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l. Einleitung

I. 1. Geschichte, Epidemiologie und Pathogenese der Psoriasis

Hautveranderungen, die der Psoriasis entsprechen kdnnten, sind bereits in der Bibel
beschrieben (Sabat et al. 2007). Die erste dokumentierte Beschreibung ist im Alten
Testament (Lev 13,3) zu finden: ,Der Priester soll das Ubel auf der Haut
untersuchen. Wenn das Haar an der kranken Stelle weil3 wurde und die Stelle tiefer
als die ubrige Haut liegt, ist es Aussatz. Nachdem der Priester das Ubel untersucht

hat, soll er den Erkrankten fir unrein erklaren.”

Erstmals wurde eine schuppende Hauterkrankung im Altertum beschrieben.
Psoriasis stammt aus dem Griechischen und wird mit ,Kratze“ Ubersetzt. Der Begriff
.Psoriasis® wurde zunachst fir schuppende Hautkrankheiten unterschiedlicher

Ursache benutzt.

Erst um 1841 wurde die Psoriasis von dem 0Osterreichischen Hautarzt Ferdinand
Ritter von Hebra (1816 - 1880) als eigenstandiges Krankheitsbild beschrieben und
von anderen schuppenden Hauterkrankungen abgegrenzt (zur Ubersicht siehe:
Schoén und Boehncke 2005).

Heute wissen wir, dass es sich bei der Psoriasis um eine erbliche
Dispositionserkrankung mit polygener und multifaktorieller Vererbung handelt. Es
handelt sich um eine bei Europaern sehr haufige Hauterkrankung mit einer Morbiditat

von ca. 2 Prozent (Christophers 2001).

Einige Genloci haben sich in Studien als relevant fur die Entstehung der Psoriasis
herausgestellt, besonders zu erwahnen sind die Genloci PSORS1 bis PSORSO9.
Insbesondere PSORS1 ist in 35% bis 50% der Falle mit einer Psoriasis assoziiert
(Nestle et al. 2009, Sch6én und Boehncke 2005).

Bei der chronisch-stationdren Form der Psoriasis finden sich chronische, scharf
demarkierte, dunkelrote, schuppige Plaques, die vor allem an den Streckseiten der
Extremitaten sowie auf der Kopfhaut lokalisiert sind (zur Ubersicht siehe: Wilsmann-
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Theis et al. 2008, Schén und Boehncke 2005). Die Psoriasis-Arthritis ist eine
extrakutane Manifestationsform und tritt in etwa 20% der Féalle auf (Schon und
Boehncke 2005). Neben vermuteten genetischen Faktoren spielen Umwelteinfliisse

wie Infektionen, Stress, Traumen und Rauchen sowie Alkohol eine auslosende Rolle.

Als ,Kébner-Phanomen® bezeichnet man die Entstehung einer Psoriasislasion 7 bis
14 Tage nach einem mechanischen Trauma auf zuvor unbetroffener Haut
(Wilsmann-Theis et al. 2008). Dies wird maoglicherweise durch die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine oder die Demaskierung von Autoantigenen bewirkt
(Schon und Boehncke 2005).

Wie zahlreiche Arbeiten (Camp 1998, Schén und Boehncke 2005, Nestle et al.
2009) zusammenfassen, ist die Psoriasis durch einen inflammatorischen
Hautgewebsprozess mit einer Hyperproliferation der Keratinozyten und
Hyperkeratose und gestort ablaufenden Verhornung (Parakeratose) mit der Folge
einer Verdickung der Epidermis (Akanthose) gekennzeichnet. Bei der Pathogenese
der Psoriasis ist von einer Autoimmunerkrankung auszugehen und es finden sich
eine verstarkte Angiogenese und eine Infiltration von T-Zellen, dendritischen Zellen,
Monozyten/ Makrophagen und Neutrophilen sowie eine Vermehrung von Mastzellen.
Die Vermehrung der T-Zellen wurde lange als das zentrale Ereignis in der
Pathogenese der Psoriasis betrachtet. Dieser Prozess wird unterhalten durch

proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), Interferon y

(IFN-y), IL-1B (IL = Interleukin), IL-8 und IL-12 (Bos und De Rie 1999).

Bei der Psoriasis lassen sich in der Epidermis und in der oberen Dermis CD3-positive
(CD = ,cluster of differentiation“) T-Zellen in einem gemischten entziindlichen Infiltrat
nachweisen (Schon und Boehncke 2005). Bei der Psoriasis tUberwiegen TH1-Zellen
(TH = T-Helfer), welche IFN-y sezernieren, gegenlber IL-4-produzierenden TH2-
Zellen (Wilsmann-Theis et al. 2008).

In den letzten Jahren konnte auch eine wesentliche Rolle der TH17-Zelle in der
Pathogenese der Psoriasis gezeigt werden (Wilson et al. 2007). Diese Zellen
produzieren neben IL-17 auch IL-22, IL-26 und teilweise IFN-y. Somit gilt die

Psoriasis heute als TH1/TH17-vermittelte Erkrankung.
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In betroffener Haut von Psoriasiserkrankten konnte auch gezeigt werden, dass die
Zahl von plasmozytoiden dendritischen Zellen, die Interferon a (IFN-o) produzieren,
erhoht ist (Nestle et al. 2005). Es wird vermutet, dass IFN-a ein wichtiger, die

Psoriasis induzierender Faktor ist (Nestle et al. 2009).

Auch Keratinozyten sind an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt. Sie werden
unter anderem durch TNF, IL-17, IL-20 oder IL-22 in ihrer Differenzierung beeinflusst

und produzieren selbst beispielsweise IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a (Nestle et al. 2009).

Auch gibt es Hinweise darauf, dass antiinflammatorische Faktoren wie IL-10, IL-4
und IL-5 in der Psoriasislasion relativ erniedrigt sind oder vermindert produziert
werden (Asadullah et al. 1998, Bigler et al. 1992, Gruaz-Chatellard et al. 1991,
Nickoloff et al. 1994, Schon und Boehncke 2005). Solche Verdnderungen des
Zytokinniveaus finden sich bemerkenswerterweise nicht nur in befallener, sondern
auch in unbefallener Haut (Uyemura et al. 1993, Asadullah et al. 1998, Bonifati et al.
1994, Austin et al. 1999, Reich et al. 2002, Reich et al. 2001). Dies deutet darauf hin,
dass bereits die unbefallene Psoriasishaut immunologische Abweichungen aufweist,
was auch durch die Ergebnisse, welche in der vorliegenden Arbeit erhoben wurden,

weiter unterstitzt wird.

Zytokine und Chemokine spielen in der Pathogenese der Psoriasis eine zentrale
Rolle (Schén und Boehncke 2005): IFN-y kann die Expression von MHC-Klasse-II-
Molekilen (MHC = »,major histocompatibility complex”,
Haupthistokompatibilitatskomplex) und ICAM-1 (,intercellular adhesion molecule 1%
interzellulares Adhasionsmolekil 1, synonym CD54) stimulieren. VEGF (,vascular
endothelial growth factor®, gefal3endothelialer Wachstumsfaktor) und TNF-a
stimulieren die Angiogenese. IL-1 aktiviert Mastzellen. GM-CSF (,granulocyte/
macrophage  colony-stimulating  factor,  Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor) aktiviert Neutrophile, die in der Psoriasislasion stark vermehrt
sind. IL-6 und TGF-a (,transforming growth factor o, transformierender
Wachstumsfaktor «) begunstigen die Keratinozytenproliferation, die in der
Psoriasislasion gesteigert ist. MIG (,monokine induced by interferon v“, Interferon-y-
induziertes Monokin) wird von Endothelzellen und von Makrophagen exprimiert und

lockt T-Zellen an. MIG selbst wird durch IFN-y induziert, welches selbst von TH1-
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Zellen gebildet wird. Somit wirkt dieser Mechanismus entzindungsverstarkend.
Zahlreiche weitere Zytokine und Chemokine sind an der Pathogenese der Psoriasis
beteiligt, wie bereits oben aufgefuhrt wurde. Dieser Prozess ist weiterhin Gegenstand

der aktuellen Forschung.

Ein Modell fur die Immunpathogenese der Psoriasis (Sabat et al. 2007) unterscheidet
eine Sensibilisierungsphase und eine Effektorphase:

In der Sensibilisierungsphase nehmen antigenpréasentierende Zellen, wie
dendritische Zellen und Makrophagen, Antigen auf. Dendritische Zellen prozessieren
das Antigen, reifen und wandern zu regionalen Lymphknoten, wo sie auf Ihrer
Oberflache mittels MHC-Klasse-II-Molekilen Antigenpeptide den CD4-T-Zellen
prasentieren. Hierdurch werden Effektor-T-Zellen und Gedéachtnis-T-Zellen generiert.
Die Prasentation des Antigens erfolgt iber MHC-Klasse-II-Molekile und den T-Zell-
Rezeptor (TCR). Uber MHC-Klasse-I-Molekiile werden auch CD8-T-Zellen aktiviert.

In der Sensibilisierungsphase erfolgt die Generation von Effektor-T-Zellen und
Gedachtnis-T-Zellen. Die Aktivierung von T-Zellen bedarf dreier Signale, zum Ersten
der Interaktion von MHC-Klasse-lI-Molekul mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR), zum
Zweiten der Interaktion kostimulatorischer Molekile mit ihren Liganden und zum

Dritten l6slicher Mediatoren.

Auf die kostimulatorischen Molekile auf dendritischen Zellen, Makrophagen, T-Zellen
und Mastzellen und insbesondere das ILA-System (ILA = ,induced by lymphocyte
activation”) und ICOS-System (ICOS = ,inducible costimulator®) wird in den
folgenden Kapiteln 1. 4. bis I. 6. n&her eingegangen.

Naive CD4-T-Zellen reifen in der Sensibilisierungsphase zu TH1-Zellen, TH2-Zellen
und TH17-Zellen. Die Differenzierung wird im Wesentlichen durch die l6slichen
Mediatoren bewirkt. IFN-y und IL-12 begunstigen die Differenzierung zu TH1-Zellen,
IL-6 und IL-23 beginstigen die Differenzierung zu TH17-Zellen, IL-4 beginstigt die
Differenzierung zu TH2-Zellen. TH1-Zellen produzieren vor allem IFN-y, IL-26, GM-
CSF und Tumor Nekrose Faktor B (TNF-B). TH2-Zellen sezernieren typischerweise
IL-4, IL-5 und IL-13, TH17-Zellen IL-6, IL-17 und IL-22.
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In der Effektorphase wandern immunkompetente Zellen, insbesondere T-Zellen, in
die Haut ein. Des Weiteren migrieren Monozyten/ Makrophagen, dendritische Zellen,
naturliche Killer (NK)-Zellen und neutrophile Granulozyten. Bei der Diapedese sind
Gefallendothelzellen und Chemokine beteiligt. T-Zellen migrieren nicht nur in
lasionale Psoriasishaut, sondern, wenn auch in geringerem Mal3e, auch in nicht-
lasionale, unbetroffene Haut von Psoriasiserkrankten. Letztere, obwonhl
phanomenologisch unauffallig, zeigt gegenuber der Haut gesunder Probanden eine
héhere Anzahl T-Zellen (Lowes et al. 2005). In der Psoriasislasion lasst sich sowohl
in der Epidermis als auch in der oberen Dermis eine Vielzahl CD3-positiver T-Zellen
nachweisen (Schoén und Boehncke 2005). Bei der Initierung dominieren CD4-T-
Zellen, im Verlauf der Erkrankung dominieren dann CD8-T-Zellen in der Epidermis
und CD4-T-Zellen in der oberen Dermis (Christophers und Mrowietz 2005).

Bis vor kurzem galt die Psoriasis als eine TH1-vermittelte Erkrankung, da u.a. gezeigt
worden war (Schlaak et al. 1994), dass T-Zellen aus Psoriasishaut viel IL-2 und IFN-y
produzieren und nur wenig oder kein IL-4, IL-10 und TNF-a. Kirzlich konnte auch
eine Produktion von IL-22 und IL-17 durch T-Zellen in Psoriasishaut gezeigt werden,
wodurch die Rolle der TH17-Zelle in der Pathogenese der Psoriasis an Bedeutung
gewonnen hat, wie zahlreiche neuere Publikationen belegen (Wilson et al. 2007,
Lowes et al. 2007, Fitch et al. 2007, Zaba et al. 2007, Chan et al. 2006).

In der Effektorphase werden die T-Zellen durch Makrophagen und dendritische
Zellen aktiviert. In betroffener Haut von Psoriasiserkrankten konnte gezeigt werden,
dass die Zahl von plasmozytoiden dendritischen Zellen, die IFN-o produzieren,
erhoht ist (Nestle et al. 2005). Es wird vermutet, dass IFN-o die Psoriasis induziert
(Nestle et al. 2009). Auch NK-Zellen sind in lasionaler Psoriasishaut gegeniber
gesunder Haut vermehrt. Und auch Keratinozyten beeinflussen die T-Zellen. Es ist
bekannt, dass Keratinozyten MHC-Klasse-II-Molekile und ICAM-1 exprimieren

kénnen (Griffiths et al. 1989), was auf eine Aktivierung dieser Zellen hinweist.

IFN-y spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Psoriasis in der
Effektorphase: Es kann die Immigration von Immunzellen in die Haut fordern,
Monozyten/ Makrophagen, dendritische Zellen und GefalRendothelzellen aktivierten
und MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekille sowie ICAM-1 auf Keratinozyten
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hochregulieren. Mdglicherweise spielt IFN-y bei der Aktivierung der Keratinozyten in
der Psoriasis eine Rolle. TNF-a kann TGF-a in Keratinozyten induzieren, welches die
Proliferation von Keratinozyten fordert. IL-20 und IL-22 beeinflussen als Mediatoren
die Differenzierung der Keratinozyten, was die These der zentralen Rolle von TH1-
und TH17-Zellen in der Psoriasis unterstutzt.

|. 2. Bedeutung der Mastzelle

Die Mastzelle wurde 1877 erstmals durch Paul Ehrlich beschrieben (Kneilling und
Rocken 2009). Die zentrale Rolle in der IgE-vermittelten allergischen Sofortreaktion
(wie z.B. im Rahmen der Anaphylaxie oder allergischen Rhinitis), Asthma und
Urtikaria ist seit langerem gut bekannt (Kneilling und R6cken 2009, Galli et al. 2008
a, Metcalfe et al. 1997). Nach Aktivierung sezernieren Mastzellen eine Vielzahl
gespeicherter und neu synthetisierter Mediatoren und exprimieren eine Vielzahl von
Zytokinrezeptoren an ihrer Oberflache (Lippert et al. 1998, Lippert et al. 2004 b). So
kénnen Histamin, Tryptase, Prostaglandin D, (PGD,), PDGF (,platelet-derived
growth factor®, Plattchen-abstammender Wachstumsfaktor), IL-8, IL-13, VEGF und

TNF von Mastzellen sezerniert werden (Mdller et al. 1993, Moon et al. 2010).

Hinzu kommen biologische Funktionen bei Entziindungsreaktionen, parasitaren,
bakteriellen und viralen Infektionen (Henz et al. 2001). Die Mastzelle spielt aber auch
in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Encephalomyelitis disseminata,
rheumatoider Arthritis oder Psoriasis eine Rolle (Kneilling und Roécken 2009, Metz et
al. 2007, Galli et al. 2008 b, Sayed et al. 2008, Bischoff und Kramer 2007).

Mastzellen kdnnen Histamin, TNF-a, Prostaglandine, Leukotriene sowie zahlreiche
Zytokine und Chemokine speichern; zu den von Mastzellen produzierten Mediatoren
zahlen IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, IL-18, TNF-a, transformierender
Wachstumsfaktor § (,transforming growth factor ¢, TGF-B), IFN-y, Prostaglandine,
Leukotriene, VEGF, CXCL2, CXCL10, Makrophagen-inflammatorisches Protein
(,macrophage inflammatory protein®, MIP)-1a (CCL3), MIP-13 (CCL4) (Kneilling und
Rdcken 2009, Gritzkau et al. 1998).

Als einzige Zelle in der Entzindungsreaktion ist die Mastzelle in der Lage,
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proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-8 in ihren Granula zu speichern und
nach Aktivierung zu sezernieren (Gordon und Galli 1991, Mdller et al. 1993, Grutzkau
et al. 1997). Zudem sezerniert sie chemotaktische Zytokine wie IL-6, IL-8, IL-16 und
Lymphotaktin, durch die sie Entzundungszellen, zu denen auch T-Lymphozyten
gehdren, rekrutiert und aktiviert. Durch Mediatoren wie Histamin, VEGF, TNF-o und

IL-8 ist die Mastzelle an der Angiogenese beteiligt.

Die aktivierte Mastzelle kann Wachstums- und Differenzierungsfaktoren wie IFN-y
oder TNF sowie GefalRbildungsfaktoren wie VEGF bilden und sezernieren (Kneilling
und Rocken 2009, Gritzkau et al. 1998). Mastzellen sezernieren angiogenetische
Faktoren, wodurch die Revaskularisation und Reepithelisation von geschadigtem
Gewebe begunstigt wird (Moon et al. 2010). Die Angiogenese spielt im Rahmen der
Wundheilung und des Tumorwachstums eine zentrale Rolle. Durch angiogenetische
Mediatoren kommt der Mastzelle auch in der Malignomentstehung eine Bedeutung
zu (Moon et al. 2010). Die Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten wird
induziert durch VEGF, PDGF, NGF (,nerve growth factor®, Nervenwachstumsfaktor),
welche von Mastzellen sezerniert werden kdnnen (Moon et al. 2010).

Bei bakteriellen Infektionen und Pilzinfektionen kommt der Mastzelle eine zentrale
Rolle durch Interaktion mit den antigenprésentierenden Zellen zu (Kneilling und
Rocken 2009). Die Mastzelle kann zentrale Funktionen der antigenprasentierenden
Zellen wie Antigenprasentation, Migration und Differenzierung beeinflussen.
AulR3erdem ist die Mastzelle in der Lage, Komplementrezeptoren oder CD48 zu

exprimieren.

Nach Stimulation kdénnen Mastzellen MHC-Molekile exprimieren, sind an der
Antigenerkennung beteiligt und beeinflussen durch die Produktion von IFN-y und IL-4
moglicherweise die Differenzierung der T-Zellen in TH-Zellen des Subtyps TH1 und
TH2 (Metcalfe et al. 1997).

Mastzellen sind also auch immunkompetente Zellen, wie neuere Erkenntnisse
bestatigen (Moon et al. 2010). Mastzellen kdnnen gespeicherte Mediatoren
freisetzen, die zur Rekrutierung von Effektorzellen, wie beispielsweise neutrophilen

Granulozyten, fuhren. AuRerdem kénnen Mastzellen dendritische Zellen und T-Zellen
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aktivieren. Mastzellen exprimieren MHC-Klasse-I-Molekule auf ihrer Oberflache und
kénnen nach Stimulation mit IFN-y, TNF oder LPS (Lipopolysaccharid) auch MHC-

Klasse-lI-Molekiile exprimieren.

Eine wichtige Veranderung der Psoriasisplaque ist die Vermehrung von
Hautmastzellen, wie aus zahlreichen Untersuchungen bekannt ist (Harvima et al.
2008, Kneilling und Roécken 2009, Jiang et al. 2001). Mastzellen sind in der

lasionalen Haut von Psoriasiserkrankten in der oberen Dermis vermehrt.

Aus den vorausgegangenen Ausfuhrungen lasst sich vermuten, dass der Mastzelle
auch in der Pathogenese der Psoriasis eine Bedeutung zukommt, wie auch Harvima

et al. 2008 zusammenfassten.

Die Mastzelle kann eine grol3e Anzahl l6slicher Mediatoren sezernieren, hierzu
zahlen Proteinasen, Histamin, Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren. Die
Mastzelle kann auf ihrer Oberflache kostimulatorische Rezeptoren und Liganden, u.a.
aus der Familie der TNF-Rezeptoren-Familie, wie also z.B. ILA, sowie MHC-Klasse-
lI-Molekule exprimieren (Lippert et al. 2004 a, Lippert et al. 2007). Hiertber kann die
Mastzelle mit anderen Zellen interagieren, beispielsweise mit Endothelzellen,
Keratinozyten,  Nervenzellen, neutrophilen  Granulozyten, T-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen. Hiertiber kann die Entziindungsreaktion der Haut
begiinstigt werden. Proinflammatorische Zytokine wie Histamin, Heparin und TNF-o
aus Mastzellen kénnen in der Entwicklung und Unterhaltung der Psoriasisplaque von
Bedeutung sein, denn Heparin und Histamin beginstigen die Vasodilatation und

Angiogenese.

Die Mastzelle kann eine Vielzahl von Chemokinen, Zytokinen und
Oberflachenmolekilen exprimieren, die sie auch mit dem spezifischen, T-Zell-
vermittelten Immunsystem verknipfen (Harvima et al. 2008, Galli et al. 2005). Die
Induktion von TH17-Zellen, die bei der Psoriasis von Bedeutung sind, wird durch IL-6
und TGF-B reguliert und durch IL-23 aufrechterhalten. Diese Zytokine kénnen von
Mastzellen produziert werden (Kneilling und Rocken 2009, Harvima et al. 2008,

Kruger-Krasagakes et al. 1996).
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Im Mausexperiment mit einer transgenen Maus mit Atemwegserkrankung konnte
gezeigt werden, dass TNF-a aus Mastzellen in einer TH17-Zell-vermittelten
Entzindung die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten wesentlich beeinflusst
und damit die Entzindung unterhdlt (Nakae et al. 2007). Die Interaktion von
Mastzellen mit T-Zellen konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden (Harvima
et al. 2008, Mekori und Metcalfe 1999, Sayed und Brown 2007). Es ist bekannt, dass
Mastzellen Mitglieder der TNF-Rezeptoren-Familie exprimieren, z.B. den OX40-
Liganden und den CD30-Liganden, und so mit T-Zellen interagieren. Uber MHC-
Klasse-lI-Molekiile konnen Mastzellen den T-Zellen Antigen prasentieren und diese
aktivieren. Es ist mittlerweile auch bekannt, dass nicht nur dendritische Zellen,
sondern auch Mastzellen CD80 wund CD86 exprimieren kbénnen. Diese
Oberflachenmolekiile sind kostimulatorische Molekile fir die Aktivierung von T-
Zellen. Auch Mastzellen selbst konnen durch T-Zellen Uber einen Zell-Zell-Kontakt
aktiviert werden, was zu einer Degranulation und Migration der Mastzellen fiihren

kann.

In l&sionaler Haut von Psoriasiserkrankten sind Mastzellen in der oberen Dermis
vermehrt und Mastzellen zeigen hier eine stéarkere Expression von IFN-y als in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (Ackermann et al. 1999, Harvima et al.
2008). In der Psoriasisplaque sind ca. 70% der Mastzellen IFN-y-positiv (Kneilling
und Rocken 2009), was die bedeutende Rolle der Mastzelle in der Pathogenese der
Psoriasis weiter unterstutzt. IFN-y spielt, wie bereits ausgefuhrt, durch seine
Fahigkeit, eine Vielzahl an Zellen zu aktivieren, in der Pathogenese der Psoriasis in
der Effektorphase eine zentrale Rolle (Sabat et al. 2007).

Eine Aktivierung der Mastzelle ist auch durch IgG Uber den FcyRlla-Rezeptor
maoglich. Auf Mastzellen kann auch der 1gG-Rezeptor FcyRI (CD64) durch IFN-y
induziert werden (Harvima et al. 2008), und in lasionaler Haut von

Psoriasiserkrankten findet sich eine hohe Expression von CD64.

Mastzellen kbnnen den CD30-Liganden exprimieren. Eine Aktivierung von T-Zellen in
vitro Uber CD30 auf ihrer Membran bewirkte eine Sekretion von IFN-y durch TH1-
Zellen (Ackermann und Harvima 1998, Bengtsson et al. 2000). Auch die Mastzellen

selber konnen tber den CD30-Liganden aktiviert und zur Expression von IL-8, MIP-
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la und MIP-1p stimuliert werden (Ackermann und Harvima 1998).

TNF-a ist ein in der Pathogenese der Psoriasis wesentliches Zytokin (Sabat et al.
2007, Harvima et al. 2008), was durch die therapeutische Effektivitat von TNF-a-
Blockern bestatigt wird. Es ist bekannt, dass Mastzellen TNF-a speichern kdnnen
und in der Haut von Psoriasiserkrankten vermehrt sind (Harvima et al. 2008,
Ackermann et al. 1998). TNF-a kann TGF-a in Keratinozyten induzieren, welches die
Proliferation von Keratinozyten fordert. TNF-o bewirkt eine Expression von
Adhasionsmolekilen, Chemokinen und Zytokinen, die den Einstrom von

Entziindungszellen in das Gewebe beginstigen (Jiang et al. 2001).

Die Mastzelle enthalt in ihren Granula gro3e Mengen Tryptase. Die Bedeutung von
Tryptase in der Entstehung der Psoriasis ist nicht geklart (Harvima et al. 2008). Es ist
jedoch aus in-vitro-Versuchen bekannt, dass Tryptase in der Angiogenese von
Bedeutung ist. Tryptase kann Endothelzellen zur Produktion von Monozyten-
chemotaktischem Protein (,monocyte chemotactic protein, MCP)-1 und IL-8
stimulieren, die wiederum neutrophile Granulozyten und andere Immunzellen
anlocken. Auch ist bekannt, dass Tryptase mononukledre Zellen des Blutes zur
Produktion von TNF-a, IL-6 und IL-1p, neutrophile Granulozyten zur Sekretion von IL-
8 und T-Zellen zur Freisetzung von IL-6 stimulieren kann. Tryptase kann auch
autokrin und parakrin eine Aktivierung von Mastzellen bewirken und kann damit eine
Potenzierung der Inflammation bewirken. Tryptase kann auch Keratinozyten
aktivieren und damit deren Phagozytosefahigkeit begiinstigen (Sharlow et al. 2000),
eine Expression von ICAM-1 bewirken und die Freisetzung von IL-8 begtinstigen.

Histamin, welches von Mastzellen sezerniert wird, kann Keratinozyten tber den H1-
Rezeptor zu einer vermehrten Expression von IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF-a, ICAM-1

stimulieren (Harvima et al. 2008).

Mastzellen konnen immunologisch oder auch mechanisch aktiviert werden (Kneilling
und Ro6cken 2009). In nicht-lasionaler Haut von Psoriasiserkrankten wurde
experimentell ein Kobner-Phanomen ausgeldst. Dabei wurde eine erste Vermehrung
von Mastzellen am 4. Tag nach Stimulation und mit einem Maximum am 14. Tag,

gleichzeitig mit dem Erscheinen des Kobner-Phdnomens, beobachtet (Toruniowa
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und Jablonska 1988). Dies legt die Bedeutung der Mastzelle und ihrer Mediatoren

bereits bei der Entstehung der Psoriasis nahe.

|. 3. Bedeutung der T-Zelle

Es ist bekannt, dass T-Zellen ihrerseits mit Mastzellen interagieren (Mekori und
Metcalfe 1999, Sayed und Brown 2007). Der Kontakt zwischen Mastzellen und T-
Zellen ist bidirektional. So konnte gezeigt werden, dass durch Zellkontakte zwischen
T-Zellen und Mastzellen eine Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
Histamin, IL-6 und TNF-a durch Mastzellen erfolgt (Bhattacharyya et al. 1998).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Zytokine, die von Mastzellen sezerniert
werden, wie IL-16 und Lymphotaktin, T-Zellen zur Migration beeinflussen und dass
die Zytokine IL-4 und IFN-y, die ebenfalls von Mastzellen sezerniert werden, T-Zellen
zur Differenzierung und Proliferation anregen (Romagni 1997, Mekori und Metcalfe
1999). Wie schon im vorhergehenden Abschnitt erwahnt, prasentieren Mastzellen,
obwohl sie nicht zu den professionellen antigenprasentierenden Zellen gehdren, den
T-Zellen Antigene und sie leiten die Adh&sion der T-Zelle an Fibroblasten ein (Meng
et al. 1995).

Die Rolle der T-Zelle in der Pathogenese der Psoriasis ist eminent. Wie schon
ausgefihrt, lassen sich in der Epidermis und in der oberen Dermis CD3-positive T-
Zellen nachweisen (Schén und Boehncke 2005). IFN-y sezernierende TH1-Zellen
Uberwiegen gegeniiber TH2-Zellen (Wilsmann-Theis et al. 2008). In den letzten
Jahren konnte auch eine wesentliche Rolle der TH17-Zelle in der Pathogenese der

Psoriasis gezeigt werden (Wilson et al. 2007).

Die lasionale Psoriasishaut enthélt dermale dendritische Zellen (CD11c+CD1c-), die
TNF-a sezernieren und Stickstoffoxidsynthase produzieren (sog. Tip-DCs). Diese
produzieren IL-23 und stimulieren damit die Aktivierung und Differenzierung von
TH17-Zellen (Zaba et al. 2009). Es wird angenommen (Schon und Boehncke 2005),
dass antigenprasentierende Zellen (Langerhans-Zellen) in der Epidermis
Autoantigene aufnehmen und verarbeiten, zu regionalen Lymphknoten wandern, wo
sie mit T-Zellen in Kontakt treten, das Antigen prasentieren und die T-Zellen

aktivieren. Die Prasentation des Antigens erfolgt tber MHC und den T-Zell-Rezeptor
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(TCR). Kostimulatorische Molekile und ihre Liganden, wie z.B. CD2/CD58,
CD28/CD80 oder CD28/CD86 vermitteln kostimulatorische Signale. Nach Aktivierung
differenzieren die T-Zellen und wandern in Entziindungsregionen der Haut ein. In der
Haut haben sie erneut Kontakt zum Antigen und sezernieren daraufhin
proinflammatorische Zytokine. AufRerdem treten sie Uber Zell-Zell-Kontakte und
Mediatoren mit anderen Zellen in Kontakt. Ausfuhrlicher ist dies bereits in Kapitel I. 1.
dieser Arbeit bei der Pathogenese der Psoriasis beschrieben.

I. 4. Zell-Zell-Kommunikation und Kostimulation

Eine Interaktion von Mastzelle und T-Zelle wird — wie oben beschrieben — seit
langerem vermutet. Wenig hingegen ist Uber die Proteine, Rezeptoren und Liganden,

die diese Zell-Zell-Interaktion vermitteln, bekannt.

Antigenprésentierende Zellen wie dendritische Zellen und Makrophagen nehmen
Antigen auf. Dendritische Zellen prozessieren das Antigen, reifen und wandern zu
regionalen Lymphknoten, wo sie auf lhrer Oberflache mittels MHC-Klasse-lI-
Molekiilen Antigenpeptide den CD4-T-Zellen prasentieren. Uber MHC-Klasse-I-
Molekile werden auch CD8-T-Zellen aktiviert.

Die Aktivierung, Proliferation und klonale Expansion von T-Zellen bedarf dreier
Signale. Zum Ersten der Interaktion von MHC-Klasse-II-Molekul und dem T-Zell-
Rezeptor (TCR), zum Zweiten der Interaktion kostimulatorischer Molekile mit ihren

Liganden und zum Dritten I6slicher Mediatoren (Sabat et al. 2007).

Solche kostimulatorischen Molekile auf dendritischen Zellen sind beispielsweise
CD86 (B7-2), CD80 (B7-1), ICOS-Ligand (synonym B7h, CD275), PD-L2 oder CD40
(Greenwald et al. 2005, Wang und Chen 2004), auf Makrophagen beispielsweise
CD58. CD58 bindet an CD2 auf T-Zellen, CD80 und CD86 binden an CD28 auf T-
Zellen, ICOS-Ligand bindet an ICOS-Rezeptor (synonym ICOS, CD278) auf T-Zellen.
Zu den T-Zell-kostimulatorischen Molekilen gehort auch der ILA-Rezeptor, auf den

im folgenden Kapitel ausfuhrlich eingegangen wird.
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I.5. Bedeutung des ILA-Systems

Zu den T-Zell-kostimulatorischen Molekllen gehdrt auch der ILA-Rezeptor, oft auch
als ILA bezeichnet und synonym mit CD137 in der humanen CD-Klassifikation oder
4-1BB im Mausmodell. Dieses Molekil ist ein Mitglied der TNF-Rezeptoren-Familie
und wird auf aktivierten CD4- und CD8-T-Zellen sowie NK-Zellen und Monozyten
exprimiert (Schwarz et al. 1993, Schwarz et al. 1995, Wang et al. 1998, Kienzle und
von Kempis 2000). Auch konnte eine Expression von ILA-Rezeptor auf follikularen
dendritischen Zellen (FDC) des Lymphknotens nachgewiesen werden (Pauly et al.
2002, Lindstedt et al. 2003). Eine Expression von ILA-Rezeptor konnte auch auf
Mausmastzellen nachgewiesen werden und durch Stimulation des IgE-Rezeptors
FceRI induziert werden (Nishimoto et al. 2005). Durch unsere Arbeit konnten wir auch
eine Expression von ILA-Rezeptor auf humanen Mastzellen nachweisen (Lippert et
al. 2007).

Die Signaltransduktion erfolgt bei ILA-Rezeptor und ILA-Ligand bidirektional wie auch
bei anderen Mitgliedern der TNF-a-Familie (Zhou et al. 1995, Goodwin et al. 1993,
Schwarz 2005). ILA-Rezeptor bindet an seinen Liganden, der auf B- und T-
Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und Dendriten gefunden wurde (Wilcox et
al. 2002, Lippert et al. 2008). Kostimulation tber das ILA-System ist ein alternatives
und synergistisches kostimulatorisches Signal zu CD28 (DeBenedette et al. 1997,
Melero et al. 1998). Interaktionen zwischen ILA-Rezeptor und seinem Liganden sind
bei der Antigenprasentation und bei der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen (TH1-
vermittelte Antwort) beteiligt. Auf Monozyten wird durch Aktivierung des ILA-Liganden
die Expression proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-6, IL-8, IL-12) induziert,
ebenso wie die Expression des Adhasionsmolekuls und Aktivierungsmarkers ICAM-1
und des 1gG-Rezeptors FcyRIll (CD16) (Langstein et al. 1998, Langstein et al. 2000,
Laderach et al. 2003). Des Weiteren wird die Expression von M-CSF (,macrophage
colony-stimulating factor, Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) induziert,
wodurch das Zelliiberleben von Monozyten verlangert wird (Langstein und Schwarz
1999).

Bei T-Zellen reguliert der ILA-Rezeptor sowohl klonales Wachstum als auch das
Uberleben der T-Zellen (Cooper et al. 2002, Maus et al. 2002). Die Aktivierung des
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ILA-Rezeptors auf T-Zellen verlangert deren Uberleben. Die Aktivierung des ILA-
Liganden hingegen, der ebenfalls auf der Oberflache von T-Zellen vorhanden sein
kann, vermittelt eine Apoptose der T-Zelle. Durch eine Aktivierung von ILA-Rezeptor
auf T-Zellen wird die Proliferation von T-Zellen, besonders CD8-T-Zellen, begunstigt
und Zytokine wie IFN-y und IL-2 ausgeschuttet, was eine TH1-Antwort fordert
(Shuford et al. 1997, Kim et al. 1998, DeBenedette et al. 1995, Bukczynski et al.
2003). Zusammenfassend sollte betont werden, dass die Ergebnisse dieser Studien
darauf hinweisen, dass der ILA-Rezeptor in der Regulation der zytotoxischen T-Zell-
Immunantwort eine zentrale Rolle spielt. In vivo konnte auch gezeigt werden, dass
durch eine Aktivierung des ILA-Rezeptors die Erzeugung von zytotoxischen T-Zellen
unterhalten und ihr Uberleben begunstigt wurde (Takahashi et al. 1999, Tan et al.
1999, May et al. 2002).

Es soll noch einmal betont werden, dass durch eine Aktivierung des ILA-Rezeptors
auf T-Zellen zwar deren Uberleben verlangert wird. Die Aktivierung des ILA-Liganden
hingegen, der ebenfalls auf der Oberflache von T-Zellen vorhanden sein kann, l6st
eine Apoptose der T-Zelle aus (Michel et al. 1999, Schwarz et al. 1996).

An ILA-Rezeptor-defizienten Mausen und auch an ILA-Ligand-defizienten Mausen
konnte eine zentrale Rolle der Kostimulation Uber das ILA-Rezeptor/Liganden-
System bei der Expansion und Differenzierung von zytotoxischen T-Lymphozyten
gezeigt werden (DeBenedette et al. 1999, Kwon et al. 2002, Tan et al. 1999). Zur
Rolle von ILA-Rezeptor und ILA-Ligand bei der TH17-vermittelten Reaktion lagen

bisher keine Erkenntnisse vor.

|. 6. Bedeutunqg des ICOS-Systems

ICOS-Rezeptor ist ebenfalls ein kostimulatorisches Molekil und ein Mitglied der
CD28-Rezeptor-Familie. Es ist bekannt, dass Mitglieder der CD28-Rezeptor-Familie
eine zentrale Rolle in der Regulation der T-Zell-Antwort spielen (Beier et al. 2000,
Greenwald et al. 2005, Rudd und Schneider 2003).

ICOS-Rezeptor wird nach Aktivierung von CDA4-T-Zellen auf diesen exprimiert,

ebenso auf aktivierten CD8-T-Zellen, nicht hingegen auf aktivierten B-Zellen,
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Monozyten, NK-Zellen, Granulozyten, dendritischen Zellen oder Thrombozyten
(Yoshinaga et al. 1999, Coyle et al. 2000, Hutloff et al. 1999).

Der Partner des ICOS-Rezeptors ist ICOS-Ligand (synonym B7h, CD275). ICOS-
Ligand wird auf B-Zellen und dendritischen Zellen stark exprimiert, weniger auf T-
Zellen und Monozyten und Makrophagen, ebenso auf Endothelzellen und
Keratinozyten (Greenwald et al. 2005, Kroczek et al. 2004, Khayyamian et al. 2002).

ICOS-Rezeptor-Aktivierung fordert die T-Zell-Proliferation, die Sekretion der Zytokine
IL-10, IFN-y, IL-4, TNF-a und IL-5 und die Hochregulation von Oberflachenmolekilen.
Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung von ICOS-Rezeptor eine wesentliche
Rolle spielt in der Entwicklung von TH2-Zellen (Hutloff et al. 1999, McAdam et al.
2000, Dong et al. 2001). Ferner reguliert ICOS-Rezeptor den CD40-Liganden auf T-
Zellen hoch (Hutloff et al. 1999). Auch in ICOS-knock-out-Mausen konnte gezeigt
werden, dass ICOS-Rezeptor fur die Produktion von IL-4 von essentieller Bedeutung
ist (McAdam et al. 2000, Dong et al. 2001). Daruber ist erklarbar, dass ICOS-knock-
out-Méause signifikant erniedrigte IgG- und IgE-Spiegel haben. Letztere sind
wesentlich von IL4-produzierenden TH2-Zellen abhangig. Folglich spielt der ICOS-
Rezeptor eine zentrale Rolle in der TH2-Antwort (Sperling und Bluestone 2001).

Es zeigte sich, dass das ICOS-System zwar die T-Zell-Antwort moduliert, sie alleine
aber nicht aufrecht erhalten kann, da zwar die Bildung eines breiten Spektrums an
Zytokinen, aber nicht das fur die T-Zellproliferation wichtige IL-2 induziert wird (Dong
et al. 2001).

Eine Untersuchung von Geschwistern mit einer ICOS-Defizienz zeigte bei nur einem
der Geschwister neben einer Immundefizienz, eine rheumatoide Arthritis, eine
chronisch entziindliche Darmerkrankung, eine interstitielle Pneumonie und auch eine
Psoriasis. Bei beiden Geschwistern fand sich im Blut eine reduzierte Produktion von
TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen nach CD3/CD28-Kostimulation. Der T-Zell-Defekt
betraf nicht nur CD4-, sondern auch CD8-T-Zellen (Takahashi et al. 2009). Wie
beispielsweise auch in der akuten und chronischen Transplantatabstof3ung gezeigt
werden konnte, kann das ICOS-System also auch in der TH1-Antwort eine wichtige
Rolle spielen (Sperling und Bluestone 2001, Smith et al. 2003, Ozkaynak et al. 2001,
Khayyamian et al. 2002).
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ICOS-defiziente Mause zeigen deutlich erniedrigte Spiegel sowohl von TH1- als auch
TH2-Zytokinen, so dass angenommen werden kann, dass der ICOS-Rezeptor in der
Modulation der Immunantwort eine zentrale Rolle einnimmt (Greenwald et al. 2002).
Interessanterweise konnte aber auch gezeigt werden, dass der ICOS-Rezeptor die
erst kirzlich beschriebene TH17-Zell-Antwort reguliert (Park et al. 2005, Schaefer et
al. 2010).

Kirzlich konnte auch eine moégliche Beteiligung von ICOS-Rezeptor bei der T-Zell-
Kostimulation in der Pustolosis palmaris et plantaris, die mdglicherweise eine
Sondervariante der Psoriasis darstellt, in vivo gezeigt werden (Sakiyama et al.
2008).

|. 7. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die kostimulatorischen Molekule ILA-
Rezeptor und ICOS-Rezeptor sowie ihre Liganden in der vornehmlich TH1-Zell-
vermittelten Immunantwort in der Haut fur die Interaktion von Mastzellen und T-Zellen
von Bedeutung sind. Fur unsere Untersuchung wahlten wir die Psoriasis vulgaris, bei
der die T-Zelle im Mittelpunkt der Pathogenese steht und bei der die Interaktion mit
epithelialen und mesenchymalen Zellen erforscht werden kann. Bei der Psoriasis
lauft nachgewiesenermalRen eine kombinierte T-Zell-Reaktion vom TH1- und TH17-
Typ und keine TH2-Reaktion in der Haut ab (Sabat et al. 2007, Schén und Boehncke
2005, Nestle et al. 2009, Lowes et al. 2007, Fitch et al. 2007).

Wie Dbereits in den vorausgegangenen Kapiteln dargestellt, beinhaltet die
Pathogenese der Psoriasis ein komplexes Zusammenspiel von unterschiedlichen
Zellen und Zytokinen. Im Wesentlichen sind T-Zellen und dendritische Zellen zu
nennen sowie die Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-17 und IL-22. Genetische Faktoren und
Umweltfaktoren spielen eine Rolle. Die Vermehrung der T-Zellen in der Haut ist
wahrscheinlich eines der zentralen Ereignisse in der Pathogenese der Psoriasis. Als
pathogenetisch fur die chronische Phase wesentlich werden TH1-Zellen mit ihrer
IFN-y-Produktion betrachtet. Die Kommunikation der T-Zelle mit anderen Zelltypen,
u.a. dendritischen Zellen und Keratinozyten sowie Mastzellen, initilert und unterhalt

die Entzindung und ist damit von wesentlichem Interesse in laufenden
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Untersuchungen.

Mdogliche Kandidaten fir die Zell-Zell-Kommunikation bei der Psoriasis sind das ILA-
System sowie das ICOS-System. In der vorliegenden Arbeit wurden daher
immunhistochemische Untersuchungen zur Proteinexpression von ILA-Rezeptor,
ICOS-Rezeptor und ihrer Liganden auf Mastzellen und T-Zellen an Gewebeschnitten
von befallener Haut aus der Psoriasisplaque und von unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde auch gesunde menschliche

Haut untersucht.

Die bekannten Grundlagen der Pathogenese der Psoriasis lieRen eine Aktivitat von

Immunzellen in der Haut des Psoriasiserkrankten vermuten.

Aufgrund der Bedeutung von TH1- und TH17-Zellen in der Psoriasisplaque war zu
vermuten, dass sich in konventionellen Farbungen eine vermehrte Expression
insbesondere des ILA-Rezeptor-/Ligandensystems und weniger des ICOS-Rezeptor-
/Ligandensystems auf immunrelevanten Zellen findet. Dartber hinaus war bekannt
und aufgrund des bekannten Koébner-Phanomens zu vermuten, dass auch die
unbefallene Haut des Psoriasiserkrankten bereits funktionelle Veranderungen
aufweisen konnte. Folglich vermuteten wir auch in der unbefallenen Haut des
Psoriasiserkrankten Verdnderungen der von uns untersuchten Molekile. Das
K6bner-Phanomen zeigt, dass sich nicht-lasionale Haut durch mechanisches Trauma
in eine Psoriasislasion umwandeln lasst. Bekanntlich kénnen Mastzellen durch
mechanische Irritation aktiviert werden. Folglich war zu vermuten, dass Mastzellen
auch in der unbefallenen Haut aktiviert sein konnten. Bekannt war auch, dass die
Mastzelle mit der T-Zelle interagiert. Folglich war die Mastzelle neben der T-Zelle ein
guter Kandidat fur eine Zell-Zell-Kkommunikation auch tber das ILA-System. Da
bekannt war, dass das ILA-System in der TH1-vermittelten Entziindungsreaktion von
wesentlicher Relevanz ist, erwarteten wir eine signifikant hohere Expression von ILA-
Rezeptor und seinem Liganden. Die Bedeutung des ICOS-Systems wurde bei
Beginn unserer Studien noch in der TH2-vermittelten Entziindungsreaktion gesehen,
so dass wir zu Beginn keine signifikanten Unterschiede in der Expression von ICOS-
Rezeptor und seinem Liganden zwischen der Haut gesunder Probanden und

Psoriasiserkrankten erwarteten. Zwischenzeitig erschienene Publikationen wiesen
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jedoch auch auf eine Relevanz des ICOS-Systems auch in TH1/TH17-vermittelten
Entziindungsreaktionen hin, so dass daraufhin nicht auszuschlie3en war, dass auch

ICOS-Rezeptor und sein Ligand in der Psoriasis auf T-Zellen vermehrt exprimiert
werden konnte.
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Il. Methoden

Il. 1. Auswahl der Psoriasiserkrankten

Im Rahmen der Spezialsprechstunden der Hautklinik der Universitat Gottingen
wurden funf an einer gesicherten, chronisch-stationaren Psoriasis vulgaris erkrankte

Individuen ausgewahlt. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in der Tabelle 1

dargestellt.
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Erwachsene Erkrankte mit der gesicherten | Systemische immunsuppressive Therapie

Diagnose einer Psoriasis vulgaris vom Plaquetyp | einschlieBlich oraler Kortikosteroide, Einnahme
von Cyclosporin A u.a. innerhalb von 4 Wochen

vor Studienbeginn

Erkrankte im Alter von 18 bis 70 Jahren Topische Behandlung der Hauterkrankung mit
Kortikosteroiden innerhalb von 2 Wochen vor

Studienbeginn

Schwangere oder stillende Patientinnen

Maligne oder andere systemische entzindliche
Erkrankungen

Teilnahme an anderen klinischen oder nicht-
klinischen Studien zum Zeitpunkt dieser Studie
oder in den vorhergehenden oder folgenden 6
Wochen

Tab. 1: Ein- und Ausschlusskriterien. Ein- und Ausschlusskriterien fur die Auswabhl von funf an einer
gesicherten, chronisch-stationdren Psoriasis vulgaris erkrankten Personen, denen eine Hautbiopsie
jeweils aus befallener und unbefallener Haut entnommen wurde, sowie von funf Personen der
gesunden Kontrollgruppe.

Entsprechend dem Ethikvotum 17/3/00 der Medizinischen Fakultat der Universitat
Gottingen wurden die Erkrankten detailliert aufgeklart und haben eine
Einwilligungserklarung zur Biopsieentnahme und zur Verwendung der Hautbiopsie zu
wissenschaftlichen Zwecken unterschrieben. Die Personen, die zur Probenentnahme
bereit waren und in die vorliegende Studie eingeschlossen wurden, waren mannlich
(n=5) und zwischen 30 und 44 Jahren alt (im Mittel 37,8 Jahre).

In Lokalan&sthesie wurde eine Hautstanze mit einem Durchmesser von 4 mm aus
einer chronisch-stationaren Plaque aus der Mitte zwischen Zentrum und Rand der

Hautlasion entnommen. Eine weitere 4mm-Hautstanze wurde aus unveranderter




Seite 25

Haut des Erkrankten entnommen. Beide Stanzen wurden jeweils im Rumpfbereich
entnommen. Das Material wurde in Acetonlésung konserviert und anonymisiert an

den Untersucher weitergeleitet.

Il. 2. Auswahl der gesunden Kontrollgruppe

Im Rahmen von Mamma-Reduktionsplastiken wurden aus den operativ entfernten
Hautstreifen 4mm-Hautstanzen entnommen. Diese Hautstanzen wurden ebenfalls
mittels Aceton fixiert. FUr die Personen aus der Kontrollgruppe galten, analog zu den
Psoriasiserkrankten, die o0.g. Ausschlusskriterien. Auch die 5 Personen (n=5) aus der
Kontrollgruppe mussten das Einschlusskriterium ,Alter zwischen 18 und 70 Jahren”

erfullen.

II. 3. Einbettung der Hautstanzen in AMeX und Anfertigung von

Gewebeschnitten

Fur die Durchfihrung der im Folgenden beschriebenen immunhistochemischen
Untersuchungen habe ich in unserem Labor die Einbettungsmethode nach AMeX
(Aceton-Methylbenzoat-Xylol) und auch die immunhistochemischen Farbemethoden
etabliert. Dies waren wesentliche Bestandteile der vorliegenden Arbeit, und

methodische Aspekte werden deshalb in der Diskussion ausfihrlicher besprochen.

Die in Acetonldsung fixierten Hautstanzen wurden nach 24 Stunden Dehydratation in
Aceton fur 30 Minuten in Methylbenzoat verbracht, um sie schnittfahiger zu machen.
Dann wurde das Material 3 x 15 Minuten in Xylol inkubiert. Mittels Unterdruck, der
durch eine Wasserstrahlpumpe erzeugt wurde, wurde gewabhrleistet, dass das Xylol
das Material durchdrang. Das Xylol wurde jeweils erneuert, um Verunreinigungen mit
Aceton und Methylbenzoat zu reduzieren. Schlief3lich wurden die Stanzen 2 x 60

Minuten in Paraffin gebadet, eingebettet und in Blocke gegossen.

Il. 4. Entparaffinierung von Gewebeschnitten

Mikrotomschnitte (3 um) wurden fir 2 x 10 Minuten in Xylol und anschlieRend 1
Minute in Aceton gebadet. Dann wurden sie mit elektrolytfreiem Wasser gespiilt und
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fur 5 Minuten mit PBS (,phosphate buffered saline“, phosphatgepufferte Salzlésung)

gewaschen.

[I. 5. Primarantikorper

Fur die immunhistologische Charakterisierung wurden die

Primarantikdrper eingesetzt:

in Tabelle 2 aufgefiihrten

Spezifitat Klon Spezies Isotyp Verdlnnung | Hersteller Referenz
Tryptase AAl Maus 1gG1lx 1.300 DAKO, Walls et al.
(Mastzellen) Hamburg 1990
CD2 MT910 Maus 1gG1lk 1:50 DAKO, Hoffmann et
(T-/NK-Zellen) Hamburg al. 1989
Makrophagen/ | KiM1P Maus 1gG1 1:1000 Prof. Radzun et al.
Monozyten Parwaresh, 1991
Institut  fur
Histo-
pathologie,
Universitét
Kiel
Fascin/ p55 55K-2 Maus IgG1 1:100 DAKO, Mosialos et al.
(dendritische Hamburg 1996, Pinkus
Zellen) et al. 1997
ILA-Rezeptor | BBK-2 Maus 1gG1 1:50 Biosource, Lee et al
Solingen 2002
ILA-Ligand polyklonal | Kaninchen | polyklonal | 1:100 Chemicon, Yoshida et al.
USA 2003
ICOS- F44 Maus IgG1 1:50 Prof. Khayyamian
Rezeptor Kroczek, et al. 2002
RKI, Berlin
ICOS-Ligand | HIL-93 Maus IgG1 1:250 Prof. Witsch et al.
Kroczek, 2002
RKI, Berlin
Tab. 2: Primarantikdrper zur immunhistologischen Charakterisierung.
Die Antikorper gegen ICOS-Rezeptor und ICOS-Ligand wurden uns

freundlicherweise von Prof. Dr. Kroczek, Robert-Koch-Institut Berlin, und Antikorper

gegen Makrophagen/ Monozyten (Klon KiM1P, erfasst alle Differenzierungsformen)
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von Prof. Dr. Parwaresh, Institut fur Histopathologie der Universitat Kiel, zur

Verfigung gestellt.

Il. 6. Sekundéarantikdrper, Chromogene und Fluoreszenzstoffe

Fir den Nachweis gebundener Primarantikorper wurden die

in Tabelle 3
aufgefuhrten Sekundarantikorper und sekundaren Reagenzien verwendet:

Bezeichnung Spezifitat Spezies | Konjugation | Verdinnung | Hersteller
Link™ Maus/ Kaninchen | Ziege Biotin ready-to-use | DAKO,
Hamburg
Envision™ Maus/ Kaninchen | Ziege HRP ready-to-use | DAKO,
Hamburg
Streptavidin HRP | Biotin HRP 1:100 DAKO,
(,horse raddish Hamburg
Peroxidase®, Meer-
rettichperoxidase)
Ziege-anti-Maus-Fab- | Maus Ziege keine 1:25 in TNB- | DAKO,
Fragmente Puffer Hamburg
AEC (3-Amino-9- | HRP Chromogen Ansatz laut | Biogenex,
Ethylcarbazol)- Hersteller USA
Chromogen
Ziege-anti-Maus Cy5 | Maus Ziege Cy5 (Indodi- | 1:500 DAKO,
(Indodicarbocyanin) carbocyanin) Hamburg
Tyramid biotinyliert HRP Biotin 1:50 in | Perkin
Diluent Elmer,
Darmstadt-
Weiterstadt
Tyramid Cy3 | HRP Cy3 (Indo- | 1:50 in | Perkin
(Indocarbocyanin) carbocyanin) | Diluent Elmer,
Darmstadt-
Weiterstadt
Tyramid Cy5 (Indodi- | HRP Cy5 (Indodi- | 1:50 in | Perkin
carbocyanin) carbocyanin) | Diluent Elmer,
Darmstadt-
Weiterstadt

Tab. 3: Sekundéarantikdrper, Chromogene und Fluoreszenzstoffe.
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Die Sekundarantikérper und Chromogene dienen dem Nachweis des primaren
Antikorpers, welcher an die Zielstruktur im Gewebe bindet. Durch diese indirekte
Farbemethode kann die Bindung des unkonjugierten Prim&rantikbrpers sichtbar
gemacht werden. Wir haben in dieser Arbeit verschiedene Detektionssysteme

benutzt. Auf die Auswahl dieser Systeme wird in der Diskussion ndher eingegangen.

Eines der gebrauchlichsten Systeme nutzt die starke Bindungsféahigkeit zwischen
Streptavidin, ein von den Bakterien der Spezies Streptomyces avidinii produziertes
Protein, mit vier Molekilen Biotin. Demgegeniuber nutzt das System der Tyramid-
Verstarkung die Reaktion zwischen Tyramid und HRP (,horse raddish peroxidase”,
Meerrettichperoxidase). Konventionelle immunhistochemische Farbungen wurden mit
dem Chromogen AEC (AEC = 3-Amino-9-Ethylcarbazol) durchgefiihrt. Die
Peroxidase, in unserem Fall HRP, bewirkt eine Oxidation des farblosen Substrates
AEC. Durch diese Reaktion entsteht ein rotliches Produkt. Damit es nicht zu
unspezifischen Reaktionen kommt, ist es wichtig, die im Gewebe vorhandenen
endogenen Peroxidasen zu blockieren. Diese Methoden werden in den folgenden

Abschnitten detailliert dargestellt.

Il. 7. Konventionelle immunhistochemische Farbung ohne Tyramid-Verstarkung

Zur Anfertigung konventioneller immunhistochemischer Farbungen von Mastzellen
(Marker: Tryptase), T-Zellen (Marker: CD2) und ILA-Ligand wurde das im Folgenden
beschriebene Protokoll erarbeitet. Als Negativkontrolle diente PBS unter Weglassung
der Primarantikorper. Eine schematische Ubersicht (iber das Farbeprotokoll sowie

die Negativkontrollen bietet Tabelle 4.

Mit 0,3%iger Wasserstoffperoxid(H,O,)-Losung wurde Uber eine 10-minitige
Inkubation bei Zimmertemperatur die endogene Peroxidase blockiert. Uber 30
Minuten wurden mit Ziegenserum unspezifische Bindungen blockiert. Zwischen
diesen Schritten wurde jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Nach diesen
Blockierungsschritten wurde der Gewebeschnitt mit dem Primarantikérper in einer

feuchten Kammer bei 4°C Uber 12 Stunden inkubiert.
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Im Anschluss wurde 2 x 5 Minuten mit PBS gewaschen, ebenso zwischen den
folgenden Schritten. Dann wurde mit DAKO-Link, ein biotinyliertes Ziege-anti-
Maus/Kaninchen-Polymer, Gber 30 Minuten ebenfalls in einer feuchten Kammer bei
Zimmertemperatur inkubiert. Anschlielend wurde mit Streptavidin HRP, ebenfalls
Uber 30 Minuten, in feuchter Kammer inkubiert. Das Streptavidin bindet an das Biotin
des Bruckenantikérpers DAKO-Link. Uber das HRP wird eine Bindung des folgenden

Chromogens ermoglicht.

Das AEC-Chromogen wurde entsprechend dem von Herstellerseite empfohlenen
Ansatz hergestellt, auf den Schnitt aufgebracht und unter Sicht gestoppt. Im
Anschluss wurden die Schnitte mit elektrolytfreiem Wasser gespult, dann erfolgte
eine Kernfarbung mit Hamalaun, bevor mit Leitungswasser gespult wurde. Dann

wurden die Schnitte mit Aquamount einbettet.

Blockierung Primarantikorper Diaégu:.gk
-Lin
0,3% H,0
) 2 Streptavidin HRP
Ziegenserum Negativkontrolle AEC-Chromogen

Tab. 4: Schematische Ubersicht des Farbeprotokolls und der Kontrollen fiir die konventionelle
Immunhistochemie ohne Tyramid-Verstarkung. Als Primarantikorper wurde anti-Tryptase, anti-
CD2, anti-KiM1P, anti-p55 oder anti-ILA-Ligand eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden bei jeder
Farbung Schnitte mitgefihrt, die ohne Primarantikérper ausschliellich mit PBS inkubiert wurden. Es
wurde eine Kontrolle zum Ausschluss unzureichender Blockierungen und unspezifischer Bindungen
mitgefuhrt.

Il. 8. Konventionelle immunhistochemische Farbung mit Tyramid-Verstarkung

Konventionelle immunhistochemische Farbungen von ILA-Rezeptor, ICOS-Rezeptor
und ICOS-Ligand wurden mit einer Verstarkung durch das ,Tyramide Signal
Amplification (TSA) Biotin System® von Perkin Elmer durchgefiihrt. Auf die Methode
der Tyramidverstarkung wird in der Diskussion ndher eingegangen.

Hierfir wurde das folgende Protokoll erarbeitet und etabliert, womit wir gute
Farbeergebnisse an AMeX-Material erzielten. Als Negativkontrolle diente PBS unter
Weglassung der Priméarantikdrper. Eine schematische Ubersicht (ber das

Farbeprotokoll sowie die Negativkontrollen bietet Tabelle 5.
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Zunachst wurden die notwendigen Blockierungsschritte durchgefihrt, die sich
geringfigig von der Farbung ohne Tyramid-System unterschieden. Es wurde
zunachst mit 0,3%iger H,O,-Losung Uber 10 Minuten die endogene Peroxidase
blockiert. Uber 30 Minuten wurden mit dem zum TSA-System von Perkin Elmer
gehorenden TNB-Puffer (TNB = Tris-NaCl-Blockierung) unspezifische Bindungen
blockiert. Zwischen diesen Schritten wurde jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen
und auch anschlielend noch einmal fir 2 x 5 Minuten. Nach diesen
Blockierungsschritten wurden die Gewebeschnitte mit dem Priméarantikorper in einer

feuchten Kammer bei 4°C Uber 12 Stunden inkubiert.

Im Anschluss wurde 2 x 5 Minuten mit PBS gewaschen, ebenso zwischen den
folgenden Schritten. Dann wurde mit dem DAKO-Link tGber 30 Minuten in feuchter
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieend mit Streptavidin HRP tber 30
Minuten. An die HRP bindet das biotinylierte Tyramid, das 10 Minuten inkubiert
wurde. Erneut wurde mit Streptavidin HRP tber 30 Minuten inkubiert, woran dann
das AEC-Chromogen binden konnte. Farbung, Kernfarbung und Einbettung erfolgten

wie bereits erwahnt.

Farbung
Primarantikérper DAKO-Link
Blockierung
0.3% H.0 Streptavidin HRP
,3%
2 biotinyliertes Tyramid
TNB-Puffer

Streptavidin HRP
AEC-Chromogen

Negativkontrolle

Tab. 5: Schematische Ubersicht des Farbeprotokolls und der Kontrollen fiir die konventionelle
Immunhistochemie mit Tyramid-Verstarkung. Als Primérantikdrper wurde anti-ILA-Rezeptor, anti-
ICOS-Rezeptor oder anti-ICOS-Ligand eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden bei jeder Farbung
Schnitte mitgefuhrt, die ohne Primérantikérper ausschlie3lich mit PBS inkubiert wurden. Es wurde eine
Kontrolle zum Ausschluss unzureichender Blockierungen und unspezifischer Bindungen mitgeftihrt.

Il. 9. Doppelimmunfluoreszenz mit einem Tyramid-Verstarkungssystem

Fur die Doppelimmunfluoresenz wurden die Primarantikbrper gegen ILA-Rezeptor,
ICOS-Rezeptor, ILA-Ligand und ICOS-Ligand mittels eines Tyramidsystems
verstarkt. Hierfir wurde das folgende Protokoll erarbeitet und etabliert, womit gute

Ergebnisse in der Doppelimmunfluoreszenz an AMeX-Schnitten erreicht werden
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konnten. Eine schematische Ubersicht (ber das Farbeprotokoll sowie die

Negativkontrollen bietet Tabelle 6.

Wie auch in der konventionellen Immunhistochemie mit Tyramid-Verstarkung
erfolgten die Blockierungsschritte nach Deparaffinierung mit 0,3%iger H,O,-Losung
und TNB-Puffer. Anschlie3end wurde der erste Primarantikérper (anti-ILA-Rezeptor,
anti-ICOS-Rezeptor, anti-ILA-Ligand, anti-ICOS-Ligand) tber 12 Stunden in einer
feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Dieser erste Primarantikérper wurde mit DAKO-
Envision, einem HRP-gekoppelten Ziege-anti-Maus/Kaninchen-Polymer, durch 30-
minutige Inkubation bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer detektiert.
Anschliel3end wurde das Signal durch Inkubation mit einem Indodicarbocyanin(Cy5)-

gekoppelten Tyramid sichtbar gemacht.

Vor der Inkubation und Markierung des zweiten Primarantikdrpers (anti-Tryptase,
anti-KiM1P, anti-p55), der aus der Maus stammte, war es notig, den ersten
Primarantikdrper (anti-ILA-Rezeptor, anti-ICOS-Rezeptor, anti-ICOS-Ligand), der
ebenfalls aus der Maus stammte, zu blockieren. Dieser Blockierungsschritt erfolgte

mit Ziege-anti-Maus-Fab-Fragmenten in TNB-Puffer.

AnschlielBend wurde der Schnitt mit dem zweiten Primarantikdrper (anti-Tryptase,
anti-KiM1P, anti-p55) Uber 12 Stunden bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Das Signal wurde durch einen Indocarbocyanin(Cy3)-gekoppelten Ziege-anti-Maus-
Antikorper dargestellt, mit dem die Schnitte Gber 60 Minuten inkubiert wurden.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils 2 x 5 Minuten mit PBS gewaschen.
Abschlie3end wurde in Fluoromount eingebettet. Als Kontrollen dienten Schnitte, auf
denen PBS ohne Primarantikorper aufgebracht worden war.
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1. Primé&rantikrper Blockierung 2. Priméarantikorper
Blockierung _ _ Farbung ) ) _ Farbung
1. Primarantikdrper . Ziege-anti- Negativkontrolle . .
0,3% H,0, DAKO-Envision Ziege-anti-
Negativkontrolle . Maus-Fab 2. Priméarantikorper
TNB-Puffer Tyramid Cy5 Maus Cy3
Negativkontrolle TNB-Puffer Negativkontrolle

Tab. 6: Schematische Ubersicht des Farbeprotokolls und der Kontrollen fir die
Doppelimmunfluoreszenz mit einem Tyramid-Verstarkungssystem. Als 1. Primarantikbrper wurde
anti-ILA-Rezeptor, anti-ILA-Ligand, anti-ICOS-Rezeptor oder anti-ICOS-Ligand eingesetzt. Als 2.
Primarantikbrper wurde anti-Tryptase, anti-KiM1P oder anti-p55 eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurden bei jeder Farbung Schnitte mitgefiihrt, die ohne Primarantikdrper ausschlielBlich mit PBS
inkubiert wurden. Es wurden 3 unterschiedliche Kontrollen zum Ausschluss unzureichender
Blockierungen und unspezifischer Bindungen mitgeftihrt.

[l. 10. Doppelimmunfluoreszenz mit zwei Tyramid-Verstarkungssystemen

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass das CD2-Signal an unserem AMeX-
Material in der unverstarkten Fluoreszenz nicht kraftig genug war, um eine sichere
Aussage in der Doppelfluoreszenz zu ermdéglichen. Folglich mussten wir fiir diese
Untersuchung die Signale beider Primarantikdrper mit TSA-Systemen verstarken.
Eine schematische Ubersicht iiber das Farbeprotokoll sowie die Negativkontrollen
bietet Tabelle 7.

Deparaffinierung und Blockierung erfolgten, wie bereits erwahnt, mit 0,3%iger H,O»-
Losung und TNB-Puffer. Anschliel3end wurde mit dem ersten Prim&rantikérper (anti-
CD2) uber 12 Stunden in einer feuchten Kammer inkubiert. Dieser Primarantikdrper
wurde mit dem erwahnten (HRP-gekoppelten) DAKO-Envision-System detektiert, mit
dem 30 Minuten inkubiert wurde. AnschlieRend wurde dieses Signal durch Cy3-

gekoppeltes Tyramid sichtbar gemacht.

Bevor der zweite Priméarantikdrper (anti-lILA-Rezeptor, anti-ICOS-Rezeptor, anti-ILA-
Ligand, anti-ICOS-Ligand) auf den Schnitt aufgetragen wurde, musste zunéchst der
erste Primarantikérper (anti-CD2) blockiert werden, weil das Detektionssystem
DAKO-Envision, das in beiden Schritten verwendet wurde, sowohl Maus- als auch
Kaninchen-Antigene erkennt. Dieser Blockierungsschritt erfolgte, wie bereits schon
einmal erwéhnt, mit Ziege-anti-Maus-Fab-Fragmenten in TNB-Puffer. Zudem musste
die Peroxidase aus dem ersten Schritt blockiert werden, damit in der Folge
aufgetragenes Tyramid Cy5 nicht an vorbestehende Bindungsstellen band. Dies
erfolgte wiederum mit 0,3%iger H,O»-L6sung fur 10 Minuten.
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Anschlieend wurde der zweite Primarantikorper (anti-ILA-Rezeptor, anti-ICOS-
Rezeptor, anti-ILA-Ligand, anti-ICOS-Ligand) Uber 12 Stunden bei 4°C in feuchter
Kammer inkubiert. Wiederum wurde dieser Priméarantikbrper mit dem (HRP-
gekoppelten) DAKO-Envision-System  detektiert (30 Minuten Inkubation).
Anschlie3end wurde das Signal durch Cy5-gekoppeltes Tyramid sichtbar gemacht.

Zwischen diesen Schritten wurde jeweils 2 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die
Schnitte wurden ebenfalls in Fluoromount eingebettet. Bei samtlichen Schritten

wurden, unter Auslassen des Primarantikérpers, PBS-Kontrollen mitgefihrt.

1. Primé&rantikdrper Blockierung 2. Primarantikorper
Blockierung | 1 primarantikorper Farbung Ziege-anti- Negativkontrolle Farbung
0,3% H,0, DAKO-Envision Maus-Fab DAKO-Envision
TNB-Puffer Negativkontrolle Tyramid Cy3 TNB-Puffer 2. Primarantikorper Tyramid Cy5
0,
Negativkontrolle 0,3% H20O; Negativkontrolle

Tab. 7: Schematische Ubersicht des Farbeprotokolls und der Kontrollen fiir die
Doppelimmunfluoreszenz mit einem Tyramid-Verstarkungssystem. Als 1. Primé&rantikdrper wurde
anti-CD2 eingesetzt. Als 2. Primarantikbrper wurde anti-ILA-Rezeptor, anti-ILA-Ligand, anti-ICOS-
Rezeptor oder anti-ICOS-Ligand eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden bei jeder Farbung Schnitte
mitgefuhrt, die ohne Priméarantikorper ausschlie3lich mit PBS inkubiert wurden. Es wurden 3
unterschiedliche Kontrollen zum Ausschluss unzureichender Blockierungen und unspezifischer
Bindungen mitgeflhrt.

[I. 11. Konfokale Mikroskopie und Quantifizierung

Zur Auswertung der Doppelimmunfluoreszenzen wurde ein konfokales Laser-
Mikroskop (Leica TCS NT) mit Krypton/Argon-Laser verwendet, das uns
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Radzun, Zentrum Pathologie der
Universitatsklinik Goéttingen, zur Mitbenutzung fir unsere Messungen Uberlassen
wurde. Hierdurch wurde insbesondere die Auswertung der Cy5-Fluoreszenzen

ermoglicht.

In 400facher VergroRerung erfolgte die Aufnahme der Fluoreszenzfarbungen in
getrennten Kandlen fir Indocarbocyanin (Cy3) bzw. Indodicarbocyanin (Cy5). Zu
diesem Zweck wurde der Schnitt im Bereich von Epidermis und Subkutis
meanderformig durchfahren. Die so gewonnen Aufnahmen wurden tberlagert und
die dargestellten positiven Zellen bezlglich einer Koexpression evaluiert. Es wurde
die Anzahl der gezéhlten einfach- und doppelt-positiven Zellen notiert.
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Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanze. Es wurden
dabei samtliche Zellen gezahlt, die sich mit den jeweiligen Zellmarkern darstellten.
Die Tatsache, dass die Grof3e der Schnitte sich technisch bedingt von Schnitt zu
Schnitt unterschieden, wurde bertcksichtigt, da in die statische Auswertung
ausschlief3lich prozentuale Verhaltnisse der Expression der untersuchten Rezeptoren

und Liganden auf den jeweiligen Zelltypen eingingen.

II. 12. Auswertung und Quantifizierung

Anhand der Bilder, die kanalgetrennt mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen
wurden, wurde die Expression von ILA-Rezeptor und ILA-Ligand sowie ICOS-
Rezeptor und ICOS-Ligand auf Mastzellen (Tryptase-positiv), T-Zellen (CD2-positiv)
und teils auch Makrophagen (KiM1P-positiv) und Dendriten (p55-positiv) untersucht.
Es entstand jeweils ein Bild aus zwei Kanélen, einmal aus dem Wellenl&angenbereich
zur Untersuchung der Cy3-Fluoreszenz (rot) und einmal der Cy5-Fluoreszenz (grun).
An sich ist die Cy5-Fluoreszenz fir das menschliche Auge nicht wahrnehmbar. Cy5
wurde mittels Krypton-Argon-Laser angeregt und am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop computergestitzt analysiert und griin dargestellt. Auf die Eigenschaften
und Vozlge dieser Fluoreszenzfarbstoffe wird in der Diskussion ndher eingegangen.
Im Anschluss wurden diese beiden Bilder Uberlagert, so dass das rote Cy3- und das
griine Cy5-Signal Uberlagert erschienen. Bei einer Ubereinstimmung resultierte ein
gelbes Signal. Anhand dieser Bilder wurden dann einfach positive Zellen und doppelt
positive Zellen gezéhlt.

[l. 13. Statistik

Gemeinsam mit Herrn Prof. Dr. Brunner und Dr. Konietschke, Institut fir

Medizinische Statistik der Universitat Goéttingen, erfolgte die statistische Auswertung.

In die statistische Auswertung floss die Anzahl der gezahlten ILA-Rezeptor-positiven,
ILA-Ligand-positiven, ICOS-Rezeptor-positiven und ICOS-Ligand-positiven
Mastzellen (Tryptase-positiv), T-Zellen (CD2-positiv), Makrophagen (KiM1P-positiv)
und Dendriten (p55-positiv) ein. Es wurde jeweils der prozentuale Anteil der positiven
Zellen ermittelt. So wurde vermieden, dass die ausgewertete Flache einen Einfluss
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auf das Untersuchungsergebnis hatte. Die Flache war schlief3lich abhangig von der
GrolRe der Stanze (4 mm Durchmesser) und des angefertigten Schnittes sowie von
der Auswertung am konfokalen Mikroskop, bei dem nie exakt in gleicher Form durch

den Schnitt mdandert werden konnte.

So wurde der Anteil positiver Zellen ermittelt und der arithmetische Mittelwert sowie
der Median gebildet (Lange und Bender 2001 a). Der arithmetische Mittelwert stellt
den ,Durchschnitt®, also die Summe der Beobachtungen geteilt durch die Zahl der
Beobachtungen, dar. Dem hingegen stellt der Median den Wert der sortierten
Stichprobe dar, der in der Mitte zweier gleich grol3er Halften liegt. Anders als der
Mittelwert wird der Median daher von extremen Werten, sog. Ausreil3ern, kaum

beeinflusst.

Grafisch dargestellt wurden unsere Ergebnisse einerseits in Histogrammen (Lange
und Bender 2001 d), in denen die Haufigkeiten unserer Messungen als Rechtecke
abgebildet sind. Andererseits wurde die Darstellung in Box Plots (Lange und Bender
2001 b) gewanhlt. In den Box Plots ist der Median abzulesen sowie das 25%-Quantil
und 75%-Quantil. Sog. ,Whiskers“ markieren den Bereich bis zum grofiten bzw.
kleinsten Wert aus den Daten. In dieser Darstellung sind dann keine Ausreil3er mehr

erkennbar, da die Box inklusive Whisker die gesamte Spannweite der Daten abdeckt.

Das 25%-Quantil markiert den Punkt, unterhalb dessen 25% der Werte liegen. Das
75%-Quantil markiert den Punkt, an dem 25% der Werte oberhalb dessen liegen.
Zwischen 25%- und 75%-Quantil liegt die Halfte der beobachteten Werte. Fir die
Bestimmung von Quantilen ist es erforderlich, die Werte vom kleinsten zum grof3ten

Wert zu sortieren.

In den Tabellen wurde zudem die Varianz (Lange und Bender 2001 c) berechnet. Die
Varianz ist das Mal3, welches die Streuung der MessgrofRen beschreibt. Sie wird
berechnet, indem man die Differenz jedes Messwertes vom Mittelwert quadriert,
addiert und durch den um eins verminderten Stichprobenumfang (n-1) dividiert.
Dieses Variabilitatsmald soll eine Vorstellung vermitteln, wie stark die einzelnen

Werte streuen, d.h. wie reprasentativ der Mittelwert ist. Da die Varianz aufgrund der
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Quadrierung eine andere Dimension als der Mittelwert hat, ist eine grafische

Darstellung in diesem Zusammenhang nicht moglich.

Um Ruickschlisse auf die statistische Signifikanz zu ziehen, berechneten wir daher
das Konfidenzintervall (Bender und Lange 2001 b), welches ebenfalls grafisch um
den Mittelwert dargestellt wurde. Das Konfidenzintervall ist der Unsicherheitsbereich
fur die Schatzung des Mittelwertes unserer Stichprobe. Das Ergebnis der Schéatzung
des Mittelwertes ist abhangig von der Stichprobe und weist bekanntlich eine
Zufallsschwankung auf. Zur Berechnung unseres Konfidenzintervalls wéahlten wir
eine Uberdeckungswahrscheinlichkeit von 95%. Das 95%-Konfidenzintervall enthalt
den theoretisch unbekannten Mittelwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%. Das
Konfidenzintervall liefert die Information in der gleichen Skala wie der zu
untersuchende Wert, in unserem Fall in Prozent der positiven Zellen, so dass eine
grafische Darstellung um den Mittelwert mdglich ist. Die Breite des
Konfidenzintervalls ist abhé&ngig von den Stichprobenumfangen (n) und den
Standardabweichungen. Die Standardabweichung ist die Wurzel der Varianz. Ein
Vorteil des Konfidenzintervalls gegentiber der Punktschatzung des Mittelwertes ist,
dass man an ihm die Signifikanz ablesen kann. Ein zu breites Vertrauensintervall
weist auf einen zu geringen Stichprobenumfang hin. Entweder ist die Stichprobe
tatséchlich klein oder das untersuchte Phanomen ist so variabel, dass nur durch eine
unrealistisch groRRe Stichprobe ein Konfidenzintervall von akzeptabler Breite erreicht

werden kdnnte.

Zur Frage der Signifikanz unserer Ergebnisse fuhrten wir einen statistischen
Signifikanztest durch. Wir nahmen dabei gleiche Varianzen, also eine sogenannte
Compound-Symmetry-Kovarianzstruktur an. Mit einem t-Test fir verbundene bzw.
unverbundene Stichproben wurde die Signifikanz untersucht. Das Ergebnis dieses
Signifikanztestes ist der p-Wert (Bender und Lange 2001 a). Mit Hilfe dieses
Signifikanztestes kann man formulierte Hypothesen Uberprifen. Es wird entweder
eine ,Nullhypothese mit der Formulierung der Gleichheit (kein Effekt) oder die
Alternativhypothese mit der Formulierung eines Unterschiedes (Effekt) aufgestellt.
Beim t-Test wird die Differenz zweier Mittelwerte auf den Standardfehler dieser
Differenz normiert. Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, dass — angenommen, die
Nullhypothese sei wahr — die Statistik den beobachteten oder einen extremeren Wert


http://de.wikipedia.org/wiki/Punktsch%C3%A4tzer
http://de.wikipedia.org/wiki/Statistische_Signifikanz
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annimmt. Wenn diese Wahrscheinlichkeit klein ist, so spricht dies gegen die
Nullhypothese. Vor Datenerhebung wird eine maximale Irrtumswahrscheinlichkeit
festgelegt. Die HOhe des p-Wertes ist abhangig von erstens der Starke des Effektes,
zweitens der Variabilitdt der Daten und drittens der GroRRe der Stichprobe. Bei kleinen
Stichproben ist es schwerer, sehr kleine p-Werte und damit statistische Signifikanz

zu erreichen, obwohl der Effekt eventuell deutlich und moglicherweise bedeutend ist.
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lll. Ergebnisse

. 1. Expression von ILA-Rezeptor beim Gesunden und bei

Psoriasiserkrankten in konventionellen immunhistochemischen Farbungen

Da bis dato Uber die Expression des T-Zell-kostimulatorischen Molekuils ILA-
Rezeptor und seines Liganden in der normalen humanen Haut und in der
Entzindungsreaktion der humanen Haut nichts bekannt war, untersuchten wir beide
mittels konventioneller immunhistochemischer Farbungen unter Verwendung eines
monoklonalen Antikdrpers an Gewebeschnitten von Gesunden und von
Psoriasiserkrankten in befallener und unbefallener Haut. Wir wahlten die Psoriasis
als Modell einer Erkrankung, bei der TH1-Zellen eine wichtige Rolle spielen, da aus
in-vitro-Untersuchungen in der Literatur bekannt war, dass eine Aktivierung des ILA-

Rezeptors zu einem Priming von TH1-Zellen fuhren kann.

Wir haben die Gewebeschnitte von 5 gesunden Probanden (Gruppe C) sowie von 5
Psoriasiserkrankten untersucht, denen Stanzbiopsien jeweils aus klinisch
unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) enthommen worden

worden waren.

Exemplarisch fur diese konventionellen immunhistochemischen Farbungen zeigen
wir in der folgenden Abbildung 1, dass sich in der Haut von 5 gesunden Probanden
keine Expression des ILA-Rezeptors fand. Hingegen fanden wir in der unbefallenen
Haut und auch in der befallenen Haut von 5 Psoriasiserkrankten eine deutliche

Expression von ILA-Rezeptor.
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Abb. 1. Expression von ILA-Rezeptor im Gewebeschnitt von gesunden Probanden (A),
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (B) und in der Psoriasisplaque (C). A) Im
Gewebeschnitt eines gesunden Probanden findet sich keine Expression des ILA-Rezeptors. B) In der
unbefallenen Haut eines Psoriasiserkrankten ist eine Expression des ILA-Rezeptors auf Zellen in der
Dermis erkennbar. C) In der Psoriasisplaque sieht man eine deutlich heraufgesetzte Expression des
ILA-Rezeptors. A-C) Diese Untersuchungen wurden an jeweils 5 gesunden und 5 erkrankten
Individuen durchgefihrt und die Ergebnisse lie3en sich an allen Proben reproduzieren. In die Dermis
infiltrierende Entzindungszellen sind ILA-Rezeptor-positiv, die Epidermis farbt sich stellenweise
schwach positiv in ihren auf3eren Schichten an.

Besonders hervorzuheben ist in dieser Untersuchung (Abb. 1) der signifikante
Unterschied der ILA-Rezeptor-Expression in der Haut von Gesunden versus die Haut
von Psoriasiserkrankten. In der Haut von Gesunden konnte keine ILA-Rezeptor-
Expression nachgewiesen werden. Hingegen fand sich eine Expression des ILA-
Rezeptors nicht nur in der befallenen, sondern auch in der unbefallenen Haut des
Psoriasis-Erkrankten. In der unbefallenen Haut der Psoriasiserkrankten fanden sich
vereinzelt ILA-Rezeptor-positive Zellen. In der Psoriasisplague fand sich eine
deutliche Zellinfiltration, die zum grolRen Teil aus ILA-Rezeptor-positiven Zellen

bestand.

Nachdem wir diese Ergebnisse mittels der konventionellen immunhistochemischen
Farbungen erhalten hatten, interessierte uns nun, welche Zellen den ILA-Rezeptor
exprimieren. Diese Frage wollten wir mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

klaren.
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1. 2. Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Durch immunhistologische Farbungen mittels Doppelfluoreszenz sollte nun die Frage
geklart werden, ob und in welcher Verteilung Mastzellen und T-Zellen den ILA-
Rezeptor exprimieren und ob zwischen der befallenen und unbefallenen Haut des
Psoriatikers Unterschiede bezuglich des exprimierenden Zelltyps festzustellen sind.
Als Marker fur die Mastzellen wurde Tryptase verwendet, als Marker fur T-Zellen
CD2. Tryptase ist eine Proteinase und wird in grol3er Menge durch Mastzellen
exprimiert und in ihren Granula gespeichert und ist fur Mastzellen spezifisch. CD2 ist
ein Oberflachenmolekul und Adhé&sionsmolekil, welches von T-Zellen und NK-Zellen

exprimiert wird.

Mittels  Doppelimmunfluoreszenzfarbungen  der  unbefallenen  Haut von
Psoriasiserkrankten (Gruppe G) konnten wir zeigten, wie in Abbildung 2 dargestellt,
dass ILA-Rezeptor auf Mastzellen exprimiert wird. Die folgenden Bilder zeigen in der
ersten senkrechten Spalte die Expression von Tryptase in Mastzellen (rote Farbung),
in der zweiten senkrechten Spalte die Expression von ILA-Rezeptor (griine Farbung).
Die Koexpression wird durch die Uberlagerung der Bilder erleichtert dargestellt (dritte

senkrechte Spalte). Zellen, die beide Molekile exprimieren, sind gelb gefarbt.
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Abb. 2: Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergréf3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt. Es werden zeilenweise exemplarisch
Gewebeschnitte von 2 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von
Tryptase (rot) als Marker fur Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ILA-
Rezeptor (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine
Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Tryptase-positive Zellen, die den ILA-Rezeptor exprimieren,
stellen sich gelb gefarbt dar.

In einem nachsten Schritt untersuchten wir auch die Expression von ILA-Rezeptor
auf Mastzellen in der Psoriasisplaque (Gruppe P). Analog zu der zuvor aufgeflihrten
Untersuchung zeigte sich auch hier eine Expression von ILA-Rezeptor auf
Mastzellen, wie in Abbildung 3 gezeigt wird.
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Abb. 3: Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung zeigt
die Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der Psoriasisplaque (Gruppe P). Die Auswertung
der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher
VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefuhrt. Es werden zeilenweise
exemplarisch Gewebeschnitte von 3 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die
Expression von Tryptase (rot) als Marker fur Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die
Expression von ILA-Rezeptor (griin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten
Spalte eine Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Tryptase-positive Zellen, die den ILA-Rezeptor
exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar.

Anhand dieser Immunfluoreszenzfarbungen, die an einem konfokalen
Lasermikroskop ausgewertet wurden, fuhrten wir nun die quantitative Auswertung der
Schnitte durch. Hierzu wurden, wie im Methodenteil beschrieben, die Tryptase-
positiven Mastzellen auf den Schnitten der 4mm-Hautstanzen gezahlt. Bei dieser
Zahlung wurde die Anzahl der ILA-Rezeptor-positiven und ILA-Rezeptor-negativen
Mastzellen erfasst. Diese Werte wurden ins Verhdaltnis gesetzt, d.h. es wurde die

prozentuale ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen ermittelt.
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In der Abbildung 4 und Tabelle 9 sind die Ergebnisse der ILA-Rezeptor/Tryptase-
Doppelfarbung zusammengefasst, also die Expression von ILA-Rezeptor auf
Mastzellen, die als Dreifachmessungen pro Hautbiopsie erhoben wurden. Es wurden
jeweils 3 Schnitte gefarbt und ausgezahlt. Auf der Ordinate ist die Anzahl der ILA-
Rezeptor-positiven bzw. ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen pro Schnitt abzulesen,
auf der Abszisse sind die einzelnen Zahlungen der Gewebeschnitte dargestellt.
Insgesamt wurden die Biopsien von 5 Psoriasiserkrankten ausgewertet, die jeweils
mit der unbefallenen Haut der Gruppe G und mit der befallenen Haut der Gruppe P
zugeordnet wurden. Hier ist zu entnehmen, dass die Zahl der Mastzellen in der
Psoriasisplaque im Mittel deutlich hoher ist, als in unbefallener Haut des
Psoriasiserkrankten. Ein wesentlicher Teil dieser Mastzellen ist ILA-Rezeptor-positiv.
Der ILA-positive Mastzellanteil in der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten
unterscheidet sich nicht signifikant von dem in Psoriasisplaques, wie die statistische

Auswertung zeigt (Abb. 6).
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Abb. 4: Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque. Die Ordinate zeigt die Zahl der absolut gezahlten
ILA-Rezeptor-positiven Mastzellen (Try+ILA+) und der ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen (Try+ILA-)
pro Schnitt. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanze. Die Abszisse
bestimmt den ausgewerteten Gewebeschnitt von unbefallener Haut (G) und befallener Haut (P) von 5
Psoriasiserkrankten, die durch die Ziffer unter dem G bzw. P benannt werden. Es wurden von jeder
Hautbiopsie jeweils 3 Schnitte ausgezéhlt, was in der zweiten horizontalen Zahlenreihe erkennbar
wird. Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tber die absoluten
Zahlen der gezahlten Zellen.
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Bereits in der konventionellen Immunhistochemie konnten wir den signifikanten
Unterschied in der ILA-Rezeptor-Expression zwischen der Haut gesunder Probanden
und der Haut von Psoriasiserkrankten nachweisen. Hier hatte sich gezeigt, dass in
der Haut gesunder Probanden keine ILA-Rezeptor-Expression nachweisbar war,
wohl aber nicht nur in der befallenen, sondern auch in der unbefallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Ergebnisse der Auszahlung in der Doppelimmunfluoreszenz
zeigten auch ganz klar, dass sich die Gesamtzahl der Mastzellen in unbefallener und
befallener Psoriasishaut stark zugunsten der befallenen Haut unterschied, also mit
zunehmenden Aktivierungsstadium in der Psoriasis die Mastzellanzahl in den
Gewebeschnitten zunahm. So wurden in den Gewebeschnitten der unbefallenen
Haut von Psoriasiserkrankten im Mittel 22,4 Mastzellen gezéhlt, in den
Gewebeschnitten der Psoriasisplaques im Mittel 62,13 Mastzellen. Statistisch lassen
sich diese Zahlen jedoch nicht verwerten, da die absoluten Zahlen bei ungleicher
Schnittflache der Praparate nur semiquantitativ verwertbar sind. Diese Zahlen
bestétigen jedoch den qualitativen Eindruck, den der Betrachter gewinnt. Sowohl in
unbefallener wie in befallener Haut war ein wesentlicher Anteil dieser Mastzellen ILA-

Rezeptor-positiv.

Zur Klarung der Frage, wie sich die ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen in den
unterschiedlichen Stadien der Psoriasis verdndert, untersuchten wir die relative
prozentuale Expression von ILA-Rezeptor auf den Mastzellen. Diese Daten sind
statistisch verwertbar, da sie von der Schnittflache unabhangig sind.

Entsprechend sind die Daten in Abbildung 5 dargestellt. Die Abszisse zeigt die
bekannten Messreihen, der Ordinate ist die prozentuale ILA-Rezeptor-Expression auf

den Mastzellen zu entnehmen.
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Abb. 5: Relative Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque. Die Ordinate zeigt die relativen Anteile der ILA-
Rezeptor-positiven Mastzellen (Try+ILA+) und der ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen (Try+ILA-) pro
Schnitt. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittfliche der 4mm-Stanze. Die Abszisse
bestimmt den ausgewerteten Gewebeschnitt von unbefallener Haut (G) und befallener Haut (P) von 5
Psoriasiserkrankten, die durch die Ziffer unter dem G bzw. P benannt werden. Es wurden von jeder
Hautbiopsie jeweils 3 Schnitte ausgezéahlt, was in der zweiten horizontalen Zahlenreihe erkennbar
wird. Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht Uber die absoluten
Zahlen der gezahlten Zellen.

In unserer statistischen Auswertung sind diese relativen (prozentualen) Werte der
ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen untersucht worden. Die Unterschiede in der
relativen ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen in der Haut gesunder Probaden
(Gruppen C) und in der unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G) und
in der Psoriasisplaque (Gruppe P) wurden genauer untersucht. In der folgenden
Tabelle 8 werden die Mean-Werte als relativer prozentualer Wert sowie Varianz und

Konfidenzintervall dargestellt.
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Gruppe | n | Zelltyp | Molekill | Mean | Varianz |[Konfidenzintervall (+/-95%)
C 5 Try ILA 0,00 0,00 0,00 0,00
G 15 Try ILA 0,78 0,04 0,67 0,90
P 15 Try ILA 0,69 0,06 0,55 0,82

Tab. 8: Die Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque unterscheidet sich nicht signifikant. In
Hautbiopsien gesunder Probanden findet sich keine Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen.
Dargestellt sind die relativen Zahlen der Expression von ILA-Rezeptor (ILA) auf Mastzellen (Try), die
an den Schnitten von unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von 5
Psoriasiserkrankten sowie 5 gesunden Kontrollpersonen (Gruppe C) ermittelt wurden. Die Biopsien
der Gruppe C wurden einmal ausgewertet, die Biopsien der Gruppe G und P jeweils dreifach
angefertigt und ausgewertet. Die Farbungen in den Gruppen G und P wurden fir jedes Individuum an
3 verschiedenen Schnitten durchgefiihrt und ausgewertet. Daher unterscheidet sich die Anzahl der
pro Gruppe ausgewerteten Gewebeschnitte (Gruppe C n=5, Gruppe G n=15, Gruppe P n=15).

Um die Signifikanz der Daten zu uberprufen, modellierten wir die Daten mit einem
linearen gemischten Modell (vgl. Abb. 6). Wir nahmen dabei gleiche Varianzen, also
eine sogenannte Compound-Symmetry-Kovarianzstruktur an. Es zeigte sich
signifikant, dass zwischen gesunden Kontrollpersonen (Mean 0,0, Varianz 0,0,
Konfidenzintervall 0,0) und Psoriasiserkrankten sowohl in befallener (Mean 0,69,
Varianz 0,06, Konfidenzintervall 0,55 — 0,82, p-Wert < 0,0001) als auch in
unbefallener (Mean 0,78, Varianz 0,04, Konfidenzintervall 0,67 — 0,90, p-Wert <
0,0001) Haut Unterschiede in der ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen vorliegen.
Wahrend sich beim Gesunden keine ILA-Rezeptor-Expression in der Haut fand, lag
diese beim Psoriasiserkrankten vor. Signifikante Unterschiede zwischen der
unbefallenen und befallenen Haut der Psoriasiserkrankten in der ILA-Rezeptor-
Expression auf Mastzellen zeigten sich nicht (p-Wert 0,1841), jedoch war als Trend
erkennbar, dass die prozentuale Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der
befallenen Haut (Mean 0,69, Varianz 0,06, Konfidenzintervall 0,55 — 0,82) geringer
war als in der unbefallenen Haut (Mean 0,78, Varianz 0,04, Konfidenzintervall 0,67 —
0,90).
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Abb. 6: Keine statistische Signifikanz in der Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen
zwischen unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten. Als Trend ist erkennbar,
dass die prozentuale Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der Psoriasisplaque geringer ist
als in der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten. Grafische Darstellung der relativen ILA-
Rezeptor-Expression auf Mastzellen (ILA+Try+) auf der Ordinate mit Angabe des Median- bzw. des
Mean-Wertes und des Konfidenzintervalls fir unbefallene Haut (Gruppe G) und befallene Haut
(Gruppe P) von Psoriasiserkrankten. Auf der Abszisse sind die beiden untersuchten Gruppen

aufgetragen.

lIl. 3. Verlasslichkeit der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen und der

Auswertung durch den Untersucher

Anhand der Messungen der Expression des ILA-Rezeptors an jeweils 3 separat
gefarbten und gezéahlten Schnitten der 5 Biopsien der Gruppen G und P sollte nun
die Verlasslichkeit der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen und der Auswertung durch

den Untersucher validiert werden.

Die Daten dieser Dreifachmessungen sind in der folgenden Tabelle 9 sowie grafisch
in den vorherigen Abbildungen 4 und 5 dargestellt. Aus den absoluten Zahlen der
Mastzellen und ILA-Rezeptor-positiven Mastzellen bzw. ILA-Rezeptor-negativen
Mastzellen wurden die prozentualen Verhdaltnisse von ILA-Rezeptor-positiven und

ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen errechnet.
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Gruppe | Person | Messung | Try+ | Try+ILA+ | Try+ILA- | %Try+ILA+ | %Try+ILA-
G 1 1 37 35 2 94,59 5,41
G 1 2 39 30 9 76,92 23,08
G 1 3 23 15 8 65,22 34,78
G 2 1 21 20 1 95,24 4,76
G 2 2 23 16 7 69,57 30,43
G 2 3 19 18 1 94,74 5,26
G 3 1 12 8 4 66,67 33,33
G 3 2 20 18 2 90,00 10,00
G 3 3 20 18 2 90,00 10,00
G 4 1 10 4 6 40,00 60,00
G 4 2 27 18 9 66,67 33,33
G 4 3 30 28 2 93,33 6,67
G 5 1 27 9 18 33,33 66,67
G 5 2 19 19 0 100,00 0,00
G 5 3 9 9 100,00 0,00
P 1 1 64 42 22 65,63 34,38
P 1 2 66 63 3 95,45 4,55
P 1 3 109 92 17 84,40 15,60
P 2 1 131 70 61 53,44 46,56
P 2 2 88 78 10 88,64 11,36
P 2 3 50 41 9 82,00 18,00
P 3 1 45 39 6 86,67 13,33
P 3 2 52 45 7 86,54 13,46
P 3 3 38 26 12 68,42 31,58
P 4 1 27 9 18 33,33 66,67
P 4 2 20 20 0 100,00 0,00
P 4 3 26 16 10 61,54 38,46
P 5 1 65 25 40 38,46 61,54
P 5 2 98 70 28 71,43 28,57
P 5 3 53 7 46 13,21 86,79

Tab. 9: Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen. Tryptase wurde als Marker fur Mastzellen
verwendet. Es wurden Mastzellen auf jeweils 3 unterschiedlichen Schnitten von unbefallener (Gruppe

G) und befallener

(Gruppe P) Haut von jeweils 5 Psoriasiserkrankten gezahlt, so dass

Dreifachmessungen entstanden. Die individuelle Nummer der jeweiligen erkrankten Person ist in der
zweiten senkrechten Spalte angegeben, Messungen 1-3 sind in der dritten senkrechten Spalte
angegeben. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanze. Dargestellt sind
die absoluten Zahlen der gezahlten Mastzellen (Try+), ILA-Rezeptor-positiven Mastzellen (Try+ILA+)
und ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen (Try+ILA-) sowie die relativen Zahlen fir die ILA-Rezeptor-
positiven Mastzellen (%Try+ILA+) und ILA-Rezeptor-negativen Mastzellen (%Try+ILA-).
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Zur Uberprifung der Reliabilitat unserer Farbungen in der
Doppelimmunfluoreszenztechnik sowie der Zahlung durch den Untersucher haben
wir die oben beschriebenen Dreifachmessungen angefertigt. Es wurde an jeweils 3
unterschiedlichen Schnitten der befallenen und unbefallenen Haut aller 5
Psoriasiserkrankten ILA-Rezeptor-/Tryptase-Doppelfarbungen durchgefihrt und
ausgewertet. Zur Frage der Reliabilitat und signifikanter Unterschiede modellierten
wir die Daten in einer Boxplot-Darstellung mit Ausweisung des Medians sowie der
25%- und 75%-Quantile mit Whiskers, die die maximalen und minimalen Werte

aufzeigen. Dies ist der Abbildung 7 zu entnehmen.
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Abb. 7: Signifikante Unterschiede innerhalb der Dreifachmessungen einer Gruppe und keine
signifikanten Unterschiede in der ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen zwischen
unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten. Grafische Darstellung der relativen
ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen (ILATry) mit Angabe des Median-Wertes und der 25%- und
75%-Quantile sowie der minimalen und maximalen gemessenen Werte fir unbefallene Haut (Gruppe
G) und befallene Haut (Gruppe P) von Psoriasiserkrankten bei Dreifachmessungen. Auf der Ordinate
ist die relative ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen (ILATry) angegeben, auf der Abszisse sind die
einzelnen Messungen (Messung Nr. 1 - 3) innerhalb der Dreifachmessung an jeweils 5
Psoriasiserkrankten angegeben. Die Einzelmessungen innerhalb einer Gruppen weichen signifikant
voneinander ab (p-Wert 0,0417). Insgesamt bestehen keine signifikanten Unterschiede in der ILA-
Rezeptor-Expression auf Mastzellen zwischen den Gruppen G und P (p-Wert 0,1841).
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Wir modellierten weiter ein lineares gemischtes Modell unter der Annahme, dass die
Wiederholung ein fester Faktor und nicht zuféllig ist. In einem statistischen
Signifikanztest erhielten wir fur die Dreifachmessung folgenden p-Werte, die in der

folgenden Tabelle 10 dargestellt sind.

Effekt p-Wert |Interpretation

Gruppe: Unterscheiden sich die beiden 0,1841 |Nicht signifikant: Kein signifikanter
Gruppen G vs. P? Unterschied zwischen den Gruppen
Wiederholung: Unterscheiden sich die 0,0417 |Signifikant: Signifikanter Unterschied
Dreifachmessungen? zwischen den Dreifachmessungen

Wechselwirkung Gruppe und Wiederholung: [0,1675 |Nicht signifikant: Keine signifikante
Sind die Verlaufe der Wiederholungen in den Wechselwirkung

beiden Gruppen parallel?

Tab. 10: Signifikante Unterschiede innerhalb der Dreifachmessungen einer Gruppe ohne
Parallelitat der Verlaufe innerhalb einer Gruppe und keine signifikanten Unterschiede in der
ILA-Rezeptor-Expression auf Mastzellen zwischen unbefallener und befallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Mit einem t-Test unter der Annahme, dass die Wiederholung ein fester Faktor
und nicht zufallig ist, wird untersucht, ob sich zwischen den Gruppen G (unbefallene Haut des
Psoriatikers) und P (Psoriasisplaque) bzw. innerhalb der Dreifachmessungen signifikante
Unterschiede ergeben. Weiterhin wurde untersucht, ob die Verlaufe der Wiederholungen in den
beiden Gruppen parallel verlaufen. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
Dreifachmessungen und keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, es bestand keine
signifikante Wechselwirkung. Der Begriff der Wechselwirkung wird in Abb. 8 naher dargestellit.

Wiederum zeigte sich auch in diesem Signifikanztest (siehe Tab. 10), dass sich
zwischen den Gruppen G (unbefallene Haut des Psoriatikers) und P
(Psoriasisplaque) keine signifikanten Unterschiede ergaben (p-Wert 0,1841), sich
aber die Dreifachmessungen signifikant voneinander unterschieden (p-Wert 0,0417).
Zur Frage der Wechselwirkung zwischen Gruppe und Wiederholung stellten wir die
Frage, ob die Verlaufe der Wiederholungen in beiden Gruppen parallel waren. Es
zeigte sich keine signifikante Wechselwirkung (p-Wert 0,1675). In einem Mean-Error-
Plot (Abb. 8), in welchem jeweils der Mittelwert und das 95%-Konfidenzintervall
dargestellt sind, wird die Interaktion zwischen den Gruppen in den einzelnen

Messungen beschrieben.



Seite 51

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Abb. 8: Keine Parallelitat der Verlaufe der Wiederholungen innerhalb der Gruppen bei
Dreifachmessung. Der Mean-Error-Plot stellt die Mittelwerte und 95%-Konfidenzintervalle der Gruppe
G (unbefallene Haut des Psoriatikers) und Gruppe P (Psoriasisplaque) in den drei unterschiedlichen
Messungen fur ILA-Rezeptor-positive Mastzellen dar. Dabei zeigt die Ordinate den relativen Anteil der
ILA-Rezeptor-positiven Mastzellen (ILATry) und die Abszisse die jeweilige Nummer der Messung
innerhalb der Dreifachmessung, hier als Wiederholung bezeichnet. Es handelt sich um die
Auswertung von 3 verschiedenen Schnitten von jeweils 5 Psoriasiserkrankten, denen jeweils eine
Hautbiopsie aus unbefallener und befallener Haut entnommen worden war.

Il. 4. Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

In der Auswertung der Doppelimmunfluoreszenzen fir ILA-Rezeptor auf Mastzellen
war aufgefallen, dass es eine grof3e Anzahl ILA-Rezeptor-positiver, aber Tryptase-
negativer Zellen gab, die wir n&her charakterisieren wollten. Unser Interesse galt der
Zell-Zell-Interaktion von Mastzellen und T-Zellen in der Psoriasis und wir vermuteten
eine Expression von ILA-Rezeptor durch T-Zellen oder dendritische Zellen. Es war
bekannt, dass grundsétzlich auch T-Zellen den ILA-Rezeptor exprimieren kdnnen.
Wir etablierten daher eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung fir den ILA-Rezeptor
und CD2 als Pan-T-Zell-Marker. Da CD2 auch von NK-Zellen exprimiert wird, ist

neben den hauptsachlich die Psoriasishaut infiltrierenden T-Zellen sicher auch ein
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kleiner Anteil von NK-Zellen erfasst worden. Hierauf wird in der Diskussion in Kapitel

IV. 3. eingegangen.

In den Farbungen an unbefallener (Gruppe G) und befallener (Gruppe P) Haut von
Psoriasiserkrankten untersuchten wir die Expression von ILA-Rezeptor auf CD2-
positiven Zellen. In den folgenden Abbildungen (Abb. 9 und 10) ist in der ersten
senkrechten Spalte (rote Farbung) die Expression von CD2 am Gewebeschnitt zu
sehen, in der zweiten senkrechten Spalte (griine Farbung) die Expression von ILA-
Rezeptor. Die Koexpression erscheint bei Uberlagerung der Bilder (dritte senkrechte
Spalte) gelb. Als Ergebnis unserer Untersuchungen sahen wir sowohl in unbefallener
Haut als auch in der Psoriasisplaque eine nur geringe Expression von ILA-Rezeptor

auf CD2-positiven Zellen.

Abb. 9: Geringe Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt. Es werden zeilenweise exemplarisch
Gewebeschnitte von 2 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von CD2
(rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ILA-Rezeptor
(griin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung
beider Bilder gezeigt. Wenige CD2-positive Zellen exprimieren den ILA-Rezeptor. Sie stellen sich gelb
gefarbt dar.
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Abb. 10: Keine siginifikante Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in der Psoriasisplaque.
Die Abbildung zeigt eine weitgehend negative Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in der
Psoriasisplague (Gruppe P). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte
in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen
durchgefuhrt. Es werden zeilenweise exemplarisch zwei Gewebeschnitte von Psoriasiserkrankten
gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als Marker fur T-Zellen. Die
zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ILA-Rezeptor (grin). Zur Prifung der
Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung beider Bilder gezeigt.

Die folgende Tabelle 11 zeigt die Werte, die mittels ILA-Rezeptor/ CD2-
Doppelimmunfluoreszenz fir T-Zellen erhoben wurden. Bei gesunden Probanden
(Gruppe C) hatte sich konventionell immunhistochemisch keine ILA-Rezeptor-
Expression gefunden, so dass keine Doppelimmunfluoreszenzen angefertigt wurden.
In der Gruppen G (unbefallene Haut des Psoriatikers) und Gruppe P
(Psoriasisplaque) konnten wir eine Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen
nachweisen. In der Psoriasisplaque fand sich eine signifikant héhere T-Zell-Infiltration
(CD2+) als in unbefallener Haut des Psoriasiserkrankten. Aber nur ein geringer Teil
dieser T-Zellen war ILA-Rezeptor-positiv (CD2+ILA+), der groRRere Teil war ILA-
Rezeptor-negativ (CD2+ILA-). In der sechsten und siebten senkrechten Spalte der
Tabelle sind die entsprechenden prozentualen Verteilungen fur ILA-Rezeptor-positive
(CD2+ILA+) und ILA-Rezeptor-negative (CD2+ILA-) T-Zellen aufgefuhrt.
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Gruppe | Person | CD2+ | CD2+ILA+ | CD2+ILA- | %CD2+ILA+ | %CD2+ILA-
G 1 4 1 3 25,00 75,00
G 2 52 7 45 13,46 86,54
G 3 92 10 82 10,87 89,13
G 4 34 1 33 2,94 97,06
G 5 45 1 44 2,22 97,78
P 1 223 42 181 18,83 81,17
P 2 687 3 684 0,44 99,56
P 3 370 12 358 3,24 96,76
P 4 240 7 233 2,92 97,08
P 5 321 28 293 8,72 91,28

Tab. 11: Expression des ILA-Rezeptors auf T-Zellen der unbefallenen und befallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. CD2 wurde als Marker fur T-Zellen verwendet. Dargestellt sind die absoluten
Zahlen der gezahlten CD2-positiven Zellen (CD2+), ILA-Rezeptor-positiven CD2-Zellen (CD2+ILA+)
und der ILA-Rezeptor-negativen CD2-Zellen (CD2+ILA-) sowie die relativen Zahlen fur die ILA-
Rezeptor-positiven CD2-Zellen (%CD2+ILA+) und ILA-Rezeptor-negativen CD2-Zellen (%CD2+ILA-),
die an den Schnitten von unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von funf
Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-
Stanze.

Konventionell immunhistochemisch hatten wir bereits festgestellt, dass gesunde
Probanden (Gruppe C) keine ILA-Rezeptor-Expression in der Haut zeigen.

Nun untersuchten wir statistisch die Frage, ob sich in der ILA-Rezeptor-Expression
auf T-Zellen, abhangig vom Aktivierungsstadium der Psoriasis, Unterschiede finden
(Tab. 12). Hierzu bestimmten wir die relative prozentuale ILA-Rezeptor-Expression
auf T-Zellen in den Gruppen G (unbefallene Haut des Psoriasiserkrankten) und

Gruppe P (Psoriasisplaque).

Gruppe | n | Zelltyp | Molekil | Mean | Varianz |[Konfidenzintervall (+/-95%)
C 5| CD2 ILA 0,00 0,00 0,00 0,00
G 5| CD2 ILA 0,11 0,01 -0,01 0,22
P 5| CD2 ILA 0,07 0,01 -0,02 0,16

Tab. 12: Expression des ILA-Rezeptors auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden sowie in
unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten. CD2 wurde als Marker fir T-Zellen
verwendet. Dargestellt sind die relativen Zahlen der Expression von ILA-Rezeptor, die an den
Schnitten von unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von 5
Psoriasiserkrankten sowie von 5 gesunden Kontrollpersonen (Gruppe C) ermittelt wurden.

Fur die Expression des ILA-Rezeptors auf T-Zellen fand sich ein &hnliches Bild,
analog zu der Expression auf Mastzellen. In der Normalhaut (Gruppe C) fand sich
keine Expression des ILA-Rezeptors (Mean 0,0, Varianz 0,0, Konfidenzintervall 0,0).

Die ILA-Expression auf T-Zellen in befallener (Mean 0,07, Varianz 0,01,
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Konfidenzintervall -0,02 — 0,16) und unbefallener Haut (Mean 0,11, Varianz 0,01,
Konfidenzintervall -0,01 — 0,22) zeigte keine signifikanten Unterschiede, wie der
voranstehenden Tabelle 12 und der folgenden Abbildung 11 zu entnehmen ist.
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Abb. 11: Keine statistisch signifikanten Unterschiede in der relativen ILA-Rezeptor-Expression
auf T-Zellen in der unbefallenen und befallenen Haut von Psoriasiserkrankten. Als Marker fir T-
Zellen diente CD2. Auf der Ordinate dargestellt ist die relative Expression von ILA-Rezeptor auf T-
Zellen (ILA+CD2+) (mit Angabe des Median- bzw. des Mean-Wertes und des Konfidenzintervalls) in
der unbefallenen Haut (Gruppe G) und befallenen Haut (Gruppe P) von 5 Psoriasiserkrankten. Auf der

Abszisse sind die beiden untersuchten Gruppen aufgetragen.

Aufgrund der insgesamt geringen ILA-Rezeptor-Expression auf den T-Zellen zeigte
sich in der statistischen Auswertung (Tab. 13) kein signifikanter Unterschied
zwischen der Haut gesunder Probanden (Gruppe C), der unbefallenen (Gruppe G)

und befallenen (Gruppe P) Haut von Psoriasiserkrankten.

p-Wert |Interpretation

Gruppe Pvs. G 0,507 Nicht signifikant
Gruppe Cvs. P 0,107 Nicht signifikant
Gruppe Cvs. G 0,058 Nicht signifikant

Tab. 13: Keine statistisch signifikanten Unterschiede im t-Test fur verbundene Stichproben fir
die relative Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen in den einzelnen Gruppen. Mit einem t-
Test fur verbundene Stichproben wurde untersucht, ob sich die ILA-Rezeptor-Expression auf T-Zellen
in befallener (Gruppe P) und unbefallener (Gruppe G) Haut von 5 Psoriatikern signifikant
unterscheidet. Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Haut von 5 gesunden Probanden (Gruppe C)
und die befallene (Gruppe P) und unbefallene (Gruppe G) Psoriasishaut signifikant unterscheiden. Es
fanden sich aufgrund der insgesamt geringen prozentualen ILA-Rezeptor-Expression auf T-Zellen
keine signifikanten Unterschiede.
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lIl. 5. Expression von ICOS-Rezeptor beim Gesunden und Dbei

Psoriasiserkrankten in konventionellen immunhistochemischen Farbungen

Neben dem ILA-Rezeptor, der nach der bisher bekannten Literatur vornehmlich mit
der TH1-Reaktion assoziiert ist (Shuford et al. 1997, Kim et al. 1998), wollten wir
auch ein System untersuchen, das — wie der ICOS-Rezeptor — die TH2-Reaktion
beglnstigend beeinflusst (Tesciuba et al. 2001, Gonzalo et al. 2001, Coyle et al.
2000). Da auch fir dieses System bisher keine ausreichenden Erfahrungen in der
Entzindungsreaktion in menschlichem Gewebe vorlagen, sollten unsere
Untersuchungen neue Kenntnisse bringen. Auch die Expression des ICOS-
Rezeptors wurde daher zuerst konventionell immunhistochemisch untersucht. Hier
fand sich, analog zu der Expression des ILA-Rezeptors, dass der ICOS-Rezeptor in
der Haut gesunder Probanden nicht exprimiert wird. Hingegen fand sich in der Haut
von Psoriasiserkrankten eine Expression des ICOS-Rezeptors. Sowohl die befallene
als auch die unbefallene Haut des Psoriasiserkrankten zeigte eine Infiltration mit
Zellen, die den ICOS-Rezeptor exprimierten, wie die folgende Abbildung 12 zeigt.

i [ s R T B ; .
Abb. 12: Expression von ICOS-Rezeptor im Gewebeschnitt von gesunden Probanden (A),
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (B) und in der Psoriasisplaque (C). A) In dem
Gewebeschnitt eines gesunden Probanden findet sich keine Expression des ICOS-Rezeptors. B) In
der unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten ist eine Expression des ICOS-Rezeptors auf Zellen in
der Dermis erkennbar. C) In der Psoriasisplaque sieht man eine deutlich heraufgesetzte Expression
des ICOS-Rezeptors. A-C) Diese Untersuchungen wurden an jeweils 5 gesunden und 5 erkrankten
Individuen durchgeftihrt und die Ergebnisse lie3en sich in allen Proben reproduzieren. In die Dermis
infiltrierende Entziindungszellen sind ICOS-Rezeptor-positiv, die Epidermis farbt sich stellenweise
schwach positiv in ihren &uReren Schichten an.

. 6. Expression von ICOS-Rezeptor auf Mastzellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Wiederum sollte durch immunhistochemische Untersuchungen in
Doppelfluoreszenztechnik geklart werden, welche Zellen in der Haut des

Psoriasiserkrankten den ICOS-Rezeptor exprimieren. Als Marker fur Mastzellen
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wurde erneut Tryptase verwendet. Fir unsere Untersuchungen wurden zunachst
Doppelimmunfluoreszenzen fur ICOS-Rezeptor und Tryptase angefertigt, um die
ICOS-Rezeptor-Expression auf Mastzellen zu untersuchen. Wie die folgenden
Abbildungen 13 und 14 zeigen, konnte auf Mastzellen keine ICOS-Rezeptor-
Expression nachgewiesen werden. Dies gilt fir gesunde Kontrollpersonen, in deren
Haut — wie oben erwahnt in der konventionellen Immunhistochemie — uberhaupt
keine ICOS-Rezeptor-Expression nachweisbar war, ebenso wie fir unbefallene und
befallene  Psoriasishaut - wie in dieser Untersuchung mit der

Doppelimmunfluoreszenztechnik gezeigt werden konnte.

Abb. 13: Keine Expression von ICOS-Rezeptor auf Mastzellen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt, dass ICOS-Rezeptor nicht auf Mastzellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G) exprimiert wird. Die Auswertung der
Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher
VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefiihrt. Es werden zeilenweise
exemplarisch Gewebeschnitte von 2 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die
Expression von Tryptase (rot) als Marker fir Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die
Expression von ICOS-Rezeptor (griin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Tryptase-positive Zellen, die den ICOS-
Rezeptor exprimieren, sollten sich gelb darstellen. Es zeigt sich hier eine fehlende Ubereinstimmung
von ICOS-Rezeptor-Expression und Tryptase-Expression.
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Abb. 14: Keine Expression von ICOS-Rezeptor auf Mastzellen in der Psoriasisplague. Die
Abbildung zeigt, dass ICOS-Rezeptor nicht auf Mastzellen in der befallenen Haut von
Psoriasiserkrankten (Gruppe P) exprimiert wird. Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt. Es werden zeilenweise exemplarisch
Gewebeschnitte von 2 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von
Tryptase (rot) als Marker fur Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-
Rezeptor (griin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine
Uberlagerung der Bilder gezeigt. Tryptase-positive Zellen, die den ICOS-Rezeptor exprimieren, sollten
sich gelb darstellen. Es zeigt sich hier eine fehlende Ubereinstimmung von ICOS-Rezeptor-Expression
und Tryptase-Expression.
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1. 7. Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Ebenso sollte durch immunhistochemische Untersuchungen in
Doppelfluoreszenztechnik geklart werden, ob denn T-Zellen in der Haut des
Psoriasiserkrankten den ICOS-Rezeptor exprimieren und ob es Veradnderungen in
der Verteilung zwischen befallener und unbefallener Haut des Psoriasiserkrankten
gibt. Hierzu wurden Doppelimmunfluoreszenzen fir ICOS-Rezeptor und CD2
angefertigt, um die Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen zu untersuchen. CD2
diente also erneut als Marker fur T-Zellen. Wie die folgenden Abbildungen 15 und 16
zeigen, konnte auf CD2-positiven Zellen eine nur geringe Expression des ICOS-

Rezeptors nachgewiesen werden.

Abb. 15: Keine signifikante Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in unbefallener Haut
von Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefuhrt. Es werden zeilenweise exemplarisch
Gewebeschnitte von 2 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von CD2
(rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor
(griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der
Bilder gezeigt. Nur einzelne CD2-positive Zellen, die den ICOS-Rezeptor exprimieren, stellen sich gelb
gefarbt dar. Insgesamt fand sich eine nicht signifikante Koexpression von CD2 und ICOS-Rezeptor.
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Abb. 16: Keine signifikante Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in der Psoriasisplaque.
Die Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in der Psoriasisplaque (Gruppe
P). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergréRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefuhrt.
Es werden zeilenweise exemplarisch Gewebeschnitte von 3 Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt
die Expression von ICOS-Rezeptor (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Nahezu keine CD2-positiven Zellen, die den
ICOS-Rezeptor exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Insgesamt fand sich eine nicht signifikante
Koexpression von CD2 und ICOS-Rezeptor.
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In der Haut von gesunden Probanden hatte sich ja bereits in der konventionellen
Immunhistochemie keine Expression von ICOS-Rezeptor gefunden. Wie die
vorherigen Abbildungen 15 und 16 zeigten, fand sich in den Untersuchungen in
Doppelimmunfluoreszenztechnik auf T-Zellen in der befallenen und unbefallenen
Haut des Psoriasiserkrankten eine nur &auf3erst geringe Expression von ICOS-
Rezeptor. Die im Folgenden dargestellte statistische Auswertung zeigte, dass sich
auf CD2-positiven Zellen bei gesunden Kontrollpersonen und in der befallenen und
unbefallenen Psoriasishaut sich keine signifikante Expression des ICOS-Rezeptors
fand. Dies ist in der folgende Tabelle 14 und Abbildung 17 dargestellt. In der
statistischen Auswertung konnte bestatigt werden, dass sich keine signifikante
Expression von ICOS-Rezeptor auf CD2-positiven Zellen fand.

Gruppe | Person | CD2+ | CD2+ICOS+ CD2+ICOS- %CD2+ICOS+ %CD2+ICOS-
G 1 50 0 50 0,00 100,00
G 2 66 0 66 0,00 100,00
G 3 69 1 68 1,45 98,55
G 4 24 0 24 0,00 100,00
G 5 41 0 41 0,00 100,00
P 1 230 4 226 1,74 98,26
P 2 739 2 737 0,27 99,73
P 3 444 0 444 0,00 100,00
P 4 251 0 251 0,00 100,00
P 5 205 0 205 0,00 100,00

Tab. 14: Keine signifikante Expression des ICOS-Rezeptors auf T-Zellen in unbefallener und
befallener Haut von Psoriasiserkrankten. CD2 wurde als Marker fir T-Zellen verwendet. Dargestellt
sind die absoluten Zahlen der gezéhlten CD2-positiven Zellen (CD2+), ICOS-Rezeptor-positiven CD2-
Zellen (CD2+ICOS+) und der ICOS-Rezeptor-negativen CD2-Zellen (CD2+ICOS-) sowie die relativen
Zahlen fir ICOS-Rezeptor-positive CD2-Zellen (%CD2+ICOS+) und ICOS-Rezeptor-negative CD2-
Zellen (CD2+ICOS-), die an den Schnitte von unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut
(Gruppe P) von 5 Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflache der 4mm-Stanze.
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Abb. 17: Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen in wunbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque. CD2 wurde als Marker fir T-Zellen verwendet.
Die Ordinate zeigt die Zahl der absolut gezéhlten ICOS-Rezeptor-positiven T-Zellen (CD2+ICOS+)
und ICOS-Rezeptor-negativen T-Zellen (CD2+ICOS-) pro Schnitt. Es wurden jeweils 5
Psoriasiserkrankte untersucht, denen jeweils eine Stanze aus unbefallener Haut, die der Gruppe G
zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque enthommen wurde, die der Gruppe P
zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanzen. Diese
einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im untersten
Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht iiber die absoluten Zahlen der gezahlten Zellen.

Im t-Test wurde die Expression des ICOS-Rezeptors auf CD2-positiven Zellen in der
Gruppe C (gesunde Probanden), Gruppe G (unbefallene Haut der
Psoriasiserkrankten) und Gruppe P (Psoriasisplague) beziglich signifikanter
Unterschiede verglichen. Bei insgesamt nicht signifikanter Expression von ICOS-
Rezeptor durch T-Zellen zeigten sich im t-Test fur Gruppe G vs. Gruppe P (p-Wert
0,8269), Gruppe G vs. Gruppe C (p-Wert 0,3739) und Gruppe P vs. Gruppe C (p-
Wert 0,3008) keine signifikanten Unterschiede in der ICOS-Rezeptor-Expression
durch T-Zellen.

1. 8. Expression von ICOS-Rezeptor auf dendritischen Zellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Da wir bisher die Mehrzahl der ICOS-exprimierenden Zellen in der Haut der
Psoriasiserkrankten mit der eingesetzten Farbung nicht identifizieren konnten,

stellten wir uns erneut die Frage, welche Zellen den ICOS-Rezeptor in der
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Psoriasishaut exprimieren. In der Literatur gab es bisher keine Hinweise auf eine
Expression von ICOS-Rezeptor durch dendritische Zellen, doch in der Pathogenese
der Psoriasis spielen dendritische Zellen neben T-Zellen und Mastzellen eine
zentrale Rolle. Wir wahlten daher als Marker fiir dendritische Zellen das Protein p55,
welches im Zuge der Reifung dieser Zellen hochreguliert wird und als Marker fir reife
dendritische Zellen gilt. Mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenztechnik untersuchten
wir die 1ICOS-Rezeptor-Expression auf p55-positiven Zellen. Wie die folgende
Abbildung 18 zeigt, fand sich hier in der Psoriasis keine Koexpression, d.h. die

dendritischen Zellen in der Psoriasishaut exprimierten keinen ICOS-Rezeptor.

Abb. 18: Keine Expression von ICOS-Rezeptor auf dendritischen Zellen in der Haut von
Psoriasiserkrankten. Als Marker fir dendritische Zellen wurde p55 gewahlt. Die Auswertung der
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergroferung an
unbefallener (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von jeweils 5 Psoriasiserkrankten. Es fand
sich keine Koexpression von ICOS-Rezeptor und p55 als Marker fir dendritische Zellen. Die
Abbildung zeigt exemplarisch den Gewebeschnitt aus einer Psoriasisplaque. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von p55 (rot), eine dendritische Zelle ist mit einem Pfeil hervorgehoben.
Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor (grin). Zur Prifung der
Ubereinstimmung wird in der dritten Spalte die Uberlagerung der Bilder gezeigt. ICOS-Rezeptor-
positive dendritische Zellen sollten sich gelb darstellen. Es zeigt sich keine Koexpression.

11K 9. Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Da weiterhin der Grofdteil der ICOS-Rezeptor-exprimierenden Zellen in der
Psoriasishaut unbekannt war, betrachteten wir erneut die konventionellen ICOS-
Rezeptorfarbungen. In den konventionellen Farbungen zeigten eine Vielzahl der
ICOS-Rezeptor-positiven Zellen die Morphologie von makrophagozytaren Zellen, so
dass wir uns entschlossen, eine Doppelimmunfluoreszenzuntersuchung mit KiM1P,
einem Marker fir Gewebemakrophagen, anzuschlieRen. Eine Expression von ICOS-
Rezeptor durch  Makrophagen war bisher nicht bekannt. In der

Doppelimmunfluoreszenz fur ICOS-Rezeptor und KiM1P zeigte sich eine deutliche
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Koexpression. Ein grol3er Teil der ICOS-Rezeptor-positiven Zellen war auch KiM1P-

positiv. Die folgenden Abbildungen 19 und 20 zeigen Bilder dieser Untersuchungen.

Abb. 19: Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergréf3erung und
wurde an 5 Individuen durchgefiihrt. Es wird exemplarisch der Gewebeschnitt eines Erkrankten
gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von KiM1P (rot) als Marker fir
Makrophagen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor (grun). Zur
Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder
gezeigt. KiM1P-positive Zellen, die den ICOS-Rezeptor exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es
findet sich eine Koexpression von KiM1P und ICOS-Rezeptor.

Abb. 20: Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung
zeigt die Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in der Psoriasisplaque (Gruppe P). Die
Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in
400facher VergroBerung und wurde an 5 Individuen durchgefiihrt. Es wird exemplarisch der
Gewebeschnitt eines Erkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von KiM1P
(rot) als Marker fur Makrophagen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-
Rezeptor (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine
Uberlagerung der Bilder gezeigt. KiM1P-positive Zellen, die den ICOS-Rezeptor exprimieren, stellen
sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von KiM1P und ICOS-Rezeptor.

Anhand dieser in Doppelimmunfluoreszenz gefarbten Schnitte wurde die absolute
Anzahl der ICOS-Rezeptor-positiven (KiM1P+ICOS+) und ICOS-Rezeptor-negativen
(KiM1P+ICOS-) Gewebemakrophagen sowie der jeweilige relative Anteil ermittelt.
Einen Uberblick hieriiber gibt die folgende Tabelle 15 sowie die folgenden
Abbildungen 21 und 22.
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Gruppe | Person | KiM1P+ KiM1P+ | KiM1P+ | %KiM1P+ %KiM1P+

ICOS+ ICOS- ICOS+ ICOS-
G 1 15 0 15 0,00 100,00
G 2 11 5 6 45,45 54,55
G 3 48 22 26 45,83 54,17
G 4 15 2 13 13,33 86,67
G 5 5 0 5 0,00 100,00
P 1 31 0 31 0,00 100,00
P 2 112 48 64 42,86 57,14
P 3 108 48 60 44,44 55,56
P 4 128 43 85 33,59 66,41
P 5 50 33 17 66,00 34,00

Tab. 15: Expression des ICOS-Rezeptors auf Makrophagen in der unbefallenen und befallenen
Haut von Psoriasiserkrankten. KiM1P wurde als Marker fir Makrophagen verwendet. Dargestellt
sind die absoluten Zahlen der gezahlten KiM1P-positiven Zellen (KiM1P+), ICOS-Rezeptor-positiven
KiM1P-Zellen (KiM1P+ICOS+) und der ICOS-Rezeptor-negativen KiM1P-Zellen (KiM1P+ICOS-) sowie
die relativen Zahlen fir ICOS-Rezeptor-positive KiM1P-Zellen (%KiM1P+ICOS+) und ICOS-Rezeptor-
negative KiM1P-Zellen (%KiM1P+ICOS-), die an den Schnitten von unbefallener Haut (Gruppe G) und
befallener Haut (Gruppe P) von 5 Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Ausgewertet wurde jeweils die
gesamte Schnittflache der 4mm-Stanze.
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Abb. 21: Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplague. KiM1P wurde als Marker fur Makrophagen
verwendet. Die Ordinate zeigt die Zahl der absolut gezéhlten ICOS-Rezeptor-positiven Makrophagen
(KiM1P+ICOS+) und ICOS-Rezeptor-negativen Makrophagen (KiM1P+ICOS-) pro Schnitt. Es wurden
jeweils 5 Psoriasiserkrankte untersucht, denen jeweils eine Stanze aus unbefallener Haut, die der
Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplague entnommen wurde, die der
Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanzen.
Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im
untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tiber die absoluten Zahlen der gezahlten Zellen.
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Abb. 22: Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in unbefallener Haut von
Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplague. KiM1P wurde als Marker fur Makrophagen
verwendet. Die Ordinate zeigt die relativen Anteile der ICOS-Rezeptor-positiven Makrophagen
(KiIM1P+ICOS+) und ICOS-Rezeptor-negativen Makrophagen (KiM1P+ICOS-) pro Schnitt. Es wurden
jeweils 5 Psoriasiserkrankte untersucht, denen jeweils eine Stanze aus unbefallener Haut, die der
Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque entnommen wurde, die der
Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-Stanzen.
Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im
untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tiber die absoluten Zahlen der gezéhlten Zellen.

In der statistischen Auswertung stellten wir die Frage, ob sich die Expression von
ICOS-Rezeptor in der Haut von gesunden Probanden (Gruppe C), in unbefallener
Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G) und in der Haut aus der Psoriasisplaque
(Gruppe P) signifikant unterscheidet. Die Meanwerte, Varianzen und

Konfidenzintervalle sind in Tabelle 16 dargestellt:

Gruppe | Zelltyp | Molekil | Mean | Varianz Konfidenzintervall (+/-95%)

C KiM1P ICOS 0,00 0,00 0,00 0,00
G KiM1P ICOS 0,21 0,05 -0,08 0,50
P KiM1P ICOS 0,37 0,06 0,08 0,67

Tab. 16: Die Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in der Psoriasisplaque
unterscheidet sich signifikant von der in der Haut gesunder Probanden, nicht jedoch von der in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten. Unbefallene Haut von Psoriasiserkrankten und die
Haut gesunder Probanden unterscheiden sich ebenfalls nicht signifankt. Dargestellt sind die relativen
Zahlen der Expression von ICOS-Rezeptor (ICOS), die an den Schnitten von unbefallener Haut
(Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von 5 Psoriasiserkrankten sowie 5 gesunden
Kontrollpersonen (Gruppe C) ermittelt wurden.

Die statistische Untersuchung (Abb. 23, Tab. 17) zeigte, dass in der befallenen Haut
(Mean 0,37, Varianz 0,06, Konfidenzintervall 0,08 — 0,67) der Psoriatiker gegentber

der Haut gesunder Probanden (Mean 0,0, Varianz 0,0, Konfidenzintervall 0,0) die
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Expression des ICOS-Rezeptors auf Makrophagen signifikant erhdht war (p-Wert
0,0254).

In der unbefallenen Haut der Psoriatiker fand sich eine ICOS-Expression auf
Makrophagen (Mean 0,21, Varianz 0,05, Konfidenzintervall -0,08 — 0,5), die sich nicht
signifikant von der Expression auf Makrophagen in der Haut gesunder

Kontrollpersonen oder in der befallenen Psoriasishaut unterschied.
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Abb. 23: Die Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in der Psoriasisplaque
unterscheidet sich signifikant von der auf Makrophagen in der Haut gesunder Probanden. Die
Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in unbefallener Haut der Psoriasiserkrankten zeigte
keinen signifikanten Unterschied zur Expression auf Makrophagen in der Haut gesunder Probanden
oder in der Psoriasisplaque. Grafische Darstellung der relativen ICOS-Rezeptor-Expression auf
Makrophagen (ICOS+KiM1P+) auf der Ordinate mit Angabe des Median bzw. des Mean und des
Konfidenzintervalls in der unbefallenen Haut (Gruppe G) und der befallenen Haut (Gruppe P) von funf
Psoriasiserkrankten. In der Haut gesunder Probanden (Gruppe C) fand sich keine Expression von
ICOS-Rezeptor auf Makrophagen. Auf der Abszisse sind die beiden untersuchten Gruppen

aufgetragen.

p-Wert Interpretation
Gruppe G vs. P 0,19 Nicht signifikant
Gruppe Cvs. G 0,114 Nicht signifikant
Gruppe Cvs. P 0,025 Signifikant

Tab. 17: Die Expression von ICOS-Rezeptor auf Makrophagen in der Psoriasisplaque
unterscheidet sich signifikant von der auf Makrophagen in der Haut gesunder Probanden. Der
t-Test zeigt, dass die Expression von ICOS-Rezeptor auf KiM1P-positiven Gewebemakrophagen in
der Psoriasisplaque (Gruppe P) gegeniuber der Haut gesunder Probanden (Gruppe C) signifikant
erhoht ist. Unbefallene Haut (Gruppe G) zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied zur Haut
gesunder Probanden (Gruppe C) oder zur Psoriasisplaque (Gruppe P).
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[1l. 10. Expression von ILA- und ICOS-Ligand beim Gesunden und bei

Psoriasiserkrankten in konventionellen immunhistochemischen Farbungen

Nach erfolgter Untersuchung der Expression von ILA- und ICOS-Rezeptor stellte sich
nun die Frage nach der Expression der zugehdrigen Liganden. Fiur den ILA-Liganden
(Abb. 24) und fur den ICOS-Liganden (Abb. 25) zeigte sich in den konventionellen
immunhistochemischen Farbungen eine deutliche Expression. Fur den ILA-Liganden
und den ICOS-Liganden farbt sich auch die Epidermis an, fir den ILA-Liganden
stellen sich auch Endothelzellen positiv dar. Als Hauptbefund sind die die Dermis
infiltrierenden Entzindungszellen zu sehen. Mit zunehmender Zellzahl im Rahmen
der entzundlichen Infiltration der Psoriasisplaque nimmt auch die Expression der

Liganden zu.

Abb. 24: Expression von ILA-Ligand im Gewebeschnltt von gesunden Probanden (A)
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (B) und in der Psoriasisplaque (C). In die Dermis
infiltrierende  Entzindungszellen exprimieren den ILA-Liganden. Auch die Epidermis sowie
Endothelzellen stellen sich positiv dar. Die Untersuchungen wurden an Hautbiopsien von jeweils 5
Individuen durchgefihrt.

Abb. 25: Expressmn von ICOS ngand im Gewebeschnltt von gesunden Probanden (A),
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten (B) und in der Psoriasisplaque (C). In die Dermis
infiltrierende Entziindungszellen exprimieren den ICOS-Liganden. Auch die Epidermis stellt sich
positiv dar. Die Untersuchungen wurden an Hautbiopsien von jeweils 5 Individuen durchgefiihrt.

. 11. Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen




Seite 69

Mittels Doppelimmunfluoreszenztechnik wurde auch die Expression von ILA- und
ICOS-Liganden auf Mastzellen und T-Zellen untersucht.

Fur den ILA-Liganden fand sich auf samtlichen Mastzellen eine Expression sowohl in
der Haut der Kontrollgruppe als auch in der unbefallenen und befallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Da sich auf allen Mastzellen eine Expression des ILA-Liganden
fand, werden die Auszéhlungsergebnisse nicht dargestellt. Abbildungen 26, 27 und

28 zeigen Bilder der Doppelimmunfluoreszenzen aus dieser Untersuchung.

Abb. 26: Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der Haut gesunder Probanden. Die
Abbildung zeigt die Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der Haut gesunder Probanden
(Gruppe C). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergréRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt eines Probanden gezeigt. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker fir Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte
zeigt die Expression von ILA-Ligand (grin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Mastzellen, die den ILA-Liganden
exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von Tryptase
und ILA-Ligand.
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Abb. 27: Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der unbefallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefiihrt. Es wird in einer Zeile exemplarisch der
Gewebeschnitt aus unbefallener Haut eines Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte
zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker fir Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt
die Expression von ILA-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Mastzellen, die den ILA-Ligand exprimieren,
stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von Tryptase und ILA-Ligand.

Abb. 28: Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung zeigt
die Expression von ILA-Ligand auf Mastzellen in der befallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe
P). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt aus befallener Haut eines Psoriasiserkrankten
gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker fur Mastzellen.
Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ILA-Ligand (grun). Zur Prifung der
Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt.
Mastzellen, die den ILA-Liganden exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine
deutliche Koexpression von Tryptase und ILA-Ligand.

™

Il. 12. Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Auf T-Zellen war die Expression von ILA-Ligand nicht derart homogen. Bilder aus der
Doppelimmunfluoreszenz finden sich in den Abbildungen 29, 30 und 31. Die
Ergebnisse der Auswertung nach Zahlung sind in der folgenden Tabelle 18 und
Abbildungen 32 und 33 dargestelit.
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Abb. 29: Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden. Die
Abbildung zeigt die Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden (Gruppe
C). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergréRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefuhrt.
Es wird exemplarisch der Gewebeschnitt eines Probanden gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt
die Expression von CD2 (rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die
Expression von ILA-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten
Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. T-Zellen, die den ILA-Liganden exprimieren, stellen sich
gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von CD2 und ILA-Ligand.

A e
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Abb. 30: Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der unbefallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt. Es wird exemplarisch ein Gewebeschnitt aus der
unbefallenen Haut eines Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die
Expression von CD2 (rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression
von ILA-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine
Uberlagerung der Bilder gezeigt. T-Zellen, die den ILA-Liganden exprimieren, stellen sich gelb gefarbt
dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von CD2 und ILA-Ligand.
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Abb. 31: Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung zeigt die
Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der befallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe P).
Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgeftihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt aus der befallenen Haut eines
Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als
Marker far T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ILA-Ligand (grin). Zur
Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder
gezeigt. T-Zellen, die den ILA-Liganden exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine
deutliche Koexpression von CD2 und ILA-Ligand. Mit Pfeilen sind zwei deutlich doppelt positive Zellen

beispielhaft herausgehoben.

Gruppe |Person CD2+ CD2+ILAL+ | CD2+ILAL- | %CD2+ILAL+ | %CD2+ILAL-
C 1 4 0 4 0,00 100,00
C 2 8 8 0 100,00 0,00
C 3 49 46 3 93,88 6,12
C 4 0 0 0 0 0
C 5 2 2 0 100,00 0,00
G 1 21 4 17 19,05 80,95
G 2 81 37 44 45,68 54,32
G 3 70 41 29 58,57 41,43
G 4 27 16 11 59,26 40,74
G 5 13 10 3 76,92 23,08
P 1 331 199 132 60,12 39,88
P 2 239 179 60 74,90 25,10
P 3 310 193 117 62,26 37,74
P 4 354 72 282 20,34 79,66
P 5 143 47 96 32,87 67,13

Tab. 18: Expression des ILA-Liganden auf T-Zellen. CD2 wurde als Marker fir T-Zellen verwendet.
Dargestellt sind die absoluten Zahlen der gezéhlten T-Zellen (CD2+), ILA-Ligand-positiven T-Zellen
(CD2+ILAL+) und der ILA-Ligand-negativen T-Zellen (CD2+ILAL-) sowie die relativen Zahlen fir ILA-
Ligand-positive T-Zellen (%CD2+ILAL+) und ILA-Ligand-negative T-Zellen (%CD2+ILAL-), die an den
Schnitten von Haut 5 gesunder Probanden (Gruppe C), unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener
Haut (Gruppe P) von 5 Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflaiche der 4mm-Stanze.
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Abb. 32: Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in Haut gesunder Probanden sowie in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque. CD2 wurde als Marker fur
T-Zellen verwendet. Die Ordinate zeigt die Zahl der absolut gezéhlten ILA-Ligand-positiven T-Zellen
(CD2+ILAL+) und ILA-Ligand-negativen T-Zellen (CD2+ILAL-) pro Schnitt. Es wurden jeweils 5
Probanden (Gruppe C) untersucht bzw. 5 Psoriasiserkrankte, denen jeweils eine Stanze aus
unbefallener Haut, die der Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque
entnommen wurde, die der Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflache der 4mm-Stanzen. Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (C1-C5,
G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tber die
absoluten Zahlen der gezahlten Zellen.
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Abb. 33: Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in Haut gesunder Probanden sowie in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplague. CD2 wurde als Marker fur
T-Zellen verwendet. Die Ordinate zeigt die relativen Anteile der ILA-Ligand-positiven T-Zellen
(CD2+ILAL+) und ILA-Ligand-negativen T-Zellen (CD2+ILAL-) pro Schnitt. Es wurden jeweils 5
Probanden (Gruppe C) untersucht bzw. 5 Psoriasiserkrankte, denen jeweils eine Stanze aus
unbefallener Haut, die der Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque
entnommen wurde, die der Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflaiche der 4mm-Stanzen. Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (C1-C5,
G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht (iber die
absoluten Zahlen der gezahlten Zellen.
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Die statistische Auswertung der Expression des ILA-Liganden auf T-Zellen wird in
der folgenden Tabelle 19 und Abbildung 34 dargestellt. Auf T-Zellen war die
Expression von ILA-Ligand mit einem Mean von 0,73 (Varianz 0,24,
Konfidenzintervall -0,05 — 1,52) in der Kontrollgruppe der gesunden Probanden
(Gruppe C) hoch. In unbefallener Haut (Gruppe G) war die Expression von ILA-
Ligand auf T-Zellen mit einem Mean von 0,52 (Varianz 0,05, Konfidenzintervall 0,25
— 0,79) und in befallener Haut (Gruppe P) mit einem Mean von 0,50 (Varianz 0,05,
Konfidenzintervall 0,22 — 0,78) geringer. Bei einem p-Wert von 0,6553 sind die
Unterschiede in der Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen zwischen den einzelnen

Gruppen jedoch nicht signifikant.

Gruppe | Zelltyp | Molekil | Mean | Varianz [Konfidenzintervall (+/-95%)

C CDh2 ILAL 0,73 0,24 -0,05 1,52
G CDh2 ILAL 0,52 0,05 0,25 0,79
P CDh2 ILAL 0,50 0,05 0,22 0,78

Tab. 19: Expression des ILA-Liganden auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden und in der
unbefallenen und befallenen Haut von Psoriasiserkrankten. CD2 wurde als Marker fur T-Zellen
verwendet. Dargestellt sind die relativen Zahlen der Expression von ILA-Ligand, die an den
Gewebeschnitten von gesunden Probanden (Gruppe C) sowie aus unbefallener Haut (Gruppe G) und
befallener Haut (Gruppe P) von Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Es wurden jeweils 5 Individuen
untersucht.
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Abb. 34: Keine statistische Signifikanz in der Expression von ILA-Ligand auf T-Zellen in der
Haut von gesunden Probanden, unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten. Der
p-Wert betrédgt 0,6553. Grafische Darstellung der relativen ILA-Ligand-Expression auf T-Zellen
(ILAL+CD2+) auf der Ordinate mit Angabe des Median- bzw. Mean-Wertes und des
Konfidenzintervalls fur die Haut gesunder Probanden (Gruppe C) und fir die unbefallene Haut
(Gruppe G) und befallene Haut (Gruppe P) von Psoriasiserkrankten. Auf der Abszisse sind die

untersuchten Gruppen aufgetragen.
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1. 13. Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Fur den ICOS-Liganden fand sich auf Mastzellen ebenfalls eine Expression. Wie fur
den ILA-Liganden auf Mastzellen fand sich auch fir den ICOS-Liganden eine
Expression auf allen Mastzellen, die mit Tryptase als Zellmarker detektiert wurden.
Die Auszahlungsergebnisse werden daher nicht dargestellt. Dies galt fur alle
untersuchten Gruppen, also sowohl flr gesunde Probanden als auch fur unbefallene
und befallene Haut von Psoriasiserkrankten. Bilder aus diesen Untersuchungen
mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbungen sind in den folgenden Abbildungen 35, 36

und 37 gezeigt.

Abb. 35: Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der Haut gesunder Probanden. Die
Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der Haut gesunder Probanden
(Gruppe C). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher Vergro3erung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt eines Probanden gezeigt. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker fur Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte
zeigt die Expression von ICOS-Ligand (griin). Zur Prifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Mastzellen, die den ICOS-Liganden
exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von Tryptase und
ICOS-Ligand. Mit Pfeilen sind zwei deutlich doppelt positive Zellen herausgehoben.
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Abb. 36: Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der unbefallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefiihrt. Es wird in einer Zeile exemplarisch der
Gewebeschnitt aus unbefallener Haut eines Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte
zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker fir Mastzellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt
die Expression von ICOS-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Mastzellen, die den ICOS-Liganden
exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine deutliche Koexpression von Tryptase und
ICOS-Ligand. Mit Pfeilen sind vier deutlich doppelt positive Zellen beispielhaft herausgehoben.

Abb. 37: Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung zeigt
die Expression von ICOS-Ligand auf Mastzellen in der befallenen Haut von Psoriasiserkrankten
(Gruppe P). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefiihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt aus befallener Haut eines Psoriasiserkrankten
gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von Tryptase (rot) als Marker flr Mastzellen.
Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-Ligand (grin). Zur Prufung der
Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt.
Mastzellen, die den ICOS-Liganden exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar. Es findet sich eine
deutliche Koexpression von Tryptase und ICOS-Ligand. Mit Pfeilen sind zwei deutlich doppelt positive
Zellen herausgehoben.

Il. 14. Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in

Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Auf T-Zellen fand sich nur eine teilweise Expression von ICOS-Ligand in der Haut
gesunder Probanden sowie in unbefallener Haut von Psoriasispatienten. Fotos von

den Doppelimmunfluoreszenzfarbungen finden sich in den Abbildungen 38, 39 und
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40. In einigen Psoriasisplaques exprimierten viele T-Zellen den ICOS-Liganden. Eine
Ubersicht tber die gezahlten Zellen in tabellarischer und grafischer Ansicht geben
die Tabelle 20 und Abbildungen 41 und 42.

Abb. 38: Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden. Die
Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden
(Gruppe C). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt eines Probanden gezeigt. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als Marker fur T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt
die Expression von ICOS-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Es finden sich wenige T-Zellen, die den
ICOS-Liganden deutlich exprimieren und sich gelb gefarbt darstellen (exemplarisch mit einem Pfeil
markiert). Einige Zellen erscheinen rot-orange (exemplarisch mit Kreisen markiert) moéglicherweise
augrund des Hintergrundes oder einer nur schwachen ICOS-Ligand-Expression.

O

Abb. 39: Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der unbefallenen Haut von
Psoriasiserkrankten. Die Abbildung zeigt die Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der
unbefallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe G). Die Auswertung der Untersuchung in
Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler Lasermikroskopie in 400facher Vergrof3erung. Die
Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefuhrt. Es wird in einer Zeile exemplarisch der
Gewebeschnitt aus der unbefallenen Haut eines Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte
Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als Marker fiir T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt
die Expression von ICOS-Ligand (griin). Zur Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten
senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder gezeigt. Es finden sich wenige T-Zellen, die den
ICOS-Liganden deutlich exprimieren und sich gelb gefarbt darstellen (exemplarisch mit Pfeilen
markiert). Einige Zellen erscheinen rot-orange (exemplarisch mit Kreisen markiert) moglicherweise
augrund des Hintergrundes oder einer nur schwachen ICOS-Ligand-Expression.
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Abb. 40: Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der Psoriasisplaque. Die Abbildung zeigt
die Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in der befallenen Haut von Psoriasiserkrankten (Gruppe
P). Die Auswertung der Untersuchung in Doppelimmunfluoreszenz erfolgte in konfokaler
Lasermikroskopie in 400facher VergroRerung. Die Untersuchung wurde an 5 Individuen durchgefihrt.
Es wird in einer Zeile exemplarisch der Gewebeschnitt aus der befallenen Haut eines
Psoriasiserkrankten gezeigt. Die erste senkrechte Spalte zeigt die Expression von CD2 (rot) als
Marker fir T-Zellen. Die zweite senkrechte Spalte zeigt die Expression von ICOS-Ligand (grin). Zur
Priifung der Ubereinstimmung wird in der dritten senkrechten Spalte eine Uberlagerung der Bilder
gezeigt. T-Zellen, die den ICOS-Liganden exprimieren, stellen sich gelb gefarbt dar (exemplarisch mit
Pfeilen markiert).

Gruppe |Person CD2+ CD2+ICOSL+ | CD2+ICOSL- | %CD2+ICOSL+ | %CD2+ICOSL-
C 1 9 0 9 0,00 100,00
C 2 2 0 2 0,00 100,00
C 3 0 0 0 0 0
C 4 6 0 6 0,00 100,00
C 5 39 5 34 12,82 87,18
G 1 50 1 49 2,00 98,00
G 2 37 6 31 16,22 83,78
G 3 73 21 52 28,77 71,23
G 4 32 0 32 0,00 100,00
G 5 13 3 10 23,08 76,92
P 1 89 21 68 23,60 76,40
P 2 567 480 87 84,66 15,34
P 3 202 171 31 84,65 15,35
P 4 202 175 27 86,63 13,37
P 5 153 10 143 6,54 93,46

Tab. 20: Expression des ICOS-Liganden auf T-Zellen in der Haut von gesundern Probanden
sowie in der unbefallenen Haut und in der Psoriasisplaque von Psoriasiserkrankten. CD2 wurde
als Marker fur T-Zellen verwendet. Dargestellt sind die absoluten Zahlen der gezéhlten T-Zellen
(CD2+), ICOS-Ligand-positiven T-Zellen (CD2+ICOSL+) und der ICOS-Ligand-negativen T-Zellen
(CD2+ICOSL-) sowie die relativen Zahlen fur ICOS-Ligand-positive T-Zellen (%CD2+ICOSL+) und
ICOS-Ligand-negative T-Zellen (%CD2+ICOSL-), die an den Schnitten von der Haut 5 gesunder
Probanden (Gruppe C), unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von 5
Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte Schnittflache der 4mm-
Stanze.
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Abb. 41: Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in Haut gesunder Probanden sowie in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplaque. CD2 wurde als Marker fur
T-Zellen verwendet. Die Ordinate zeigt die Zahl der absolut gezahlten ICOS-Ligand-positiven T-Zellen
(CD2+ICOSL+) und ICOS-Ligand-negativen T-Zellen (CD2+ICOSL-) pro Schnitt. Es wurden jeweils 5
Probanden (Gruppe C) untersucht bzw. 5 Psoriasiserkrankte, denen jeweils eine Stanze aus
unbefallener Haut, die der Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque
entnommen wurde, die der Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflache der 4mm-Stanzen. Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (C1-C5,
G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tber die
absoluten Zahlen der gezahiten Zellen.
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Abb. 42: Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen in Haut gesunder Probanden sowie in
unbefallener Haut von Psoriasiserkrankten und in der Psoriasisplague. CD2 wurde als Marker fur
T-Zellen verwendet. Die Ordinate zeigt die relativen Anteile der ICOS-Ligand-positiven T-Zellen
(CD2+ICOSL+) und ICOS-Ligand-negativen T-Zellen (CD2+ICOSL-) pro Schnitt. Es wurden jeweils 5
Probanden (Gruppe C) untersucht bzw. 5 Psoriasiserkrankte, denen jeweils eine Stanze aus
unbefallener Haut, die der Gruppe G zugeordnet wurde, und eine Stanze aus einer Psoriasisplaque
entnommen wurde, die der Gruppe P zugeordnet wurde. Ausgewertet wurde jeweils die gesamte
Schnittflaiche der 4mm-Stanzen. Diese einzelnen Schnitte sind auf der Abszisse dargestellt (C1-C5,
G1-G5, P1-P5). Die Zahlentabelle im untersten Bereich der Graphik gibt eine Ubersicht tber die
absoluten Zahlen der gezahlten Zellen.
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Auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden und in unbefallener Haut von
Psoriasispatienten fand sich eine nur geringe Expression von ICOS-Ligand, wie in
den vorherigen Tabellen und Abbildungen aufgezeigt wurde. Es fanden sich sich
wenig eindeutig doppelt positive Zellen, die eine deutliche Expression sowohl von
CD2 als auch ICOS-Ligand zeigten und somit in der Uberlagerung der Bilder der
Immunfluoreszenzen gelb erschienen. Nur diese Zellen wurden als doppelt positiv
gewertet. Moglicherweise aufgrund des Hintergrundes oder einer vergleichsweise
geringen Expression von ICOS-Ligand stellten sich einige T-Zellen in der
Uberlagerung rot-orange dar. Diese Zellen wurden als negativ gewertet. Signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p-Wert 0,1026) fanden sich nicht,
wobei als Trend erkennbar war, dass T-Zellen in befallener Haut (Mean 0,57, Varianz
0,15, Konfidenzintervall 0,09 — 1,06) eine verstarkte Expression des ICOS-Liganden
gegenuber Kontrollpersonen (Mean 0,03, Varianz 0,0, Konfidenzintervall -0,07 —
0,13) und gegenuber der unbefallenen Psoriasishaut (Mean 0,14, Varianz 0,02,
Konfidenzintervall -0,02 — 0,3) zeigten. In der folgenden Tabelle 21 und Abbildung 43

sind diese Daten zusammengefasst.

Gruppe|Zelltyp |[Molekll| Mean | Varianz |Konfidenzintervall (+/-95%)
C CD2 | ICOSL | 0,03 | 0,00 -0,07 0,13
G CD2 | ICOSL | 0,24 | 0,02 -0,02 0,30
P CD2 | ICOSL | 0,57 | 0,15 0,09 1,06

Tab. 21: Expression des ICOS-Liganden auf T-Zellen in der Haut von gesunden Probanden
sowie in unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten. Es findet sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p-Wert 0,126). Jedoch ist als Trend
erkennbar, dass T-Zellen in befallener Haut eine verstarkte Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen
zeigen. CD2 wurde als Marker fur T-Zellen verwendet. Dargestellt sind die relativen Zahlen der
Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen, die an den Gewebeschnitten von Haut gesunder
Probanden (Gruppe C) sowie von unbefallener Haut (Gruppe G) und befallener Haut (Gruppe P) von
Psoriasiserkrankten ermittelt wurden. Es wurden jeweils 5 Individuen untersucht.
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Abb. 43: Keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Expression von ICOS-Ligand auf T-
Zellen in der Haut gesunder Probanden, in unbefallener und befallener Haut von
Psoriasiserkrankten. Der p-Wert betragt 0,126. Jedoch ist als Trend erkennbar, dass T-Zellen in
befallener Haut eine verstarkte Expression von ICOS-Ligand auf T-Zellen zeigen. Grafische
Darstellung der relativen ICOS-Liganden-Expression auf T-Zellen (ICOSL+CD2+) auf der Ordinate mit
Angabe des Median- bzw. des Mean-Wertes und des Konfidenzintervalls fir die Haut gesunden
Probanden (Gruppe C), unbefallene Haut (Gruppe G) und befallene Haut (Gruppe P) von
Psoriasiserkrankten. Auf der Abszisse sind die untersuchten Gruppen aufgetragen.

I1l. 15. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden wird eine zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse dieser
Untersuchung gegeben:

1. In der Haut gesunder Probanden fand sich keine Expression von ILA-Rezeptor
oder ICOS-Rezeptor in konventionellen Farbungen. Dies unterscheidet sie
signifikant von der Haut des Psoriasiserkrankten, sowohl von dessen
befallener als auch unbefallener Haut. In der unbefallenen Haut des
Psoriasiserkrankten findet sich eine maRdige und in der befallenen Haut eine
deutliche Expression von ILA-Rezeptor und ICOS-Rezeptor.

2. In der Auswertung der Dreifachmessungen, also an drei unabhangig
voneinander gefarbten und gezéahlten Schnitten einer Biopsie, fanden sich
signifikante Unterschiede innerhalb eines Triplets.

3. In der Auswertung der Doppelimmunfluoreszenz fand sich eine Expression
von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der unbefallenen und befallenen Haut des
Psoriasiserkrankten. Es fand sich kein signifikanter Unterschied in der
relativen Expression von ILA-Rezeptor durch Mastzellen nach statistischer
Auswertung. Nur als Trend zeigte sich, dass die relative Expression von ILA-
Rezeptor durch Mastzellen in der Psoriasisplaque geringer ist als in der
unbefallenen Haut trotz zalenmafiger Zunahme der Mastzellen in der

Psoriasisplaque. Aufgrund unterschiedlicher Schnittflachen kann die
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Auswertung der absoluten Zellzahlen nicht herangezogen werden, doch als
Trend war auch zu sehen, dass sich in der Psoriasisplaque insgesamt mehr
ILA-Rezeptor-positive Mastzellen finden als in der unbefallenen Haut des
Psoriasiserkrankten.

. Die Expression von ILA-Rezeptor auf T-Zellen war insgesamt gering.
Zwischen unbefallener und befallener Haut des Psoriasiserkrankten zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede.

. Anhand der konventionellen Farbungen konnten wir zeigen, dass ILA- und
ICOS-Ligand sowohl in der Haut gesunder Probanden als auch in der
unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten exprimiert werden.
. In Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen zeigte sich auf allen Mastzellen in
der Haut gesunder Probanden und in der unbefallenen und befallenen Haut
des Psoriasiserkrankten eine Expression von ILA- und ICOS-Ligand.

. In Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen zeigte sich auf T-Zellen in der
Haut gesunder Probanden und in der unbefallenen und befallenen Haut des
Psoriasiserkrankten eine Expression von ILA- und ICOS-Ligand ohne

statistisch signifikante Unterschiede.

. Auf Mastzellen fand sich auch in der unbefallenen und befallenen Haut des

Psoriasiserkrankten keine Expression von ICOS-Rezeptor.

. In der unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten fand sich

insgesamt keine signifikante Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen und

somit auch keine signifikanten Unterschiede.

10.Auf dendritischen Zellen fand sich in der unbefallenen und befallenen Haut

des Psoriasiserkrankten keine Expression von ICOS-Rezeptor.

11.Auf Makrophagen fand sich eine deutliche Expression von ICOS-Rezeptor in

der Psoriasisplaque, geringer auch in der unbefallenen Haut des

Psoriasiserkrankten.
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Die folgende Tabelle 22 soll diese Ergebnisse zusammengefasst darstellen:

konventionell Try CD2 p55 KiM1P
C G P C G P C G P C G P C G P
ILA neg. | pos. | pos. 0% 78% 69% 0% 11% | 7% 0% ? ? 0% ?
ICOS neg. | pos. | pos. 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 21% | 37%
ILAL pos. | pos. | pos. | 100% | 100% | 100% | 73% | 52% | 44% ? ? ? ? ? ?
ICOSL pos. | pos. | pos. | 100% | 100% | 100% | 3% 14% | 57% ? ? ? ? ? ?

Tab. 22: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Expression von ILA- und ICOS-
Rezeptor sowie von ihren Liganden. In der linken Spalte sind die untersuchten
Oberflachenmolekiile ILA-Rezeptor (ILA), ICOS-Rezeptor (ICOS), ILA-Ligand (ILAL) und ICOS-Ligand
(ICOSL) aufgefuhrt. In der ersten Zeile ist die Art der Untersuchung angegeben: konventionelle
immunhistochemische Farbung (konventionell), Doppelimmunfluoreszenz gegen Tryptase als Marker
fur Mastzellen (Try), gegen CD2 als Marker fur T-Zellen (CD2), gegen p55 als Marker fur dendritische
Zellen (p55) und gegen KiM1P als Marker fur Makrophagen (KiM1P). In der zweiten Zeile ist die
untersuchte Gruppe aufgefiihrt, also die Haut gesunder Probanden (C), die unbefallene Haut von
Psoriasiserkrankten (G) und der Psoriasisplaque (P). In der Tabelle ist mit ,neg.“ ausgederiickt, dass
sich in der konventionellen Farbung keine Expression des Moleklls fand, mit ,pos.”, dass sich eine
Expression fand. Auf volle Prozentzahlen gerundet (Mittelwert der Auswertungen) ist die Expression
des jeweiligen Oberflachenmolekiils durch den Zelltyp angegeben. Mit ,?“ sind Untersuchungen
gekennzeichnet, die noch nicht durchgefiihrt wurden.
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V. Diskussion

V. 1. Etablierung der Methode

Ein Hauptbestandteil der Arbeit bestand in der Erprobung und Etablierung der
Methode einschlie3lich Einbettungstechniken der Hautstanzen, Auswahl der
Primarantikdrper- und Sekundarantikorper, Etablierung der unterschiedlichen
Methoden der Detektionssysteme in konventionellen immunhistochemischen
Farbungen, Etablierung der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen sowie der

Abwendung der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie.

Zunachst haben wir die Einbettungsmethoden an Gefriermaterial und an
Paraffinmaterial verglichen. Artefakte und eingeschrankte Detektionssensitivitat
konnen eine wichtige Einschrankung in der Immunhistochemie sein. Nachteile der
Kryomethode waren destruierende Gefrierartefakte sowie Quetschartefakte
insbesondere bei unseren Hautstanzen. Hauptnachteil der Paraffinmethode, die zwar
gualitativ gute Schnitte bot, war die eingeschrankte Verwendbarkeit von Antikdrpern.
Zwar war es durch die unterschiedlichen Methoden der Demaskierung, z.B. durch
Mikrowellenbehandlung oder enzymatische Vorbehandlung (Shi et al. 1997), sowie
Verstarkungssysteme maoglich, einen Teil der Antikdrper zu etablieren, doch blieben
bei einigen Primarantikorpern offene Probleme. Wir bemihten uns also, eine
Einbettungsmethode zu finden, die die Vorziuge beider Methoden vereinte, zum
einen qualitativ hochwertige Schnitte unserer Hautstanzen zu ermdglichen und zum
anderen die Verwendung der von uns benétigten Primarantikérper in konventioneller
Immunhistochemie und Doppelimmunfluoreszenztechnik zu erméglichen. Hier stellte
sich die AMeX-Methode, welche durch Delsol et al. (1989) beschrieben wurde als

gunstig heraus.

Die AMeX-Methode bot gegentber der Kryomethode den Vorteil, dass der Schnitt
morphologisch gut erhalten blieb, und ermdglichte im Gegensatz zur klassischen
Paraffineinbettung die Verwendung einer Vielzahl von Antikérpern. Samtliche
Methoden sowie die Anwendung der Primarantikdrper und der Detektionssysteme fir
die konventionelle Immunhistochemie und Doppelimmunfluoreszenz mussten in

unserem Labor neu etabliert werden.
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Fur die konventionelle Immunhistochemie wurde ein in der Routinediagnostik
gangiges biotinyliertes Ziege-anti-Maus/Kaninchen-Polymer (DAKO-Link) verwendet,
und die Darstellung mittels Streptavidin HRP und AEC-Chromogen erzielt. Zum Teil
war eine Tyramidverstarkung erforderlich. Das biotinylierte Phenol des ,Tyramide
Signal Amplification (TSA) Biotin Systems® von Perkin Elmer bindet an HRP des

Streptavidin HRP (Bobrow et al. 1992), so dass eine Verstarkung erreicht wird.

Zur Verbesserung der Detektionssensitivitat wurde die Methode der
Tyramidverstarkung entwickelt und 1989 als ,catalyzed reporter deposition (CARD)“
publiziert (Bobrow et al. 1989, Bobrow et al. 1991). Die Methode wurde in
unterschiedlichen Techniken, wie z.B. Immunessay (Bobrow et al 1989, Bobrow et al
1991), Western Blot (Bobrow et al. 1992) oder In-situ-Hybridisation (Kerstens et al.
1995, van Giljswijk et al. 1997) als auch Immunhistochemie (Adams 1992, Berghorn
et al. 1994, van Giljswijk et al. 1997, Strappe et al. 1997, Toda et al. 1999) verwendet
und zeigte eine Verbesserung der Sensitivitat durch Tyramidverstarkung.

Diese Methode der Tyramidverstarkung wurde bereits durch zurlickliegende Studien
unter Verwendung zahlreicher Antikorper untersucht und mit klassischen
Farbemethoden verglichen, wobei sich zeigte, dass mit der Methode der
Tyramidverstarkung die meisten Primarantikérper 5- bis 50-fach gegenlber
Standardfarbungen verdinnt werden konnten und sich gleiche Ergebnisse zeigten,
ebenso waren kirzere Inkubationszeiten mdoglich. So kann ein verbesserter
Hintergrund erreicht werden. Jedoch zeigte sich auch die Notwendigkeit, flr jeden
Priméarantikdrper ein individuelles Protokoll festzulegen (von Wasielewski et al.
1997).

Die Methode der Tyramidverstarkung war bereits von anderen erfolgreich in der
Doppelimmunfluoreszenz angewendet worden. Auch konnte bereits gezeigt werden,
dass der Einsatz eines Tyramidverstarkungssystems bei Anwendung von zwei
Priméarantikdrpern, die beide aus der gleichen Spezies stammten, grundsatzlich
maoglich war (Shindler und Roth 1996, Hunyady et al. 1996, Teramoto et al. 1998).

Vor eine neue Herausforderung stellte uns jedoch die Notwendigkeit, mit zwei
Primarantikérpern aus der gleichen Spezies zu arbeiten, die beide eines
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Verstarkungssystems  fur  die  Doppelimmunfluoreszenz ~ bedurften.  Ein
entsprechendes Verfahren, das mit zwei Tyramidverstarkungssystemen arbeitete,
wurde bereits von Zaidi et al. (2000) beschrieben.

Die Etablierung dieses Verfahrens in unserem Labor erforderte eine grindliche
Blockierung nicht nur des ersten Primarantikdrpers, sondern auch des
Tyramidverstarkungssystems aus diesem ersten Schritt der Farbung, sowie eine
grundliche Kontrolle der Blockierungsschritte. Aufgrund der variablen Reaktivitat des
Tyramids, welche bereits durch von Wasielewski et al. (1997) beschrieben worden
war, musste fur jeden Primarantikérper in jeder notwendigen Kombination ein jeweils
neues Protokoll mit Verdinnungen und Inkubationszeiten fir Primar- und
Sekundarantikbrper sowie fur Verstarkungssystem und Blockierungsschritte
erarbeitet werden. Als Kontrolle dienten Schnitte ohne aufgebrachten ersten oder
zweiten bzw. ersten und zweiten Primarantikérper. Blockierungsschritte erfolgten mit

Fab-Fragmenten in TNB-Puffer sowie H,O,-Losung.

Um optimale Ergebnisse in der Doppelimmunfluoreszenz zu erreichen, war dartber
hinaus die Auswahl der Fluorochrome und die Auswahl des Mikroskops
entscheidend.

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie stellte sich als ideal heraus, um eine
sichere Zuordnung der zellularen Ko-Lokalisation von Signalen zu erreichen bei einer
Auflésung von 0,18 pm in x-y-Dimension und 0,35 pm in z-Dimension des Leica TCS
NT Laser-Scanning-Mikroskops. Diese Methode war zum Nachweis einer zellularen
Ko-Lokalisation mittels Doppelimmunfluoreszenz bereits in der Vergangenheit
angewandt worden (Soontornniyomkij et al. 1998 a, Soontornniyomkij et al. 1998 b).
Auch lagen bereits Erfahrungen in der Doppelimmunfluoreszenz — mit
Tyramidverstarkung und Auswertung in konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie vor
(Wang et al. 1999).

Bei der Auswahl der Fluorochrome entschieden wir uns fir Indocarbocyanin (Cy3),
welches als hellstes Fluorochrom erhdltlich war und sich fur Mehrfachfarbungen

geeignet erwiesen hat (Wessendorf und Brelje 1992).
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Das rot fluoreszierende Cy3 ist extrem leuchtintensiv und photostabil. Die relativ
hydrophilen Cy3-konjugierten Nachweisreagenzien zeigen kaum unspezifische
Bindung an Gewebe. Cy3 hat ein Exzitationsmaximum von 550 nm und ein
Emissionsmaximum von 570 nm. Daher kann die Untersuchung Cy3-markierter
Praparate ohne apparativen Mehraufwand mit einem konventionellen Rhodaminfilter
am Fluoreszenzmikroskop erfolgen. Ebenso ist die Untersuchung am konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop mdoglich, da die Anregung mit einem Argonlaser bei 488
nm und 514 nm oder mit einem Krypton-Argon-Laser bei 532 nm erfolgen kann
(Mujumdar et al. 1993). Die Intensitat des Farbstoffs bleibt bei Aufbewahrung in

geeigneten Materialien (dunkel, bei 4°C) jahrelang erhalten.

Indodicarbocyanin (Cy5) hat ein Exzitationsmaximum bei 650 nm und ein
Emissionsmaximum bei 674 nm. Weil die Fluoreszenz von Cy5 fur das menschliche
Auge kaum sichtbar ist, konnen Cy5-Markierungen mit konventionellen
Fluoreszenzmikroskopen nicht untersucht werden. Zur Untersuchung von Cy5-
markierten Praparaten ist ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop mit Helium-
Neon-Laser von 633 nm oder Krypton-Argon-Laser von 647 nm noétig. Ein
besonderer Vorteil von Cy5 und seiner Anregung mit rotem Licht ist die resultierende
niedrige Autofluoreszenz biologischer Proben. Fur Mehrfachmarkierungen ist Cy5
besonders gunstig, da sich sein Emissionspeak von den Emissionswellenlangen
anderer gebrauchlicher Fluorochrome, auch Cy3, deutlich unterscheidet (Mujumdar
et al. 1993, Cullander 1994).

Fluorochrome waren Antikérper-gebunden und Tyramid-gebunden erhéltlich, so dass
der Einsatz mit und ohne Verstarkungssystem moglich war. Fluorochrom-markierte
Tyramide waren bereits in der Vergangenheit durch andere Arbeitsgruppen
erfolgreich eingesetzt worden (van Gijlswijk et al. 1997).

Die Auswertung unserer Doppelimmunfluoreszenzfarbungen erfolgte mittels
konfokaler  Laser-Scanning-Mikroskopie. Diese  Technik  ermdglichte  die
Untersuchung zweier Fluoreszenzen in einer Ebene und damit die Zuordnung zu
einer Zelle, sowie die Verwendung von Cy3- und Cy5-gekoppelten
Sekundarantikérpern, die eine Minimierung der Uberlagerung der Emissionsspektren
und damit falsch-positiver Ergebnisse ermdglichte.
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V. 2. Statistische Problematik

Die  Verlasslichkeit  der  Doppelimmunfluoreszenzfarbungen  sowie  der
Auszahlungsmethode wurde in Dreifachmessungen untersucht. Dazu wurden jeweils
3 Schnitte pro Hautbiopsie angefertigt und ausgewertet. Diese Daten wurden
statistisch ausgewertet, wie es Abbildung 7 und Tabelle 10 zu entnehmen ist. Es
zeigt sich ein signifikanter Unterschied innerhalb der Dreifachmessungen einer
Gruppe (p-Wert 0,0417). Auch zeigte sich keine signifikante Wechselwirkung
zwischen Gruppe und Wiederholung (p-Wert 0,1675), d.h. die Verlaufe der
Wiederholungen waren in beiden Gruppen nicht parallel.

Die statistische Signifikanz ist bekanntermal3en vom Stichprobenumfang abhangig.
Mit 5 Probanden, ist die Anzahl der untersuchten Individuen in unseren
Untersuchungen wahrscheinlich zu gering angesetzt, um eine statistische Signifikanz
zu erreichen. Doch geben die vorliegenden Untersuchungen Hinweis auf einen
Trend, den wir mit Untersuchungen in Doppelimmunfluoreszenztechnik aufzeigen

konnten, wie in den folgenden Kapiteln dargestellt werden wird.

Untersuchungen in konventionell immunhistochemischer Technik, die klar aufzeigen
konnten, dass in der Haut gesunder Probanden im Gegensatz zu der Haut von
Psoriasispatienten keine Expression von ILA-Rezeptor und ICOS-Rezeptor vorliegt,

sind als eindeutige Befunde zu werten.

IV. 3. Bedeutung der kostimulatorischen Mediatorsysteme ILA und ICOS auf

Mastzellen und T-Zellen

Die vorliegende Arbeit sollte zur Klarung der Frage beitragen, wie sich die
Expression der kostimulatorischen Molektile ILA-Rezeptor und ICOS-Rezeptor sowie
ihrer Liganden in der Psoriasis vulgaris, als Beispiel einer TH1-/TH17-Zell-
vermittelten Reaktion, verhélt, und ob diese Moleklle bei der Initierung und

Unterhaltung der Immunantwort spielen kénnten.

Die Pathophysiologie der Psoriasis und die Bedeutung der T-Zelle, der Mastzelle, der
dendritischen Zelle und des Makrophagen wurden bereits in der Einleitung erortet.
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Ebenso wurde die Bedeutung der untersuchten kostimulatorischen Molektle ILA-
und ICOS-Rezeptor sowie ihrer Liganden auf den beschriebenen Zellen und ihre

Bedeutung in der Entztiindungsreaktion dargestellt.

Uber den Zusammenhang von ILA-Rezeptor und seines Liganden mit der Psoriasis
gab es in der Vergangenheit keine Erkenntnisse. Da jedoch bekannt war, dass ILA-
Rezeptor zu der Gruppe der T-Zell-kostimulierenden Molekule gehort, war dies

Anlass fur die vorliegenden Untersuchungen.

In der Einleitung war ich auch bereits auf die Erkenntnisse zum ILA-System in der
Literatur eingegangen. Es kann zusammengefasst werden, dass ILA-Rezeptor ein T-
Zell-kostimulatorisches Molekil und Mitglied der TNF-Rezeptoren-Familie ist und auf
aktivierten CD4- und CD8-T-Zellen sowie NK-Zellen und Monozyten exprimiert wird
(Schwarz et al. 1993, Schwarz et al. 1995, Wang et al. 1998, Kienzle und von
Kempis 2000). Auch konnte eine Expression von ILA-Rezeptor auf FDC
nachgewiesen werden (Pauly et al. 2002, Lindtstedt et al. 2003). ILA-Rezeptor bindet
an seinen Liganden, der auf B- und T-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und
Dendriten gefunden wurde (Wilcox et al. 2002). Durch eine Aktivierung von ILA-
Rezeptor auf T-Zellen wird die Proliferation von T-Zellen begiinstigt, besonders von
CD8-T-Zellen, welche im Verlauf der psoriatischen Entzindung in der Epidermis
dominieren. Weiterhin werden durch die Aktivierung des ILA-Rezeptors auf T-Zellen
Zytokine wie IFN-y und IL-2 ausgeschittet, was wiederum eine TH1-Antwort
beglnstigt (Shuford et al. 1997, Kim et al. 1998, DeBenedette et al. 1995,
Bukczynski et al. 2003). Die Ergebnisse dieser Studien legen nahe, dass ILA-
Rezeptor in der Regulation der zytotoxischen T-Zell-lmmunantwort eine zentrale

Rolle spielt.

Zur Rolle des ILA-Systems in der TH17-vermittelten Reaktion und Expression durch

TH17-Zellen liegen bisher keine Erkenntnisse vor.

Auch das ICOS-System habe ich bereits in der Einleitung dargestellt. Es kann
zusammengefasst werden, dass ICOS-Rezeptor ebenfalls ein kostimulatorisches
Molekdl und ein Mitglied der CD28-Rezeptor-Familie ist. Sein Partner ist ICOS-
Ligand.
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ICOS-Rezeptor wird nach Aktivierung von CD4-T-Zellen auf ihnen exprimiert, ebenso
auf aktivierten CD8-T-Zellen, nicht hingegen auf aktivierten B-Zellen, Monozyten, NK-
Zellen, Granulozyten, dendritischen Zellen oder Thrombozyten (Yoshinaga et al.
1999, Coyle et al. 2000, Hutloff et al. 1999).

ICOS-Ligand wird auf B-Zellen und dendritischen Zellen stark exprimiert, ebenso auf
Endothelzellen und auf Keratinozyten, weniger auf T-Zellen und Monozyten und
Makrophagen (Greenwald et al 2005, Kroczek et al. 2004, Khayyamian et al. 2002),

wie auch die vorliegende Arbeit zeigt.

Eine zentrale Rolle des ICOS-Rezeptors in der TH2-Antwort konnte in mehreren
Arbeiten (Hutloff et al. 1999, McAdam et al. 2000, Dong et al. 2001) gezeigt werden.
So wurde bei ICOS-knock-out-Mausen gezeigt, dass ICOS-Rezeptor fur die
Produktion von IL-4 von essentieller Bedeutung ist. 1ICOS-Rezeptor-Aktivierung
fordert die T-Zell-Proliferation, die Sekretion der TH2-Zytokine IL-4 und IL-5 sowie

von IL-10, IFN-y, und TNF-a sowie die Hochregulation von Oberflachenmolekilen.

Neuere Untersuchungen belegen jedoch auch eine wichtige Rolle des ICOS-Systems
in der TH1-Antwort, zum Beispiel bei der akuten und chronischen
Transplantatabsto3ung (Sperling und Bluestone 2001, Smith et al. 2003, Ozkaynak
et al. 2001, Khayyamian et al. 2002).

Es konnte auch schon gezeigt werden, dass ICOS-Rezeptor die TH17-Zell-Antwort
reguliert (Park et al. 2005, Schaefer et al. 2010).

Kirzlich konnte eine mogliche Beteiligung des ICOS-Systems in der T-Zell-
Kostimulation in der Pustulosis palmaris et plantaris, einer Variante der Psoriasis, in

vivo gezeigt werden (Sakiyama et al. 2008).

Die beschriebenen Befunde wurden bisher hauptséchlich im Mausmodell und in vitro
erhoben. Ziel unserer Untersuchungen war es, das Vorkommen der Systeme ILA und
ICOS im Rahmen der Psoriasis vulgaris zu untersuchen und damit die Relevanz der
Systeme ILA und ICOS im Rahmen einer TH1- und TH17-vermittelten Erkrankung zu

ermitteln.
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Als Marker fur Mastzellen verwendeten wir in unseren Untersuchungen Tryptase, als
Marker fur T-Zellen CD2. Bei CD2 handelt es sich um einen Pan-T-Zell-Marker, der
neben T-Zellen auch NK-Zellen detektiert. Eine Infiltration mit NK-Zellen in der
Psoriasis ist seit langerem bekannt (Cameron et al. 2002). Zu differenzieren sind NK-
Zellen und NK-T-Zellen. NK-Zellen sind beim Menschen als CD3-negative und
CD56-positive  Lymphozyten definiert (von Bubnoff et al. 2010). NK-T-Zellen
(CD3+CD56+) sind eine Subspezies von Lymphozyten, die den T-Zell-Rezeptor und
NK-Zell-Rezeptoren wie CD94 und CD161 exprimieren (von Bubnoff et al. 2010). In
lasionaler Psoriasishaut sind ca. 5 bis 8% der NK-Zellen (CD3-CD56+) in der
mittleren und papillaren Dermis lokalisiert (Ottaviani et al. 2006). Diese NK-Zellen
produzieren grof3e Mengen IFN-y und TNF-o. Bisher ist die Bedeutung der NK-Zelle
und NK-T-Zelle in der Psoriasis wenig erforscht. Da in der vorliegenden Arbeit ein
CD2-Antikorper verwendet wurde, sind neben den T-Zellen, welche die Psoriasishaut
hauptsachlich infiltrieren, moglicherweise auch ein kleinerer Anteil NK-Zellen erfasst

worden.

IV. 4. Dysrequlation des Negativ-Rickkopplungs-/Feedback-Mechanismus des
ILA- und ICOS-Systems

In unseren konventionellen immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich,
dass sich in der gesunden Haut keinerlei Expression von ILA-Rezeptor und ICOS-
Rezeptor fand. Jedoch die Psoriasiserkrankten zeigten nicht nur in ihrer befallenen,
sondern auch in ihrer unbefallenen Haut, eine Expression sowohl des ILA-Rezeptors

als auch des ICOS-Rezeptors. Dieses Ergebis war signifikant.

Demgegenuiber fanden wir fir sowhl den ILA- Liganden als auch den ICOS-Liganden
keine signifikante Veranderung in ihrer Expression, sondern vielmehr eine

konstitutionelle Expression beider Liganden.

In zahlreichen immunmodulatorischen Systemen wird ein Negativ-Rtckkopplungs-
oder auch Negativ-Feedback-Mechanismus angenommen, der die T-Zell-Funktionen
reguliert. Dieser Mechanismus spielt wahrscheinlich in zahlreichen Immunantworten
eine Rolle (Yellin et al. 1994).
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Es ist bekannt, dass die Expression von ICOS-Rezeptor und ICOS-Ligand in
Entzindungsreaktionen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen und allergischen
Reaktionen eine Rolle in der Entwicklung oder Progression der Erkrankungen spielt
(Shilling et al. 2006, Sato et al. 2004). ICOS-Rezeptor und ICOS-Ligand sind in
diesen Entziindungsreaktionen vermehrt exprimiert. An einer ICOS-transgenen Maus
mit hoher konstitutiver Expression von ICOS-Rezeptor auf T-Zellen untersuchte
Watanabe et al. (2008) den Effekt einer vermehrten Expression von ICOS-Rezeptor
auf das Immunsystem. Die Expression von ICOS-Ligand auf antigenpréasentierenden
Zellen war signifikant erniedrigt. Es konnte gezeigt werden, dass der ICOS-Ligand
durch eine Interaktion mit dem ICOS-Rezeptor herunterreguliert wird. Die
verminderte Expression von I[COS-Ligand war abhéngig von einer Zell-Zell-
Kommunikation mit T-Zellen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese eines
Negativ-Riuckkopplungs-Mechanismus im ICOS-System wahrend der Immunantwort.
Auch Hutloff et al. (2004) zeigte eine Verringerung der Expression von ICOS-Ligand
auf B-Zellen nach Interaktion mit T-Zellen tber das ICOS-System.

Diese Erkenntnisse lassen sich auf unsere Beobachtung anwenden, dass sich
bereits in der phanomomenologisch unauffalligen, unbefallenen Haut des
Psoriasiserkrankten eine vermehrte Expression des ICOS-Rezeptors findet. Dies
unterscheidet die unbefallene Haut des Psoriasiserkrankten signifikant von der Haut
gesunder Probanden. Dass in unseren Untersuchungen sowohl der ICOS-Rezeptor
als auch der ICOS-Ligand, welcher offensichtlich konstitutionell exprimiert wird,
hochreguliert sind, kann als ein Hinweis auf einen gestorten Negativ-
Ruckkopplungs-Mechanismus des ICOS-Systems in der Psoriasis, einem Beispiel

einer Autoimmunerkrankung, gewertet werden.

Fur den ILA-Rezeptor und seinen Liganden konnten wir denselben Befund erheben.
Eine Stérung des Negativ-Ruckkopplungs-Mechanismus kann daher auch fir dieses

kostimulatorische Molektlsystem bei der Psoriasis diskutiert werden.
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IV.5. Bedeutung der Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen und T-Zellen

In der Auswertung der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen konnten wir eine etwa
gleich starke Expression von ILA-Rezeptor auf Mastzellen in der unbefallenen und
befallenen Haut des Psoriasiserkrankten nachweisen. Die Expression von ILA-
Rezeptor auf T-Zellen war erstaunlicherweise vergleichsweise gering, auch hier
zeigte sich zwischen unbefallener und befallener Haut des Psoriasiserkrankten kein

signifikanter Unterschied.

Bereits in der Einleitung habe ich die Bedeutung der Mastzelle und der T-Zelle in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und insbesondere der Psoriasis

dargestellt.

Auf Mausmastzellen konnte bereits eine Expression von ILA-Rezeptor nachgewiesen
werden (Nishimoto et al. 2005). Wir konnten in unseren Untersuchungen nun auch
eine Expression von ILA-Rezeptor durch humane Mastzellen in der Psoriasis zeigen.
Unsere Ergebnisse erharten die Annahme, dass der Mastzelle in der Pathogenese
der Psoriasis eine zentrale Rolle zukommt. Wir konnten zeigen, dass Mastzellen
sowohl in l&sionaler wie auch in nicht-l&sionaler Haut von Psoriasiserkrankten
vermehrt ILA-Rezeptor und auch, jedoch nicht vermehrt, ILA-Ligand exprimieren.
Dies lasst vermuten, dass Mastzellen als immunkompetente Zellen (Metcalfe et al.
1997, Moon et al. 2010) an der Zell-Zell-Kommunikation beispielsweise mit T-Zellen
oder auch Makrophagen beteiligt sind und so an der Initierung und Unterhaltung der
Psoriasis beteiligt sind. Die Interaktion von Mastzellen mit T-Zellen konnte bereits in
mehreren Studien gezeigt werden (Harvima et al. 2008, Mekori und Metcalfe 1999,
Sayed und Brown 2007). Es ist bekannt, dass Mastzellen Mitglieder der TNF-
Rezeptoren-Familie exprimieren, z.B. OX40-Ligand der CD30-Ligand, und mit T-
Zellen interagieren. Weitere Untersuchungen, u.a. zur Sekretion von Psoriasis-
relevanten Chemokinen und Zytokinen durch die lber das ILA-System aktivierte

Mastzelle scheinen erforderlich.
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IV. 6. Bedeutung der kostimulatorischen Mediatorsysteme ILA und ICOS in

nicht-ldsionaler Haut von Psoriasiserkrankten

Unsere Ergebnisse der konventionellen Farbungen hatten gezeigt, dass sich in der
Haut gesunder Probanden keine Expression von ILA-Rezeptor oder ICOS-Rezeptor
fand. Dies unterscheidet die Haut gesunder Probanden signifikant von der Haut des
Psoriasiserkrankten, sowohl von dessen befallener als auch unbefallener Haut.

Es ist bekannt, dass Mastzellen immunologisch und auch mechanisch aktiviert
werden koénnen (Kneilling und Rocken 2009). In nicht-lasionaler Haut von
Psoriasiserkrankten wurde experimentell ein Kobner-Ph&dnomen ausgeldst. Es wurde
eine Vermehrung von Mastzellen am 4. Tag nach Stimulus und ein Maximum am 14.
Tag nach Stimulus mit dem Erscheinen des Kobner-Phdnomens beobachtet
(Toruniowa und Jablonska 1988). Dies legt die Bedeutung der Mastzelle und ihrer
Mediatoren in der Entstehung der Psoriasis nahe.

Die Tatsache, dass wir den Nachweis erbringen konnten, dass Mastzellen auch in
nicht-lasionaler Haut von Psoriasiserkrankten ILA-Rezeptor exprimieren, lasst
vermuten, dass die Mastzellen in der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten
voraktiviert sind. Ahnliches lasst sich fur T-Zellen vermuten, die ebenfalls in der
unbefallenen und befallenen Haut ILA-Rezeptor exprimierten, oder fur Makrophagen,
die in unbefallener und befallener Haut ICOS-Rezeptor exprimierten. Diese Befunde
kénnten eine Erklarung fur das bekannte Kdébner-Phanomen bei der Psoriasis liefern,
denn die Hochregulation der kostimulatorischen Molekule duarfte mit einer
gesteigerten Bereitschaft der Zellen einhergehen, auf proinflammatorische Reize mit

einer chronischen Entziindung zu reagieren.

IV.7. T-Zellen in der Psoriasis sind ICOS-Rezeptor-negativ

In der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten fand sich eine maRige und in der
befallenen Haut eine deutliche Expression von ILA-Rezeptor und ICOS-Rezeptor. Im
Gegensatz zum ILA-Rezeptor wurde der ICOS-Rezeptor aber nicht von den
Mastzellen exprimiert. Uberraschend war, dass sich auch auf T-Zellen in der
unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten keine signifikante
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Expression von ICOS-Rezeptor fand. Auf Mastzellen und T-Zellen fanden wir in
unseren Doppelimmunfluoreszenzfarbungen lediglich den ICOS-Liganden signifikant

exprimiert.

Seit langerem ist ndmlich bekannt, dass ICOS-Rezeptor auf T-Zellen exprimiert wird
und zahlreiche Immunerkrankungen vermittelt (Beier et al. 2004, Zheng et al. 2005,
Scott et al. 2004, Ding et al. 2006). Bekannt ist auch, dass ICOS-Rezeptor von
wichtiger Rolle in der Regulation der TH2-Antwort ist (Dong et al. 2001, McAdam et
al. 2001). Gleichwohl spielt das ICOS-System aber auch, wie bereits in der Einleitung
beschrieben, in der TH1-Antwort eine wichtige Rolle, wie beispielsweise auch in der
akuten und chronischen Transplantatabstof3ung gezeigt werden konnte (Sperling und
Bluestone 2001, Smith et al. 2003, Ozkaynak et al. 2001, Khayyamian et al. 2002).
Kirzlich konnte auch eine Beteiligung von ICOS-Rezeptor in der T-Zell-Kostimulation
in der Pustolosis palmaris et plantaris, die moglicherweise eine Sondervariante der
Psoriasis darstellt, in vivo gezeigt werden (Sakiyama et al. 2008). Hinweise auf eine
Rolle des ICOS-Systems in der Regulation der TH17-vermittelten Immunantwort (vgl.
Park et al. 2005, Schaefer et al. 2010) gibt es seit jungerer Zeit ebenfalls, worauf ich

auch in der Einleitung bereits eingegangen bin.

Insofern passen unsere Ergebnisse einer vermehrten Expression von ICOS-Rezeptor
durch Entzindungszellen in der Psoriasis, als einer TH1- und TH17-Zell-vermittelten
Erkrankung grundsatzlich zu der zitierten Literatur. Uberraschend hingegen war die
Entdeckung, dass es aber nicht die Mastzellen oder T-Zellen waren, die den ICOS-
Rezeptor exprimierten, sondern Makrophagen. Beide Zelltypen exprimierten jedoch
den ICOS-Liganden in allen untersuchten Stadien der Erkrankung und bei gesunden
Probanden in gleichem Mal3e. Unsere Untersuchungen legen die Vermutung nahe,
dass das ICOS-System in der Psoriasis zwar eine zentrale Rolle spielt, nicht jedoch
wéahrend der von uns untersuchten pathogenetischen Phase auf T-Zellen oder
Mastzellen. In der Psoriasis scheint eine andere immunkompetente Zelle tber das

ICOS-System zu interagieren.

Dass das ICOS-System in anderen, insbesondere primar TH2-Zell-vermittelten
Erkrankungen (wie beispielsweise der Atopischen Dermatitis), auch auf T-Zellen eine

zentrale Rolle spielt, ist aufgrund der Literatur zu vermuten. Dies ware sicherlich ein
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Forschungsthema von Interesse und koénnte methodisch mittels
Doppelimmunfluoreszenztechnik beantwortet werden. Fir eine zentrale Rolle des
ICOS-Systems in der TH2-Immunantwort gibt es zahlreiche Hinweise, wie bereits in

der Einleitung dargestellt.

In der Psoriasis spielt das IFN-y eine zentrale Rolle. In der Psoriasis Uberwiegen
TH1-Zellen, welche IFN-y sezernieren, gegeniber TH2-Zellen (Wilsmann-Theis et al.
2008). Lohning et al. (2003) haben zeigen kénnen, dass T-Zellen mit geringer ICOS-
Rezeptor-Expression IFN-y produzieren, T-Zellen mit mittlerer ICOS-Rezeptor-
Expression produzieren IL-4 und IL-5 und mit hoher ICOS-Rezeptor-Expression
produzieren IL-10. Unsere Entdeckung der ICOS-Rezeptor-negativen T-Zelle in der
Psoriasis wirde somit fur IFN-y-produzierende T-Zellen in den untersuchten
Hautlasionen sprechen und somit die oben genannte Entdeckung durch ein in-vivo-

Modell unterstitzen.

IV. 8. Identifizierung der ICOS-Rezeptor-positiven Zelle in der Psoriasis

Unsere konventionellen Farbungen zeigten, dass sich in der Haut gesunder
Probanden keine Expression von ICOS-Rezeptor fand, sich jedoch die unbefallene
Haut von Psoriasiserkrankten durch eine mafige ICOS-Rezeptor-Expression und
befallene Haut von Psoriasiserkrankten durch eine deutliche Expression des ICOS-
Rezeptors signifikant unterschied. Es sind aber nicht die Mastzellen oder T-Zellen in
der unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten, die den ICOS-

Rezeptor in Doppelimmunfluoreszenzfarbungen exprimieren.

Zunehmend ist die pathogenetische Bedeutung von dendritischen Zellen und
Makrophagen in der Psoriasis. Zahlreiche Arbeiten (Camp 1998, Schon und
Boehncke 2005, Nestle et al. 2009) zeigten, dass es sich bei der Psoriasis um einen
inflammatorischen Hautgewebsprozess handelt und sich eine Infiltration von T-
Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen sowie

Vermehrung von Mastzellen zeigt. Dies habe ich bereits in der Einleitung dargestellt.

Der Frage, welche Zellen den ICOS-Rezeptor in der Psoriasis exprimieren, gingen

wir noch weiter nach, indem wir die Koexpression von ICOS-Rezeptor und p55,
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einem Pan-Dendriten-Marker, untersuchten.

Der monoklonale Antikorper p55 detektiert Fascin, ein Aktin-bindendes Protein von
55 kDa, welches 1985 erstmals beschrieben wurde (Yamashiro-Matsumura und
Matsumura 1985, Yamashiro-Matsumura und Matsumura 1986). Der Antikdrper p55
ist zur Detektion von dendritischen Zellen in Blut und Gewebe geeignet, wie
zahlreiche Studien zeigten (Bobryshev und Lord 1999, Jaffe et al. 1998). Fascin wird
exprimiert von im Blut zirkulierenden dendritischen Zellen sowie von
interdigitierenden dendritischen Zellen im Lymphknoten, es ist diffus im Zytoplasma
lokalisiert und ist auch in den dendritischen Fortsatzen zu finden, es ist mit Aktin
kolokalisiert. Monozyten, Granulozyten, T- und B-Zellen sind negativ fur p55
(Mosialos et al. 1996). Fascin hat sich als zuverlassiger Marker fir dendritische
Zellen in nicht neoplastischem Lymphgewebe herausgestellt (Pinkus et al. 1997) und
war auch in zahlreichen anderen Geweben verwendet worden. Auch in der Dermis
fanden sich Fascin-positive dendritische Zellen (Jaffe et al. 1998, Brunhuber et al.
2008). Fascin ist jedoch nicht spezifisch flr dendritische Zellen, falsch-positive
Befunde sind fur weitere Zellen zu erwarten, die ebenfalls Fascin exprimieren, wie
z.B. epitheliale und neuronale Zellen, Gliazellen, Endothelzellen und den Sinus
auskleidende Zellen der Milz. AuRerdem konnte eine Expression von Fascin durch
Epstein-Barr-Virus (EBV) in bestimmten B-Zellen induziert werden (Mosialos et al.
1994).

Falsch-negative Befunde beziglich dendritischer Zellen sind zu erwarten bei
Langerhans-Zellen, da Fascin in Langerhans-Zellen unterschiedlich, vom Grade der
Reifung abhéngig, exprimiert wird (Ross et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass
die Expression von Fascin vom Grad der Reifung der dendritischen Zelle zur
antigenreprasentierenden Zelle abhangig ist (Al-Alwan et al. 2001).

Auf dendritischen Zellen, die wir Gber den pan-Dendrit-Marker p55/ Fascin dargestellt
haben, fanden wir in der unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten

keine Expression von ICOS-Rezeptor.
Jedoch fanden wir auf Makrophagen, die wir mit dem Marker KiM1P dargestellt
haben, eine deutliche Expression von ICOS-Rezeptor in der Psoriasisplaque,

geringer auch in der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten.

Die Bedeutung von Makrophagen in der Psoriasis, welche bereits in der Einleitung



Seite 98

dargestellt wurde, kann soweit zusammengefasst werden, dass neben T-Zellen auch
Monozyten/ Makrophagen, dendritische Zellen, NK-Zellen und neutrophile
Granulozyten in der Effektorphase in die Haut einwandern. T-Zellen werden durch
Makrophagen und dendritische Zellen aktiviert. IFN-y, das in der Pathogenese der
Psoriasis in der Effektorphase von zentraler Rolle, kann die Immigration von
Immunzellen in die Haut fordern und Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen aktivieren. MIG (Interferon-y-induziertes Monokin) wird von Makrophagen
exprimiert und lockt T-Zellen an, es wird selbst durch IFN-y induziert, welches selbst
von T-Zellen gebildet wird, so dass dieser Mechanismus entztindungsverstarkend
wirkt (Schén und Boehncke 2005).

Sakiyama et al. (2008) konnten in vivo zeigen, dass ICOS-Rezeptor in der T-Zell-
Kostimulation in der Pustolosis palmaris et plantaris moglicherweise beteiligt ist.
Dass ICOS-Rezeptor in der Modulation nicht nur der TH2-, sondern auch der TH1-
und TH17-Immunantwort eine zentrale Rolle einnimmt konnten mehrere
Untersuchungen zeigen, die in der Einleitung dargestellt wurden. Uber die konkrete
Funktion des ICOS-Systems in der Psoriasis ist bisher wenig bekannt. Es ist weiter
zu erforschen, ob Makrophagen mit beispielsweise T-Zellen, welche auch den ICOS-
Liganden tragen, kommunizieren und ob beispielsweise die MIG-Produktion hiervon
abhéngig ist. Ebenso wére von Interesse, ob Makrophagen auch den ILA-Rezeptor

exprimieren.

IV. 9. Bedeutung des ILA- und ICOS-Liganden in der Psoriasis

Ebenso wurde die Expression von ILA-Ligand und ICOS-Ligand untersucht. Es fand
sich in der konventionellen Immunhistochemie eine breite Expression sowohl in der
Haut gesunder Probanden als auch in der unbefallenen und befallenen Haut des
Psoriasiserkrankten. In Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen zeigte sich auf
allen Mastzellen in der Haut gesunder Probanden und in der unbefallenen und
befallenen Haut des Psoriasiserkrankten eine Expression von ILA- und ICOS-Ligand,
auf T-Zellen in der Haut gesunder Probanden und in der unbefallenen und befallenen
Haut des Psoriasiserkrankten fand sich eine Expression von ILA- und ICOS-Ligand

ohne statistisch signifikante Unterschiede.



Seite 99

ILA-Ligand wird bekanntermafen von B- und T-Lymphozyten, Makrophagen,
Monozyten und Dendriten exprimiert (Wilcox et al. 2002). Kashiwakura et al. (2004)
konnten eine Expression von ILA-Ligand auch durch humane Mastzellen zeigen.
ICOS-Ligand wird auf B-Zellen und dendritischen Zellen stark exprimiert, weniger auf
T-Zellen und Monozyten und Makrophagen, ebenso auf Endothelzellen und
Keratinozyten (Greenwald et al. 2005, Kroczek et al. 2004, Khayyamian et al. 2002).
Nakae et al. (2006) konnten eine Expression von ICOS-Ligand durch Knochenmark-
gewonnene kultivierte Mausmastzellen (,mouse bone marrow-derived cultured mast
cells“, BMCMCs) nachweisen. In unseren Untersuchungen gelang uns nunmehr der
Nachweis einer ICOS-Ligand-Expression durch humane Mastzellen in der Psoriasis
und beim Gesunden in der Haut in vivo. Unsere Untersuchungen legen nahe, dass
Mastzellen in der Induktion und Unterhaltung von Autoimmunerkrankungen, hier am
Beispiel der Psoriasis, durch eine Zell-ZelllKommunikation Udber die
kostimulatorischen Systeme von ILA und ICOS beteiligt sind. Von Interesse
zukunftiger Untersuchungen durfte beispielsweise die Expression dieser Systeme in

TH2-Zell-vermittelten Erkrankungen wie der Atopischen Dermatitis sein.
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V. Zusammenfassung

Erstmalig wurde in der vorliegenden Arbeit die Relevanz der kostimulatorischen
Molekile ILA-Rezeptor (ILA, ,induced by lymphocyte activation®, CD137 in der
humanen bzw. 4-1BB in der murinen Klassifikation) aus der TNF-Rezeptoren-Familie
und ICOS-Rezeptor (ICOS, ,inducible costimulator®, CD278) aus der CD28-
Rezeptor-Familie bei der Hautkrankheit Psoriasis vulgaris in vivo belegt.

Wir konnten auch zeigen, dass in der Haut gesunder Probanden keine Expression
des ILA-Rezeptors und des ICOS-Rezeptors vorliegt. Interessanterweise zeigt
bereits die unbefallene Haut des Psoriasiserkrankten eine Expression von ILA-
Rezeptor und ICOS-Rezeptor. Dies kodnnte als Hinweis auf eine Dysregulation des
Negativ-Ruckkopplungs/Feedback-Mechanismus dieser kostimulatorischen Systeme

bei gleichzeitiger konstitutioneller Expression der Liganden gewertet werden.

Es konnte eine signifikante Hochregulation des ILA-Rezeptors auf Mastzellen in der
unbefallenen und befallenen Haut des Psoriasiserkrankten gegentber der gesunden
Haut von Probanden gezeigt werden und damit auch erstmals die Expression von
ILA-Rezeptor durch humane Mastzellen in vivo. Damit konnte auch die Mastzelle als
diejenige Zelle in der Psoriasis identifiziert werden, welche den ILA-Rezeptor

vorwiegend exprimiert.

Uberraschend war, dass bereits in der unbefallenen, phanomenologisch
unauffalligen Haut des Psoriasiserkrankten die [LA-Rezeptor-Expression auf
Mastzellen signifikant erhéht war. Das Zellaktivierungspotential stark ILA-Rezeptor-
positiver Mastzellen in unbefallener Psoriasishaut dirfte ein wesentlicher Faktor flr
die Exzitabilitat der unbefallenen Haut des Psoriasiserkrankten sein und damit eine
mogliche Erklarung fir das Kobner-Phanomen in der Psoriasis liefern. Ebenso
konnte auf den T-Zellen in der Psoriasishaut die Expression von ILA-Rezeptor
gezeigt werden, jedoch war kein signifikanter Unterschied der ILA-Rezeptor-
Expression auf T-Zellen in unbefallener und befallener Haut von Psoriasiserkrankten
zu beobachten. Die Daten legen eine zentrale Rolle der Mastzelle in der Zell-Zell-

Interaktion bei der Initiierung der Psoriasislasion auf Ebene des ILA-Rezeptors nahe.
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Fur ICOS-Rezeptor konnte auf Mastzellen und T-Zellen keine signifikante Expression
in der Psoriasishaut gezeigt werden, ebenso nicht auf dendritischen Zellen.
Demgegenuber liel3 sich aber eine vermehrte 1COS-Rezeptor-Expression auf

Makrophagen nachweisen.

Fur den ILA- und ICOS-Liganden zeigte sich in allen untersuchten Geweben, also
sowohl bei gesunden Probanden wie auch in der unbefallenen und befallenen Haut
des Psoriasiserkrankten, eine gleich starke, konstitutionelle Expression. Einer
Aktivierung dieser Ligandensysteme durfte in der Immunpathogenese der Psoriasis

daher keine Bedeutung zukommen im Gegensatz zum ILA- und ICOS-Rezeptor.
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VII. Abkiirzungsverzeichnis

AEC ..., 3-Amino-9-Ethylcarbazol
AMEX...oiiiiiiiiiiiiie e, Aceton-Methylbenzoat-Xylol
BMCMC ..., ,mouse bone marrow-derived cultured mast cells®,

Knochenmark-gewonnene kultivierte Mausmastzellen

CD oo, ,cluster of differentiation”, Hauptunterscheidungsmerkmal
CD80 ... synonym B7-1

CD86 ...oevveeiiiieiiiiieeii synonym B7-2

CY3 Indocarbocyanin

CY5 Indodicarbocyanin

FDC oo follikulare dendritische Zelle

GM-CSF ...oiiiiiieiiiieii, ~granulocyte/ macrophage colony-stimulating factor*,

Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
HoO2 oo Wasserstoffperoxid
ICAM-1 ..o, Jintercellular adhesion molecule 1¢,

interzellulares Adhasionsmolekil, synonym CD54

ICOS..o e ,inducible costimulator®

ICOS-Ligand..................... synonym B7h oder CD275

ICOS-Rezeptor................. synonym CD278

IEN-Y s Interferon y

L e, Interleukin

ILA e, .induced by lymphocyte activation®,

ILA-Ligand ..........ccccceeeene synonym 4-1BBL im Mausmodell

ILA-Rezeptor .................... synonym mit CD137 in der humanen Klassifikation und

mit 4-1BB im Mausmodell

LPS. Lipopolysaccharid

M-CSF ..., ,macrophage colony-stimulating factor,
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

MCP...oieiieeeeee ,monocyte chemotactic protein®,
Monozyten-chemotaktisches Protein

MHC ... ,major histocompatibility complex®,
Haupthistokompatibilitatskomplex
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MIG......co e, ,monokine induced by interferon v,

Interferon-y-induziertes Monokin

NGF ..o, ,herve growth factor®, Nervenwachstumsfaktor

NK e, naturliche Killer-Zellen

PBS .o ,phosphate buffered saline®,
phosphatgepufferte Salzlésung

PDGF......oovviiiieieeeeeeieeiins .platelet-derived growth factor®,
Plattchen-abstammender Wachstumsfaktor)

TCR T-Zell-Rezeptor

G S Lransforming growth factor o,

transformierender Wachstumsfaktor a

G T Lransforming growth factor p*,
transformierender Wachstumsfaktor 8

TH. T-Helfer-Zelle

TNB oo, Tris-NaCl-Blockierungs-Puffer

TNF-0Leee Tumor-Nekrose-Faktor o

I L T Tumor-Nekrose-Faktor 8

TSA »1yramide Signal Amplification®,

Tyramid-Signal-Verstarkung
VEGF....o oo, ,vascular endothelial growth factor®,

gefaRendothelialer Wachstumsfaktor
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