-
biellen Peptides Cathelicidin die endogene antimikrobiel-
le Abwehr stirken und die Wundheilung verbessern
soll,* sowie das topische Diacerein, eine Komponente der
Rhabarber-Wurzel und ein potenter Inhibitor des proin-
flammatorisch wirksamen IL-1f, das bei EBS-Patienten
nach vorlaufig publizierten Daten die Blasenbildung zu
reduzieren vermag.* «

P Faktenbox

*EB ist eine geno- und phénotypisch heterogene
Erkrankung.

* Schwere Verlaufsformen sind Multisystemer-
krankungen mit ausgepragter Morbiditat und
Mortalitat.

* Sekundére epigenetische und biochemische
Faktoren sowie Umweltfaktoren mit zum Beispiel
Induktion chronischer, systemisch wirksamer
Entziindungskaskaden haben hohe pathogeneti-
sche Relevanz.

* Haupttodesursachen sind Infektionen, Dystrophie,
Organversagen und Plattenepithelkarzinome.
Letztgenannte treten frih und multipel in chroni-
schen Wunden auf und zeigen einen aggressiven
Verlauf.

¢ Die Diagnosestellung erfolgt in Korrelation von
Klinik, Histologie, Immunfluoreszenz, molekularer
Analyse.

*Trotz innovativer, teils kausaler Ansdtze molekula-
rer Therapiestrategien ist Heilung eine mittelbar
noch wage Zukunftsperspektive. Immunmodulation
ist derweilen eine hoffnungsreiche Behandlungs-
strategie.
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Epidermolysis bullosa
CliniCum 11/2019

(Die Anzahl der richtigen Antworten ist in Klammer angegeben!)

. Welche der folgenden Aussagen ist richtig? (1 Richtige)
a) Extrakutane Manifestationen sind selten, da die betroffenen Indexgene nur
in Haut und hautnahen Schleimhduten exprimiert werden. .............. ]

b) Leitsymptom der EB ist die subtypenabhéngig variable, gesteigerte bis ex-
zessive Elastizitat der Haut sowie verminderte Resistenz gegenuber thermi-
schen Einwirkungen mit Ausbildung von Blasen, Erosionen und Krusten. . . .. g

c) Bei Neugeborenen mit Blasenbildung sollte eine traumatische, metabolische,
hamatologische, infektiologische, medikamentdse und autoimmune Genese
ausgeschlossen Werden . .. ..o ot ]

d) Das klinische Phédnomen eines revertanten Mosaizismus wird lediglich bei
EB-simplex-Patienten beobachtet, die priméar eine lokalisierte Blasenbildung
(meist palmoplantar) aufweisen......... ... i g

. Welche Aussagen zu den derzeit untersuchten Methoden/Therapieoptionen

sind richtig? (3 Richtige)
a) Bei der Genersatz-Therapie werden kultivierte Hautzellen mit einem Vektor,

der eine funktionale cDNA-Kopie des ursachlichen, mutierten Gens ent-

halt, transfiziert und als epitheliale Hautdquivalente auf Wund-areale trans-

Plantiert . . O
b) Small Molecules werden u.a. hinsichtlich Verbesserung der Wundheilung
0] ) =7 A P a
c) Zu den First-Line-Therapien zahlt die Knochenmarkstransplantation. ... ... d
d) Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) kommen in préklinischen
Tests ZUM BiNSatz. . ..o o |
. Welche der Diagnosen gehort nicht zu den vier Haupttypen? (1 Richtige)
a) EB simplex (intradermale Spaltbildung) ............. ... ... ... ...... ]
b) EB acquisita (dermolytische Spaltbildung oberhalb der Lamina densa) . . . .. O
c) Junktionale EB (Spaltbildung innerhalb der Basalmembranzone) .......... |
d) Dystrophe EB (dermolytische Spaltbildung) . ......................... a
. Welche der folgenden Aussagen zur Gentherapie ist korrekt? (1 Richtige)

a) Virale Vektoren sind sicher und kdnnen bedenkenlos angewandt werden. . .. [

b) Die Gentherapie kann aufgrund seiner Effizienz bei einem groBen Patienten-
kollektivangewandtwerden. ... i i d

c) Umschriebene, chronische, stark symptomatische bzw. hinsichtlich des
Auftretens von Langzeitkomplikationen risikobehaftete Wunden sind kein

Ziel der Gentherapie. . .. ..o.vvv e g
d) Potenzielle Off-Target-Bindestellen sind ein Sicherheitsbedenken von
CRISPR/CASY . oottt 0

. Die Therapie ist komplex und muss individualisiert werden. Welcher Aspekt

muss in der Therapieplanung nicht beriicksichtigt werden? (1 Richtige)
a) Die symptomatische Therapie gehort zu den Kernaspekten in der Betreuung

von EB-Patienten. .. ... . |
b) Konsequente Hautpflege sowie eine angepasste Lokaltherapie sind

BSSENZIEll . . o g
c) Als kurative Therapieansatze stehen derzeit mehrere zugelassene protein-

basierte Lokaltherapien zur Verfugung. .............. ... L. d
d) Anémie, Osteoporose und aggressiv verlaufende Plattenepithelkarzinome

miissen in der Therapieplanung beriicksichtigt werden . ................ ]

. Welche der folgenden Aussagen in Bezug auf den EB-Subtyp und eines der
defekten Proteine sind richtig? (3 Richtige)
a) EB simplex: Zielprotein Keratin 14 ... ............ ... ... ... ... ...... O
b) EB junctionalis: Zielprotein Laminin 332 ........ ... .. . il g
c) Dystrophe EB: Zielprotein Typ-6-Kollagen. . .......................... a
d) Kindler-Syndrom: Zielprotein Kindlin-1............... ... .o oL 0

Anzahl der richtig beantworteten Fragen:





