Analyse der Expression von Chemokinrezeptoren auf T-Lymphozyten im
peripheren Blut von Patienten mit verschiedenen Manifestationen des

kutanen Lupus erythematodes

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn

Vorgelegt von
Stephanie Henze
aus Koln

2007



Angefertigt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutacher: Prof. Dr. med. Thomas Titing
2. Gutacher: Prof. Dr. Christian Kurts

Tag der Mundlichen Prifung: 13.09.2007

Aus der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. és sci. Thomas Bieber

Diese Dissertation ist auf dem Hochschulschriftenserver der ULB Bonn
http://hss.ulb.uni-bonn.de/diss _online elektronisch publiziert.



http://hss.ulb.uni-bonn.de/diss_online

Birgit, Reinhard und Andreas






Inhaltsverzeichnis
ADBKUIZUNGSVEIZEICNNIS ... 7
R = 0 11=T (U o o P 9
1.1. Klinik des kutanen und des systemischen Lupus erythematodes.................... 10
1.1.1. Kutaner Lupus erythematodes (CLE) .........ccooiiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeiiie e 10
1.1.2.  Systemischer Lupus erythematodes (SLE)...........cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 15
1.2. Bedeutung von Chemokinen und Rezeptoren.........ccccccceeeeeieeeeeveeeeiiiciie e 16
1.2.1. CLA als wichtiges Adhasionsmolekil fur die T-Zell-Migration ................. 21
1.2.2. CCR4 als wichtiger Chemokinrezeptor fur das T-Zell-Homing ................ 23
1.2.3. CXCR3 als wichtiger inflammatorischer Chemokinrezeptor .................... 25
2. Fragestellung ... 27
3. Material und Methoden ............iiiiiiiiii e 28
3.1. LE-Patienten und Kontrollgruppen...........oooe oot 28
3.2. Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMC).........ccccoceevvinnnnn.n. 31
3.3.  DUIChflIUBZYtOMELIIE. ....ccieeeeeieie e e e e e e e e e eennnne 33
3.4. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ........ccoviiieeiiiiieiiiciiii e 37
3.5 SHAISTIK: L. 38
A, ErQEDNISSE. ... i 39
4.1. Erhohte Anzahl zirkulierender CLA+ T-Lymphozyten ..........cccccccceeeeiieeeeeveeninns 39
4.2. Erhohte Anzahl zirkulierender CCR4+ T-Lymphozyten ...........cccceeieiiieiiiiieninnns 42
4.3. Erhohter Serumspiegel des CCR4 Liganden TARC/CCLL7 ......ccocvvveeevennnnnnnn. 47
4.4. Erhohte Anzahl zirkulierender CLA+ und CCR4+ T-Lymphozyten .................. 48
4.5. Verminderte Anzahl zirkulierender CXCR3+ T-Lymphozyten.............cccccceeeee. 50
5. DISKUSSION ... 53
5.1. Zirkulierende CLA+ T-Lymphozyten bei CLE- Patienten .............ccccceeeevvvvennns 54



5.2. Zirkulierende CCR4+ T-Lymphozyten bei dCDLE Patienten...............ccccceuuee.

5.3. Zirkulierende CD8+ CLA+ CCR4+ T-Lymphozyten bei CLE Patienten ...........

5.4. Bedeutung inflammatorischer Chemokinrezeptoren..........ccccvvvvviiiiiieeiiieeennnns

ZUSAMMENTASSUNG ..evveiieiiii et e e e e e e e e e e e et e e e et e e eanaeeenes

Publikationsliste

Quellen..............

Lebenslauf........



Abklrzungsverzeichnis

AD
ANA
APC
CD
CLA
CLE
CCR
CDLE
dCDLE
CXCR
DMSO
FCS
FITC
ICAM
EDTA
ELISA
FACS
FITS
FL
FSC
IFN

IP-10
ITAC
kd

LE
mABS
MDC
Mig
MRNA

Atopische Dermatitis

Antinukleare Antikorper

Antigenprasentierende Zelle

Cluster of differentiation

Cutanous lymphozyte antigen

Kutaner Lupus erythematodes
CC-Chemokin-Rezeptor

Chronisch diskoider Lupus erythematodes
Disseminierter chronisch diskoider LE
CXC-Chemokin-Rezeptor

Dimethylsulfoxid

Fetal calve serum

Fluorescein-Isothiocyanat

Intrazellulares Adh&sionsmolekdl
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme linked Immunosorbend Assay
Fluorescence Activated Cell Sorter

Fluorescencein Isothiocyanat

Fluoreszenzlicht

Forward scatter

Interferon

Interleukin

Interferon induces protein / Ligand von CXCR3
Interferon inducible T cell a chemoattractant / Ligand von CXCR3
Kilodalton

Lupus erythematodes

Mononukleadre Antikorper

Macrophage derives chemokine / Ligand von CCR4
Monokin induziert durch y-Interferon / Ligand von CXCR3
Messenger RNA



pDC
PB
PBMC
PBS
PE
PerCP
SCLE
SLE
SSC
TARC
TCR
TH
TNF-a

Plasmazytoide dendritische Zellen
Patientenblut

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate buffered Saline
R-Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein

Subakut kutaner Lupus erythematodes
Systemischer Lupus erythematodes
Side scatter

Thymus and Activation Regulated Chemokine
T cell receptor

T Helferzelle

Tunornekrosefaktor alpha



1. Einleitung

Unter dem Oberbegriff Lupus erythematodes (LE) werden verschiedene
Krankheitsbilder zusammengefasst, die in ihren Symptomen sehr unterschiedlich
ausgepragt sind und doch Gemeinsamkeiten aufweisen. Bei allen Formen handelt es
sich um chronisch entzindliche Autoimmunkrankheiten, deren genaue Ursache noch
nicht geklart werden konnte. Der LE kann sich prinzipiell in jedem Organsystem
manifestieren. Hierbei werden die kutanen LE-Formen (CLE) von dem systemischen LE
(SLE) unterschieden. Ein Ubergang von einer rein kutanen in eine systemische
Manifestation ist mdoglich, ebenso eine Hautbeteiligung beim SLE. Auch kommen

kombinierte Verlaufe mit Overlap-Syndromen zu den Kollagenosen vor (Abbildung 1).

Kollagenosen

Abbildung 1: Das Schaubild zeigt die Beziehung zwischen dem systemischen Lupus
erythematodes (SLE), dem kutanen Lupus erythematodes (CLE) und den Kollagenosen.
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1.1. Kilinik des kutanen und des systemischen Lupus erythematodes

1.1.1. Kutaner Lupus erythematodes (CLE)

Der CLE umfasst verschiedene Subtypen mit variablem Verlauf und einer grof3en Vielfalt
von Klinischen Manifestationen. Die Klassifikation von 2004 umfasst folgende
Krankheitsbilder des CLE: den akuten CLE (ACLE), den subakuten CLE (SCLE), den
chronischen CLE (CCLE), und intermittierenden CLE (ICLE).

Bislang sind nur vereinzelt Mechanismen des CLE beschrieben worden, die Atiologie
und Pathogenese sind noch weitgehend ungeklart. Es gibt zahlreiche Faktoren, die den
Verlauf des CLE beeinflussen kdnnen. So kdnnen z.B. UV-Strahlen das Krankheitsbild
auslésen und verschlechtern (Kuhn et al., 2001). Auch irritative Stimuli kénnen zu
Hautveranderungen des CLE flihren. Es ist bekannt, dass einige Medikamente SLE
ahnliche Erkrankungen auslésen konnen. Einige dieser Medikamente, z.B.
Hydrochlorothiazid, ACE-Hemmer und Terbinafin, kbnnen auch den CLE induzieren.
Meist kommt es dabei zu der Auslésung eines SCLE (Bonsmann et al., 2001). Aufgrund
fehlender epidemiologischer Studien ist die Inzidenz des CLE nicht zu ermitteln.
Internationale Untersuchungen ergaben fur den SLE eine Inzidenz von 2-7,6/100000
Personen/Jahr. Man schatzt heute, dass die verschiedenen Subtypen des CLE zwei bis
dreimal haufiger vorkommen. Eine Préadisposition, einen CLE zu entwickeln, zeigt sich
bevorzugt bei Frauen zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, wobei sich die
verschiedenen Subtypen des CLE in jedem Alter manifestieren kbnnen (Parodi et al.,
2000).

1.1.1.1. Akuter kutaner Lupus erythematodes (ACLE)

Der ACLE ist entweder durch das klassische Schmetterlingserythem oder durch eine
generalisierte Form mit disseminierten Hautveranderungen charakterisiert. Eine solche
Hautmanifestation findet sich auch bei 20 — 60 % der Patienten mit einem SLE. Der

ACLE zeigt meist einen akuten Krankheitsverlauf auf und ist haufig mit einer
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systemischen Organmanifestation assoziiert, weshalb der ACLE haufig nicht als
eigenstandiges Krankheitsbild abgegrenzt wird. Die Erkrankung wird von American
College of Rheumatology (ACR) als Kriterium zur Diagnose des SLE herangezogen
(Hochberg 1997).

Es kann eine lokalisierte und eine generalisierte Form unterschieden werden. Die
haufigere Variante ist die lokalisierte Form, fir die das Schmetterlingserythem
charakteristisch ist, das sich symmetrisch an den Wangen und am Nasenricken
manifestiert. Bei der generalisierten Form kdnnen symmetrisch am gesamten
Integument, sowie an Handen und Fufl3en multiple tiefrote bis livide Maculae und Papeln
auftreten (Bacman et al., 2004). Im Bereich der oralen und nasalen Schleimhaut kdnnen
sich Hauterosionen und Ulzerationen entwickeln, die zum Teil sehr schmerzhaft sind.
Die Abheilung der Hautverdnderungen des ACLE erfolgt narbenlos, haufig kommt es
jedoch voribergehend zu postinflammatorischen Hyperpigmentierungen.

Beide Formen des ACLE manifestieren sich haufig nach Sonnenexpostition. Eine
erhohte Krankheitsaktivitat ~ bzw. die Exazerbation  einer  systemischen
Organmanifestation ist haufig bei der generalisierten Form zu beobachten (Fabbri et al.,
2003)

1.1.1.2. Subakut kutaner Lupus erythematodes (SCLE)

Der SCLE ist eine Subgruppe des CLE, die durch erythematdse, schuppende Plagues
mit zentraler Abblassung gekennzeichnet ist. Eine weitere Manifestationsform zeigt
papulosquamése konfluierende Plagues mit einer psoriasiformen Schuppung. Die
Hautveranderungen treten hauptsachlich im Bereich der oberen Korperhélfte auf, das
Gesicht kann ausgespart sein (Abbildung 2). Es kommt zu einer narbenfreien Abheilung
der Hautveranderungen, jedoch koénnen grof3flachig konfluierende, hypopigmentierte
Areale entstehen und persistieren (Fabbri et al., 2003).

Aufgrund des haufigen Auftretens verschiedener systemischer Begleitsymptome, oft in
Form von Arthritiden, steht der SCLE zwischen der kutanen und der systemischen
Variante. Bei der Uberwiegenden Anzahl der Patienten verlauft die Erkrankung

schubweise rezidivierend, die Prognose ist jedoch insgesamt gut. Neben den Arthritiden
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stehen als extrakutane Symptome haufig Nephropathien im Vordergrund. Weniger
haufig treten auch Fieber, allgemeines Krankheitsgefiihl, Myalgien und das Raynaud-
Phanomen auf. Bei etwa der Halfte der Patienten sind mehr als vier Kriterien des
»~American College of Rheumatism* feststellbar, jedoch kommt es nur selten zu einer
ZNS-Beteiligung (Sontheimer 1989). Der SCLE st durch eine ausgepragte
Photosensitivitdt gekennzeichnet, die Hauterscheinungen sind meist deutlich UV-Licht
provozierbar (UV-B, UV-B/UV-A, selten auch UV-A allein). Antinukle&re Antikorper sind
bei bis zu 90% der Patienten mit SCLE positiv. Die Blut-Senkungs-Geschwindigkeit
(BSG), das C-reaktive Protein (CRP) und weitere Entzindungsparameter sind im
aktiven Krankheitsstadium fast immer erhéht (Sontheimer 2005).

Der SCLE macht etwa 10% aller LE-Falle aus. Er tritt bevorzugt bei der weil3en
Bevolkerung auf. Pathogenetisch spielen wahrscheinlich SSA/Ro- und SSB/La-Antigene
eine entscheidende Rolle. Sie werden unter dem Einfluss von UV-Licht auf der
Oberflache von Keratinozyten exprimiert, so dass die entsprechenden Autoantikérper

damit reagieren und eine Entzindungsreaktion mit Gewebsschéadigung einleiten kbnnen
(Furukawa et al., 1990).

Abbildung 2: Nicht vernarbende erythemattse Makulae und schuppende Plagues beim
subakut kutanen Lupus erythematodes im Bereich des Dekollete, Hals und der
Oberarme (Fotoarchiv, 2006).
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1.1.1.3. Chronisch kutaner Lupus Erythematodes (CCL  E)

Den chronisch kutanen Lupus erythematodes kann man in folgende Formen unterteilen:
Chronisch diskoiden Lupus erythematodes (CDLE), Lupus erythematodes profundus
(LEP) und Chilblain Lupus erythematodes (CHLE). Wir haben uns in dieser Arbeit mit
dem CDLE beschétftigen.

Chronisch Diskoider Lupus erythematodes (CDLE)

Der chronisch diskoider Lupus erythematodes ist durch scharf begrenzte,
scheibenformige, erythematosquamose Plaques gekennzeichnet. Er ist die haufigste
Manifestationsform des CCLE und stellt mit etwa 75% aller Falle auch die haufigste
kutane LE-Form dar (Yell et al., 1996).

Pradilektionsstellen des CDLE sind das Gesicht und das Capillitium, wobei
insbesondere Wangen, Stirn, Nase und Lippen befallen sind. Seltener erstreckt sich das
Krankheitsbild auch auf den Stamm und die Streckseiten der Extremitaten (Abbildungen
3 und 4). In diesem Fall wird von einer disseminierten Form gesprochen. Zu Beginn der
Erkrankung zeigen sich kleine, etwa linsengrol3e, scharf begrenzte Erytheme, die im
Verlauf konfluieren und zum Teil ein deutlich tastbares Infiltrat aufweisen (Tebbe 2004).
Durch peripheres Wachstum werden die Hautveranderungen zu den charakteristischen
scheibenférmigen (=diskoiden) Plaques. Im Zentrum der Lasion entwickeln sich haufig
fest haftende, follikulare, weiRe Keratosen mit einer Hyperasthesie. Ein wesentliches
Merkmal des CDLE ist die Abheilung der Plagues mit Atrophie und zentraler
Narbenbildung. Durch eine irreversible Zerstorung der Haarfollikel kann es bei Befall des
Capillitiums, der Augenbraue oder des Bartbereiches zu einer vernarbenden Alopezie
kommen. Im Zentrum der Herde bleibt haufig ein depigmentierter Bereich zurick.

Die einzige Kklinische Manifestation des CDLE kann in Form einer Beteiligung der
Mundbodenschleimhaut auftreten. Insbesondere im Bereich der Wangenschleimhaut
kénnen sich schmerzhafte Erosionen und Ulzerationen entwickeln. Der CDLE bleibt fast
immer auf die Haut beschrankt. Es zeigt sich keine Bevorzugung bestimmter ethnischer
Gruppen, eine genetische Pradisposition wird jedoch angenommen. Die
Erstmanifestation erfolgt meist im mittleren Erwachsenenalter, wobei Frauen doppelt so
haufig betroffen sind als Manner. Die direkte Immunfluoreszenz zeigt in 50 — 90 %
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breite, bandférmige Ablagerungen von Immunglobulin IgG und IgM, sowie Komplement
an der dermoepidermalen Junktionszone. Dieses Lupusband ist im Gegensatz zum
systemischen LE nicht in unbefallener lichtgeschitzter Haut nachweisbar.

Die Atiologie des CDLE ist noch nicht geklart. Es wird angenommen, dass die Lasionen
durch autoantikdrperabhangige T-zellulare Mechanismen bedingt werden. Die Prognose
des CDLE ist abgesehen von stérenden kosmetischen Narben glnstig. Nur etwa 5% der
Patienten, die an einem CDLE leiden, zeigen einen Ubergang in einen SLE. Der
Krankheitsverlauf korreliert mit der Anzahl der Hautlasionen. Es kann nach Jahren bei

einigen Patienten zu einem spontanen Stillstand der Erkrankung kommen (Tebbe 2004).

Abbildung 3 und 4: Chronisch diskoider Lupus erythematodes (CDLE).

Typische = Hautmanifestationen beim CDLE in Form von disseminierten
scheibenférmigen Plaques im Bereich des Ruckens und des Gesichts (Fotoarchiv,
2006).
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1.1.2. Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Der systemische Lupus erythematodes stellt eine chronisch-entzindliche Erkrankung
des GefalRbindegewebes dar, bei der fast alle Organe befallen sein kdnnen. Haufig
kommt es zur Beteiligung der Haut meist in Form des klassischen
Schmetterlingserythems (Abbildung 5). Die Erkrankung ist durch das Auftreten von
Autoantikorpern charakterisiert (Tan 1989). Der SLE hat eine Pravalenz von etwa
10/100000 Einwohner, das Verhdltnis von Frauen zu Mannern betragt 9:1 (Parodi und
Rebora 1997).

Es wird heute davon ausgegangen, dass genetische Faktoren, Alter und Geschlecht
eine pradisponierende Rolle spielen. Exogene Einflisse wie z.B. Licht, Infektionen und
Arzneimittel koénnen zu einer Manifestation der Erkrankung fihren (Hess 1988).
Verschiedene Faktoren kénnen einen SLE induzieren, unter anderem sind zahlreiche
Medikamente (z.B. D-Penicillamin, Isoniazid, Hydralazin und Procainamid) bekannt, die
einen SLE induzieren koénnen (Pramatarov 1998). Auch Hormonelle Faktoren
(Gynakotropie, Verschlechterung in der Schwangerschaft und unter Ostrogentherapie),
sowie Infektionen (z.B. Zytomegalie oder Ebstein-Barr-Virus) kdnnen ein Trigger sein
und einen SLE auslésen (Cooper et al., 1998; Rider et al., 1997).

Abbildung 5: Charakteristisches Schmetterlingserythem im Gesicht einer Patientin mit
systemischem Lupus erythematodes (Fotoarchiv, 2006).
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1.2. Bedeutung von Chemokinen und Rezeptoren

In den vergangenen Jahren konnten verschiedene Adhasionsmolekile, Chemokine und
Chemokinrezeptoren identifiziert werden, die eine wesentliche Rolle fur die Migration
von Immunzellen in periphere Organe spielen. Uns interessierte insbesondere die
Bedeutung von Chemokinen und ihre Rezeptoren fur die Migration von T-Zellen in die
Haut bei kutanen Lupus erythematodes Patienten. Es ist bekannt, dass Chemokine und
ihre Rezeptoren eine wichtige Rolle fur den Beginn und Verlauf einer Entziindung in der
Haut spielen. Die Anzahl neu entdeckter Mitglieder der Chemokinfamilie ist in den
letzten Jahren sprunghaft angestiegen. Es sind mittlerweile tber 50 humane Chemokine
bekannt (Ohshima et al., 2004).

Chemokine sind eine Klasse von Cytokinen. Es handelt sich um kleine Proteine, die sich
aus etwa 70 bis 130 Aminosauren zusammensetzen und ein Molekulargewicht zwischen
8 und 12 kD haben. Strukturell lassen sich anhand der charakteristischen Anordnung
des ersten bzw. der ersten beiden N-terminalen Cystein (C)-Aminosaurereste innerhalb
des stark konservierten Abschnittes der Chemokin-Doméane Gruppen bilden (Abbildung
6). Die Cystein-Reste liegen entweder einzeln (C), nebeneinander (CC) oder von einer
Aminosaure getrennt vor (CXC) (Wilbanks et al., 2001).

Eine neuere Klassifizierung orientiert sich an den physiologischen Eigenschaften der
Chemokine. Man unterscheidet demnach zwischen inflammatorischen (oder
induzierbaren) und homdoostatischen (oder konstitutiven) Chemokinen (Nakayama et al.,
2003). Wahrend die inflammatorischen Chemokine im wesentlichen die Rekrutierung
von Immunzellen an den Ort der Infektion, der Entzindung oder des Tumors
kontrollieren, sind die homdostatischen Chemokine fir die Steuerung des
entziindungsunabhangigen, kontinuierlichen Verkehrs von Leukozyten durch gesundes
peripheres Gewebe verantwortlich. Zu den homoostatischen Chemokinen zéhlt z. B. der
CCR4-Ligand TARC/CCL17, zu den inflammatorischen Chemokinen z&hlen u.a. die
CXCR3-Liganden CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10) und CXCL11 (ITAC). Inflammatorische
Chemokine werden unter anderem von Leukozyten produziert. Sie dienen als
Entzindungsmediatoren der Abwehrreaktion des Korpers im Rahmen von Infektionen
und Entzindungen. Die homoostatischen Chemokine dagegen werden permanent in
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bestimmten Abschnitten des lymphoiden Gewebes exprimiert und dienen der Reifung,
Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten (Baggiolini 2001). Sie sind unter
physikalischen Bedingungen ein wichtiger Bestandteil der gerichteten Wanderung von
Lymphozyten.

Jede der Chemokingruppen wirkt auf andere Rezeptoren. Die CC-Chemokine binden an
CC-Rezeptoren. CXC-Chemokine binden an CXC-Rezeptoren. Chemokinrezeptoren
gehoren zur groRen Gruppe der an ein G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie
schlangeln sich mit ihrer Proteinkette siebenmal durch die Zellmembran.

N-Terminales Segment

C-Terminales Segment

Abbildung 6: Stark vereinfachte schematische Darstellung eines 7-transmembranaren,
G-Protein gekoppelten Chemokinrezeptors (Gouldsen et al, 2001)

Chemokinrezeptoren finden sich auf vielerlei Zellarten des Organismus. Viele der
Zellarten exprimieren dabei mehr als nur einen Rezeptortyp, beispielsweise T-
Lymphozyten, die mehr als zehn verschiedene Chemokinrezeptoren auf der Oberflache
tragen. Die meisten der CXC-Rezeptoren und CC-Rezeptoren haben mehrere
potentielle Chemokinliganden, die ihrerseits wiederum auch an mehrere andere

Chemokinrezeptoren binden kénnen (Wilbanks et al., 2001).
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Eine Vielzahl von Zelltypen kann Chemokine als Reaktion auf bakterielle Produkte und
Viren bilden, aber auch als Reaktion auf Agenzien, die physikalische Schaden
verursachen. Sowohl eine Infektion als auch eine Verletzung des Gewebes flihren zum
Aufbau von Chemokingradienten. Dieser Chemokingradient ermoglicht es den T-
Lymphozyten, im Zusammenspiel mit den entsprechenden Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, durch Chemotaxis in die Bereiche zu gelangen, an denen sie bendétigt
werden. Dabei rufen Chemokine jedoch nur diejenigen Immunabwehrzellen zu Hilfe, die
mit spezifischen Andockstellen auf der Zelloberflaiche ausgeristet sind, den
korrespondierenden Chemokinrezeptoren.

Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt durch antigenprasentierende dendritische Zellen in
drainierenden Lymphknoten. Die aktivierten Zellen proliferieren, exprimieren
Aktivierungs- und Effektormolekile und wandeln sich in Gedachtnis Zellen (Sallusto et
al., 2000). Wahrend dieser Umwandlung erwerben einige T-Zellen neue molekulare
Schlussel, wie z.B. das kutane Lymphozytenantigen (CLA). Das CLA erlaubt ihnen,
vorzugsweise in entzundliches Gewebe zu gelangen, wo die entsprechenden Liganden
auf kutanen mikrovaskularen endothelialen Zellen exprimiert werden (Verhaegh et al.,
1998). Diese gerichtete Migration entlang eines Chemokingradienten stellt im Gewebe
einen wichtigen und komplexen Mechanismus der Zellwanderung dar und wird in der
Fachliteratur als ,Skin Homing“ bezeichnet. Der Vorgang beschreibt die Migration von
Zellen entlang eines Gradienten bis in das Zielgewebe Haut.

Die Einwanderung und Infiltration von T-Lymphozyten in die Haut ist ein zentrales
Zeichen vieler entziindlicher Dermatosen. Der kutane Lupus erythematodes stellt eine
spezifische hautbezogene T-lymphozytare Autoimmunerkrankung dar, bei der die oben
angegebenen Mechanismen in noch nicht vollstandig geklarter Abfolge stattfinden. Die
Extravasion von T-Zellen in das Gewebe erfolgt Gber eine genau regulierte Kaskade von
Interaktionen zwischen Adhéasionsmolekilen mit ihren Liganden und Chemokin-
Chemokinrezeptor Wechselwirkung (Campbell und HayGlass 2000).

Die T-Zell-Migration in die Haut beginnt mit einem vielschrittigen Adhasionsprozess, bei
dem die T-Zellen aus dem zirkulierenden Blut an die Endothelschicht der GefalRwand
andocken. Diese Kontaktaufnahme zwischen Lymphozyten und Endothel ist fir

zahlreiche physiologische und pathophysiologische Prozesse essentiell.
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Zunachst verlassen die Lymphozyten die zentrale Strombahn des Gefales und
gelangen in die Nahe des Endothels. Es kommt zu einem lockeren Kontakt, wobei die
Leukozyten an der Endothelwand entlang rollen und dabei drastisch ihre
Geschwindigkeit reduzieren. Verantwortlich fir diesen ersten Schritt der
Kontaktaufnahme sind Selektine, eine Untergruppe von Zelladhasionsmolekilen. Man
unterscheidet P-Selektin, L-Selektin und E-Selektin. Das P-Selektin erhielt seinen
Namen nach den Zellen, auf denen es als erstes entdeckt wurde (Plattchen, engl. =
platelets), ebenso L-Selektin (Leukozyten) und E-Selektin (Endothel). Selektine sind
Glykoproteine mit besonders langen extrazellularen Domanen, was vermutlich ein
einfangen der Leukozyten aus dem Blutstrom beginstigt (Tedder et al., 1995). Besitzen
das Endothel und die Leukozyten Selektine und ihren entsprechenden Liganden, kommt
es zu einer Bindung, die zunachst noch nicht stabil ist und das so genannte Rollen
(engl.: Rolling) wird eingeleitet. Vor allem die Interaktion des Oberflachenmolekiils CLA
auf aktivierten T-Lymphozyten mit E-Selektin, das ausschlie3lich auf Endothelzellen
exprimiert wird, hat eine entscheidende Bedeutung fur diesen Vorgang. E-Selektin liegt
nicht in gespeicherter Form vor, sondern muss erst durch Synthese als Antwort auf
einen inflammatorischen Reiz wie II-1 oder TNF-a gebildet werden (Lawrence und
Springer 1991).

Die aktivierten Leukozyten binden an endothelseitige Adhasionsmolekile der so
genannten Immunglobulin-Supergen-Familie und vermitteln so eine stabile Adhasion.
Die Rollbewegung kommt zum Stillstand. Wichtig fur diesen Vorgang ist die Adhasion
von CLA+ T-Zellen an den Integrinliganden ICAM-1. Die Integrinfamilie umfasst eine
grole Anzahl von Zelloberflachenrezeptoren, die sich aus zwei Untereinheiten
zusammensetzen, der grof3eren a und der kleineren B -Untereinheit. Integrine erfillen
eine Vielfalt unterschiedlichster Aufgaben. Sie sind sowohl an Vorgangen der
Zelldifferenzierung als auch an der Apoptose und an der Anheftung des Epithels an
extrazellularer Matrix beteiligt. Die Liganden fiur Integrine werden auf Endothelzellen
exprimiert und sind durch Zytokine induzierbar. Sie gehdren zu der Familie der
Superimmunglobuline, die als gemeinsames Merkmal das Vorhandensein mindestens
einer Immunglobulin-Doméne aufweisen. Die beiden bedeutendsten Integrinliganden
sind ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1) fir Mac-1 und LFA-1 sowie VCAM-
1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) fur VLA-4.
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Neben den Adhasionsmolekilen spielen jedoch auch Chemokinrezeptoren eine
entscheidende Rolle bei der Lymphozytenrekrutierung in die Haut. Angelockt durch den
Gradienten, der durch Chemokine im Zielgewebe Haut aufgebaut ist, steuert der
Leukozyt mit dem entsprechenden Chemokinrezeptor auf seiner Oberflache auf die
interendothelialen Junktionen der GefalRwand zu, bricht die Bindungen auf und zwéangt
sich durch die entstandene Licke (=Transmigration). Die Transmigration der T-
Lymphozyten durch das Blutgefald wird durch die Interaktion des Chemokinrezeptors
CCR4 mit seinem Liganden® TARC/CCL17 auf aktivierten endothelialen Zellen
eingeleitet. Wichtig fir diesen Vorgang ist, wie bereits oben beschrieben, die Stimulation
der integrinabhangigen Adhasion von CLA+ T-Zellen an ICAM-1. Dieser Integrin-
Stimulus wird durch Chemokine bereitgestellt, die entweder an CCR4 oder an CCR10
binden (Campbell et al., 1999). Bereits 1991 konnten Picker et al zeigen, dass die
Chemokinrezeptoren CCR4 und CCR10 bei verschiedenen Dermatosen verstarkt auf T-
Lymphozyten in der Haut exprimiert werden (Picker et al. 1991).

Das Zusammenspiel der verschiedenen Zelladhasionsmolektile und
Chemokinrezeptoren ermoglicht den Leukozyten-,Verkehr* zwischen Blutstrom und
Haut (Abbildung 7).
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Gefalwand

4. Migratior@

Haut

Abbildung 7: Die Zelladhasionskaskade ist ein wesentliches Element des Leukozyten
Lverkehrs” zwischen Blutbahn und Haut. Der Leukozyt verlasst die zentrale Strombahn
und rollt am Endothel entlang (1). Es folgt die Adhasion an das Endothel. Dieser Schritt
wird vor allem durch die Interaktion von Oberflachenmolekilen vermittelt (2). Es folgt die
feste Anheftung, der sich die Transmigration anschliesst, indem der Leukozyt mit dem
entsprechenden Rezeptor das Gefal3 entlang eines Chemokingradienten durch einen
endothelialen Interzellularspalt durchdringt (3) und in die Haut gelangt (4).

1.2.1. CLA als wichtiges Adhasionsmolekiil fir die T  -Zell-Migration

Das Oberflachenmolekiil CLA (cutaneous Ilymphocyte antigen) wird zu den
Adhasionsmolekiilen gezahlt. Adhasionsmolekile sind Zell-Oberflachen-Proteine, die
verantwortlich sind fir die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Sie sind in der Lage,
eine grof3e Zahl von Stimuli zu erkennen und darauf entsprechend zu reagieren. Sie
bilden somit eine Basis fur einige physiologische und pathologische Prozesse,
insbesondere fur das “Homing"-Verhalten, die Homd&ostase der Immunantwort, die

Wundheilung, Entziindungen und fir die Tumormetastasierung.
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CLA ist eine glykolysierte Isoform von P-Selektin Glykolipid-1 und bindet an E-Selektin
(Janeway und Medzhitov 2002). E-Selektin ist ein zytokin-induziertes endotheliales
Zelladhasionsmolekul, das T-Zellen bindet, die CLA exprimieren. E-Selektin (auch als
ELAM und CD62E bekannt) ist an der initialen Pragung von Leukozyten beteiligt, bevor
diese in entztindliches Gewebe wandern (Nakayama et al., 2000). CLA+ T-Zellen, die E-
Selektin binden, werden durch den monoklonalen Antikérper HECA 452, ein Zell-
Oberflachen Glykoprotein, erkannt (Berg et al., 1991). Es ist bekannt, dass die
Interaktion zwischen E-Selektin und seinem Liganden CLA eine zentrale Rolle bei
kutanen Entztindungen spielt (Jones et al., 1997).

Wahrend ca. 90 % der Hautlymphozyten CLA exprimieren, sind unter physiologischen
Bedingungen nur ca. 10-15% der zirkulierenden T-Zellen CLA positiv. Der Anteil CLA+
T-Lymphozyten in extrakutanen Organen Ubersteigt selten 5% (Homey et al., 2002)
(Picker et al., 1990). Zellen hingegen, die zur Haut wandern, exprimieren CLA. Es
konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der T-Zellen in entziindlichem Hautgewebe,
wie z. B. bei der Atopischen Dermatitis und der Psoriasis vulgaris tatsédchlich CLA
exprimieren (Nakamura et al., 1998). Im peripheren Blut findet man CLA auf einer
Subpopulation der Lymphozyten, auf allen Monozyten und auf Granulozyten. CLA
unterstitzt die Migration von Lymphozyten in extravaskuldres Gewebe wahrend einer
Entzindung (Leung et al. 1995). Picker et al hypothetisierten bereits 1993, dass CLA ein
~-Homing-Molekdl* auf Gedachtnis-T-Zellen sei, die mit E-Selektin interagieren (Picker
1993).

Es wird angenommen, dass inflammatorische  Zytokine und lokale
antigenprasentierende Zellen die CLA Expression wahrend der Reifung beeinflussen
kénnen. IL-12 erhoht die Expression von CLA in vitro (Akdis et al., 2000; Picker 1993)
waéahrend IL-4 die CLA-Expression supprimiert (Nakayama et al., 2000).

CLA+ T-Zellen, die sich in entziindlicher Haut befinden, exprimieren den Chemokin-
Rezeptor CCR4, der an TARC bindet (Campbell et al., 1999) und CCR 10, der an
CTACK bindet und eine Rolle spielt bei der Anziehung von CLA+ T-Zellen in die
Epidermis (Morales et al., 1999). Die Bedeutung von CLA auf zirkulierenden T-

Lymphozyten ist beim CLE bislang noch nicht untersucht worden.
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1.2.2. CCR4 als wichtiger Chemokinrezeptor fir das  T-Zell-Homing

CCR4 ist, wie alle Chemokinrezeptoren, ein sieben transmembran G-Protein
gekoppelter Rezeptor. Der Rezeptor hat zwei bisher identifizierte Liganden, das
Chemokin ,Macrophage-derived chemokine (MDC/CCL22)“ und das Chemokin ,thymus
and activation regulated chemokine (TARC/CCL17)". CCR4 mRNA wird hauptséachlich
im Thymus und in der Milz exprimiert. AuRerdem findet man CCR4 mRNA bei
peripheren T-Lymphozyten, Basophilen Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten
(Power et al., 1995). Das humane CCR4 Gen wird dem Chromosom 3p24 zugeordnet.
(Samson et al., 1996). CCR4 wird auf den meisten einfach positiven CD4 Thymozyten
und auf einer groRen Gruppe von Blut (aber nicht Intestinalen-) Gedachtnis-CD4
Lymphozyten exprimiert, sowie auf fast alle Haut Ged&achtnis T-Zellen, die zusatzlich
CLA positiv sind (Andrew et al., 2001).

In Hautldasionen von Patienten mit verschiedenen entzindlichen Hauterkrankungen fand
sich eine vermehrte Einwanderung CCR4+ T-Zellen, z.B. bei der Atopischen Dermatitis
(Wakugawa et al., 2001), der Psoriasis (Inaoki et al., 2003) und bei kutanen T-Zell-
Lymphomen (Kallinich et al., 2003). Bei der Atopischen Dermatitis war das
Expressionsniveau von CCR4 sowohl auf zirkulierenden als auch auf gewebsstandigen
CD4-Lymphozyten erhéht (Nakatani et al., 2001), was laut Wagugawa et al mit der
Krankheitsaktivitat korreliert (Wakugawa et al., 2001). Vetergaard et al beschrieb bei
diesen Patienten eine erhdohte Anzahl zirkulierender T-Lymphozyten, die sowohl CCR4
als auch CLA auf ihrer Oberflache tragen (Vestergaard et al., 2000). Der CCR4 Ligand
TARC/CCL 17 (thymus and activation regulated chemokine) wird in der Haut auf
postkapillaren Venolen exprimiert (Ferenczi et al., 2002). Nach dem heutigen
Kenntnisstand ist CCR4/TARC ein wichtiges Chemokin-Chemokinrezeptorpaar fir die
chemotaktische Migration von Lymphozyten aus den Gefaf3en in die Haut. Die Mehrzahl
der CLA+ T-Zellen exprimieren den Chemokinrezeptor CCR4 (Abbildung 8). CLA und
CCR4 muissen zusammenarbeiten, um Haut-spezifisches ,Homing* zu ubermitteln
(Soler et al., 2003).

Wahrend einer Entziindung wird TARC verstarkt auf Keratinozyten exprimiert. TARC ist
ein 8 kDa CC Chemokin, das an den CCR4 Rezeptor bindet, es lockt aktivierte T-

Lymphozyten an. Es ist seit kurzem bekannt, dass nicht nur der Chemokinrezeptor
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CCRA4, sondern auch sein Ligand TARC/CCL17 bei verschiedenen Hauterkrankungen
erhoht ist. TARC wird bei Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD) von basalen
Keratinozyten produziert. TARC mRNA wird in den Endothelien von postkapillaren
Venolen der Haut gefunden. Bei der atopischen Dermatitis konnte eine Korrelation
zwischen den erhdhten Serumwerten und der Schwere der Erkrankung festgestellt
werden (Nakatani et al., 2001). Auch beim SLE wurden erhohte TARC/CCL17 Werte im
Serum gefunden, die mit der Schwere der Erkrankung korrelieren sollen (Kallinich et al.,
2003). AulRerdem zeigte sich beim aktivem systemischen Lupus erythematodes eine
erhohte Expression von CCR4 auf CD4+ T-Lymphozyten (Hase et al.,, 2001). Die
absolute Zahl von CCR4+ T-Lymphozyten war bei SLE-Patienten im Vergleich zum
gesunden Kontrollkollektiv eindeutig erhdht (Nawata et al., 2001; Wenzel et al., 2005a).
Der SLE geht haufig mit einer Lupus Nephritis einher. Yamada et al berichten von einer
Akkumulation von CD4+ CCR4+ T-Lymphozyten in renalen Gewebe bei Patienten mit
einer solchen Lupus Nephritis (Yamada et al., 2002). Die CCR4 Expression auf
zirkulierenden T-Lymphozyten ist beim CLE bislang noch nicht untersucht worden.

TARC
CCR4

E-Selectin
CLA

Abbildung 8 : Schematische Darstellung der Bedeutung der Molekille CLA (kutanes
Lymphozyten Antigen) und CCR4 (CC-Chemokinrezeptor 4) fiur die Migration von
Lymphozyten aus Blutgefdssen in die Haut. CLA bindet an E-Selektin, das an der
initialen Pragung von Leukozyten beteiligt ist, bevor diese in entzindliches Gewebe
wandern. CCR4/TARC (thymus and activation regulated chemokine) ist ein wichtiges
Chemokin-Chemokinrezeptorpaar fur die chemotaktische Migration von Lymphozyten.
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1.2.3. CXCRS als wichtiger inflammatorischer Chemok  inrezeptor

Der Chemokinrezeptor CXCR3, ein Mitglied der CXC Familie der Chemokinrezeptoren,
ist beteiligt an der Pathogenese chronisch entzindlicher Veranderungen, der
Metastasierung einiger Tumoren und Autoimmunerkrankungen. Die Liganden von
CXCR3 werden zu den inflammatorischen Chemokinen gerechnet und sind an der
entziindungsabhangigen Rekrutierung von T-Zellen beteiligt.

CXCR3 wird limitiert auf aktivierten T-Zellen, natirlichen Killerzellen und auf einigen B-
Zellen exprimiert (Loetscher et al., 1996). CXCR3 besitzt drei verschiedene Liganden:
CXL10 = IP-10 (interferon induced protein von 10 kDA), CXL9 = Mig (monokine induziert
durch gamma-interferon) und CXL11 = I-TAC (interferon inducible T cell alpha
chemoattractant) (Bonecchi et al., 1998; Loetscher et al., 1998; Sallusto et al., 1998).
Die CXCR3 Chemokine kdnnen durch Interferone wahrend einer Inflammation induziert
werden (Moser et al. 2001). Sie sind effektive T-Zell-Chemoattaktoren (Liao et al., 1995;
Loetscher et al., 1996).

Die Chemokine CXCL10 und CXCL9 akkumulieren vorzugsweise an Orten mit
entzindlichem Geschehen und in Tumoren (Liao et al., 1995). Keratinozyten, die durch
TNF-alpha und Interferon-gamma stimuliert werden, exprimieren verstarkt CXCL10 und
CXCL9. Haut-Endothel-Zellen, die auf ahnliche Weise stimuliert werden, exprimieren
ebenfalls verstarkt CXCL10 (Rottman et al.,, 2001). Die CXCL10 und CXCL9
Signalisierung scheint ein wichtiger Mechanismus fur das selektive ,Skin Homing* von
aktivierten Effektorzellen zu sein. Man nimmt heute an, dass diese beiden CXCR3
Liganden eine besondere Rolle fir die Rekrutierung von T-Lymphozyten spielen und die
T-Zell-Wanderung in entziindliches Gewebe regulieren.

Eine grof3e Anzahl der T-Lymphozyten in entzindlichen Hautlasionen sind CXCR3
positiv, wahrend nur relativ wenig CXCR3+ T-Zellen im zirkulierenden Blut und in
Lymphknoten zu finden sind. CXCR3 scheint zusammen mit dem Chemokinrezeptor
CCRS5 eine Untergruppe von Lymphozyten zu kennzeichnen, die die Fahigkeit haben, in
entziindliches Gewebe zu wandern (Qin et al., 1998).

Rottman et al stellten die Vermutung auf, der Chemokinrezeptor CXCR3 sei an der
transendothelialen Wanderung von T-Lymphozyten in die Haut von Psoriasispatienten
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beteiligt. CXCR3 soll letztlich der Rezeptor sein, der die T-Zell-Wanderung in die
aufliegende Epidermis leitet (Rottman et al., 2001). Sergerer et al stellten fest, dass
CXCR3 auf den meisten inflammatorischen Haut-T-Lymphozyten (75%) beim CDLE, bei
der Kontakt Dermatitis und beim Lichen planus exprimiert wird. Weiter beschrieben sie,
dass sich bei SLE-Patienten mit einer Lupus Nephritis eine starke Expression von
CXCR3 auf T-Zellen des Tubulointestinums findet (Segerer et al., 2004). Die Anzahl
infiltrierender T-Lymphozyten soll ein Indikator fur die Progression der renalen
Erkrankung sein. Flier et al konnten zeigen, dass beim dCDLE eine erhohte Expression
von CXCL10/IP10 mRNA in Hautlasionen vorliegt (Flier et al., 2001). Uns interessierte in
der vorliegenden Arbeit die Expression von CXCR3 auf zirkulierenden T-Lymphozyten

wahrend einer akuten Exazerbation des kutanen LE.
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2. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung des Adhéasionsmolekils CLA, des
homdoostatischen Chemokinrezeptors CCR4 und des inflammatorischen
Chemokinrezeptors CXCR3 auf zirkulierenden T-Zellen bei CLE Patienten zu
untersuchen.

Unsere Hypothese war, dass CLA und CCR4 auf T-Lymphozyten bei CLE Patienten als
.Skin Homing“ Faktoren eine Rolle spielen und als relevante Faktoren der
Lymphozytenmigration verstarkt auf zirkulierenden T-Zellen exprimiert werden.
TARC/CCL17 stellt den Liganden von CCR4 dar. Wir vermuteten, dass dieser Ligand
besonders bei Patienten mit vielen Hautlasionen im Serum erhoht ist. Weiterhin
hypothetisierten wir, dass auch der inflammatorischen Chemokinrezeptor CXCR3 auf T-
Zellen bei CLE Patienten relevant ist. Ahnliche Untersuchungen bei der atopischen
Dermatitis und der Psoriasis zeigten eine verdnderte Expression der
Chemokinrezeptoren CCR4 und CXCR3.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen untersucht:

1. Ist die Anzahl der zirkulierenden T-Zellen, die das Adh&sionsmolekil CLA
exprimieren, bei CLE Patienten verandert?

2. Ist die Anzahl der zirkulierenden T-Zellen, die den homdostatischen
Chemokinrezeptor CCR4 exprimieren, bei CLE Patienten verandert?

3. Ist der Serumspiegel des CCR4 Liganden TARC/CCL17 bei CLE Patienten
verandert?

4. Ist die Anzahl der zirkulierenden T-Zellen, die den inflammatorischen

Chemokinrezeptor CXCR3 exprimieren, bei CLE Patienten verandert?
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3. Material und Methoden

3.1. LE-Patienten und Kontrollgruppen

In der vorliegenden Studie wurde Material von 25 Lupus erythematodes Patienten (17
Frauen und 8 Manner) mit aktivem LE eingeschlossen. Funf Patienten waren an einem
lokalisierten chronisch diskoiden LE (ICDLE) erkrankt, 4 litten an einem disseminierten
chronisch diskoiden LE (dCDLE), 11 an einem subakut akutem LE (SCLE) und 5 an
einem systemischen LE (SLE). Zusétzlich wurden 5 gesunde Proben, 5 mit
exazerbierter Psoriasis und 5 Patienten mit Herpes Zoster als Kontrollgruppe analysiert.
Das Alter der Patienten lag zwischen 18 und 72 Jahren. Alle Probanden waren
Mitteleuropaer. Die Patienten wurden im Jahr 2004 in der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie der Universitat Bonn behandelt. Alle Blutproben wurden den Patienten
noch vor Einleitung einer Behandlung in einem akuten Stadium zu diagnostischen

Zwecken entnommen.

Die Diagnose des Lupus erythematodes fundierte auf Standartkriterien und beinhaltete
klinische Symptome, histologische und immunhistochemische Ergebnisse, sowie
Nachweis von antinukledren Antikdrpern. Patienten mit aktueller immunsuppressiver

Therapie wurden nicht mit eingeschlossen.

Als Kontrollkollektiv wurde in dieser Arbeit Material von Patienten mit etablierten

Dermatosen untersucht.

Die Psoriasis ist eine haufige chronische entziindliche Dermatose, von der weltweit ca.
2 % der Bevdlkerung betroffen sind. Die Erkrankung kann in verschiedenen Formen und
Schweregraden meist familiar gehauft auftreten.

Ein autosomal dominanter Vererbungsgang mit irregularer Penetranz wird
angenommen. Die Krankheit beginnt meist im 2.-3. Lebensjahrzehnt und verlauft
chronisch, meist in Schiben. Ein zweiter Krankheitsgipfel manifestiert sich um das 50.
Lebensjahrzehnt. Das Krankheitsbild beruht auf einer erhdhten Zellproliferation der

Epidermis mit vermehrter Verhornung (Parakeratose). Durch den erhéhten Nachschub
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an Zellen kommt es zu der charakteristischen massiven Schuppung der Haut
(Abbildungen 9 und 10). Zusatzlich laufen in der Haut entziindliche Reaktionen ab, die
zu einer ROtung der Haut unter den Psoriasis-Herden fuihren. Eine Miterkrankung der
Nagel sowie der Gelenke ist moglich (Nickoloff und Nestle 2004).

Bei der Psoriasis kommt es aufgrund einer genetischen Pradisposition und
hinzukommender  Umwelt/Provokationsfaktoren zu  einer Thl  vermittelten
Entzindungsreaktion der Haut. Dies fuhrt zu einer deutlichen Steigerung der
Keratinozytenproliferation und letztlich zu den charakteristischen erythematosquamose
Plaques. Durch die T-Zell-Infiltration in der Epidermis und Dermis wird eine
Entzindungsreaktion in der Haut ausgel6st, die tber noch nicht vollstdndig geklarte

Mechanismen zu einer Hyperproliferation der Keratinozyten fihrt.

Abbildungen 9 und 10: Die Fotos zeigen entzindliche erythemattse Plaques mit
charakteristischer silbriger Schuppung an den Handen im Sinne einer Psoriasis
palmoplantaris und am gesamten Integument bei einer generalisierten Form der
Psoriasis (Fotoarchiv, 2006).
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Herpes Zoster

Der Herpes Zoster, auch Glrtelrose genannt, ist eine segmentale Erkrankung der Haut,
die durch das Varizella-Zoster-Virus ausgelodst wird. Dieses Virus gehort zur Familie der
Herpes-Viren und wird haufig bereits in der Kindheit tbertragen; ein Grof3teil der
europdaischen Bevolkerung ist Trager des Virus. 10 bis 20 % der seropositiven Personen
entwickeln im Laufe ihres Lebens einen Zoster, der sich als schmerzhafter Ausschlag
der Haut manifestiert. In der Prodromalphase kommt es zu Missempfindungen bis hin zu
starken neuralgiformen Schmerzen ohne sichtbare Hautverdnderungen. Nach ungefahr
sieben Tagen kommt es zur Eruption von gruppierten Vesikeln (Abbildung 11) und
Pusteln auf geroteten Grund im Bereich des befallenen Nervensegments. Die
anschlieBende Abheilungsphase geht mit einem Eintrocknen der Krusten einher. Es
kénnen zahlreiche Komplikationen auftreten. Das Virus kann Uber Jahrzehnte in
bestimmten Bereichen des Nervensystems Uberleben. Es kann Jahre spater zu einer
Reaktivierung und nachfolgender Auswanderung in die Haut kommen. Sowohl
Windpocken als auch die Gurtelrose sind in hohem Mal3e ansteckend fur Menschen, die
noch nie mit dem Virus Kontakt hatten. Die Glrtelrose kann alle Altersgruppen betreffen,
wird aber meistens bei alteren oder immungeschwachten Menschen (z.B. Tumor-

Patienten oder HIV-Infizierten) diagnostiziert (Liesegang 2004).

Abbildung 11: Das Foto zeigt den typischen Ausschlag des Herpes Zoster: kleine
Blasen auf erythematésem Untergrund (Fotoarchiv, 2006).
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Es wurden folgende Daten evaluiert:

Personenbezogene Daten zur Beschreibung des Kollekt  ivs
Geschlecht
Alter

Diagnose

Antikorper

. CD3 PE/PerCP (SK7)

. CD4 PerCP (SK3)

. CD8 FITC (SK1), CD8 PerCP (SK7)

. CLA FITC (HECA452)

. CCRA4 PE (1G1)

. TARC/CCL17 (Biotinylated Fluorokine)
. CXCR3 PerCP (1C6)

Alle von BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA)

Leukozytenpopulationen:

. T-Lymphozyten CD3 PE/PerCP (SK7)

. T-Lymphozyten CD4 PerCP/PE (SK3)

. T-Lymphozyten CD8 FITC (SK1) und CD8 PerCP (SK7)

3.2. Gewinnung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC)

Lymphozytenisolierung mittels Dichtegradient zur Gewinnung von PBMC

( = Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Material:
- Patientenblut (PB)
- Ficoll-Trennlésung (TL), Pharmacia, Uppsala, Sweden

- Phosphatpuffer PBS, Pharmacia, Uppsala, Sweden
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Testansatz

Zunachst punktierten wir zur Blutgewinnung eine Armvene des Patienten. Dabei
verwendeten wir ein heparinisiertes Rohrchen (Vacutainersystem), damit das Blut nicht
unmittelbar gerinnt. Mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation wurde aus diesem
Blut PBMC isoliert. Alle Proben wurden maéglichst schnell, jedoch maximal innerhalb von
6 Stunden nach Gewinnung verarbeitet. 5 ml heparinisiertes Blut wurden 1:1 mit
Phosphatpuffer PBS (pH 7,3, NaCl 8,0g, KCI 0,2g, KH2PO4 0,25g, Na2HPO4 1,35g,
Ag.dest. ad 1000ml) verdunnt. Das Gemisch wurde sehr langsam Uber 25 ml Ficoll
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) geschichtet. Das mit verdiinntem Blut Gberschichtete
Ficoll-R6hrchen wurde bei 20C und 2500 Upm 15 min ohne Bremse zentrifugiert. Nach
dem Zentrifugationsschritt wurde die deutlich abgesetzte weil3e Leukozyteninterphase,
die sich Gber dem Ficoll befindet, mit einer 10 ml Pipette abgenommen (Abbildung 12).
Es wurde in ein 50 ml Falcon Tube (Becton Dickinson) tUberpipettiert, in dem sich bereits
20 ml PBS befanden. Dieses Gemisch wurde erneut bei 20C, 2000 Upm und hdchster
Bremse 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einmaliges Abschitten
verworfen, anschliel3end das Sediment durch Aufklopfen auf den Tisch aufgeschiittelt.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Plasma-Phosphat-
Gemisch

Verdinnte
Zellsuspension

Interphase mit
mononuklearen
Zellen

Ficoll .
Ficoll

Erythrozyten

Abbildung 12: Die Abbildung zeigt die schematische Isolierung von peripheren
mononukledren Blutzellen. Dargestellt ist ein blutgefllltes heparinisiertes Rohrchen vor
und nach der Zentrifugation. Nach der Zentrifugation stellen sich die mononuklearen
Zellen als schmale grau-weisse Schicht dar, die anschliel3end vorsichtig abpipettiert
werden.
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3.3. Durchflul3zytometrie

Einleitung:

Die Durchflusszytometrie ist ein fluoreszenzoptisches Verfahren zur Epitopdetektion von
Rezeptormolekilen auf Einzelzellniveau mit Hilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler
Antikdrper (monoclonal antibodies — mADbs). Alle Zellen in Suspensionen sind fur die
durchfluBzytometrische Messung geeignet. Die Analyse von peripheren Blutzellen hat

einen besonderen Stellenwert und heute einen hohen diagnostischen Standart erreicht.

Prinzip:

Die Durchflusszytometrie dient der quantitativen Bestimmung von
Oberflachenmolekiilen und intrazellularen Proteinen. Grundlage ist die Antigen-
Antikorper-Reaktion, welche mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern durchgefuhrt wird.

In einer Losung befindliche Zellen werden durch eine Kapillare angesaugt und passieren
im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zelle emittiert dabei Streulicht und wenn
Antikdrper gebunden sind, Fluoreszenzimpulse, woraus man unterschiedliche
Eigenschaften der Zelle ableiten kann. Das Streulicht wird durch Zellgré3e, Struktur der
Zellwand, sowie intrazellulare Bestandteile beeinflusst. Die Zellen kénnen damit in
unterschiedliche Fraktionen sortiert und gezahlt werden. Durch Laserlicht werden an
mAbs gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe angeregt. Ein Photonenverstarker empfangt die
emittierten Fluoreszenzsignale, ein angeschlossener Rechner verarbeite sie und stellt
das Ereignis auf einem Monitor dar. Innerhalt weniger Minuten kénnen mehrere tausend
Zellen analysiert werden. Jede native Zelle ohne fluoreszenzmarkierte Antikérper streut
beim Durchtritt durch den Laserstrahl das Licht. Durch diese Streusignale lassen sich
GroRe und Granularitdt einer Zelle analysieren. Das Mal3 der Vorwértsstreuung
(,forward scatter, FSC) wird durch das Zellvolumen bestimmt, die Granularitat einer
Zelle (= die Summe aus Oberflachenbeschaffenheit und intrazellularem Granulagehalt)
bestimmt das Mal3 der Seitwartsstreuung (,side scatter®, SSC).

Mehrfachmarkierungen der Zellen wurden durch die Einfihrung verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe moglich. Dies hilft bei der Charakterisierung von Zellen tber eine

Analyse von Oberflachenrezeptoren. Es werden fluoreszenzmarkierte monoklonale
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Antikdrper verwendet, die an Oberflachenrezeptoren von Leukozyten binden. Diese an
mAbs gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe absorbieren Laserlicht von 488nm (Abbildung
13) und emittieren Licht in einer anderen Wellenlange. Das emittierte Fluoreszenzlicht
wird mit Hilfe von Fluoreszenzkandlen fir verschiedene Wellenlangen detektiert (FL1 —
530nm, FL2 — 585nm, FL3 — 650nm). So ist eine Markierung der Zellen mit drei
verschiedenen Oberflachenmarkern méglich. Die Lymphozytenpopulationen lassen sich
auf diese Weise anhand ihrer Oberflachenrezeptoren unterscheiden und ihre Anzahl pro

pl lasst sich hochspezifisch ermitteln (Bauer und Bohm, 1996).

Fluoreszenz-Aktivierte Zellsortierung

i
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Abbildung  13: Die  Abbildung zeigt schematisch den Aufbau eines
DurchfluRzytometers. Es werden mAbs (monoklonale Antikorper) verwendet, die an
Oberflachenrezeptoren von Leukozyten binden. An diese mAbs werden nun
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die Laserlicht von 488 nm absorbieren und Licht einer
anderen Wellenlange emittieren, welches mit Hilfe von Fluoreszenzkanalen detektiert
wird. Das MalR der Vorwartsstreuung (,forward scatter’, FSC) wird durch das
Zellvolumen bestimmt. Auf diese Weise ist eine Selektion von Zellen anhand
verschiedener Oberflachenmarker mdglich (Bauer und Bohm, 1996).
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Durchfiihrung:

Aus Blut werden PBMC gewonnen (siehe Testansatz).

Zur Subklassifizierung der T-Lymphozyten werden fluoreszenzmarkierte
monoklonale Antikérper bzw. mAbs-Kombinationen verwendet, die gegen die
Epitope CD3+, CD4+ und CD8+ und die zu untersuchenden Chemokinrezeptoren
und Oberflachenmolekiille (CLA, CCR4 und CXCRS3) gerichtet sind (siehe
Farbevorgang)

In dem FACS Gerét erfolgt eine genaue, computergesteuerte Typisierung der
Leukozytensubpopulation nach Volumen, Granularitat und
Oberflachenrezeptoren (je nach verwendeten mAbs). Die spezifische Licht-
Wellenlange wird vom Gerat erkannt und als Ereignis auf dem Monitor
dargestellt. Die Zellanalyse ist quantitativ, schnell und sicher.

In unserer Arbeit verwendeten wir nur kryokonserviertes Material, das bei — 80 Grad

Celsius in RPMI Medium gelagert wurde. Frihere Studien konnten belegen, dass es

keine signifikanten Unterschiede bei der Verwendung von Frischblut im Vergleich zur
kryokonserviertem Material gibt. Das RPMI Medium enthielt 10 % FCS und 10 %
DMSO. Wir verwenden einen drei Farben Durchflusszytometer. Es wurden jeweils 5 x

10°> mononukleére Zellen aus dem peripheren Blut mit einem monoklonalen Antikérper

inkubiert. Nach dem Farben wurden die Zellen mit Cytofix ™ Buffer (BD™) fixiert. Die

Analyse erfolgte mittels eines FACScan Durchflul3zytometers und CellQuest Software

(BD™). Die weitere Bearbeitung erfolgte mit WinMDI 2.8 Software.

Genaue Durchfihrung des Farbevorganges:

10 ul PBMC wurden vorsichtig in einem Wasserbad von 50T aufgetaut und in
ein FACS-R6hrchen pipettiert. Es kam jeweils eine bestimmte Menge des zu
untersuchenden fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikérpers dazu,
anschlieBend folgte eine Inkubation von 10 Minuten im Dunkeln bei
Zimmertemperatur. Ein exaktes Farbeschema mit den verwendeten Antikérpern

und der jeweiligen Mengenangabe ist in Abbildung 14 abgebildet.
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. 1 ml Lyse Puffer wurde in jedes RoOhrchen gefillt, es erfolgte eine erneute
Inkubation fiir 5 Minuten.

. Anschliel3end wurden die Réhrchen fur 5 Minuten bei 2000/UPS zentrifugiert und
der Uberstand verworfen.

. Die Rohrchen wurden mit 3 ml FACS FLOW aufgeftllt und erneut bei 2000/UPS
fur weitere 5 Minuten zentrifugiert, dann wurde der Uberstand dekantiert.

. Es folgte die Messung der Probe mittels des Durchflul3zytometers. Pro Ansatz

verwendeten wir etwa 10.000 Zellen.

Ro6hrchen Kanal Menge |Kanal2 |Menge [Kanal 3 Menge
1

Flurochrom  PerCP PE -ITC

1 CD4 4 ul CD3 3 ul CD8 3 ul

2 CD3 3ul CCR4 5 ul CLA 5 ul

3 CD4 4 ul CCR4 5 ul CLA 5 ul
4 CD8 3ul CCR4 5ul CLA 5ul

) CXCR3 |5 ul CD4 4 ul CD8 3ul

Abbildung 14: Diese Tabelle zeigt das Farbeschema mit Mengenangabe der
verwendeten Antikdrper CD3, CD4, CD8 (CD=cluster of differentiation), CLA (kutanes
Lymphozyten Antigen), CCR4 (CC-Chemokin-Rezeptor 4) und CXCR3 (CXC-Chemokin-
Rezeptor 3) mit genauen Mengenangaben in den Farbungen PerCP (Peridinin-
Chlorophyll-Protein), PE (R-Phycoerythrin) und FITC (Fluorescein-lsothiocyanat). Da wir
ein Dreifarben Durchflul3zytometer verwendeten, konnten wir auch drei verschiedene
Oberflachenmolekiile bei einem Farbevorgang detektieren.
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3.4. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA sind hochsensible immunologische Nachweisverfahren basierend auf einer
enzymatischen Farbreaktion. Mit Hilfe des ELISA kdnnen Proteine, Viren aber auch
niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe
(Blutserum, Milch, Urin, etc.) nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich die
Eigenschaft spezifischer Antikérper zu Nutze, die an den nachzuweisenden Stoff
(Antigen) binden. In der vorliegenden Arbeit wurde der ELISA zur Detektion des
Chemokins TARC/CCL17 im peripheren Blut bei LE Patienten angewandt.

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) entwickelte sich aus dem
Radioimmunoassay (RIA) und wurde zuerst von ENGVALL und PERLMANN fir die
guantitative Bestimmung von Antigenen (1971) bzw. von Antikérpern (1972)
beschrieben. Das Prinzip des ELISA beruht darauf, dass sich Antigen-Antikorper-
Reaktionen durch Markierung einer dieser beiden Komponenten mit einem Enzym
sichtbar machen lassen, indem die Enzymaktivitat durch eine Farbreaktion gemessen
wird. Auf diese Weise konnen Antigene und Antikdrper qualitativ und quantitativ
bestimmt werden. Wir verwendeten ein Quantikine Kid (R&D Systems) um humanes
TARC/CCL17 Protein im Serum von LE Patienten zu detektieren. Es handelte sich um
einen quantitativen Sandwich-ELISA, bei dem eine Mikrotiterplatte mit einem
monoklonalem Antikorper, der spezifisch fir TARC ist, bereits vorbeschichtet war. Auf
diese Platte wurde Patientenserum pipettiert. In dem Serum vorhandenes TARC wurde
an die immobilisierten Antikorper gebunden. Es folgte ein Waschvorgang, bei dem alle
nicht gebundenen Substanzen entfernt wurden. Als néchstes wurde ein Enzym-
gebundener polyklonaler Antikorper, der spezifisch fur TARC ist, hinzugefigt und es
folgte ein weiterer Waschvorgang. Nun kam eine Substratldsung dazu, die eine Farbung
proportional zu der Menge des TARC ermdglichte. Die Intensitat dieser Farbentwicklung
konnte gemessen werden und ermoéglichte eine Aussage Uber die Menge des

vorhandenen TARC im verwendeten Patientenserum (Abbildung 15).
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/\ AntikOrper

Abbildung 15 : Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay). Eine Mikrotiterplatte ist mit einem Antikorper vorbeschichtet,
Patientenserum wird dazugegeben, das entsprechende Antigen bindet an den
Antikdrper. Durch Zugabe eines markierten Antikdrpers kann mit Hilfe einer Farbreaktion
die Menge des Antigens im Patientenserum bestimmt werden.

Markierter Antikorper

3.5. Statistik:

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des SPSS™ Computer-Programms (Version
11) durchgefuhrt. Die Expression der verschiedenen Marker wurde mit nicht—
parametrischen Tests erhoben. Der Kruskal-Wallis Test wurde verwendet um die
Unterschiede in den Gruppen darzustellen, der ungepaarte Mann-Whitney U-Test um
die Gruppen miteinander zu vergleichen. Die Unterschiede wurden als signifikant

angesehen bei p<0,05 und als hoch-signifikant bei p<0,01.
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4. Ergebnisse

Ein wesentliches Merkmal des kutanen LE, einer Autoimmunerkrankung unbekannter
Atiologie, ist die Infiltration von T-Lymphozyten in die Haut. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinrezeptoren auf

zirkulierenden T-Zellen untersucht.

4.1. Erhohte Anzahl zirkulierender CLA+ T-Lymphozyt en

Wir untersuchten die Expression des Zelloberflachenmarkes CLA auf zirkulierenden T-
Lymphozyten mittels Durchflul3zytometrie. Die Lymphozyten wurden zuvor aus dem
peripheren Blut von Patienten/Probanden isoliert. Dabei wurden unterschiedliche
Kollektive untersucht, die sich wie folgt zusammensetzten: lokalisierter chronisch
diskoider LE (ICDLE) n=5, disseminierter chronisch diskoider LE (dCDLE) n=4, subakut
kutaner LE (SCLE) n=11, systemischer LE (SLE) n=5, gesunde Kontrollgruppe n=5,
Psoriasis n=5, Herpes Zoster n=5.

Verwendet wurden die monoklonalen Antikérper CLA FITC (HECA452), CD3 PE/PerCP
(SK7), CD4 PerCP (SK3), CD8 FITC (SK1), CD8 PerCP (SK7), alle von BD
PharmingenTM (Abbildungen 16 und 17).

CLA exprimierende T-Zellen waren bei Lupus erythematodes Patienten signifikant
erhoht (Abbildung 18). Die hochste Zahl CLA exprimierender Lymphozyten fanden wir
beim CDLE. Es zeigte sich eine signifikant erhéhte Anzahl CD4+ CLA+ T-Zellen bei
Patienten, die an disseminierten CDLE erkrankt waren im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe. Auch bei den Psoriasispatienten konnte eine signifikant erhohte
Zellpopulation CD4+ CLA+ T-Zellen festgestellt werden. Etwa 15% der CD4+ T-Zellen
trugen bei diesen beiden Patientengruppen CLA auf ihrer Oberflache. Im Vergleich dazu
waren nur ca. 7,5% der CD4+ T-Zellen der Kontrollgruppe CLA positiv. Bei den anderen
untersuchten LE-Formen ICDLE, SCLE und SLE konnte keine signifikante Erhéhung der
Anzahl CLA+ T-Lymphozyten festgestellt werden.

Besonders auffallige Ergebnisse zeigten sich bei der CD8 positiven T-Zell-Population.

Wir fanden bei Patienten mit dCDLE hoch signifikant erhéhte Werte von zirkulierenden
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CD8+ T-Zellen, die CLA exprimieren. Knapp 25% der CD8 Lymphozyten trugen bei
dieser Patientengruppe auch CLA auf ihrer Oberflache, wahrend nur ca. 2,5% der CD8+
T-Lymphozyten der gesunden Kontrollgruppe CLA positiv waren.

Ebenfalls signifikante erhohte Werte dieser Zellpopulation fanden wir beim SCLE, hier
waren jedoch maximal 12% der CD8+ Lymphozyten CLA positiv und bei der Psoriasis
mit ca. 10 % CD8+ CLA+ T-Lymphozyten. Die anderen Zellpopulationen waren nicht

signifikant erhoht.
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Abbildung 16 : CLA (kutanes Lymphozyten Antigen) Expression auf CD4+ T-Zellen in
Prozent bei verschiedenen Lupus erythematodes Formen und Dermatosen. Die
durchschnittliche Prozentzahl von CD4+ T-Lymphozyten, die CLA exprimieren, wird
angezeigt (*p<0.05 = signifikant; **p<0.01 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE (Lupus
erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE, SCLE = subakut
kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes Zoster).
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Abbildung 17 : CLA (kutanes Lymphozyten Antigen) Expression auf CD8+ T-Zellen in
Prozent bei verschiedenen Lupus erythematodes Formen und Dermatosen. Die
durchschnittliche Prozentzahl von CD8+ T-Lymphozyten, die CLA exprimieren, wird
angezeigt (*p<0.05 = signifikant; **p<0.01 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE (Lupus
erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE, SCLE = subakut
kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes Zoster).
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Abbildung 18: Expression von CLA auf T-Lymphozyten

Diese Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis der Expression des
Oberflachenmarkers CLA (kutanes Lymphozyten Antigen) auf CD8 positiven T-Zellen
anhand einer Durchfluzytometrie. Das Ergebnis entspricht dem eines an
disseminierten chronisch diskoiden Lupus erythematodes (dCDLE) erkrankten Patienten
und der einer gesunden Kontrollperson. Bei einem Erkrankten entspricht der Anteil
CD8+ CLA+ T-Lymphozyten im peripheren Blut ca. 27 %, bei einem gesunden
Probanden nur ca. 3%. Die Anzahl der CD8+ CLA+ T-Lymphozyten eines CDLE
Patienten ist somit signifikant erhoht im Vergleich zu einem gesunden Probanden.

4.2. Erhohte Anzahl zirkulierender CCR4+ T-Lymphozy ten

Wir untersuchten die Expression des homoostatischen Chemokinrezeptors CCR4 auf
peripheren T-Lymphozyten anhand duchflusszytometrischer Untersuchungen. Die
Lymphozyten wurden zuvor aus dem peripheren Blut von Patienten/Probanden isoliert.
Dabei wurden unterschiedliche Kollektive untersucht, die sich wie folgt
zusammensetzten: lokalisierter chronisch diskoider LE (ICDLE) n=5, disseminierter
chronisch diskoider LE (dCDLE) n=4, subakut kutaner LE (SCLE) n=11, systemischer
LE (SLE) n=5, gesunde Kontrollgruppe n=5, Psoriasis n=5, Herpes Zoster n=5.
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Verwendet wurden die monoklonalen Antikérper CCR4 PE (1G1l), CD3 PE/PerCP
(SK7), CD4 PerCP (SK3), CD8 FITC (SK1), CD8 PerCP (SK7), alle von BD
PharmingenTM (Abbildungen 19 und 20).

CCR4 exprimierende T-Zellen waren bei Lupus erythematodes Patienten signifikant
erhoht (Abbildung 21). Eine im Vergleich zur Kontrollgruppe hoch signifikant erhéhte
Expression von CCR4 auf CD4+ T-Lymphozyten fanden wir bei dCDLE und Herpes
Zoster Patienten. Etwa 55% der zirkulierenden CD4+ T-Lymphozyten dieser
Patientengruppe waren CCR4 positiv, wahrend diese Zellsubpopulation bei der
gesunden Kontrollgruppe nur einem Anteil von etwa 25% entsprach. Auch bei den
anderen untersuchten Dermatosen zeigte sich zwar eine geringere, aber dennoch eine
signifikant erhohte Expression von CCR4 auf CD4+ T-Zellen. Demnach war die
Prozentzahl von zirkulierenden CD4+ T-Lymphozyten, die CCR4 exprimieren, bei allen
untersuchten Hauterkrankungen gegentber der gesunden Kontrollgruppe signifikant
erhoht.

Eine hoch signifikant erhdhte Expression von CCR4 auf CD8+ T-Lymphozyten fanden
wir beim dCDLE. Knapp 60 % der zirkulierenden T-Zellen trugen den Chemokinrezeptor
auf ihrer Oberflache. Bei der Kontrollgruppe fanden wir nur etwa 10% CD8+ CCR4+ T-
Lymphozyten im peripheren Blut. Ebenfalls erhéhte Werte der CCR4 Expression fanden
wir bei SCLE und Herpes Zoster Patienten, die jedoch mit ca. 30 % CD8+ CCR4+ T-
Zellen bei SCLE Patienten und ca. 25% CD8+CCR4+ T-Zellen bei Herpes Zoster
Patienten deutlich geringer ausfielen, als bei dCDLE Patienten. Die Ubrigen
untersuchten Patientenkollektive zeigten keine signifikant erhdhte Expression von CCR4
auf den untersuchten T-Zellen. Die hochste CCR4 Expression fanden wir demnach
sowohl auf CD4+, als auch auf CD8+ T-Zellen bei dCDLE Patienten.
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Abbildung 19: CCR4 (CC Chemokinrezeptor 4) Expression auf CD4+ T-Zellen in
Prozent bei verschiedenen Lupus erythematodes Formen und Dermatosen. Die
durchschnittliche Prozentzahl von CD4+ T-Lymphozyten, die CCR4 exprimieren wird
angezeigt (*p<0.05 = signifikant; **p<0.01 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE (Lupus
erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE, SCLE = subakut
kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes Zoster).
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Abbildung 20: CCR4 (CC Chemokinrezeptor 4) Expression auf CD8+ T-Zellen in
Prozent bei verschiedenen Lupus erythematodes Formen und Dermatosen. Die
durchschnittliche Prozentzahl von CD8+ T-Lymphozyten, die CCR4 exprimieren wird
angezeigt (*p<0.05 = signifikant; **p<0.01 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE (Lupus
erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE, SCLE = subakut
kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes Zoster).
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Abbildung 21 : Diese Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis der Expression des
CC-Chemokinrezeptors CCR4 auf CD8 positiven T-Zellen anhand einer
DurchfluBzytometrie. Das Ergebnis entspricht dem eines an disseminierten chronisch
diskoiden Lupus erythematodes (dCDLE) erkrankten Patienten und der einer gesunden
Kontrollperson. Bei einem Erkrankten entspricht der Anteil CD8+ CCR4+ T-
Lymphozyten ca. 64 %, bei einem gesunden Probanden nur ca. 8%. Die Anzahl der
CCR4+ CD8+ T-Lymphozyten eines LE Patienten ist somit hoch signifikant erhdoht im
Vergleich zu einem gesunden Probanden.
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4.3. Erhohter Serumspiegel des CCR4 Liganden TARC/C CL17

Da wir erhbhte Werte von CCR4 auf zirkulierenden Lymphozyten bei CLE Patienten
fanden, untersuchten wir auch die Expression des CCR4 Liganden TARC/CCL17 von
Lupus erythematodes Patienten im Serum mittels ELISA.

Wir fanden bei allen untersuchten LE-Formen einen signifikant erhéhten Serum TARC
Spiegel im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Wahrend der Serum TARC Spiegel
bei gesunden Probanden etwa bei 150 mg/ul lag, fanden wir bei den untersuchten CLE-
Subtypen Werte, die bei 350 mg/ul lagen und bei SLE mit etwa 450 mg/ul am hdchsten
TARC Serum Werte (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Serum TARC (Thymus and Activation
Regulated Chemokine) Level mittels ELISA (Enzyme Linked Immunsorbent Assay) bei
verschiedenen Manifestationsformen des Lupus erythematodes (LE). Wir fanden
erhohte TARC/CCL17 Serumwerte bei allen untersuchten LE-Formen im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe (ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE, dCDLE =
disseminierter chronisch diskoider LE, SCLE = subakut kutaner LE, SLE = systemischer
LE).
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4.4. Erhohte Anzahl zirkulierender CLA+ und CCR4+ T  -Lymphozyten

Nachdem wir die Einzelexpression des Adhasionsmolekils CLA und des
Chemokinrezeptors CCR4 auf T-Lymphozyten untersucht und dargestellt haben,
interessierte uns zusatzlich die Coexpression der beiden Oberflachenmolekile auf
zirkulierenden  T-Lymphozyten. Die Messung erfolgte auch hier mittels
Durchflusszytometrie. Die Lymphozyten wurden zuvor aus dem peripheren Blut von
Patienten/Probanden isoliert. Dabei wurden unterschiedliche Kollektive untersucht, die
sich wie folgt zusammensetzten: lokalisierter chronisch diskoider LE (ICDLE) n=5,
disseminierter chronisch diskoider LE (dCDLE) n=4, subakut kutaner LE (SCLE) n=11,
systemischer LE (SLE) n=5, gesunde Kontrollgruppe n=5, Psoriasis n=5, Herpes Zoster
n=>5.

Verwendet wurden die monoklonalen Antikérper CLA FITC (HECA452),CCR4 PE (1G1),
CD3 PE/PerCP (SK7), CD4 PerCP (SK3), CD8 FITC (SK1), CD8 PerCP (SK7), alle von
BD PharmingenTM (Abbildungen 23 und 24).

Eine signifikant erhohte Zahl von T-Zellen, die sowohl CLA als auch CCR4 auf ihrer
Oberflache exprimieren, fanden wir bei dCDLE und Psoriasis Patienten. Etwa 12% der
CD4+ T-Zellen dieser beiden Patientengruppen waren auch Trager von CLA und CCRA4.
Im Vergleich dazu betrug die Zellpopulation der CD4+ CLA+ CCR4+ T-Lymphozyten bei
der gesunden Kontrollgruppe nur ca. 5%. Die anderen untersuchten Patientengruppen
zeigten keine signifikant erhohten Werte dieser Zellpopulation.

Bei den CD8+ T-Lymphozyten fanden wir eine beeindruckend erhdhte Anzahl CCR4
und CLA positiver T-Zellen bei dCDLE Patienten. Fast 20 % der zirkulierenden CD8+ T-
Lymphozyten exprimierten bei dieser Patientengruppe beide Molekile auf ihrer
Oberflache. Ein wesentlich geringerer Prozentsatz von gerade 2% war bei der gesunden
Kontrollgruppe positiv fur die beiden Marker. Ebenfalls eine signifikante Erhéhung von
CD8+ CLA+ CCR4+ T-Zellen fanden wir auf3erdem beim SCLE und der Psoriasis.
Allerdings waren hier nur ca. 5 % der zirkulierenden CD8+ Lymphozyten auch CCR4
und CLA positiv. Die anderen untersuchten Gruppen zeigten keine erh6hten Werte.
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Abbildung 23 : Expression von CLA (kutanes Lymphozyten Antigen) und CCR4 (CC
Chemokinrezeptor) auf CD4+ T-Zellen in Prozent bei verschiedenen Lupus
erythematodes Formen und Dermatosen. Die durchschnittliche Prozentzahl von CD4+
T-Lymphozyten, die CLA und CCR4 exprimieren, wird angezeigt (*p<0.05 = signifikant;
**p<0.1 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant, ICDLE = lokalisierter chronisch
diskoider LE (Lupus erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE,
SCLE = subakut kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes
Zoster).



50

257

*
#*

20 1L

157

10

% CLA+ CCR4+ an CD8

ns

ns ns

Rt =)

Kontrolle ICDLE dCDLE SCLE SLE P=so Zoster

i+

Abbildung 24: Expression von CLA (kutanes Lymphozyten Antigen) und CCR4 (CC-
Chemokinrezeptor) auf CD8+ T-Zellen in Prozent bei verschiedenen Lupus
erythematodes Formen und Dermatosen. Die durchschnittliche Prozentzahl von CD8+
T-Lymphozyten, die CLA und CCR4 exprimieren, wird angezeigt (*p<0.05 = signifikant;
**p<0.01 = hoch signifikant; ns = nicht signifikant, ICDLE = lokalisierter chronisch
diskoider LE (Lupus erythematodes), dCDLE = disseminierter chronisch diskoider LE,
SCLE = subakut kutaner LE, SLE = systemischer LE, Pso = Psoriasis, Zoster = Herpes
Zoster).

4.5. Verminderte Anzahl zirkulierender CXCR3+ T-Lym  phozyten

Wir untersuchten die Expression des Chemokinrezeptors CXCR3 auf zirkulierenden T-
Lymphozyten mittels Durchflul3zytometrie. Die Lymphozyten wurden zuvor aus dem
peripheren Blut von Patienten/Probanden isoliert. Dabei wurden unterschiedliche
Kollektive untersucht, die sich wie folgt zusammensetzten: lokalisierter chronisch
diskoider LE (ICDLE) n=5, disseminierter chronisch diskoider LE (dCDLE) n=4, subakut
kutaner LE (SCLE) n=11, gesunde Kontrollgruppe n=5.
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Verwendet wurden die monoklonalen Antikérper CXCR3 PE (1C6), CD3 PE/PerCP
(SK7), CD4 PerCP (SK3), CD8 FITC (SK1), CD8 PerCP (SK7), alle von BD
PharmingenTM.

Bei der gesunden Kontrollgruppe waren etwa 38 % der peripheren CD4+ T-Zellen
CXCR3 positiv. Bei allen untersuchten Patientengruppen fanden wir eine verringerte
Anzahl CD4+ CXCR3+ T-Zellen. Eine signifikante Reduktion der Expression von
CXCR3 auf CD4+ T-Lymphozyten war beim dCDLE und beim SCLE zu beobachten. Nur
etwa 22% der untersuchten T-Zellen dieser Patientengruppe exprimierten CD4 und
CXCR3 auf ihrer Oberflache. Diese beiden Lupus-Subtypen zeichnen sich durch eine
extensive Hautbeteiligung aus.

Beim disseminierten narbenbildenden CDLE fanden wir eine stark erniedrigte Zahl von
zirkulierenden CD8+ CXCR3+ T-Lymphozyten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe. Beim Kontrollkollektiv waren knapp 50 % der CD8+ T-Lymphozyten
auch CXCR3+. Beim dCDLE exprimierten nur knapp 20 % der CD8+ T-Lymphozyten
auch CXCR3 auf ihrer Oberflache. Bei ICDLE und SCLE Patienten fanden wir keine
signifikanten Abweichungen des Expressionsverhalten von CXCR3 auf CD8+ T-Zellen

im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Expression von CXCR3 (CXC Chemokinrezeptor 3) auf CD4+ und CD8+
T-Zellen in Prozent bei verschiedenen Formen des Lupus erythematodes (LE). Die
durchschnittliche Prozentzahl von CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten, die CXCRS3
exprimieren, wird angezeigt (*p<0.05 = signifikant; ns = nicht signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe, ICDLE = lokalisierter chronisch diskoider LE, dCDLE = disseminierter
chronisch diskoider LE, SCLE = subakut kutaner LE).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Adhasionsmolekilen und
Chemokinrezeptoren auf peripheren T-Lymphozyten bei Lupus erythematodes Patienten
untersucht. Als Methode verwendeten wir die DurchfluBzytometrie, die einen
besonderen Stellenwert bei der Analyse von peripheren Blutzellen und heute einen
hohen diagnostischen Standart erreicht hat. Untersucht wurde die Expression des
Adhasionsmolekiils CLA und die des Chemokinrezeptors CCR4, der ein Vertreter der
homoostatischen Rezeptoren ist, auf CD4+ und CD8+ zirkulierenden T-Zellen. Weiter
untersuchten wir die Expression des Rezeptors CXCR3, der =zu den
proinflammatorischen Chemokinrezeptoren gezahlt wird, ebenfalls auf CD4+ und CD8+
zirkulierenden T-Lymphozyten. Ergdnzend untersuchten wir die Expression des CCR4
Liganden TARC/CCL17 im Serum von LE-Patienten mittels ELISA. Chemokine und ihre
Rezeptoren spielen eine Rolle bei der Positionierung von Zellen des Immunsystems im
Organismus indem sie die Zellmigration steuern.

Die Einwanderung von T-Lymphozyten in die Haut ist ein charakteristisches Zeichen des
kutanen Lupus erythematodes. Diese Rekrutierung von Lymphozyten in die Haut ist ein
sehr komplexer, noch nicht vollstandig verstandener Vorgang. Wesentlich beteiligt sind
Adhasionsmolekiile, Chemokine und Chemokinrezeptoren. Vor diesem Hintergrund
erfolgten die Untersuchungen der vorbeschriebenen Lymphozytensubpopulationen
anhand ihrer Oberflachenmarker und Chemokinrezeptoren. Uns interessierte, ob diese
Marker verdndert auf zirkulierenden T-Lymphozyten exprimiert werden und
maoglicherweise eine Rolle bei der Migration von T-Lymphozyten an den Ort der lokalen
Entztndung spielen.

In unseren Ergebnissen zeigte sich eine starke Expression der ,Skin Homing“ Molekile
CLA und CCR4 auf zirkulierenden T-Lymphozyten bei den kutanen Formen des Lupus
erythematodes. Es gab bislang noch keine Studien, die die Bedeutung von CCR4 und

CLA auf peripheren T-Zellen beim kutanen Lupus erythematodes aufzeigten.
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5.1. Zirkulierende CLA+ T-Lymphozyten bei CLE- Pati  enten

CLA ist ein Oberflachenmolekil, das von T-Lymphozyten, die sich in der Haut befinden,
exprimiert wird. Untersuchungen ergaben, dass etwa 90 % der Hautlymphozyten CLA
positiv sind. Der Anteil CLA positiver T-Zellen im peripheren Blut ist bei gesunden
Probanden sehr gering. (Homey et al., 2002;Picker et al., 1990). Uns interessierte, ob
die Anzahl zirkulierender CLA+ T-Lymphozyten bei CLE Patienten veréndert ist.

Unsere Untersuchungen zeigten signifikant erhohte Werte von CD4+ CLA+ T-
Lymphozyten bei Patienten mit dCDLE und Psoriasis im Vergleich zum gesunden
Kontrollkollektiv. Die hdchsten Werte fanden wir jedoch bei der Zellpopulation CD8+
CLA+ T-Lymphozyten beim dCDLE, gering signifikant erhohte Werte dieser
Zellpopulation beim SCLE und der Psoriasis.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl CD4 positive T-Zellen, als auch CD8 positive T-
Zellen CLA auf ihrer Oberflache exprimieren. Interessanterweise konnten wir bei fast
25% der CD8 T-Zellen bei dCDLE Patienten CLA auf der Oberflache nachweisen.

Wir glauben, dass CLA ein wichtiger Marker fur die Migration von T-Zellen in die Haut
ist. Bei verschiedenen anderen Erkrankungen wurde diese Bedeutung von CLA bereits
eindeutig belegt. Es konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der T-Lymphozyten in
der Haut bei Patienten mit Atopischer Dermatitis, Psoriasis und Lichen Planus
tatsachlich CLA positiv waren (Nakamura et al., 1998).

Wir glauben, dass sich diese Beobachtungen auf den kutanen LE Ubertragen lassen und
dass CLA auch bei dieser Erkrankung ein wichtiges Molekdl fur die
Lymphozytenmigration ist. Unsere Ergebnisse zeigten eine erhthte Anzahl CLA+ T-
Lymphozyten bei Patienten mit einer akuten Exazerbation des CLE nicht nur, wie bereits
bekannt, auf T-Lymphozyten in der Haut, sondern auch auf zirkulierenden T-
Lymphozyten. Vor allem der disseminierte chronisch diskoide LE ist gekennzeichnet
durch eine hohe Prozentzahl CD8+ CLA+ T-Lymphozyten. Der dCDLE manifestiert sich
klinisch mit einer starken Hautbeteiligung in Form von vernarbenden Hautldsionen und
einer histologisch nachweisbaren starken Infiltration von T-Zellen in der Haut. Diese
Beobachtungen bestarken unsere Hypothese, dass CLA beim kutanen Lupus
erythematodes und hier insbesondere bei Formen, die mit einer starken Hautbeteiligung
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einhergehen, ein wichtiges Oberflachenmolekil ist. Wir sehen anhand unserer
Ergebnisse unsere Hypothese bestétigt, dass das Adhasionsmolekil CLA
maoglicherweise bei der Migration von T-Zellen aus BlutgefafRen in lasionale Haut auch
bei CLE Patienten eine wichtige Rolle spielt.

5.2.  Zirkulierende CCR4+ T-Lymphozyten bei dCDLE Pa tienten

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir weiterhin die Expression des
Chemokinrezeptors CCR4 auf peripheren CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten ebenfalls
mittels DurchfluRzytometrie und die Verteilung des CCR4 Liganden TARC/CCL17
mittels ELISA im Serum von Patienten mit verschiedenen Manifestationen des LE.

Wir stellten uns die Frage, ob CCR4 und sein Ligand TARC/CCL17 bei CLE Patienten
bei der Migration von T-Zellen aus peripheren Blutgefassen in lasionale Haut beteiligt
sind. Wir vermuteten eine erhohte Expression von CCR4 auf zirkulierenden T-
Lymphozyten beim CLE und zwar insbesondere bei Patienten, die ausgepragte
Hautlasionen aufweisen. Unsere Hypothese war, dass die Produktion von TARC/CCL17
und die Expression von CCR4 auf T-Lymphozyten einen biologischen
Amplifikationsmarker darstellen, um die Immunantwort in Hautlasionen des CLE
anzuleiten.

Wir fanden eine signifikant erhdhte Anzahl CD4+ CCR4+ T-Lymphozyten bei allen
untersuchten Dermatosen, die besonders deutlich bei dCDLE und Herpes Zoster
Patienten auffiel. Bei den dCDLE Patienten fanden wir ein besonders hervorzuhebendes
Ergebnis mit einer beeindruckend erhéhte Subpopulation CD8+ CCR4+ T-Zellen. Fast
60% der untersuchten CD8+ T-Zellen exprimierten CCR4 auf ihrer Oberflache. Um die
pathogenetische Relevanz der CCR4 Expression auf T-Lymphozyten zu bestatigen,
untersuchten wir zusatzlich die Anwesenheit des CCR4 Liganden TARC/CCL17 im
Serum von CLE Patienten. Wir fanden eine signifikante Erhéhung der TARC Serum
Werte (p<0.05) bei allen untersuchten LE Subtypen im Vergleich zur gesunden

Kontrollgruppe.
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Eine mogliche pathogenetische Rolle von CCR4+ T-Zellen ist bei anderen entziindlichen
Dermatosen bereits diskutiert worden. Frihere Studien konnten belegen, dass CCR4
und sein Ligand TARC bei verschiedenen Dermatosen ein wichtiges Chemokin-
Chemokinrezeptorpaar fur die chemotaktische Migration von T-Zellen in die Haut sind.
Nakatani et al zeigten, dass CCR4 auf zirkulierenden CD4+ T-Lymphozyten bei
Patienten mit atopischer Dermatitis und Psoriasis in erhdhtem Mafl3 exprimiert wird
(Nakatani et al., 2001). Die verstarkte Expression des Chemokinrezeptors korreliert bei
der Psoriasis mit der Erkrankungsaktivitdt. Der Chemokinrezeptor CCR4 wurde auch
beim systemischen Lupus erythematodes untersucht. Hase et al konnten beim SLE, der
ebenfalls mit einer kutanen Beteiligung einhergeht, eine erhdhte Expression von CCR4
auf CD4+ T-Lymphozyten aufzeigen (Hase et al., 2001). Wenzel et al beschéftigten sich
mit der Expression des CCR4 Liganden TARC/CCL17 und fanden eine starke
Expression des Chemokins in Hautlasionen bei CLE Patienten (Wenzel et al., 2005b).
Wir glauben, dass CCR4 nicht nur am kontinuierlichen Lymphozytenfluss im Sinne eines
homoostatischen Chemokinrezeptors beteiligt ist, sondern auch im Rahmen eines
Entziindungsgeschehens ein wichtiger Marker ist, um T-Zellen bei CLE Patienten in die
Haut zu leiten. Aufgrund unserer Ergebnisse vermuten wir, dass der Chemokinrezeptor
CCR4 zusammen mit dem korrespondierenden Chemokin TARC/CCL17 eine wichtige
Rolle beim CLE spielt. Der Ligand TARC/CCL17 wird verstarkt in CLE Hautlasionen
exprimiert, wodurch sich ein Chemokingradient aufbaut. Dieser Chemokingradient
ermdglicht es zirkulierenden CCR4 positiven T-Lymphozyten zum Ort der Entziindung in
der Haut geleitet zu werden. Wir vermuten, dass die erh6hten TARC Serumwerte ein
Ausschwemmen des Chemokins aus der Haut in die Blutgefal3e widerspiegelt.

Wir sehen unsere Hypothese anhand unserer Ergebnisse bestatigt, dass die Produktion
von TARC und die Expression von CCR4 auf T-Zellen mdglicherweise einen wichtigen
biologischen Verstarkungsmechanismus anzeigen, der entziindliche Antworten beim
CLE einleitet. Dies findet vermutlich zum Zeitpunkt der akuten Entzindung statt, in der
sich viele Hautlasionen manifestieren. Wir verwendeten in unserer Arbeit ausschlief3lich
Blut von Patienten, die an einer akuten Exazerbation ihrer Erkrankung litten. Besonders
hervorzuheben ist die signifikant erh6hte Anzahl CD8+ CCR4+ T-Zellen bei Patienten

mit dCDLE, die unter einer starken Hautbeteiligung leiden. Wir glauben, dass diese
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Zellen moglicherweise die Expansion von zytotoxischen T-Lymphozyten reflektieren, die

verantwortlich ist fir die disseminierten narbigen Hautlasionen beim dCDLE.

5.3. Zirkulierende CD8+ CLA+ CCR4+ T-Lymphozyten be i CLE Patienten

Im Folgenden wurde die Coexpression von CLA und CCR4 auf zirkulierenden CD4+ und
CD8+ T- Lymphozyten mittels Durchflu3zytometrie untersucht. Wir fanden eine
Subpopulation von CD8+ CLA+ CCR4+ T-Lymphozyten, die insbesondere bei Patienten
mit einem narbigen disseminierten CDLE deutlich signifikant erhoht waren.

Kirzlich berichteten Dudda et al Uber Rekrutierungsmechanismen, die eine wesentliche
Rolle fur die Haut spezifische T-lymphozytare Entzindungsreaktion spielen kdnnten
(Dudda et al., 2004). Die Autoren konnten zeigen, dass die intrakutane, aber nicht die
intravasale Injektion von haptengebundenen dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark spezifische CD8+ T-Zellen induzieren kann. Diese zytotoxischen CD8+ T-
Zellen exprimierten E-Selektin bindende Molekiile (das Maus-Aquivalent fiir CLA) sowie
CCR4 und waren verantwortlich fur Effektor-Funktionen bei kutanen Kontaktallergien.
Die Autoren vermuteten, dass dies eine entscheidende Bedeutung fur die Mikrostruktur
der Haut hat. AuRerdem soll es fur die Anleitung von T-Zellen zum gewebespezifischen
~-Homing" durch antigenprasentierende dendritische Zellen bedeutend sein (Dudda et al.,
2004).

Auch wir vermuten, dass beim kutanen Lupus erythematodes dendritische Zellen aus
der Haut als antigenprasentierende Zellen eine wichtige Rolle spielen. Wir glauben,
dass diese Zellen mit apoptotischen Keratinozyten beladen sind und induziert durch UV
Irritationen antigenspezifische T-Zellen stimulieren, die CLA und CCR4 auf ihrer
Oberflache tragen. Durch diese Oberflachenmolekile erhalten die T-Lymphozyten
moglicherweise die Fahigkeit, in die entzindliche Haut zu gelangen. Aufgrund der
erhohten Anzahl CD8+ CLA+ CCR4+ T-Zellen bei dCDLE Patienten hypothetisieren wir,
dass diese Zellpopulation bei der spezifischen zytotoxischen Destruktion von
epidermalen Strukturen und Adnexstrukturen, wie sie beim narbigen dCDLE
vorkommen, beteiligt ist. Die lokale Expression von Adhasionsmolekilen und
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Chemokinen wie E-Selektin und TARC/CCL17 unterstitzt die Anlockung von diesen
aktivierten T-Lymphozyten in die Hautldsionen des CLE. Dies kann vielleicht die
Uberwiegend Haut-orientierte Entziindungsreaktion beim CLE erklaren, genauso wie die
starke Expression der ,Skin-Homing“ Faktoren CLA und CCR4, die sowohl in der Haut,

als auch, wie unsere Ergebnisse zeigen, im Blut von CLE Patienten gefunden wird.

5.4. Bedeutung inflammatorischer Chemokinrezeptoren

Ein zentrales Zeichen vieler entzindlicher Hauterkrankungen ist die Einwanderung von
T-Lymphozyten in die Dermis und Epidermis. Die Mehrzahl der entsprechenden
Krankheitsbilder ist hinsichtlich der Zusammensetzung des Entziindungsinfiltrates und
des histologischen Erscheinungsbildes gut charakterisiert. Es ist bisher jedoch wenig
Uber die Mechanismen bekannt, die zu einer Rekrutierung der spezifischen
Lymphozytenpopulationen in die Haut flihren. Dies gilt insbesondere flr nicht infektiose,
autoimmune Erkrankungen der Haut. Der kutane Lupus erythematodes ist der Prototyp
einer solchen lymphozytaren Autoimmunkrankheit. Die Mechanismen, die fur die
Migration von Lymphozyten in die Haut verantwortlich sind, waren lange Zeit unklar.

Wir untersuchten in der vorliegenden Arbeit die Expression des inflammatorischen
Chemokinrezeptors CXCR3 auf zirkulierenden CD4 und CD8 positiven T-Lymphozyten
bei CLE Patienten mittels Durchflu3zytometrie. Interessanterweise war die Zahl CXCR3
exprimierender CD4+ T-Lymphozyten im peripheren Blut bei Patienten mit einer akuten
Exazerbation des SCLE und dCDLE im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
signifikant erniedrigt. Knapp 40 % der zirkulierenden CD4+ T-Zellen der gesunden
Kontrollgruppe exprimierten den Chemokinrezeptor CXCR3, bei dCDLE und SCLE
Patienten fanden wir nur knapp 25 % CD4+ CXCR3+ T-Lymphozyten im peripheren
Blut. Besonders auffallig war die reduzierte Expression von CXCR3 auf zirkulierenden
CDS8 positiven T-Zellen bei Patienten, die an einem disseminierten chronisch diskoide
LE erkrankt waren. Wir glauben, dass unsere Ergebnisse die Rekrutierung von CXCR3+
Lymphozyten aus dem zirkulierenden Blut in lasionale Haut bei CLE Patienten
widerspiegeln.
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Schon seit geraumer Zeit ist bekannt, dass CXCR3 ein Zelloberflachen-
Chemokinrezeptor ist, der hauptsachlich auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird, die
entzindliches Gewebe infiltrieren (Sallusto et al., 1998). Studien konnten zeigen, dass
CXCR3 und sein korrespondierender Ligand IP10/CXCL10 eine wichtige Rolle bei
inflammatorischen Erkrankungen und autoimmunen Reaktionen spielen (Segerer et al.,
2004). Deswegen wird CXCR3 zu den inflammatorischen Chemokinrezeptoren
gerechnet.

Es wird vermutet, dass die Interaktion zwischen CXCR3+ T-Lymphozyten und
IP10/CXCL10 beim SLE zu Gewebsschaden fihrt (Amoura et al., 2003; Segerer et al.,
2004). Interessanterweise konnte auch beim chronisch diskoiden LE eine Relevanz des
inflammatorischen Chemokins IP10/CXCL10 festgestellt werden. Flier et al fanden in
histologischen Schnitten eine erhdhte Expression von IP10/CXCL10 mRNA in CDLE
Lasionen (Flier et al., 2001).

Wir stellten uns die Frage, welche proinflammatorischen Faktoren fur die
Entzindungsreaktion verantwortlich sein konnten, die beim CLE zu einer
Lymphozytenrekrutierung in die Haut fuhren. Farkas et al untersuchten mit Hilfe von
histologischen Schnitten Hautlasionen von LE-Patienten und stellten dabei die
Akkumulation eines besonderen Zelltyps fest, der plasmazytoiden dendritischen Zellen
(pDC). Diese Zellen konnten als Hauptproduzenten des natirlichen Interferons
identifiziert werden konnte (Farkas et al., 2001). Marschner et al beschaftigten sich
ebenfalls mit diesem Zelltyp und konnten herausfinden, dass eine Stimulation dieser
plasmazytoiden dendritischen Zellen durch Komplexe aus anti-DNA-Antikorpern und
DNA im Plasma von Patienten mit Lupus erythematodes fir die erhohte IFN-a
Produktion verantwortlich ist (Marschner et al.,, 2005). Patienten mit einer akuten
Exazerbation des kutanen LE zeigen die typischen Zeichen einer kréaftigen Typ | IFN
Produktion. Dazu gehéren klinische Zeichen wie Fieber, Abgeschlagenheit, Arthralgie
und Myalgie (Ronnblom und Alm 2001). Es liel3en sich erhdhte IFN-Level beim akuten
LE sowohl im Serum als auch in Hautlasionen nachweisen (Fah et al., 1995; Ytterberg
und Schnitzer 1982). Interferon alpha gehért zu den inflammatorischen Botenstoffen, sie
kénnen Thl basierte Immunantworten verstarken. Aktuelle Publikationen zeigen, dass
Typ | IFN die lokale T-zellulare Inflammation anleiten kbnnen (Wenzel et al., 2005c). Typ

| Interferone sind in der Lage, viele Cytokine zu induzieren, einschliel3lich das Interferon
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induzierte Protein 10 (IP10/CXCL10) (Clark-Lewis et al., 2003). IP10 kann T-Zellen, die
den Chemokinrezeptor CXCR3 exprimieren, in die Haut rekrutieren.

Unsere Hypothese lautet, dass die lokale IFN-Produktion durch plasmazytoide
dendritische Zellen beim kutanen LE zu einer Expression zahlreicher Chemokine und
Zytokine fuhrt. Dies fuhrt méglicherweise auch zu einer Induktion von IP10/CXCL10 und
somit zu einem Aufbau eines Chemokingradienten in der Haut, wodurch eine
Rekrutierung von CXCR3+ T-Lymphozyten in die lasionale Haut ermoglicht wird.
Nachdem Flier et al eine erhdhte Expression von IP10/CXCL10 in CDLE Hautlasionen
nachweisen konnten, gelang es Wenzel et al 2005 eine Akkumulation des
entsprechenden Chemokinrezeptors CXCR3 auf T-Lymphozyten in der Haut von CLE
Patienten nachzuweisen (Flier et al. 2001, Wenzel et al. 2005c¢). Wir glauben, dass die
reduzierte Zahl CXCR3+ T-Lymphozyten bei CLE Patienten die Rekrutierung von
CXCR3+ Lymphozyten aus dem zirkulierenden Blut in die Haut widerspiegeln.
Unterstitzt wird diese Vermutung durch die bereits erwdhnte Akkumulation von CXCR3
positiven Zellen in entztindlicher Haut bei CLE Patienten. In unseren Ergebnissen zeigte
sich die reduzierte Anzahl CXCR3 positiver T-Zellen insbesondere beim chronisch
diskoiden LE und beim subakut kutanen LE. Diese beiden CLE Subtypen sind durch
ausgepragte Hautlasionen gekennzeichnet, was eine starke Rekrutierung von T-
Lymphozyten in die lasionale Haut anzeigt. Wir vermuten, dass T-Lymphozyten tber
den inflammatorischen Chemokinrezeptor CXCR3 auf ihrer Oberflache und angelockt
durch das entsprechende Chemokin IP10/CXCR10, das sich verstarkt in entziindlichen
Hautlasionen exprimiert wird, in die Haut rekrutiert werden. Dementsprechend kann
wéahrend einer akuten Exazerbation der Erkrankung eine Reduktion von CXCR3+ T-
Zellen im peripheren Blut beobachtet werden.

Besonders beeindruckend war die deutlich signifikante Reduktion von CD8+ CXCR3+ T-
Zellen bei dCDLE Patienten. Wir glauben, dass dieses Ergebnis die spezifische
Rekrutierung von zytotoxischen CD8+ CXCR3+ T-Zellen aus dem Blut in die
Hautldsionen reflektiert. Bestarkt wird unsere Vermutung durch die klinische
Manifestation des CDLE mit disseminierten narbigen Hautlasionen, die méglicherweise

durch genau diese Zellpopulation hervorgerufen wird.
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6. Zusammenfassung

Der kutane Lupus erythematodes ist eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung der
Haut mit unklarer Atiologie. Die Erkrankung umfasst verschiedene Subtypen mit
variablem Verlauf und zeigt eine grofRe Vielfalt von klinischen Manifestationen. Haut-
infiltrierende T-Zellen scheinen eine wichtige Rolle zu spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Faktoren untersucht, die an der
Einwanderung von Lymphozyten in die Haut beteiligt sind. Wir verwendeten Material in
Form von PBMC (,Peripheral Blood Mononuclear Cells*) von 25 Lupus erythematodes
Patienten mit verschiedenen Manifestationen der Erkrankung.

Wir untersuchten die Expression des Adhasionsmolekils CLA, des homd{ostatischen
Chemokinrezeptors CCR4 und des inflammatorischen Chemokinrezeptors CXCR3 auf
CD4 und CD8 positiven T-Zell-Populationen mittels Durchflu3zytometrie. Zusatzlich
untersuchten wir das Vorkommen des CCR4 Liganden TARC/CCL17 im Serum von
CLE Patienten mittels ELISA.

Wir fanden eine signifikant erhthte Anzahl zirkulierender CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten, die CLA und CCR4 exprimierten, bei dCDLE-Patienten, einer
Patientengruppe, die unter ausgepragten vernarbenden Hautldsionen leidet. Weiter
beobachteten wir eine signifikante Erh6hung der TARC/CCL17 Serum Werte bei allen
untersuchten LE Subtypen. Die Anzahl zirkulierender CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten,
die den Chemokinrezeptor CXCR3 auf ihrer Oberflache exprimierten, war im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe bei Patienten mit SCLE und dCDLE signifikant reduziert.
Wir glauben aufgrund unserer Ergebnisse, dass die Marker CLA und CCR4 zusammen
mit dem korrespondierenden Chemokin TARC/CCL17 eine wichtige Rolle fir das ,Skin
Homing“ und somit fur die Rekrutierung von T-Zellen in entziindliche Hautlasionen des
CLE haben. Bei anderen entzindlichen Hauterkrankungen wie der Atopischen
Dermatitis ist bekannt, dass CCR4 und TARC fir die Rekrutierung von T-Lymphozyten
eine Rolle spielen. Wir vermuten, dass die beiden Molekile auch beim CLE fir die
Lymphozytenrekrutierung relevant sind. Studien haben belegt, dass das Chemokin
TARC/CCL17 verstarkt in CLE-Lasionen exprimiert wird. Die erhdhten TARC Serum
Werte spiegeln mdglicherweise ein Ausschwemmen des Chemokins aus lasionaler Haut
in das Blutsystem wider.
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Die reduzierte Anzahl zirkulierender CXCR3+ T-Zellen kdnnte die Rekrutierung von
Lymphozyten via CXCR3 aus dem Blut in lasionale Haut anzeigen. In Hautlasionen von
LE-Patienten akkumulieren plasmazytoide dendritische Zellen, die kurzlich als die
hauptsachlichen natirliche Interferon produzierenden Zellen identifiziert wurden. Wir
vermuten, dass beim CLE eine Typ | Interferon induzierte Entzindungsreaktion
stattfindet, die eine verstarkte Produktion von inflammatorischen Chemokinen wie
IP10/CXCL10 induziert. Es baut sich ein Chemokingradient auf, der zu einer
Rekrutierung von CXCR3 positiven T-Lymphozyten in die Haut fuhrt. Daher lasst sich
zum Zeitpunkt einer akuten Inflammation eine Reduktion von CXCR3+ T-Lymphozyten
im peripheren Blut messen.

Ein weiteres und besseres Verstehen der Lymphozytenrekrutierung beim CLE kdnnte
zur Optimierung der vorhandenen Strategien oder zur Entdeckung neuer Strategien

beim therapeutischen Vorgehen gegen den CLE fuhren.
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