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1. Einleitung

Der Lupus erythematodes (LE) ist eine Autoimmunerkrankung, die sich klinisch sehr
variabel darstellt. Die Manifestationsformen reichen von der rein kutanen Form des LE
(CLE) bis hin zum systemischen LE (SLE) mit Beteiligung innerer Organe. Allerdings
treten haufig Ubergangs- und Mischformen auf. So werden Hautmanifestationen bei bis
zu 70% der SLE-Patienten beobachtet, und einige CLE- Subtypen, wie z. B. der SCLE,
werden haufig von milden systemischen Symptomen wie Myalgien und Arthralgien
begleitet.

Histologisch ist der kutane Lupus erythematodes durch das Bild der so genannten
.interface Dermatitis® charakterisiert: Lymphozyten dringen im Bereich der basalen
Epidermis in das Endothel ein (dermo/epidermales ,Interface®) und fuhren zur Apoptose-
Induktion basaler Keratinozyten. Dies zeigt sich durch eine hydrophische Auflockerung
und der Ausbildung sog. Kolloidkdrperchen.

Der Mechanismus und die Regulation der Migration von Lymphozyten in die Haut sind
weiterhin schlecht verstanden. In den vergangenen Jahren erlangte man neue
Kenntnisse Uber die Rolle von Adhasionsmolekulen, Chemokinen und
Chemokinrezeptoren und die Mechanismen der gerichteten Migration von Lymphozyten
in verschiedene Gewebe (in der Literatur auch als ,Skin-Homing“ bezeichnet).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche dieser Faktoren in der Haut beim
kutanen Lupus erythematodes zu finden sind und somit an der Rekrutierung von
Lymphozyten in der Haut beteiligt sein kénnen. Als Vergleichskollektive dienten

Patienten mit einer Schuppenflechte (Psoriasis) sowie Patienten mit Herpes simplex.

1.1. Das Krankheitsbild des Lupus erythematodes

Der LE umfasst ein Spektrum verschiedener mit Autoimmunphanomenen assoziierter
Krankheitsbilder. Diese treten sowohl als eine auf die Haut beschrankte Form (z. B.
diskoider Lupus erythematodes, DLE) als auch in Form einer Multisystemerkrankung
(systemischer Lupus erythematodes, SLE) auf. Die verschiedenen Krankheitsbilder, die
zum LE gezahlt werden, lassen sich nach Symptomen, Verlauf und Prognose
voneinander trennen. Gemeinsamkeiten im klinischen Bild, in Laborbefunden,
Zwischenformen und Ubergéngen sprechen aber fir ihre Zusammengehdrigkeit (Braun-
Falco, 1965).



10

Die Pravalenz der systemischen Erkrankung in Mitteleuropa liegt bei etwa 40/100.000
Einwohnern (Johnson et al., 1995). Konkrete Zahlen zur rein kutanen Form, die nach
Schatzungen 6-10-fach haufiger vorkommt, liegen zur Zeit nicht vor (Jiménez et al.,
2003) .

Atiologisch spielen wahrscheinlich genetische Faktoren, Alter und Geschlecht eine
pradisponierende Rolle. Verschiedene auliere Einflisse wie Licht, Medikamente oder
Infektionen fuhren dann zur Manifestation. Nach neueren Untersuchungen scheinen
Fehlregulationen der Apoptose sowie die Stérungen der Interaktion dendritischer Zellen,
Makrophagen und Lymphozyten eine Rolle zu spielen (Herrmann et al., 2000).
Charakteristisch fur den Lupus erythematodes ist das Auftreten verschiedener
Regulationsstérungen des humoralen und zellularen Immunsystems, wie zum Beispiel
das Auftreten von Autoantikérpern und Stérungen der zellularen Immunantwort (Tan,
1989). Die Autoantikorper sind vor allem gegen Antigene der Zellkerne gerichtet (=
Antinukleare Antikorper (ANA)), aber auch Autoantikdrper gegen andere Strukturen, wie
z. B. Blutzellen oder Epithelien, kommen vor. Diese Stérungen im zellularen
Immunsystem findet man sowohl bei B- als auch bei T-Lymphozyten (Lahita, 1992).

Bei den Veranderungen der Haut werden nach Gilliam und Sontheimer (Gilliam und
Sontheimer, 1981; Sontheimer et al., 1981) unspezifische von spezifischen
Hauterscheinungen unterschieden. Zu den unspezifischen Hauterscheinungen, die
haufig mit einem SLE assoziiert sind, zahlen periunguale Teleangiektasien,
Thrombophlebitis oder das Raynaud-Syndrom (Costner et al., 2003; Provost, 2004). Die
spezifischen kutanen Manifestationen sind fur eine Form des LE charakteristisch und je

nach Form des kutanen LE unterschiedlich.

1.1.1. Der kutane Lupus erythematodes

Definition und Einteilung

Der unter dem Begriff ,kutaner Lupus erythematodes“ werden Varianten des LE
zusammengefasst, die sich v.a. an der Haut manifestieren. Aufgrund neuer
Erkenntnisse wurde 2004 die Einteilung der kutanen Formen nach Gilliam und
Sontheimer von 1981 aktualisiert. Unterschieden werden der akute CLE (ACLE), der
subakute CLE (SCLE), der chronische CLE (CCLE) und der intermittierende CLE (ICLE)
(Kuhn A. et al., 2004; Gilliam und Sontheimer, 1981; Sontheimer et al., 1981). Die
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Unterscheidung erfolgte nach genetischen, immunserologischen, klinischen und

histopathologischen Gesichtspunkten.

Kutaner Lupus erythematodes (CLE): Dusseldorfer Klassifikation.
(Modifiziert nach Kuhn A., 2004)
Akuter kutaner Lupus erythematodes (ACLE)

Subakuter kutaner Lupus erythematodes (SCLE)

Chronischer kutaner Lupus erythematodes (CCLE)
e Diskoider Lupus erythematodes (CDLE)
e Lupus erythematodes profundus (LEP)
e Chilblain Lupus erythematodes (CHLE)

Intermittierender kutaner Lupus erythematodes (ICLE)

e Lupus erythematodes tumidus (LET)

Tab. 1: Klassifikation des kutanen Lupus erythematodes

Atiologie und Pathogenese

Als Ausloser des kutanen LE werden Umweltfaktoren, wie z. B. UV-Strahlung (Kuhn und
Beissert, 2005) und Medikamente (ACE-Hemmer, Hydrochlorothiazid, Terbinafine)
(Bonsmann et al., 2001; Sontheimer, 2005), diskutiert. AuBerdem scheinen genetische
Faktoren eine pradisponierende Rolle zu spielen. Man stellte z. B. bei Patienten mit
SCLE eine Assoziation mit HLA-A1, -B8 und -DR3 fest (Sontheimer, 2005). Man nimmt
an, dass bei dem kutanen LE potentiell autoreaktive Lymphozyten beteiligt sind, da sich
histologisch in den Hautlasionen eine T-Zell- dominierte Entzindungsreaktion im
Bereich der epidermo-dermalen Junktionszone, sog. ,Interface-Dermatitis, zeigt.
Aulerdem sind periadnexielle und perivaskulare lymphozytare Infiltrate typisch (Tebbe
et al., 1995).

Es konnte z. B. gezeigt werden, dass nach UV-Exposition der Haut von Patienten mit
CLE die Zahl apoptotischer Zellen signifikant erhoht ist. Nach neueren Untersuchungen
konnten Stérungen der Apoptose bzw. bei der Phagozytose apoptotischer Zellen sowie
Storungen bei der Interaktion zwischen Makrophagen, dendritischen Zellen und
Lymphozyten Ausldser der Krankheit sein (Kuhn et al., 2006).
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Das Erkrankungsalter liegt meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, kann aber in
jedem Alter auftreten. Der LET tritt haufiger bei Mannern auf, die anderen Formen
zeigen sich eher beim weiblichen Geschlecht (Kuhn et al., 2000; Tebbe und Orfanos,
1997).

Die Diagnose erfolgt anhand klinischer, serologischer und histologischer
Untersuchungen, meist in Kombination mit einer direkten Immunfluoreszenz-
Untersuchung (DIF). Charakteristisch ist hierbei das sogenannte ,Lupus-Band®, welches
durch Ablagerungen von Immunglobulinen (v. a. IgG, aber auch IgM und IgA) und
Komplement (C3) entlang der dermoepidermalen Grenzzone entsteht.

Bei Patienten mit kutanen Manifestationen des LE lassen sich in 20-80% der Falle
Antinukleare Antikérper (ANA) nachweisen. Die Spezifitat der Antikorper ist kaum
bekannt. Antikérper gegen SSA/Ro und SSB/La sind haufig. Diese scheinen in der
Pathogenese eine Rolle zu spielen. SSA/Ro- und SSB/Ro-Antikorper werden auf der
Oberflache von Keratinozyten exprimiert, wenn diese z. B. durch UV-Strahlung in
Apoptose Ubergehen. Ein Zusammenhang mit der Photosensibilitat vieler Patienten wird
hier vermutet (Kawashima et al., 1994). Andere Antikdrper, wie anti-dsDNA oder anti-

Sm sind seltener und eher mit Organmanifestationen assoziiert (Wenzel et al., 2001).

Die Formen des kutanen Lupus erythematodes

1) Chronisch kutaner Lupus erythematodes (CCLE)

Zum chronisch kutanen Lupus erythematodes zahlt man den chronisch diskoiden Lupus
erythematodes (CDLE), den Lupus erythematodes profundus (LEP) sowie den Chilblain
Lupus erythematodes. Im Folgenden wird insbesondere auf die haufigste Form, den
CDLE, eingegangen.

Der CDLE ist die haufigste kutane LE-Form (etwa 75% aller Falle) (Kind und Goerz,
1987). Gekennzeichnet ist er durch scharf begrenzte, vernarbende Plaques, die v. a. im
Gesicht, Nacken, Kapitilium und Dekolleté lokalisiert sind. Der Verlauf ist chronisch und
heilt mit Atrophie und Narbenbildung ab. Auch Haarfollikel werden irreversibel zerstort,
so dass eine vernarbende Alopezie des Kopfhaares oder der Augenbrauen auftritt.
Typisch ist das Tapeziernagelphanomen, bei dem sich die scheibenférmigen

Hautveranderungen mit zentraler Keratose schmerzhaft von der Haut abheben lassen.



13

Auch Schleimhautbeteiligungen sind mdglich. Je nach Auspragung unterscheidet man
eine lokalisierte (ICDLE) und eine disseminierte (dACDLE) Variante.

Bestimmte ethnische Gruppen werden nicht bevorzugt. Es wird eine genetische
Pradisposition angenommen. Eine Assoziation wird mit HLA-B27, -B8, -Cw7, -DR2, -
DR3 und Dgw1 in wechselnder Kombination beschrieben (Knop et al., 1990),
(Sontheimer et al., 1981). Antinukledre Antikérper (ANA) sind in 20-30% der Falle zu
finden.

Frauen sind doppelt so haufig betroffen wie Manner. Die Erstmanifestation erfolgt meist
im mittleren Erwachsenenalter (Knop et al., 1990). Der Verlauf ist meist gunstig, die
haufig auftretenden Vernarbungen sind allerdings kosmetisch stérend. Ein Ubergang
zum SLE tritt in 5% der Falle auf (Tebbe, 2004). Pathogenetisch wird vermutet, dass die
Lasionen des CDLE v. a. durch T-Lymphozyten und weniger durch Autoantikérper oder
Immunkomplexe induziert werden (Tebbe et al., 1995). Als auslosender Faktor wird v. a.
ultraviolettes Licht diskutiert (Braun-Falco, 1965). Nach neuesten Erkenntnissen scheint
Interferon-Typ-I, welches von plasmazytoiden dendritischen Zellen produziert wird, eine
Rolle zu spielen (Farkas et al., 2001).

Histologisch zeigt der CDLE eine Interface-Dermatitis mit Vakuolisierung der
Basalmembran, nekrotischen Keratinozyten und Lymphozyten in der Junktionszone
(Parodi et al., 2000), (David-Bajar und Davis, 1997). Das Korneum ist hyperkeratotisch,
in der Dermis zeigen sich sowohl an der Oberflache als auch in der Tiefe perivaskulare
lymphozytare Infiltrate. Die Haarfollikel weisen haufig Hornpfropfe in den Follikelostien
(Tapeziernagelphanomen) auf (Beutner et al., 1991).

In der direkten Immunfluoreszenz lassen sich in 50-90 % bandférmige Ablagerungen
von Immunglobulinen (IgG, haufig auch IgM) sowie Komplement entlang der

dermoepidermalen Grenzzone nachweisen.
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Abb. 1: Typische scheibenformige (,diskoide®) Lasionen der Kopfhaut eines Patienten
mit chronisch diskoiden Lupus erythematodes (CDLE). Die Lasion mit einem
Durchmesser von 5 cm ist scharf begrenzt. Es zeigt sich eine zentrale Vernarbung und

Zerstorung der Haarfollikel in Form einer Alopezie des Kopfhaares.

2) Subakut kutaner Lupus erythematodes (SCLE)

Der SCLE wurde erstmals 1979 von Sontheimer et al. beschrieben (Sontheimer et al.,

1979). Der SCLE =zeigt Kklinisch erythematosquamoése, nicht vernarbende,
papulosquamose und/oder anulare Hautlasionen, die hauptsachlich im Bereich der
oberen Korperhalfte auftreten. Aullerdem findet man milde extrakutane Manifestationen,
wobei Gelenkbeschwerden im Vordergrund stehen. Seltener treten Fieber, allgemeines
Krankheitsgefiihl, Myalgien und das Raynaud-Phanomen auf. Bei etwa der Halfte der
Patienten sind mehr als 4 ACR-Kriterien positiv (Callen, 1993); selten kommt es zu einer
ZNS- oder Nierenbeteiligung (Sontheimer, 1989). Insgesamt hat er eine gute Prognose.

Der SCLE ist oft deutlich durch UV-Licht provozierbar (Kuhn et al., 2001). Die
Hauterscheinungen sind oft an sonnenexponierten Stellen zu finden. Beim SCLE kommt
es zu keiner Narbenbildung, es konnen aber vitiligoartige Hypopigmentierungen
zurlUckbleiben (Milde et al., 1994).

Im aktiven Krankheitsstadium sind die Blut-Senkungs-Geschwindigkeit (BSG) und
weitere Entzindungsparameter (Hypergammaglobulinamie, Komplement-
veranderungen) fast immer erhoht (Goerz et al., 1990; Lehmann et al., 1990;
Sontheimer, 1989).
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Der SCLE macht etwa 10% aller LE-Falle aus. Er tritt bevorzugt bei der weil’en
Bevolkerung auf. Immungenetisch kommen gehauft HLA-B8 sowie -DR2 und -DR3 vor
(Johansson-Stephansson et al., 1989; Sontheimer et al., 1982; Watson et al., 1991). Der
Verlauf ist schubweise rezidivierend. Nur 10-15% der Patienten entwickeln einen SLE.
Bei einigen der Patienten lassen sich anti-SSA/Ro-Antikdrper nachweisen. Da diese
auch diaplazentar Ubertragen werden, kénnen Neugeborene von Mduttern mit SCLE
einen neonatalen Lupus erythematodes mit ahnlichen Hautveranderungen zeigen
(Gensch et al., 2005). Dieser bildet sich nach einigen Monaten zurlick, es kann jedoch
zu einem AV-Block kommen, welcher die Implantation eines Schrittmachers notwendig
macht.

Pathogenetisch spielen beim SCLE wahrscheinlich SSA- und SSB-Antigene eine
entscheidende Rolle. Sie werden unter dem Einfluss von UVB-Licht auf der Oberflache
von Keratinozyten exprimiert, so dass die entsprechenden Autoantikorper damit
reagieren und die Gewebeschadigung einleiten kdnnen (Furukawa et al., 1990; Lopez-
Longo et al., 1997). ANA sind bei 90% der Patienten nachweisbar.

Histologisch zeigt sich eine Interface-Dermatitis mit verbreiterter Basalmembran,
junktionalen Lymphozyten und basalen nekrotischen Keratinozyten (Crowson und
Magro, 2001). Weiterhin kann eine Verhornung der Epidermis auftreten. In der
Umgebung von Gefalden zeigen sich dichte lymphozytare Infiltrate.

In der direkten Immunfluoreszenz zeigen sich Ablagerungen von Immunglobulinen und
Komplement in den Hautlasionen bei 60-86%, in der nicht geschadigten Haut bei 26-
36% (David-Bajar und Davis, 1997; Parodi et al., 2000). Das typische Lupus-Band kann

aber auch fehlen.
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Abb. 2: Typische gyrierte Hautlasionen eines Patienten mit Subakut kutanem Lupus
erythematodes (SCLE). Es zeigen sich hier 2-3 cm grolRe gerodtete, ringférmig

verlaufende Hautlasionen ohne Narbenbildung.

3) Akut kutaner Lupus erythematodes (ACLE)
Der akut kutane Lupus erythematodes =zeigt sich in Form des typischen

Schmetterlingserythems oder als generalisierte Form mit Hautveranderungen aufRerhalb
des Gesichtes. Er tritt bei 20-60% der Patienten mit SLE auf. Nach Sonnenexposition ist
die Manifestation deutlich erhoéht (Cervera et al., 1993).

Die lokalisierte Form zeigt sich als Schmetterlingserythem mit relativ begrenztem
symmetrischem Erythem an Wangen und Nasenriucken mit Aussparung der
Nasolabialfalten. Bei der generalisierten Form zeigen sich tiefrote Maculae und Papeln,
die konfluieren. Dabei kann der gesamte Kdrper samt Handen und Fifien befallen sein.
Die Krankheitsaktivitat ist bei der generalisierten Form hoher.

Der ACLE heilt ohne Narbenbildung ab, eine Hyperpigmentierung kann vortubergehend
bestehen. Im akuten Schub kann es zu einer Beteiligung der Nasen- und
Mundschleimhaut kommen (Brennan et al., 2005).

Histologische Veranderungen sind beim ACLE haufig schwach ausgepragt mit leichter
Interface-Dermatits und Vakuolisierung der Basalmembranzone (David-Bajar und Davis,
1997; Parodi et al., 2000). In den Schleimhautveranderungen lassen sich ahnliche
Morphologien nachweisen wie bei einer Interface-Dermatits; sie werden daher als
Interface-Mukositis  bezeichnet (Jorizzo et al, 1992). Durch die direkte

Immunfluoreszenz lasst sich das typische Lupus-Band meist darstellen.
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1.1.2. Der Systemische Lupus erythematodes (SLE)

Definition

Beim systemischen Lupus erythematodes handelt es sich um eine chronisch
entzindliche Systemerkrankung des Gefallbindegewebes mit Organ- und
Hautbeteiligung. Alle Organe des Korpers konnen befallen sein. Charakteristisch ist die
Storung des Immunsystems, vor allem das Auftreten multipler Autoantikérper. Das
klinische Bild ist aul3erordentlich vielfaltig, die Symptome kdnnen interindividuell, aber
auch intraindividuell mit dem Krankheitsverlauf in ihrer Auspragung variieren (Vitali et
al., 1992).

Klinische Symptomatik

Die haufigsten Symptome sind (Tan et al., 1982):

e Fieber (bei 90%)

e Gelenkschmerzen und -entzindungen (bei 85%)

e Hauterscheinungen (bei 80%, in 25% bereits initial): Typisch ist ein unscharf
begrenztes, oft symmetrisches, makuloses bis urtikarielles Erythem im Gesicht
(Schmetterlingserythem), z. T. finden sich uncharakteristische disseminierte
Exantheme auch im Bereich von Brust und Rucken. Bei einem Teil der Patienten
treten Haarausfall und Schleimhautulzera auf.

¢ Nierenbeteiligung (bei 60%): v. a. Mikrohamaturie/Albuminurie. In 15% der Falle
fuhren diese zu Nierenfunktionseinschrankungen.

e Generalisierte Lymphknotenschwellungen (bei 50%)

e Pleuritis (bei 59%)

e Raynaud-Symptomatik (bei 35%)

e Lungenbeteiligung (bei 30%)

e Orale und genitale Schleimhautbeteiligung (bei 20%): Erytheme, Ulzera

e Peri- und Myokarditis (bei 25%)

e Hepatosplenomegalie (bei 25%)

e ZNS-Beteiligung (bei 25%): Krampfe, Psychosen

e Abdominelle Beschwerden (bei 20%)
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Charakteristisch sind folgende laborchemische Auffalligkeiten (Parodi und Rebora,
1997; Tan et al., 1982):

BSG-Erhéhung (90%)

v-Globulin-Erhéhung (80%)

Anamie (75%)

Thrombozytopenie und Komplementerniedrigung

Auftreten von Autoantikdrpern und zellularen Immunstorungen

Autoantikorper (AK) (Tan, 1989: Tan et al., 1982)

Das Krankheitsbild des Lupus erythematodes ist besonders durch das Auftreten

bestimmter AutoantikOrper gekennzeichnet.

Antinukleadre Antikorper (ANA):

Diese sind gegen verschiedene Zellkernbestandteile gerichtet. 90% der SLE-

Patienten haben Autoantikérper dieser Gruppe. Positive ANA beweisen keinen
SLE, ein negativer Befund schlie3t ihn weitgehend aus.

Antikérper gegen native Doppelstrang-DNA (ds-DNA):

Diese treten bei 40-90% (je nach Krankheitsphase) der SLE-Patienten auf, bei

anderen LE-Typen fast nicht. Vor einem Krankheitsschub kommt es oft zu einem

deutlichen Anstieg des Titers. Bei klinischen Remissionen konnen die Anti-DNA-
Titer unter die Nachweisgrenze fallen (Smeenk et al., 1990).

Anti-Sm-AK

Antikoérper gegen dieses nukleare Antigen finden sich bei 10-30% der Patienten
und gelten als spezifisch. Meist sind sie assoziiert mit einer Nieren- und ZNS-
Beteiligung.

Anti-SSA/Ro- und anti-SSB/La-Antikérper

Bei 40-60% der SLE-Patienten sind diese Antikorper nachweisbar und bei

gemeinsamem Auftreten oft mit einer milderen Verlaufsform assoziiert. Eine
Kombination von anti-SSA/Ro mit anti-DNA-AK oder anti-Sm-AK hat oft einen

schweren Verlauf zur Folge.
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Antikorper gegen Histone

Diese Antikdrper treten bei 20% der SLE-Patienten auf. Sie sind nicht
krankheitsspezifisch, weisen aber auf einen durch Medikamente assoziierten LE
hin.

Anti-Cardiolipin-AK

Anti-Cardiolipin-AK sind bei 30-40% der LE-Patienten zu finden. Meist liegt dann

ein sekundares Antiphospholipidsyndrom vor.

Antikorper gegen ribosomale Ribonukleoproteine (rRNP, shRNP)
Sie sind bei 30-40% der SLE-Patienten nachweisbar, v. a. aber bei ZNS-
Beteiligung und Psychosen (Williamson et al., 1983).

Organ- und zellspezifische Autoantikorper:

Hier handelt es sich v. a. um AK gegen Erythrozyten, Leukozyten oder
Thrombozyten, oder auch im Bereich der Magenschleimhaut, der Schilddrise und

im Muskel-/Nervengewebe.

Zellimmunologische Storungen beim SLE:

Leukozytopenie (Camussi et al., 1982)

Lymphozytopenie (Rivero et al., 1978)

Storungen im T-Zell-System (verminderte T-Zell-Antwort auf Antigene,
verminderte Generation zytotoxischer Zellen, gesteigerte HLA-DR- und Fas-
Antigenexpression  CD4-positiver T-Zellen. Verminderte IL2-ausgeldste
Proliferation) (Cao et al., 2005; Scheinberg und Cathcart, 1974)

Storung im B-Zell-System (erhdhte Anzahl aktiver B-Zellen, polyklonale B-Zell-
Aktivierung, Hypergammaglobulinamie) (Gilliam und Hurd, 1976; Noguchi et al.,
1992)

Veranderung der Zytokinmuster (IL2- und Interferon-y-Produktion vermindert,
erhohte B-Zell-stimulatorische 1L4-, IL5- und IL6-Produktion)

Histologie und Immunhistopathologie

Histopathologie:

Bei der histologischen Betrachtung kutaner Effloreszenzen beim SLE zeigt sich eine

verbreiterte, evtl. aufgesplitterte PAS-positive (Period-Schiff-Saure) Basalmembran, ein
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Odem im Korium und ein lymphozytdres, v. a. periadnexiell und perivaskular
angeordnetes Infiltrat.

Die Epidermis des systemischen LE zeigt weniger Veranderungen als der kutane LE:
Moglich ist eine Basalzelldegeneration, Hyper-/Parakeratose sowie eine Atrophie. Eine

leukozytoklastische Vaskulitis zeigt sich selten (Moutsopoulos et al., 1980).

Immunhistopathologie:

In der direkten Immunfluoreszenz ist beim SLE eine bandférmig im Bereich der
Basalmembran vorhandene Ablagerung von IgG, IgM oder IgA zu erkennen sowie
Komplementfaktoren (C1, C3) (= Lupusband) (dos Santos et al., 1988). Beim SLE zeigt

sich dieses Lupus-Band auch in unbefallener Haut.

Diagnose des SLE:

Die Diagnose des SLE wird gestellt, wenn vier oder mehr Kriterien (ARA-Kriterien) des
American College of Rheumatism (ACR) erflllt sind (Tan et al., 1982). Zur Zeit wird
diese Methode der Diagnosestellung allerdings kontrovers diskutiert. Es ist durchaus
moglich, dass ein Patient vier dieser Kriterien erfullt, ohne eine wirklich systemische
Manifestation des LE zu haben. Die Kriterien scheinen anhand verschiedener Studien
zu unspezifisch (Parodi und Rebora, 1997). Die Diagnose sollte daher anhand eines
sicheren viszeralen Nachweises gestellt werden.
Die Kriterien sind nachfolgend aufgelistet:
e Schmetterlingserythem: Erythem, das sich im Gesicht meist Gber den Wangen
und der Nase schmetterlingsférmig ausbreitet
e Kutaner LE: rote Plagues mit follikularen Hyperkeratosen,
Pigmentverschiebungen und Atrophie im Gesicht oder anderen chronisch
lichtexponierten Bereichen
¢ Lichtempfindlichkeit: Die Symptomatik verstarkt sich bei Lichteinwirkung
e Schleimhautulzera: meist schmerzlose Ulzera an Nasen-, Pharynx-, Larynx-, oder
Mundschleimhaut
e Arthritis: nicht deformierende Arthritis zweier oder mehrerer peripherer Gelenke
mit Schmerzen, Schwellungen und Ergussen

e Serositis:
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o Pleuritis, diagnostiziert durch die typische Anamnese oder den typischen
Befund (Pleurareiben/Pleuraergul}) oder
o Perikarderguss, diagnostiziert durch EKG, Perikardreiben oder
Sonographie
¢ Nierenbeteiligung
o Proteinurie Uber 0,5g/24h oder
o Perikarderguss aus Erythrozyten, Leukozyten oder Epithelien
e ZNS-Beteiligung: Krampfanfalle, Chorea minor und andere unklare neurologische
oder psychiatrische Syndrome
e Hamatologische Befunde
o Hamolytische Anamie oder
o Zwei- oder mehrfach nachgewiesene Leukozytopenie < 4000 Zellen/pl
o bzw. Lymphozytopenie < 1500 Zellen/ul oder
o Thrombozytopenie < 100000/ul
e Immunologische Befunde:
o anti-dsDNA-Antikorper erhoht oder
e anti-Sm-Antikdrper nachweisbar oder
e falsch positive Lues-Serologie fur mehr als 6 Monate
e Antinukleare Antikorper: ANA-Titer = 1:160

Atiologie und Pathogenese:

Bei der Pathogenese des SLE spielen wahrscheinlich genetische Faktoren eine Rolle,
da sowohl eine familiare Haufung (9%) als auch ein gehaduftes Auftreten bei
monozygoten Zwillingen beschrieben sind (Block et al., 1975,{Sullivan, 2000 #327).
Assoziationen bestehen mit den HLA-Typen HLA-B8, -DR2, -DR3 und DQ2 (Green et
al., 1986). Folgende Genloci werden mit dem SLE in Verbindung gebracht:
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Genort Kandidatengene
1923 CRP, FCGR2B, FCGR2A, FCGR3A, FCGR3B
1925-31 Nicht bekannt
1941-42 PARP, TLR5
2q35-37 PDCD1
4p16-15.2 Nicht bekannt
6p11-21 MHC Klasse Il: DRB1
MHC Klasse Ill: TNF-a, C2, C4
12942 Nicht bekannt
16q12-13 OAZ

Tab. 2: Ubersicht Uber die Gene, die wahrscheinlich mit dem systemischen Lupus
erythematodes in Verbindung stehen (Wakeland et al., 2001, Rahman, 2008 #329).

Weitere Faktoren, die diskutiert werden:

Hormonelle Faktoren (Gynakotropie, Verschlechterung in der Schwangerschaft
und unter Ostrogentherapie) (Cooper et al., 1998)

UV-Strahlung (Exazerbation kutaner oder systemischer Symptome nach
Sonnenexposition) (Aharon-Maor und Shoenfeld, 1998)

Medikamente (z. B. Hydralazin, Hydantoinderivate, D-Penicillamin, Isoniazid und
Procainamid) (Pramatarov, 1998)

Infektionen, z. B. durch das Zytomegalie-Virus oder das Epstein-Barr-Virus (Rider
et al., 1997; Tsai et al., 1995)

Storung bei der Pathogenese apoptotischer Zellen und Induktion einer
Autoimmunreaktion Uber die Prasentation nuklearer Antigene durch dendritische
Zellen. Nachfolgend erfolgt eine Aktivierung von T-Lymphozyten und Produktion
von Autoantikdrpern durch B-Lymphozyten (Casciola-Rosen et al., 1996;
Herrmann et al., 2000).

Modifiziertes Modell der Atiopathogenese des SLE nach Herrmann et al.
(Herrmann et al., 2000): Normalerweise werden apoptotische Zellen in einer
frihen Phase des apoptotischen Zelltodes von Makrophagen phagozytiert. Nach

Herrmann et al. ist diese Phagozytose bei SLE-Patienten jedoch beeintrachtigt,
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es erfolgt keine vollstandige Phagozytose der zugrunde gegangenen Zellen durch
die Makrophagen (Herrmann et al., 2000). Es kommt daher zur teilweisen
Aufnahme von Zellantigenen in dendritischen Zellen. Nachfolgend erfolgt Gber die
Kaskade der spezifischen Immunantwort eine Antigen-Prasentation nuklearer
Zellantigene durch die dendritischen Zellen an die T-Lymphozyten. Diese
wiederum I6sen Uber die Ausschuttung von Zytokinen eine lokale
Entzindungsreaktion aus und stimulieren B-Lymphozyten zur Produktion von
Antikorpern gegen korpereigene Zellantigene.

e Graham et al. fanden heraus, dass beim SLE eine Fehlregulation der IFN-Typ-I-
Produktion besteht. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein Fehler des
Transkriptionsfaktors IRF5 (IFN regulatory factor) zu einer Uberexpression von
Interferon fuhrt (Graham et al., 2007).

1.2. Das Kontrollkollektiv: Psoriasis und Herpes simplex

Im Kontrollkollektiv wurde die Expression der verschiedenen Rezeptoren und
Chemokine an der Haut gesunder Patienten, an der Haut bei Patienten mit Psoriasis
oder Herpes simplex untersucht. Im Folgenden sind die Erkrankungen Psoriasis und

Herpes simplex kurz erlautert.

1.2.1. Psoriasis

Die Psoriasis vulgaris ist eine familiar gehauft auftretende entzindliche Dermatose.
Klinisch zeigt sich eine Entzindung und Schuppung der Haut. Mikroskopisch ist die
Erkrankung charakterisiert durch epidermale Hyperplasie, Parakeratose, intra-
epidermale Akkumulation von Neutrophilen und Infiltration der Dermis und Epidermis mit
mononuklearen Zellen (MNCs), vor allem Lymphozyten. Die weltweite Pravalenz liegt
zwischen 0,6 bis 4,8 Prozent.

Fur die Kontrollgruppe wurde die Psoriasis ausgewahlt, da man vermutet, dass es sich
pathophysiologisch auch hier um eine Autoimmunerkrankung unter dem Einfluss von T-
Lymphozyten handelt (Austin et al, 1999). In anderen Arbeiten konnten hier
lymphozytare Infiltrate in entzindlich veranderter Haut nachgewiesen werden (Chong et
al., 2004). Eine genauere Untersuchung des T-Zell Infiltrates bei der Psoriasis zeigte,

dass es sich bei dem Groliteil der intra-dermalen Zellen um CD8 positive (Paukkonen et
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al., 1992) und bei den Zellen der Dermis um CD4 positive-Zellen handelt (Bos et al.,
1989). Die CD8"-Zellen scheinen aber fiir die Pathogenese bedeutender zu sein.
Typisch ist auch ein erhdhtes Turnover der Epidermis sowie eine Uberexpression des
Keratins (Nickoloff und Nestle, 2004). AuRerdem zeigte sich eine Beteiligung von
CXCR3 und CCR4 bei der transendothelialen Migration der T-Zellen in die Dermis bei
der Psoriasis. Speziell CXCR3 scheint die Einwanderung der T-Zellen in die Epidermis

zu regulieren (Rottman et al., 2001).

1.2.2. Herpes simplex

Zur Familie der Herpes-simplex-Viren gehdren der Humane-Herpes-Virus-1 (HSV-1),
HSV-2, Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus und HSV-6, -7 und -8.

Eine typische klinische Manifestation des HSV-1 ist der Herpes labialis, mit typischer
Blaschenbildung der Mundschleimhaut. Aber auch Infektionen z. B. der Augen und des
ZNS treten auf.

Die Infektion beginnt mit einem akuten Ausbruch und massiver Vermehrung der Viren in
den Keratinozyten und anderen Bereichen der Dermis. Herpesviren kénnen im Verlauf
uber axonale Wanderung das Gehirngewebe infizieren (Strelow und Leib, 1995). In den
Ganglien kann der Virus nach Abklingen der akuten Infektion dauerhaft persistieren und
auch nach Jahren wieder einen Krankheitsausbruch hervorrufen. Verschiedene
Chemokine sind dort lange Zeit nachweisbar. Auch eine Akkumulation von CD4" und
CD8"*-Lymphozyten (Chen et al., 2000) und Beteiligung von Interferon-y konnte gezeigt
werden. Es scheint dabei eine Beteiligung von Interferon-y an der Lyse von

Keratinozyten durch zytotoxische T-Zellen zu geben (Brehm et al., 1997).

1.3. Mechanismen der Rekrutierung von Lymphozyten in die Haut

Leukozyten zirkulieren standig zwischen Blut und Gewebe. Sowohl fir die Rekrutierung
von Lymphozyten in Entzindungsgewebe als auch =zur Rezirkulation ist die
Extravasation dieser Zellen durch Endothel nétig (Butcher und Picker, 1996).

Uber den Mechanismus und die an der Rekrutierung von T-Lymphozyten beteiligten
Strukturen war lange Zeit wenig bekannt. In den letzten Jahren wurden aber viele

beteiligte Adhasionsmolekule, Chemokine und Rezeptoren naher charakterisiert, so
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dass ein Modell des in der Literatur als ,Skin-Homing“ bezeichneten Vorgangs erstellt
werden konnte (Butcher und Picker, 1996; Robert und Kupper, 1999). Damit die
Migration der Lymphozyten gerichtet ablauft, sind in diesen Prozess Adhasionsmolekile
wie Selektine, Integrine, verschiedene vaskulare Liganden und auch die Chemokine und
ihre korrespondierenden Rezeptoren involviert.

Die im Blut vorhandenen Lymphozyten mussen zunachst Kontakt zur Gefalkwand
bekommen. Dieser Vorgang wird Adhasion genannt. Anschlie3end erfolgt eine durch
verschiedene Chemokine und deren Rezeptoren gesteuerte Wanderung des
Lymphozyten durch die Gefallwand. Im Gewebe findet dann wiederum eine Migration
der Lymphozyten zum Ort der Entzindung statt.

Die Faktoren, die fur die Rekrutierung eine Rolle spielen, sind im Folgenden genauer

beschrieben. Im Anschluss wird ein Modell dieses Rekrutierungsvorgangs vorgestellt.

1.3.1. Strukturelemente der Adhasion von Lymphozyten

Dermale mikrovaskulare Endothelzellen (DMEZ)

DMEZ bilden in den kleineren GefalRen der Haut eine normalerweise fur zirkulierende
Lymphozyten undurchlassige Schicht. Im Rahmen von Immunreaktionen konnen die
DMEZ Veranderungen ihrer Oberflachenproteinstruktur durchmachen, die als Signale
fur zirkulierende Lymphozyten fungieren, und so zu deren Aktivierung und Rekrutierung
in die Haut fihren (Pober et al., 2001).

DMEZ exprimieren MHC-Typ-I- und Typ-II-Molekule, deren einzige bekannte Funktion in
der Prasentation von Peptiden an T-Zellen besteht (Page et al., 1992). Regelmalig
kommen passierende T-Zellen mit diesen Strukturen in Kontakt, v. a. im Bereich der
Kapillaren und postkapillaren Venolen. Hier ist der GefalRdurchmesser kleiner als der
der Lymphozyten (PBL), was zu einem regelmafRigen Oberflachenkontakt fuhrt. In In-
vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass naive T-Zellen diese Engstellen ohne
Reaktion passieren (Wagner, 1984), spezifische Gedachtnis-T-Zellen aber auf allogene
Endothelzellen mit Zytokinproduktion und Proliferation reagieren (Epperson und Pober,
1994).

Bei einem Kontakt mit aktivierten Lymphozyten bzw. den von diesen sezernierten
Molekulen (Zytokinen) werden auch die DMEZ aktiviert. Dies fuhrt zu einer Steigerung

ihrer Fahigkeit, PBL zu rekrutieren. Die aktivierten DMEZ exprimieren induzierbare
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Leukozytenadhasionsmolekule wie E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (Pober et al,,
2001). PBL, die den Oberflachenmarker CLA tragen, binden an E-Selektin.

Unter nichtentziindlichen Bedingungen ist die VCAM-1-Expression nur im Bereich
venoser EZ zu beobachten. Bei Entzindung tritt die VCAM-1-Expression auch im
Bereich der Kapillarschlingen papillarer Gefalte auf und fuhrt zu einer Rekrutierung
a4p7-Integrin-exprimierender Zellen, die auch das Cadherin-bindende Integrin a4p7
tragen (Pober et al., 2001).

Selektine

Zur Familie der Selektine gehoren drei Typen von Zelloberflachen-Glykoproteinen: E, L-
und P-Selektine (Ley, 2003). Die Bezeichnung ,Selektin® bezieht sich auf die
biochemische Grundstruktur dieser Proteine, welche eine ,Lektin“-Domane haben, und
auf ihre Funktion, die ,selektive® Zellinteraktion (Bevilacqua et al., 1993).

Die Selektine und Selektinliganden dienen den aktivierten Effektor- und zentralen
Gedachtnis-T-Zellen dazu, dass sie spezifisch Zielorgane erreichen (sog. ,homing®). E-
Selektine haben eine wichtige Funktion bei entziindlichen Vorgangen in der Haut, L-
Selektine fur das Pankreas und die Speicheldrisen und P-Selektine fur das Lamina-
propria-Kompartiment des Gastrointestinaltraktes (Ley, 2003; Ley und Kansas, 2004).
L-Selektin wird von Leukozyten (Granulozyten, Monozyten sowie den meisten
Lymphozyten) exprimiert. Es bindet an Bestandteile verschiedener Plasmamembran-
Proteine und Proteoglykane des Endothels, wie CD34, MadCam-1 und Gly-CAM-1.
Gefalle exprimieren immer CD34, die Selektinligandenbestandteile werden jedoch erst
unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine (TNF-a und IL1) hinzugeflgt (Pober et
al., 2001).

E-Selektin wird unter Normalbedingungen nur in den Mikrogefallen der Haut exprimiert
(Keelan et al., 1994). Durch Einwirkung proinflammatorischer Zytokine wird es stark
hochreguliert (Ley, 2003). Eine zentrale Rolle fur kutane Entzindungen spielt die
Interaktion zwischen E-Selektin und seinem Liganden CLA (cutaneous lymphocyte
antigen) (Fuhlbrigge et al., 1997).

P-Selektin wird in den alpha-Granula von Blutplattchen und in Weibel-Palade-Bodies
von Endothelzellen gespeichert und von aktivierten Endothelzellen und Plattchen auf die
Oberflache transloziert. PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1) ist der wichtigste P-
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Selektin-Ligand. PSGL-1 wird von adharenten Leukozyten und Leukozytenfragmenten in
der Entzindung prasentiert (Sperandio et al., 2003) und ist bei der Rekrutierung von
Neutrophilen beteiligt (Xia et al., 2002).

Integrine
Integrine sind fur die feste Bindung von Leukozyten an das Endothel nach dem sog.

Rolling verantwortlich (Bevilacqua et al., 1993). Lymphozyten verwenden das 32-Integrin
LFA-1 (aLB2 oder CD11aCD18), um an das endothelstandige ICAM-1 (=CD54, ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie) zu binden (Tonnesen, 1989). Die Rate des
konstitutionell vom Endothel gebildeten ICAM-1 kann durch proinflammatorische
Zytokine (TNF, IL-1) deutlich gesteigert werden (Dustin et al., 1986). Eine andere
Gruppe von Integrinen, die a4-Integrine (CD49d), findet man auf Leukozyten. Sie
vermitteln eine feste Bindung mit dem Endothel. Diese bilden Adhasionsmolekule in
Paarung, entweder mit B1-Integrinen (CD29), was zur Bildung des VLA-4 fuhrt, oder mit
a7 (Bildung von LPAM-1). Sowohl VLA-1 als auch LPAM-1 binden an das ,vascular cell
adhesion molecule-1“ (VCAM-1). Auch hier ist, wie beim ICAM-1, die Basisexpression
auf dem Endothel gering, wird aber bei Entzindung hochreguliert (Pober et al., 2001).
Durch die Bindung zwischen den Integrinen, v. a. zwischen LFA-1 und ICAM-1, die
deutlich starker ist als die Selektin-Bindung, wird ein weiteres Rolling gestoppt (Pober et
al., 2001). Die Zellen haften flach am Endothel und wandern langsam weiter, bis eine
Zell-Junktion erreicht ist, durch die sie durch die GefaRwand migrieren konnen. Die LFA-
1/ICAM-1-Interaktion scheint auch an diesem Stadium beteiligt zu sein. ICAM-1 wird
nach Stimulation diffus auf dem Endothel exprimiert, darauf kommt es aber zu einer
Konzentrierung der Expression auf die interzellularen Junktionszonen (Bradley und
Pober, 1996). Auch die Interaktion von VLA-4 und LPAM-1 scheint nicht nur der festen
Zellbindung zu dienen. Sie hat eine wichtige Funktion fur die initiale Bindung und das
Rolling der Leukozyten am Endothel (Gimbrone, 1989). LPAM-1 bindet auch an die CS-
1-Domane des Fibronektins und vermittelt so neben der Endothelbindung auch eine
spatere Adhasion an Fibronektinen, die von Keratinozyten exprimiert werden
(Schechner et al., 1999).
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1.3.2. Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine und ihre Rezeptoren haben zahlreiche Funktionen bei der Entwicklung,
Reifung und Funktion des Immunsystems, der Organentwicklung und Angiogenese.
AulRerdem ubernehmen sie die Positionierung von T- und B-Zellen sowie dendritischer
Zellen im Korper.

Chemokine sind chemotaktisch aktive Zytokine. Bei Zytokinen handelt es sich um kleine
Proteine (~25 kDa), die als Reaktion auf einen Aktivierungsreiz von verschiedenen
Zellen im Korper freigesetzt werden und durch Bindung an spezifische Rezeptoren
verschiedene Reaktionen auslosen.

Chemokine haben die Eigenschaft, Zellen mit den passenden Rezeptoren dazu zu
veranlassen, entlang eines Konzentrationsgradienten zur Quelle der freigesetzten
Chemokine zu wandern (Chemotaxis). Auch andere Molekile, wie bestimmte Lipide
oder Nukleotide, haben im Organismus chemotaktische Funktionen, wirken aber
weniger spezifisch auf ihre Zielzellen (Chensue, 2001).

Strukturell erfolgt die Einteilung aufgrund der Aminosaurensequenz im aminoterminalen
Bereich: Die CC-Chemokine besitzen zwei benachbarte Cysteine, bei den CXC-
Chemokinen sind die entsprechenden Cysteinreste durch eine andere Aminosaure
getrennt. Liegen drei Aminosauren zwischen den Cysteinresten bezeichnet man die
Chemokine entsprechend als CX3;C-Chemokine (Zlotnik und Yoshie, 2000). CC-
Chemokine binden dabei an CC-Rezeptoren und CXC-Chemokine entsprechend an
CXC-Rezeptoren.

Die Rezeptoren der Chemokine gehoéren zur grolen Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Sie bestehen aus sieben membraniberspannenden, hydrophoben
Domanen, deren Verbindung durch jeweils drei intra- und extrazellulare Schleifen
erfolgt. Die Bindung der Chemokine erfolgt Uber die extrazellulare aminoterminale
Region. Die Verbindung zum G-Protein erfolgt Uber die carboxyterminale Region. Im
Ruhezustand sind Rezeptor und G-Protein aber nicht assoziiert. Bindet ein Chemokin an
den Rezeptor, erfolgt eine Konformitatsanderung des Rezeptors und Interaktion mit dem
G-Protein. Das aktivierte G-Protein aktiviert daraufhin Enzyme, wie die Phospholipase C
oder die Phosphoinositol-3-Kinase. Es folgen eine Kaskade Phosphorylierungen und
Aktivierungen anderer Kinasen, welche dann auf die Zellfunktionen wie z. B. Adhasion

und Chemotaxis wirken (Chensue, 2001).
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Bei der Interaktion von Chemokinrezeptoren und ihren Liganden besteht ein hohes Mal}
an Redundanz und Bindungs-Promiskuitat. Es existieren haufig mehrere Liganden, die
hochaffin an einen Rezeptor binden und umgekehrt kann ein Chemokin mehrere
Rezeptoren besitzen.

Funktionell kann man die Chemokine in homdostatische (konstitutiv exprimierte) und
inflammatorische (induzierbare) Chemokine unterteilen. Die ersten sind dauerhaft in
gewissen Konzentrationen in bestimmten Geweben vorhanden, wie z. B. CCR4 oder
CCR10. Inflammatorische Chemokine, wie CXCL9, CXCL10/IP10 oder CXCL12,
dagegen werden wahrend einer entzindlichen Reaktion auf einen Stimulus hin
hochreguliert (Kunkel und Butcher, 2002).

Am Beispiel des homdostatischen Chemokins CXCL12 konnte gezeigt werden, dass bei
entziindlichen Prozessen ihre Expression induzierbar ist (Nanki et al., 2000).

Chemokine kdnnen von verschiedensten Zellen des Korpers als Reaktion auf bakterielle
oder virale Infektionen und chemische oder physikalische Einflusse gebildet werden. Sie
wirken vor allem als Chemotraktoren fur Leukozyten, Monozyten, neutrophile Zellen und
andere Effektorzellen aus dem Blut. Sie locken diese zum Ort der Entziindung, wo sie
bendtigt werden.

Die so genannten Homing-Chemokine werden konstant im Bereich des lymphoiden
Gewebes gebildet und dienen der Reifung, Differenzierung und Aktivierung von
Lymphozyten (Baggiolini, 2001).

Typischerweise findet man auf TH1-Lymphozyten vor allem die Rezeptoren CCRS und
CXCRS3. Die TH2-T-Lymphozyten tragen meist die Rezeptoren CCR3 und CCR4, um die
T-Zell-Differenzierung und Funktionssteuerung zu regulieren (Luster, 1998).

Die folgende Tabelle zeigt die bisher bekannten Chemokine und Rezeptoren:

Rezeptor Ligand

CCR1 CCL3, CCL5, CCL7, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL23

CCR2 CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13, CCL16

CCR3 CCL5, CCL7, CCLS8, CCL11, CCL13, CCL15, CCL16, CCL24, CCL26,
CCL28

CCR4 CCL17, CCL22

CCR5 CCL3, CCL4, CCL5, CCLS8, CCL11, CCL14, CCL16
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CCRG6 CCL20

CCR7 CCL19, CCL21

CCR8 CCL1

CCR9 CCL25

CCR10 CCL27, CCL28

CXCR1 CXCL6, CXCL7, CXCL8

CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8

CXCR3-A CXCL9, CXCL10, CXCL11

CXCR3-B CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11

CXCR4 CXCL12

CXCR5 CXCL13

CXCRG6 CXCL16

CXCR7 CXCL12

XCR1 XCL1, XCI2

CX3CR1 CX3CLA1

CCX-CKR CCL19, CCL21, CCL25

D6 CCL2, CCL3L1, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14,

CCL17, CCL22

DARC/Duffy | CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14, CCL16, CCL17, CXCLA1,
CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL11, CXCL13

Tab. 3: Ubersicht Uber die bisher bekannten humanen Chemokine und Rezeptoren
(Allen et al., 2007)

1.3.3. Pro-inflammatorische Faktoren im entzlindlich verédnderten Gewebe

Als Ausloser solcher immunologischer Vorgange werden Interferone, v. a. Typ-I-
Interferon vermutet (Tough, 2004). Die Interferone werden in zwei Gruppen unterteilt:
die Typ-I-Interferone (a/B/6/k/1/w) und das Typ-lI-Interferon (y) (Akbar et al., 2000; Biron,
2001). Rezeptor all dieser Interferone ist der IFN-a/BR (Mogensen et al., 1999). Typ-I-
Interferon kann von allen kernhaltigen Zellen produziert werden (Goodbourn et al.,

2000), aber nur wenige Zellen sind in der Lage, grole Mengen dieser Interferone zu
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bilden (Fitzgerald-Bocarsly, 1993). Diese werden als ,plasmacytoide” dendritische Zellen
(pDC) bezeichnet (Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999).

Typ-Il-Interferon induziert die Expression von Uber 300 Proteinen, die antivirale,
antiproliferative und immunmodulatorische Funktionen besitzen (de Veer et al., 2001),
(Der et al., 1998). Dabei bewirkt Interferon-Typ-lI die Aktivierung dendritischer Zellen
sowie die Stimulation und Differenzierung antigenspezifischer T-Zellen (Kamath et al.,
2005; Tough, 2004). AuBerdem erfolgt eine Aktivierung des Immunsystems durch
Hochregulation von MHC-Klasse-I-Molekulen (Bikoff et al., 1991).

Die am besten untersuchten Proteine, deren Produktion durch Typ-I-Interferon angeregt

wird, sind die antiviralen Mx-Proteine (Weber et al., 2004) wie z. B. das MxA-Protein.

1.3.4. Die Rekrutierung der Lymphozyten in die Haut — das Modell des Skin-Homing

Leukozyten zirkulieren standig zwischen Blut und Gewebe. Sowonhl fur die Rekrutierung
von Lymphozyten in Entzindungsgewebe als auch =zur Rezirkulation ist die
Extravasation dieser Zellen durch Endothel nétig (Butcher und Picker, 1996).

Uber den Mechanismus und die an der Rekrutierung von T-Lymphozyten beteiligten
Strukturen war lange Zeit wenig bekannt. In den letzten Jahren wurden aber viele
beteiligte Adhasionsmoleklle, Chemokine und Rezeptoren naher charakterisiert, so
dass ein Modell des in der Literatur als ,Skin-Homing“ bezeichneten Vorgangs erstellt
werden konnte (Butcher und Picker, 1996).

Grundsatzlich lasst sich der Vorgang der Lymphozytenrekrutierung in zwei Phasen
unterteilen.

In der ersten Phase, der transendothelialen Extravasion, binden die zirkulierenden
Lymphozyten an die Gefallwand und durchwandern diese. Die zweite Phase besteht in

der gerichteten Migration im entzindeten Gewebe entlang eines Chemokingradienten.

1. Phase — die transendotheliale Extravasion

Die Extravasion von T-Zellen in das Gewebe erfolgt tiber eine genau regulierte Kaskade
von Interaktionen zwischen Adhasionsmolekilen mit ihren Liganden und Chemokin-
Chemokinrezeptor-Wechselwirkungen (Campbell und Butcher, 2000; Robert und
Kupper, 1999) .
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An diesem Vorgang beteiligte Strukturen sind Endothelzellen, Adhasionsmolekiile, v. a.
Selektine und Integrine, Chemokine und Chemokinrezeptoren.

Die Extravasion der Lymphozyten lasst sich in folgende Schritte unterteilen:

(1) Initialer Kontakt

Um Kontakt mit dem Endothel zu bekommen, mussen die Leukozyten den Axialstrom
des Gefalles verlassen und die FlieRgeschwindigkeit im Blutgefald muss sich verringern.
Im Entzindungsprozess werden dann Mediatoren freigesetzt, die die Gefalie erweitern
und die Endothelzellen (DMEZ) veranlassen Adhasionsmoleklle zu exprimieren, an
denen die Leukozyten locker haften.

Lange Zeit wurde angenommen, dass in der Haut CLA fur die Bindung peripherer
Lymphozyten an E-Selektine in postkapillaren Venolen verantwortlich ist (Fuhlbrigge et
al., 1997). Dies konnte auch auf 90% aller hautstandigen T-Zellen identifiziert werden.
Im Vergleich dazu fand man nur 5-10% in anderen Geweben (Picker et al., 1990). Es ist
heute bekannt, dass CLA ein guter Marker fur Skin-homing-Lymphozyten ist, aber nicht
unmittelbar an der Hautrekrutierung beteiligt ist (Mizukawa et al., 2001; Wagers et al.,
1998).

(2)  Roalling

Durch den Einfluss verschiedener Entzindungsmediatoren, wie z. B. Histamin, werden

unterschiedliche Selektine (E-, P- und L-Selektine) vermehrt auf der Oberflache von
Endothel oder Lymphozyten exprimiert (Ley, 2003). Diese bilden mit ihren Liganden
(PSGL-1, ESL) lockere Bindungen aus. Durch die Stromung werden sie aber immer
wieder vom Endothel losgerissen, so dass ein Rollen entlang der GefalRwand mit
wechselndem Kontakt zwischen Lymphozyt und Endothel entsteht, das so genannte
,Rolling“ (Pober et al., 2001; Vestweber und Blanks, 1999).

(3)  Aktivierung

Im Rahmen einer Entzindung produziert das Endothel direkt oder das darunter liegende

Gewebe proinflammatorische Chemokine. Beim Rolling bekommt der Lymphozyt
Gelegenheit, mittels seiner Rezeptoren an diese Chemokine zu binden, und er wird
aktiviert. In der Haut ist hier vor allem die Interaktion des von CLA-positive-Lymphozyten
exprimierten Chemokinrezeptors CCR4 und seines Liganden TARC/CCL17 von
Bedeutung. Dieser wird konstitutiv von EZ der postkapillaren Venolen der Haut

exprimiert (Campbell et al., 1999).
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(4)  Feste Bindung
Die aktivierten Lymphozyten bilden v. a. tUber die Integrine LFA-1, VCAM-1 oder ICAM-

1,2 eine Integrinbindung mit dem Endothel aus (Bevilacqua et al., 1993). Diese ist nun

deutlich fester als die Selektin-Bindung, so dass die Lymphozyten nicht mehr vom
Blutstrom abgerissen werden (Pober et al., 2001). Das Endothel exprimiert
konstitutionell ICAM-1 in niedriger Konzentration. Diese kann aber durch
proinflammatorische Zytokine (TNF, IL-1) deutlich gesteigert werden (Dustin et al.,
1986).

Auch a4-Integrine (CD49d) vermitteln eine feste Bindung zwischen Lymphozyten und
Endothel. Diese bilden Adhasionsmolekule entweder mit B1-Integrinen (CD29), was zur
Bildung von VLA-4 fihrt, oder mit a7, was zur Bildung von LPAM-1 fihrt. Diese beiden,
VLA-1 und LPAM-1, binden an das ,vascular cell adhesion molecule-1* (VCAM-1).
Anhnlich wie beim ICAM-1 findet man eine geringe Basisexpression des Endothels, die
bei Entzindung deutlich gesteigert werden kann (Pober et al., 2001). Die Aktivierung der
Lymphozyten bewirkt eine Konformationsanderung. Sie legen sich dachziegelartig auf
das Endothel und wandern langsam zu einer Zell-Junktion. Auch bei diesem Vorgang
scheint die LFA-1/ICAM-1-Interaktion eine gro3e Rolle zu spielen, da ICAM-1 nach
Stimulation zunachst diffus auf der Endotheloberflache exprimiert wird, sich darauf aber
an den interzellularen Junktionszonen konzentriert (Bradley und Pober, 1996).

(6)  Transendotheliale Migration

Die Haftung der Leukozyten auf endothelialem ICAM-1 und PECAM-1 (platelet

endothelial adhesion molecule) bewirkt eine Kontraktion der Endothelzellen, welche

dann den Leukozyten ermdglicht durch diese Licken das Gefall zu verlassen
(Leukozytentransmigration) (Luscinskas et al.,, 2002). Aber nicht nur die durch
Adhasionsmolekule erreichte Bindung der Lymphozyten flhrt zur transendothelialen
Migration. Ein Lymphozyt kann die Endothelbarriere nur durchwandern, wenn er
Rezeptoren aufweist, deren Chemokine dort lokal exprimiert werden (Ebert et al., 2005).
Sie gelangen in das umliegende Gewebe, in dem sie chemotaktisch an den

Entzindungsort geleitet werden (Chong et al., 2004).
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Erstkontakt | Rolling Aktivierung feste Adhasion
Lymphozyt | sLex, ESL, L-Selektin, CCR-4 aLb2(LFA-1),
a4b1(VLA-4) | PSGL-1, ESL a4b1(VLA-4), a4b7
Endothel E-Selektin sLex TARC/CCL27 | ICAM-1, -2, VCAM-1,
VCAM-1 P-Selektin MAdCAM-1
E-Selektin

Tab. 4: Lymphozyten- und endothelstandige Faktoren, die fur die Rekrutierung von
Lymphozyten in den verschiedenen Phasen des ,Skin homings“ von Bedeutung sind
(Shiohara und Mizukawa, 2005)



Modell der Lymphozytenextravasion
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Abb. 3: Modell der Lymphozytentransmigration (modifiziert nach Butcher und Picker,
1996)
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2. Phase: Migration der Lymphozyten im Gewebe

Die Migration der Lymphozyten im Gewebe verlauft gerichtet entlang des
Verteilungsmusters der dort gebildeten Chemokine (Chemokingradient). Beteiligt sind

dabei die auf der Oberflache der Lymphozyten exprimierten Chemokinrezeptoren.

Abb. 4: Darstellung der Migration der Lymphozyten: Die Lymphozyten wandern entlang
der Konzentration an Chemokinen aus dem Gefaly heraus gerichtet in die Haut
(modifiziert nach Butcher und Picker, 1996).

1.4. Lymphozytenmarker, Adhasionsmolekiile, Chemokine und

Chemokinrezeptoren, die in die Untersuchung mit eingingen.

1.4.1. Charakterisierung des zellularen Infiltrates

Leukozyten sind die Zellen des Immunsystems und an der Abwehr von Infektionen,
Allergien, Entzundungen und Autoimmunreaktionen beteiligt. Jeder Leukozyt tragt
charakteristische Oberflachenmolekule, welche seine Interaktion im Rahmen der
Immunreaktionen ermodglichen. Zunachst sollte das zellulare Infiltrat der entzidndlich
veranderten Hautlasionen bei kutanem Lupus erythematodes charakterisiert werden.
Dies erfolgte anhand der Oberflachenmarker CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 und

GranzymB.
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CD3 (T-Zellen)

Alle ausgereiften T-Zellen tragen das Oberflachenmolekil CD3. Die weitere

Unterscheindung der Untergruppen erfolgt Uber zusatzliche Oberflachenmolekiile.
Man unterteilt die T-Zellen in zwei grof3e Untergruppen: die zytotoxischen T-Zellen, die
vor allem an der zellularen Immunabwehr beteiligt sind, und die Gruppe der

regulatorischen T-Zellen, die die Aktivitat der B-Zellen und anderer Zellen reguliert.

CD4 (T-Helfer-Zellen)
CD4 ist ein transmembranares Glykoprotein und gehort zur Familie der Immunglobuline.

Es hat vier extrazellulare Ig-ahnliche Domanen. CD4 ist eines der Oberflachenmolekule
von T-Zellen. T-Zellen tragen meist entweder CD4 oder CD8, aber nie beide. CD4
interargiert mit Zellen, die das MHC-II-Molekiil tragen.

Eine groRe Gruppe der regulatorischen T-Zellen wird T-Helfer-Zellen genannt. Diese
exprimieren CD4. Die T-Helfer-Zellen werden anhand der Oberflachenmolekile und der
Chemokine, die sie freisetzen, wiederum in die TH1- und die TH2-Zellen unterteilt. TH1-
Zellen sind beteiligt an verzdgerten Immunreaktionen und kénnen die Mithilfe der B-
Zellen bewirken. TH2-Zellen aktivieren die Antikorperproduktion und beeinflussen die
Aktivitat eosinophiler Granulozyten. Inzwischen kennt man auch eine weitere Gruppe,
die Th3-Zellen. Die genaue Funktion ist noch unklar. Sie scheinen aber eher eine
supprimierende Funktion auf z. B. die Lymphozytenfunktion zu haben (Bach, 2001;
Shinkai et al., 2002).

CDS8 positive T-Zellen
CD8 besteht aus zwei Polypeptidketten. CD8 bindet an Zellen, die MHC-I-Molekile an
ihrer Oberflache exprimieren. Nahezu alle zytotoxischen T-Zellen exprimieren CD8,

daher ist dies ein geeigneter Marker, um CD8-Zellen im Gewebe oder Blut zu

identifizieren.

CD20 (B-Zellen)
CD20 ist ein spezifisches Oberflachenmolekiil der B-Lymphozyten. Uber 95% der B-

Zellen tragen diese Struktur, daher ist es einer der am haufigsten verwendeten B-Zell-

Marker. B-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
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Autoimmunerkrankungen. Sie produzieren Autoantikorper, sekretieren Cytokine und

prasentieren Antigene.

CD68 (Makrophagen)
Das CD68-Antigen ist ein 110-kD-Typ-I-Membran-Glykoprotein, welches hauptsachlich

in Lysosomen, aber auch auf Zelloberflachen zu finden ist. Eine hohe Expression
weisen Monozyten im Blut sowie Gewebsmakrophagen auf. CD68 konnte des Weiteren
auf verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen werden.

Untersuchungen der CD68-Expression auf Zellen bei verschiedenen Hauterkrankungen,
wie Psoriasis vulgaris, Lichen ruber planus oder discoidem Lupus erythematodes,
zeigten eine deutlich erhdhte Expression dieses Antigens. Aullerdem konnte eine
Assoziation der Expression von MCP1 (monocyte chemoattractant protein) und der
Haufung CDG68-positiver Zellen nachgewiesen werden. Es wird daher angenommen,
dass die Expression von MCP-1 in der Epidermis eine Rekrutierung CD68-positiver

Zellen auslost (Nakamura et al., 1998).

GranzymB (zytotoxische Lymphozyten)

GranzymB ist eine Serin-Protease, die in den Granula aktivierter zytotoxischer T-Zellen
und NK-Zellen vorkommt. Das Molekul wird freigesetzt durch antigenspezifische
Stimulation von T-Zell-Rezeptoren und dringt in die Zielzellen Uber Perforin-abhangige
Porenbildung der Zellmembran ein und I6st dort eine DNA-Fragmentierung aus und
leitet die Apoptose ein (Wowk und Trapani, 2004) .

Es konnte nachgewiesen werden, dass GranzymB eine Rolle bei der Gewebszerstérung
bei Autoimmunerkrankungen spielt. AulRerdem konnte es in hohen Konzentrationen im
Plasma und in der Gelenkflissigkeit bei der rheumatoiden Arthritis gefunden werden.
Auch hier wird eine Beteiligung in der Pathogenese vermutet (Ronday et al., 2001).

GranzymB stellt somit einen wichtigen Marker fur zytotoxische T-Zellen dar.

1.4.2. Das Adhasionsmolekul CLA
CLA (Cutaneous lymphozyte antigen) ist ein Carbohydrat-Epitop, welches 90% der am

T-Zell-Homing beteiligten T-Lymphozyten exprimieren, wogegen nur 10-15% der

zirkulierenden T-Zellen diese Struktur an der Oberflache tragen. Das Adhasionsmolekal
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CLA eignet sich somit sehr gut als Marker zur Darstellung einer Rekrutierung von
Lymphozyten (Berg et al., 1991; Homey und Bunemann, 2004; Picker et al., 1990). Die
Expression von CLA wird durch verschiedene Cytokine wie z. B. IL-12 induziert (Leung
et al., 1995).

CLA auf T-Zellen bildet mit E-Selektin auf entziindetem dermalem Epithel ein Rezeptor-
Liganden-Paar, das selektiv die T-Zell-Extravasation in chronisch entziindeter Haut
reguliert (Berg et al., 1991; Chong et al., 2004; Picker et al., 1991; Picker et al., 1994).
E-Selektin wird auler an den Gefallen der Haut auch in anderen entzindlichen
Bereichen verschiedener Organsysteme exprimiert, so dass die CLA/E-Selektin-
Interaktion nicht hautspezifisch ist (Groves et al., 1991; Homey und Bunemann, 2004).
Es missen somit andere Strukturen fur die hautspezifische Rekrutierung von
Lymphozyten verantwortlich sein.

Man fand heraus, dass CLA*-Lymphozyten, die in die Haut rekrutiert wurden ebenfalls
CCR4 exprimieren (Campbell et al., 1999), welches TARC/CCL17 bindet und bei dem
Ubergang des rollenden in das statische Stadium der Lymphozytenrekrutierung eine
Rolle spielt. AulRerdem exprimieren sie CCR10 (Homey et al., 2002), welches ebenfalls

eine chemotaktische Wirkung auf CLA*-Zellen hat (Morales et al., 1999).

1.4.3. Die Rolle von Chemokinen und ihren Rezeptoren bei Entziindungen

Funktionell kann man die Chemokine in homdostatische (konstitutiv exprimierte) und
pro-inflammatorische (induzierbare) Chemokine unterteilen.

Die Expression der pro-inflammatorischen Chemokine ist, wie bereits oben erwahnt, bei
entzuindlichen Vorgangen induzierbar. Sie werden von zahlreichen Zellen exprimiert, um
die Effektorzellen des Immunsystems in den Bereich der Entziindung zu rekrutieren. Je
nach Rezeptor kdnnen sie dabei gezielt verschiedene Zelltypen anlocken. Zum Beispiel
werden aktivierte T-Lymphozyten und B-Zellen chemotaktisch von Liganden des
CXCR3-Rezeptors rekrutiert (Loetscher et al., 1996; Park et al., 2002).

Die Effekte inflammatorischer Chemokine im Rahmen von Entziindungen sind in vielen
Beispielen belegt. Bei Autoimmunerkrankungen, wie z. B. dem Lupus erythematodes,
tritt eine starke Immunantwort gegen ein korpereigenes Antigen auf, was zahlreiche
klinische Manifestationen zur Folge hat. Bei dieser chronisch entziindlichen Erkrankung

werden Lymphozyten durch Autoantigene und Antigen-prasentierende Zellen (APC) in
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den betroffenen Organen bzw. in der Haut aktiviert. Darauf werden inflammatorische
Chemokine gebildet, die wiederum Lymphozyten rekrutieren und so den chronischen

Verlauf der Erkrankung fordern.

1.4.3.1. Die homoostatische Faktoren: CCR4 und TARC/CCL17

CCR4 ist ein G-Protein gekoppelter sieben-transmembran-Rezeptorkomplex, der

spezifisch fur Liganden wie TARC/CCL17 (thymus-activation-regulates chemokine) und
MDC (makrophage-derives chemokine) ist. TARC/CCL17 wird vor allem von Antigen
prasentierenden Zellen (APC), wie zum Beispiel dendritischen Zellen, sezerniert (Imai et
al., 1997; Imai et al., 1998; Vulcano et al., 2001).

Auf aktivierten Endothelzellen fihrt die Bindung zwischen CCR4 und seinem Ligand
TARC/CCL17 zur Foérderung der T-Zell-Extravasation in Folge der Stimulation durch
Integrin-abhangige Adhasion von CLA+ Zellen an das interzellulare Adhasionsmolekul-1
(ICAM-1) (Campbell et al., 1999; Schon et al., 2003; Soler et al., 2003).

In verschiedenen Arbeiten konnte die Expression von CCR4 vor allem auf CLA™-CD4"-
T-Zellen dargestellt werden, welche an der Interaktion der Gedachtnis-T-Zellen mit dem
Gefallendothel der entziindeten Haut beteiligt sind. Auf intestinalen Gedachtnis T-Zellen
konnte dagegen keine vermehrte Expression von CCR4 gefunden werden, so dass eine
Spezifitat fur die Haut wahrscheinlich ist (Campbell et al., 1999; Kunkel et al., 2002)

Vor allem TH2-Zellen exprimieren CCR4. Diese beginnen dann auf Stimulation mit IL-2
mit der Produktion von IL-4 und IL-5 (Imai et al., 1999). Anhand anderer Studien konnte
aber CCR4 auf allen Gedachtnis T-Zellen nachgewiesen werden, die CLA exprimieren,
somit auf TH1- als auch TH2-Zellen und anderen Gruppen von systemischen
Gedachtnis-T-Zellen {Campbell et al., 1999}.

Es scheint bei der Regulation des T-Zell-Rollings und der Extravasation verschiedene
Moglichkeiten zu geben, bei denen CCR4 und auch CCR10 eine grofRe Rolle spielen.
Beide Wege kdnnen alleine die Einwanderung der T-Zellen regulieren und nur die
Blockierung beider flhrt zu einer Blockierung der T-Zell-Rekrutierung (Reiss et al.,
2001). Es wird vermutet, dass CCR4 und seine Liganden in das initiale Rekruitment der
T-Zellen in die entziindete Dermis beteiligt sind, aber nicht in die Epidermis (Rottman et
al., 2001).
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Erkrankungen, bei denen eine vermehrte Expression von CCR4 gezeigt wurde, sind
Atopische Dermatitis (typische TH2-Krankheit) (Biedermann et al., 2002; Nakatani et al.,
2001; Wakugawa et al., 2001), Psoriasis (Inaoki et al., 2003; Rottman et al., 2001) und
kutane T-Zell-Lymphome (Ferenczi et al., 2002; Kallinich et al., 2003).

Die CCR4-Expression in CLE wurde bisher nicht naher untersucht. Beim aktivierten SLE
konnte aber eine erhdhte Expression auf CD4"-T-Lymphozyten gefunden werden (Hase
et al., 2001). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die CCR4-Expression signifikant
mit der Serumkonzentration von IL-10 und die Serumkonzentration von IL-10 mit der
Aktivitat des SLE korreliert (Hase et al., 2001; Lacki et al., 1997).

TARC (Thymus-and-activation-regulated chemokine)/CCL17 bindet an den CCR4-
Rezeptor (Imai et al., 1997). Dieses Chemokin wird von Antigen prasentierenden Zellen
wie z. B. dendritischen Zellen (Imai et al., 1997; Imai et al., 1998; Lieberam und Forster,
1999; Vulcano et al., 2001), aber auch Keratinozyten bei entzindlichen Prozessen
synthetisieren (Vestergaard et al., 2000). Die Produktion von TARC/CCL17 durch
Monozyten konnte durch Stimulation mit GM-CSF oder IL-3 vor allem in Gegenwart von
IL-4 hervorgerufen werden (Imai et al., 1999).

TARC/CCL17 induziert eine Integrin-abhéngige Adhasion von CLA*-T-Zellen an ICAM-1
in vitro. Da TARC/CCL17 in postkapillaren Venolen detektiert wurde, konnte man
vermuten, dass die Extravasation von T-Zellen in die Haut durch die Interaktion von CLA
mit E-Selektin, CCR4 mit TARC/CCL17 und Leukozyten-Funktions-Antigen (LFA-1) mit
ICAM-1 reguliert wird. TARC/CCL17 konnte sowohl im Blut als auch in der Haut bei
Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom in erhohter Konzentration nachgewiesen
werden (Ferenczi et al.,, 2002). Da ebenfalls ICAM-1 und E-Selektin in den CTLC-
Lasionen erhoht war (Fivenson und Nickoloff, 1992), untermauert dies die Annahme,
dass diese Faktoren bei der Extravasation von Skin-Homing-T-Zellen in die CTCL-
Lasionen von Bedeutung sind.

Imai et al. fanden zusatzlich heraus, dass die Produktion von TARC/CCL17 und MDC
durch APC in dem erkrankten Gebiet zu einer chemotaktischen Migration der
zirkulierenden CCR4 exprimierenden T-Zellen fuhrt (Imai et al., 1998). Rekrutierte TH2-
Zellen konnen Cytokine wie IL-3, IL-4 und Granulozyten-Makrophagen-Colony-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) sezernieren, die wiederum die Produktion von
TARC/CCL17 durch APC steuern.
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Es wird vermutet, dass CCR4 und TARC/CCL17 bei der Pathogenese immunologischer
Erkrankungen eine Rolle spielen, da CCR4 und TARC/CCL17 sowohl bei Atopischer
Dermatitis (Vestergaard et al., 2000) als auch bei Psoriasis in den Hautlasionen
vermehrt exprimiert werden (Rottman et al., 2001).

Bei Atopischer Dermatitis fand man eine TARC/CCL17 Expression in der basalen
Epidermis, was die Rolle dieser Chemokine bei der Einwanderung von CCR4
exprimierenden TH2- Zellen untermauert (Vestergaard et al., 1999). Die Konzentration
korrelierte mit der Schwere der Erkrankung (Kakinuma et al., 2003 a). Auch beim SLE

fand man erhohte Plasma-Level bei aktiver Erkrankung (Kallinich et al., 2003).

1.4.3.2. Die pro-inflammatorische Faktoren: CXCR3 und CXCL10/IP10

CXCRS3 ist ein G-Protein-gekoppelter sieben-transmembran-Rezeptor der CX-Familie.
Seine Liganden sind die Chemokine CXCL10/IP10 (IFN induced protein 10), MIG
(,Monokine induced by IFN/CXCL9) und I-TAC (IFN-inducible T-cell alpha-
chemoattractant/CXCL11) (Cole et al., 1998; Loetscher et al., 1996).

Die Aktivierung von CXCR3 mit den Liganden CXCL10/IP10, MIG und I-TAC flhrt zur
Chemotaxis aktivierter T-Zellen in entzundliche Lasionen (Cole et al., 1998; Liao et al.,
1995; Loetscher et al., 1996; Taub et al., 1993). Typ-I-Interferon ist in der Lage, alle drei
Liganden zu induzieren (Clark-Lewis et al., 2003; Padovan et al., 2002; Taylor et al.,
2004).

Der Rezeptor wird von T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen exprimiert (Qin et al., 1998),

wobei die Expression auf TH1-Zellen deutlich hoher ist als auf TH2-Zellen (Annunziato
et al., 1998; Bonecchi et al., 1998; Loetscher et al., 1998; Sallusto et al., 1998). Dies
zeige sich vor allem, wenn ebenfalls die Aktivitatsoberflachenmarker CD25 und CD69
vorhanden sind (Qin et al., 1998). Diese Beobachtung fuhrt zu der Annahme, dass die
Signale durch CXCL10/IP10 und MIG einen bedeutenden Mechanismus fur die selektive
Rekrutierung der aktivierten T-Zellen bzw. Effektor-T-Zellen darstellen, die dafiur bekannt
sind, dass sie bevorzugt in entziindlichem Gewebe akkumulieren (Mackay, 1993). Auch
die Beobachtung, dass CXCR3 IL-2-stimulierte T-Zellen dazu aktiviert, an ICAM-1 und
VCAM-1 zu binden, spricht fur die Beteiligung an der Rekrutierung von T-Zellen in
entziindetes Gewebe (Piali et al., 1998). Die Reaktion auf CXCL10/IP10 und MIG,
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kombiniert mit der Expression der Liganden fur E- und P-Selektin, bewirkt die Migration
von TH1- und THO-Zellen in die entzindlichen Areale (Austrup et al., 1997).

Die Expression von CXCR3 ist deutlich erhdéht bei entziindlichen Erkrankungen, wie
Sarcoidose (Agostini et al., 1998), auf Lymphozyten in der Umgebung von Blutgefalien
im Entziindungsbereich bei Rheumatoider Arthritis (Qin et al., 1998) oder auf CLA’-
Lymphozyten in der Haut bei Psoriasis (Rottman et al., 2001).

Bezogen auf den Lupus erythematodes wurde die Interaktion zwischen CXCR3
exprimierenden T-Zellen und CXCL10/IP10 mit der Gewebezerstérung beim SLE in
Zusammenhang gebracht (Amoura et al., 2003; Segerer et al., 2004).

CXCL10/1P10 steht fur Interferon-inducible protein of 10kDa, d. h. die kodierende mRNA
hat ein Gewicht von 10kDa. Die Expression von CXCL10/IP10 wurde in verschiedenen
Geweben wie z. B. Gehirn, Auge, Lunge, Lymphknoten, Leber, Herz, Blutgefalken usw.
nachgewiesen. CXCL10/IP10 trat dort meist im Rahmen einer Infektion oder
Entzindung auf. Somit sind auch verschiedenste Zelltypen (Endothelzellen,
Keratinozyten, Monozyten, Astrozyten oder Epithelzellen des respiratorischen Systems)
in der Lage, CXCL10/IP10 zu sezernieren (Farber, 1990).

Eine deutlich erhohte Expression tritt bei TH1-mediierten entzindlichen Erkrankungen
auf, wie z. B. bei Psoriasis (Gottlieb et al., 1988) oder Sarkoidose (Agostini et al., 1998).
Dort spielt es eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung aktivierter Effektor-T-Zellen in das
entziindete Gewebe.

CXCL10/IP10 wirkt chemotaktisch auf aktivierte T-Zellen (vor allem CD4"-TH1-Zellen)
und NK-Zellen durch Bindung an den Chemokinrezeptor CXCR3 (Bonecchi et al., 1998;
Loetscher et al., 1996; Maghazachi et al., 1997; Sallusto et al., 1998; Taub et al., 1993).
Weiterhin induziert CXCL10/IP10 die Adhasion aktivierter T-Zellen an VCAM und ICAM
(Piali et al., 1998), steigert die IFNy-Produktion von CD4'-TH1-Lymphozyten und
verhindert die IL-8, FGF- und VEGF-induzierte Angiogenese (Arenberg et al., 1997).
Induziert wird CXCL10/IP10 durch Typ-l (IFN-a/B)- und Typ-Il (IFNy)-Interferon (Luster
et al., 1985; Meller et al., 2005; Narumi et al., 1992).

1.4.4. MxA - Marker fiir eine Interferon-Typ-I-Beteiliqung

MxA ist eine ubiquitar auftretende cytoplasmatische GTPase mit antiviraler Aktivitat,

besonders gegen RNA-Viren (Haller und Kochs, 2002). Es ist assoziiert mit Membranen
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des glatten endoplasmatischen Retikulums und kann an Elemente des Zytoskeletts wie
Aktin und Tubulin sowie verschiedene andere zellulare Proteine binden (Accola et al.,
2002; Horisberger, 1992).

Die Expression von MxA wird vor allem durch IFN a/f induziert. Die schnelle spezifische
Induzierbarkeit ermdglicht die Verwendung von Mx-Proteinen als Marker fur die
Synthese von Interferon-Typ-l (Haller und Kochs, 2002). Die MxA-Expression konnte in
verschiedenen entzundlichen Hauterkrankungen gefunden werden, in denen Typ-I-
Interferon pathophysiologisch eine Rolle spielt, wie z. B. virale Infektionen (Varizella
Zoster, Herpes simplex), Lichen ruber planus und Lupus erythematodes (Fah et al.,
1995). AulRerdem wurde Interferon-Typ-I als Induktor TH1-vermittelter Immunreaktionen
beschrieben (Klimpel et al.,, 1990). Beim LE wurden entsprechend anderen
Untersuchungen eine starke lasional abhangige Expression von MxA in der entziindeten
Epidermis und den dermalen Entzundungsgebieten gefunden, und zwar in allen CLE-
Untergruppen (Fah et al., 1995; Farkas et al., 2001; Ronnblom und Alm, 2001).
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2. Fragestellung der Arbeit

Das Einwandern von Lymphozyten in die Haut stellt einen wichtigen Prozess in der
Pathogenese von entzundlichen Dermatosen dar. Trotz zahlreicher neuer Erkenntnisse
bezlglich des Mechanismus der Zellmigration, die besonders die Funktion der
Chemokine und ihrer Rezeptoren betreffen, sind viele Fragen weiterhin unbeantwortet.
Insbesondere war nicht bekannt, inwieweit beim kutanen Lupus erythematodes
Adhasionsmolekule und Chemokine an der Rekrutierung von Lymphozyten in die Haut
beteiligt sind.

Die spezifische Fragestellung dieser Arbeit lautet, welche Adhasionsmolekile,
Chemokine und Rezeptoren exprimiert sind und somit an der Rekrutierung von
Lymphozyten beim kutanen Lupus erythematodes beteiligt sein kdnnen. Im Speziellen
wurde das entzindliche Infiltrat durch Verwendung monoklonaler Antikdrper
charakterisiert (CD3, CD4, CD8, CD20, CD68) sowie die Expression des fur die Haut
zentralen Adhasionsmolekils CLA dargestellt. Weiterhin wurden der homdostatische
Chemokinrezeptor CCR4 und sein Ligand TARC/CCL17 untersucht. Im Anschluss
wurde eine mogliche Beteiligung des Interferonsystems (MxA als IFN-induziertes
Protein, das IFN-regulierte Chemokin CXCL10/IP10 und sein Rezeptor CxCR3)
untersucht sowie das Verteilungsmuster zytotoxischer Proteine (GranzymB) auf

potentiellen Effektorzellen dargestellt.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Paraffinblocke

Fir die histologischen Untersuchungen wurden Paraffinblocke mit Gewebeproben von

Patienten verwendet, die im Zeitraum von 1990 bis 2004 im Rahmen der
Routinediagnostik enthommen wurden. Alle Proben stammen von Patienten, die in der
Autoimmunsprechstunde der Klinik fir Dermatologie der Universitat Bonn Uber langere
Zeit betreut wurden. Die Diagnosestellung bezuglich der jeweiligen Hauterkrankung
erfolgte anhand klinischer, histologischer und immunhistologischer Standardkriterien im
Rahmen der Autoimmunsprechstunden.

Alle Hautproben wurden den Patienten zu diagnostischen Zwecken entnommen, zu
einem Zeitpunkt eines akuten Auftretens, bevor eine Behandlung begonnen wurde.

Es wurden die Daten von 25 Patienten aufgenommen. Die Gruppe der Patienten mit
Lupus erythematodes umfasst 14 Patienten, die Kontrollgruppe 11 Patienten.

Die Gruppe der Patienten mit Lupus erythematodes setzte sich wie folgt zusammen:
Patienten mit subakut kutanem LE (SCLE) (n=4), mit systemischem LE (SLE) (n=4), mit
disseminiert chronisch discoidem LE (CDLE) (n=6). Das Kontrollkollektiv setzte sich
zusammen aus gesunden Patienten (n=5), Patienten mit Psoriasis (n=3) sowie Herpes-
simplex-Virus (n=3).

Das Alter der Patienten betrug zwischen 18 und 89 Jahren. Alle waren
mitteleuropaischer Abstammung.

Alle Patienten waren mit der Verwendung der Hautproben fur wissenschaftliche
Untersuchungen einverstanden. Es liegt eine Bestatigung der Ethik-Kommission (Lfd.
Nr. 090/04) bezuglich des Antrags zur ,Untersuchung zu migratorischen und
immunregulatorischen Eigenschaften kutaner T-Zellen bei verschiedenen Erkrankungen

der Haut" vor.
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3.1.2. Material fUr die immuhistologischen Farbungen

Puffer und LOsungen

e LSAB2 ™ staining kit von Dako, Hamburg, Germany
e Envision ™ System von Dako, Hamburg, Germany
e PBS-Splllésung (Phosphate Buffered Saline) (Dulbecco und Vogt, 1954)

e Mayer’s Hamalaun-LAsung

Antikorper
e CLA :HECA 452; BD Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.
e (CD3: F7238; Dako, Hamburg, Germany
e (CD4: 1f6; Novocastra, Newcastle upon Tyne, U.K.
e (CDB8: C8/144B; Dako, Hamburg, Germany
e (CD20: L26; Dako, Hamburg, Germany
e (CD68: PGM1; Dako, Hamburg, Germany
e CCR4: 1G1, biotin, BD Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.
e TARC/CCL17: ETRO1, from R&D Systems, Minneapolis, MN, U.S.A.
e TRITC-conjugated anti-mouse: Dako, Hamburg, Germany
e FITC-labeled rabbit-streptavidin: Dako, Hamburg, Germany
e CXCL10/IP10: Clone 33036, R&D Systems, Minneapolis, MN, U.S.A.
e CXCRS3: 1C6, PharMingen™, San Diego, CA, U.S.A.
e GranzymB: GrB-7; Dako, Hamburg, Germany
e MxA: M143; Prof. O. Haller, University of Freiburg, Germany
e Mikroskop: Olympus BH2
e Kamera: Olympus DP 70 Digital Camera Sytem
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3.2. Methoden

3.2.1. Immunhistochemische Farbung von formalinfixiertem Gewebe

Als Grundlage fur die Gewebeschnitte wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete
Hautbiopsien verwendet. Diese wurden wie unter 3.2.1.1. beschrieben vorbehandelt.

Die anschlielende immunhistochemische Farbung ist unter 3.2.1.2. erlautert. Eine
immunhistochemische Farbung besteht prinzipiell aus drei Schritten: der

Gewebevorbehandlung, der Antikdrperinkubation und der Visualisierung der Reaktion.

3.2.1.1. Vorbehandlung der Paraffinschnitte:

1) Paraffinschnitte:

Alle Farbungen wurden an Formalin (97% w/v Formaldehyd)- fixiertem und in Paraffin
gebettetem Gewebematerial durchgefuhrt.

Formalin zeigt eine gute Durchdringungsfahigkeit des Gewebes und bewahrt die
zytomorphologischen Details bzw. die Immunlokalisation der Antigene, bei minimaler
Antigenmaskierung.

Der Nachweis mancher Antigene ist nach Fixierung in formaldehydhaltigen Fixantien
nicht mehr moglich, sie kdnnen aber durch geeignete Vorbehandlung, z. B. durch
proteolytische und/oder hitzeinduzierte Antigendemaskierung wieder nachweisbar sein.
Formaldehyd reagiert in erster Linie mit basischen Aminosauren, wobei es zur Bildung
quervernetzender Hydroxymethylenbricken kommt. Monoklonale Antikdrper binden an
ein spezielles Epitop eines Immunogens. Wenn Formalin mit den Aminosauren des
betreffenden Epitops reagiert (Epitopstruktur zerstort), kann der Antikdrper nicht mehr
binden (irreversibel).

Auch physikalische Einflisse, wie Hitzeeinwirkung bei der Paraffineinbettung (50-60 °C),

konnen Epitope zerstoren.

2) Antigendemaskierung (Epitop-Retrieval)

Ergebnis der formalininduzierten Konformationsanderung von Epitopen kann ein
partieller oder vollstandiger Verlust der Immunreaktivitat sein, auch ,Maskierung“ des

Antigens genannt.
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Ein erster Ansatz, die Immunreaktivitdt wieder zu verbessern, war der Einsatz
proteolytischer Enzyme, deren Andauung versteckte Determinanten freilegte bzw.
wieder zuganglich machte. Enzyme bringen jedoch das Risiko mit sich, dass sie Epitope
zerstoren.

Shi et al. (1991) berichteten von einer neuen Methode zur Wiederherstellung der
Immunreaktivitat in FFPE-Gewebeschnitten (Shi et al.,, 1991). Diese Methode setzte
Pufferldosungen mit verschiedenen Metallen und Erhitzen mit Mikrowellen ein. Einen
weiteren Fortschritt erlangten Cattoretti et al. (1993), die anstatt Metallldsungen einen
Citratpuffer pH 6,0 verwendeten (Cattoretti et al., 1993). Iczkowski et al. (1999)
kombinierten Dampfhitze mit Proteaseandauung, wodurch das Farbeergebnis im
Vergleich zu nur einer dieser Methoden verbessert wurde (lczkowski et al., 1999).

Das Prinzip der Antigendemaskierung beruht auf der unterschiedlich langen Einwirkung
von Hitze auf FFPE-Gewebeschnitte in wassrigem Medium. Nach der Entparaffinierung
und Rehydrierung der Gewebeschnitte werden die Objekttrager in eine wassrige Losung
eingetaucht, die Ublicherweise als ,Retrieval-Lésung oder -Puffer* (Retrieval Solution /
Buffer) bezeichnet wird. Eingelegt in die Retrieval-Losung werden die Gewebeschnitte
der Hitzewirkung ausgesetzt, z. B. in Mikrowellenéfen, Wasserbadern, Dampfgarern
oder Autoklaven. Die meistern AR-Methoden arbeiten bei Temperaturen um 95-99°C flr
10 bis 60 Minuten. Wichtig ist eine anschlieRend langsame Abkuhlung Uber 10 bis 20
Minuten, da einige Antigene keine schnelle Abkuhlung vertragen. Der genaue
Wirkmechanismus der AR-Methode ist noch nicht geklart. Einen Teil der Schaden, die
durch die Formalinfixierung entstanden sind, scheint die Hitze ruckgangig zu machen.
Dass es durch die Hitze nicht zur Denaturierung kommt, liee sich dadurch erklaren,
dass die durch Formalin entstandenen Querbricken zum Teil erhalten bleiben und die

Proteine stabilisieren.

3.2.1.2. Grundprinzipien immunhistochemischer Farbemethoden

Das Prinzip aller immunhistochemischen Farbeverfahren beruht auf einer
Komplexbildung zwischen den jeweiligen Antigenen und den dazugehodrigen spezifisch
bindenden Antikdrpern. Diese Antigen-/Antikdrperkomplexe werden durch Kopplung der
Antikdrper mit verschiedenen Markersystemen im Gewebe sichtbar gemacht

(Avrameas, 1972). Prinzipiell unterscheidet man eine direkte und eine indirekte
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Nachweismethode. Bei der ,direkten Methode” reagiert ein enzymmarkierter
Primarantikdrper mit dem Gewebeantigen. Bei der ,indirekten Methode® reagiert ein
enzymmarkierter Sekundarantikérper mit einem unkonjugierten Primarantikérper, der an
ein Gewebeantigen gebunden ist.

Die durch Coons (1950) eingefuhrte Kopplung von Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) an
einen Antikdrper steht am Beginn der immunhistologischen Nachweisverfahren (Coons
und Kaplan, 1950). Der Vorteil dieser Immunfluoreszenzmethode ist ihre hohe
Sensitivitat und Spezifitat.

Immunenzymatische Verfahren nutzen Enzym-Substratreaktionen, um farblose
Chromogene in gefarbte Endprodukte umzuwandeln. Mit Hilfe von enzymgekoppelten
Antikdrpern wird eine Antigen-Antikdrperreaktion nun sichtbar.

Enzyme beschleunigen chemische Reaktionen; ihre katalytische Wirkung kann sehr
hoch sein (Taylor, 1978).

Die Auswabhl eines geeigneten Enzyms wird durch folgende Kriterien bestimmt:

¢ Hohe Spezifitat und Umsatzrate

Hohe Stabilitat bei Raumtemperatur

e Konjugierbarkeit ohne Aktivitatsverlust (Avrameas, 1972)

e Das gebundene Enzym soll in wassriger Losung stabil sein.

e Eine endogene Enzymaktivitat sollte die antigenspezifische Farbung nur minimal
storen.

e Das Endprodukt der enzymatischen Reaktion sollte leicht nachweisbar und stabil
sein.

o Meerrettichperoxidase und alkalische Phosphatase erflllen die meisten dieser

Kriterien.

1) Peroxidase-Verfahren
Das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) (MW 40 kD) wird aus der Wurzel der

Meerrettichpflanze gewonnen.

HRP besitzt eine eisenhaltige Hamgruppe (Hamatin) als aktives Zentrum und ist in
Lésung braun gefarbt. Hamatin bildet mit Wasserstoffperoxid (H»O;) einen Komplex
unter Anwesenheit eines Elektronendonors, wobei der Komplex anschlieRend in Wasser

(H20) und molekularen Sauerstoff (O,) zerfallt. HRP kann verschiedene Substanzen
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(Elektronendonor) oxidieren. Eine Zugabe von Wasserstoffperoxid im Uberschuss
bewirkt eine Eliminierung der endogenen Peroxidaseaktivitat, wodurch die unspezifische
Farbung des Hintergrundes verringert wird (Taylor, 1978).

Es gibt verschiedene Elektronendonoren, die durch Oxidation in gefarbte und unlosliche
Produkte umgewandelt und daher Chromogene genannt werden.

Das Chromogen muss spezifisch fur das jeweilige Enzymsubstrat sein und zu einem
stabilen, farbigen Endprodukt prazipitieren, das gut unter dem Lichtmikroskop sichtbar
ist. Auch sollte das Reaktionsprodukt mit den in der Histologie gebrauchlichen
Gegenfarbungen kompatibel sein, bei der Dehydrierung und dem Eindecken nicht
verblassen sowie die enzymatische Aktivitat nicht beeintrachtigen (Taylor, 1978).

Am haufigsten gebrauchlich ist das 3,3-Diaminobenzidin (DAB). Es polymerisiert in
Anwesenheit der Peroxidase und H,O, zu einem braunen Endprodukt. Nachteilig ist die

immer wieder diskutierte Kanzerogenitat (Taylor, 1978).

2) Alkalische Phosphatase (AP)
Die Alkalische Phosphatase wird aus Kalberdarm gewonnen (MW 100kD). AP spaltet

bei der Phosphatase-Farbemethode Naphtholphosphatester (Substrat) hydrolytisch in
Phenolverbindungen und Phosphate. Die Phenole reagieren mit farblosen

Diazoniumsalzen (Chromogenen) und bilden so unldsliche Azofarbstoffe.

3.2.1.3. Farbemethoden

3.2.1.3.1.Direkte Methode

Ein enzymmarkierter Primarantikdrper reagiert mit dem Gewebeantigen. Mit der

nachfolgenden Chromogen-Substrat-Reaktion wird dieser dann sichtbar gemacht.
Dadurch, dass nur ein Antikorper beteiligt ist und so keine Signalverstarkung auftritt,
wird diese Methode heute nur bei stark exprimierten Antigenen angewandt (siehe Abb.
5a).

3.2.1.3.2. Indirekte Methode

Hier bindet zuerst ein unkonjugierter Primarantikbrper an das Antigen. Der

enzymmarkierte Sekundarantikérper ist gegen die Immunglobulinfraktion der Spezies
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(Maus, Kaninchen) gerichtet, von der der Primarantikorper (jetzt das Antigen) stammt (2-
Schritt-Methode). Das anschlieRend zugegebene Chromogensubstrat lasst ein
Farbprodukt entstehen (siehe Abbildung 5).

Diese Methode bietet einige Vorteile. Eine Vielzahl von Primarantikbrpern aus einer
Tierspezies kdonnen mit einem einzigen markierten SekundarantikOrper reagieren

wodurch eine Signalverstarkung erreicht wird (Boenisch, 2000).

3.2.1.3.2.1. (Strept-)Avidin-Biotin-Komplex-Methode (LSAB)
Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein noch sensitiveres Verfahren. Es basiert auf

der Fahigkeit von Streptavidin (Streptomyces avidinii) und Avidin (HUhnereiweily), vier
Molekule des Vitamins Biotin binden zu kdnnen (Boenisch, 2000).

Der unkonjugierte Primarantikérper wird mit dem biotinmarkierten (biotinylierten)
Sekundarantikorper gekoppelt. Daran wird wiederum entweder ein (Strept-)Avidin-Biotin-
Enzymkomplex gekoppelt (sog. ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) bzw. SABC-
Methode (StreptAvidin-Biotin-Complex)). Bei der sog. LSAB-Methode (Labelled
StreptAvidin-Biotin-Methode) ist Streptavidin direkt an das Enzym Peroxidase gekoppelt
und kann ohne Komplexbildung an den biotinylierten Sekundarantikorper binden. Bei
beiden Methoden erfolgt zum Schluss die Farbreaktion mit der Substrat-Chromogen-
Ldsung (siehe Abbildung 5).

3.2.1.3.2.2. Polymerkonjugat-Methode (EnVisionm

An den unkonjugierten Primarantikorper wird als Sekundarantikorper ein Dextranmolekall

gekoppelt, an das wiederum ca. 70 Enzymmolekile und ca. 10 Molekile
Sekundérantikdrper konjugiert sind (EnVision"™-Polymer).
Man hat so ein noch schnelleres und sensitiveres Verfahren, das aullerdem eine

geringe Neigung zu unspezifischen Hintergrundfarbungen aufweist (siehe Abbildung 5).
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a: direkte Methode b: ABC-Methode c¢: LSAB-Methode d: EnVision™-Methode
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Zeichenerklarung

AN A\ Gewebeantigen Sekundarantikorper

® Peroxidase-Enzym A Biotin

'l‘ Primarantikérper ‘ Avidin

" Dextranmolekiil

Abb. 5 a-d: Darstellung von Markierungsprinzipien immunhistochemischer
Untersuchungsmethoden. Modifiziert nach Boenisch (2000).

a: Bei der direkten Methode reagiert der enzymmarkierter Primarantikorper direkt mit
dem Gewebeantigen. Uber das gebundene Peroxidase-Enzym kann der Antikdrper
sichtbar bemacht werden.

b: Der unkonjugierte Primarantikbrper bindet an das Gewebeantigen. An den
Primarantikorper wiederum bindet der biotinmarkierten (biotinylierten)
Sekundarantikérper. Daran wird wiederum ein (Strept-)Avidin-Biotin-Enzymkomplex
gekoppelt (sog. ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex)), welcher mehrere Peroxidase-
Enzyme bindet. Dies fuhrt zu einer Verstarkung des Signals.

c: Bei der sog. LSAB-Methode (Labelled StreptAvidin-Biotin-Methode) ist Streptavidin
direkt an das Enzym Peroxidase gekoppelt und kann ohne Komplexbildung an den
biotinylierten Sekundarantikdrper binden.

d: An den unkonjugierten Primarantikérper wird als Sekundarantikbrper ein
Dextranmolekul gekoppelt, an das wiederum ca. 70 Enzymmolekile und ca. 10
Molekiile Sekundarantikdrper konjugiert sind (EnVision™-Polymer), was zu einer

deutlichen Wirkverstarkung fuhrt.
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3.2.2.1. Vorbehandlung der Paraffinschnitte

Antikorper/Spezies | pH- Dampfgarer Vorbehandlung mit Verdiinnung

Wert | 10 min. (95°) | Proteinase K

(10 Minuten)

CD3; Maus pH9 X X 1:20
CD4; Maus pH9 X - 1:10
CD8; Maus pH6,1 | X - 1:10
CLA; Maus pH6,1 | X X 1:20
CD20; Maus pH6,1 | X - 1:100
CD68 (PG-M1); pH6,1 | X - 1:100
Maus
CCR4; Maus pH9 X X 1:50
TARC/CCL17; Ziege | pH9 X X 1:10
CXCL10/ pH6,1 | X X 1:25
IP10; Maus
CXCR3; Maus pH6,1 | X X 1:100
MxA; Maus - - - 1:100
GranzymeB; Maus pH6,1 | X X 1:100

Tab. 5: Vorbehandlung der Paraffinschnitte je nach verwendetem Antikorper

3.2.2.2. Protokoll der Farbung nach der LSAB-Methode

Die Farbung erfolgte in einer feuchten Kammer um ein Austrocknen der Schnitte zu

verhindert.

1. Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte

e Paraffinschnitte 3x3 min. in Xylol eintauchen, dann 3x2 min. in 100% Ethanol,
dann je 1x1 min. in 96%, 96%, 70%, 70% Ethanol, dann 1x5 min. in PBS tauchen

2. Vorbehandlung:

e evil. (s. Tabelle 5) mit Proteinase K 10 min. vorbehandeln, anschlieend

Objekttrager mit PBS spulen
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o Gewebeschnitte in pH6,1 bzw. pH9-Pufferbad (s. Tabelle 5) stellen und 10 min.
darin kochen. 10 min. abkuhlen lassen und anschlieRend Objekttrager mit PBS
spulen

3. Inkubation des Primarantikorpers:

e Primarantikorper auftragen (Anti-Human-Mausantikorper) (100 pl/Schnitt)

e 1 h in der feuchten Kammer inkubieren, anschlieend Objekttrager mit PBS
spulen

4. Inkubation des Sekundarantikorpers (anti-Maus und anti-Kaninchen; LSAB2-Kit):

¢ Biotinylierten Sekundarantikérper (LSAB link) auftragen (100 pl/Schnitt)

e 15 min. inkubieren, anschlieRend Objekttrager mit PBS spulen

e AP (LSAB AP) auftragen und15 min. einwirken lassen

e Objekttrager mit PBS spulen

5. Bindung des Enzym-Substratkomplexes:
e Fast Red (Fuchsin + Chromogen System)
o0 Peroxidase markiertes Envision-Polymer auftragen (100ul/Schnitt) und 20
min. einwirken lassen, anschliel3end spulen mit PBS
6. Kernfarbung mit Mayer’s Hamalaun-Losung fur 5 Minuten und Blauen unter
flieRendem Leitungswasser
7. Eindecken

Da es sich bei dem Primarantikorper gegen TARC/CCL17 um einen Anti-human-
Ziegenantikorper handelt, wurde der Sekundarantikdrper des LSAB2-Kits durch einen

biotynilierten anti-Ziegenantikdrper ersetzt. Der weitere Ablauf ist identisch.

3.2.2.3. Protokoll der Doppelfarbung CLA und GranzymB

Bei dieser Farbung geht es um den gleichzeitigen Nachweis von zwei Antigenen. Die

Visualisierung von CLA erfolgt durch Peroxidase mit DAB als Chromogen (braun) und
die Visualisierung von GranzymB durch alkalischer Phosphatase mit Fast Red als
Chromogen (rot).

Die Farbung erfolgte in einer feuchten Kammer um ein Austrocknen der Schnitte zu

verhindert.
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. Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte

e Paraffinschnitte 3x3 min. in Xylol eintauchen, dann 3x2 min. in 100% Ethanol,
dann je 1x1 min. 96%, 96%, 70%, 70% Ethanol, dann 1x5 min. in PBS

. Vorbehandlung:

e mit Proteinase K 10 min. vorbehandeln, anschlieBend Objekttrager mit PBS
spulen

e Gewebeschnitte in pH6,1 stellen und 10 min. darin kochen, 10 min. abkuhlen
lassen und anschlie®end Objekttrager mit PBS spulen

. Inkubation mit erstem Primarantikorpers (GranzymB):

e Primarantikorper auftragen (GranzymB Anti-Human-Mausantikorper) (ca. 100
ul/Schnitt)

¢ 1 hin der feuchten Kammer inkubieren, anschlieRend mit PBS spllen

. Inkubation mit erstem Sekundarantikorper

¢ Anti-Maus-Antikérper (LSAB-Link) auftragen und 15 min. einwirken lassen,
anschlieflend Objekttrager mit PBS spllen

e AP (LSAB AP) auftragen und15 min. einwirken lassen, anschlieend Objekttrager
mit PBS spulen

e Fast Red (Fuchsin + Chromogen System)

0 Peroxidase markiertes Envision-Polymer auftragen und 20 min. einwirken
lassen, anschlielend spulen mit PBS

. Inkubation des zweiten Primarantikorpers (CLA)

e Primarantikorper auftragen (CLA Anti-Human-Mausantikérper) (ca. 100 ul/Schnitt)

e 1 h in der feuchten Kammer inkubieren, anschlieBend Objekttrager mit PBS
spulen

. Inkubation mit zweitem Sekundarantikorper

e Persoxydase-markiertes Polymer auftragen und 30 min inkubieren, anschlieend
mit PBS spulen

e DAB-Substratchomogen auftragen und 2 x 5 min. einwirken lassen, anschlieRend
mit PBS spulen

. Kernfarbung mit Mayer’s Hamalaun-Lésung fir 5 Minuten und Blauen unter

flieRendem Leitungswasser

. Eindecken
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3.2.2.4. Protokoll der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit CD8 und CCR4

Die Farbung erfolgte in einer feuchten Kammer um ein Austrocknen der Schnitte zu

verhindert.

1. Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte
e Paraffinschnitte 3x3 min. in Xylol eintauchen, dann 3x2 min. in 100% Ethanol,
dann je 1x1 min. 96%, 96%, 70%, 70% Ethanol, dann 1x5 min. in PBS
2. Vorbehandlung der Paraffinschnitte:
e In Pufferlosung Paraffinschnitt fur CD8 (pH6,1) bzw. CCR (pH9) im Dampfgarer
10 min. bei ca. 99°C aufheizen, dann 10 min. abkuhlen lassen und mit PBS
spulen
e Paraffinschnitt fur CCR4 mit Proteinase K 10 min. inkubieren, anschliefend
spulen mit PBS
3. Ersten Primarantikdrper (anti-CD8 Maus anti-human) auftragen(ca. 100 pl/Schnitt)
e 1hinkubieren - lichtgeschutzt! , anschlielend spulen mit PBS
4. Ersten Sekundarantikdrper (TRITC Anti-Maus) auftragen (ca. 100 pl/Schnitt)
e ‘% hinkubieren = lichtgeschutzt!, anschlief3end spulen mit PBS
5. Zweiten Primarantikorper (anti-CCR4-Biotin Maus-anti-human) auftragen (ca. 100
MI/Schnitt)
e 1hinkubieren = lichtgeschutzt!, anschlielend spulen mit PBS
6. Zweiten Sekundarantikorper (SA- FITC anti-Biotin (Streptavidin)) auftragen (ca.
o 100 pl/Schnitt)
¢ 1hinkubieren - lichtgeschuitzt!, anschlielend spilen mit PBS

7. Eindecken und lichtgeschutzt aufbewahren
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anti-Biotin
TRITC anti- (Streptavidin)
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N1/

Maus anti-CD8

N

CD 8

BIOTIN

Maus anti-CCR4-Biotin

Abb. 6: Schematische Darstellung der Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen die
Oberflachenmarker CD8 und CCR4

3.2.3. Methoden zur Zellzahlung

Die Rezeptor-exprimierenden Zellen wurden mit der High-Power-Field-Methode

(Vergroflerung 200-fach) unter dem Lichtmikroskop (Typ Olympus BH2) ausgezahit.
Die Expression des Cytokins TARC/CCL17, CXCL10/IP10 und MxA wurden
semiquantitativ im Lichtmikroskop bestimmt (0 = keine Expression, + = schwache

Expression, ++ = mittelstarke Expression, +++ = starke Expression).

3.2.4. Ausgewertete Daten

Es wurden folgende Daten evaluiert:
1. Personenbezogene Daten zur Beschreibung des Patientenkollektivs:
e Geschlecht
e Alter
e Diagnose
2. Antikorper
e anti-CD3 (T-Lymphozyten)
e anti-CD4 (T-Helferzellen)
e anti-CD8 (T-Zellen)
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e anti-CD20-Antikorper (B-Zellen)

e anti-CD68-Antikorper (Makrophagen)

e anti-GranzymB-Antikorper (zytotoxische Lymphozyten)

¢ anti-CLA-Antikérper (hautspezifisches Adhasionsmolekul auf Lymphozyten)
e anti-CCR4-Antikorper (Chemokinrezeptor)

e anti-TARC/CCL17-Antikorper (Chemokin, welches an CCR4 bindet)

e anti-CXCR3-Antikorper (Chemokinrezeptor)

e anti-CXCL10/IP10-Antikorper (durch Interferone induzierbares Chemokin)

e anti-MxA-Antikorper (durch Interferon-1 induzierbares Protein)

3.2.5. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Anwendung des

Statistikprogramms SPSS™ 11.0. (Statistical Program for Social Sciences, Chicago).
Die Expression der verschiedenen Marker wurde anhand nicht-parametrischer 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

4.1. T-Zellen dominieren das zellulare Infiltrat in der Haut beim CLE

Die Charakterisierung des zellularen Infiltrates in den Hautlasionen der verschiedenen
Formen des Lupus erythematodes erfolgte anhand immunhistologischer Farbungen mit
anti-CD3-, anti-CD4-, anti-CD8-, anti-CD20- und anti-CD68-Antikorpern. Untersucht
wurden dabei Hautschnitte der unterschiedlichen LE-Formen sowie als Kontrollgruppen
Psoriasis, Herpes simplex und gesunde Haut.

In den Hautlasionen zeigte sich eine dichte Infiltration von T-Zellen im Bereich der
Junktionszone sowie perivaskular. Das entzindliche Infiltrat bestand dabei
hauptsachlich aus CD3*-T-Lymphozyten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Zahl
der CD3"-T-Lymphozyten vor allem bei den kutanen, aber auch bei der systemischen
LE-Form signifikant erhéht. Auffallend war die kraftige Expression der CD4*- und CD8"-
T-Zellen besonders bei den kutanen Formen und dort vor allem bei den vernarbenden
Formen (ICDLE und dCDLE). Die Zahl der CD8"-T-Zellen lag dabei knapp Uber dem
Anteil der CD4"-Zellen. Auffallig war weiterhin die Lokalisation der CD8"-T-Zellen v. a.
im Bereich der Haarfollikel sowie der Interface-Zone. Auch die Zahl der CD68-Zellen
war im Vergleich zur gesunden Haut erhoht.

Ein signifikanter Unterschied der B-Zell-Infiltration (anti-CD20) stellte sich nicht dar.
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Abb. 7:

Expression von CD3

a-c. Reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrolerung 400-fach)
b: SCLE (Vergrofierung 400-fach)
c: Gesunde Haut (Vergroferung
400-fach).

Die immunbhistologisch rot
gefarbten Zellen (Fast Red) sind
CD3 positiv.
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CD3* Zellen (high power field)
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Abb. 8:

Statistische  Auswertung  der
CD3-positiven Lymphozyten in
der Haut bei verschiedenen
Formen des kutanen Lupus
erythematodes und gesunder
Haut.

Die Rezeptor-exprimierenden
Zellen wurden mit der High-
Power-Field-Methode
(VergrofRerung 200-fach) unter
dem Lichtmikroskop ausgezahilt.
Die statistische Signifikanz wurde
mit dem Mann-Whitney-U-Test
ermittelt. Die Querbalken
reprasentieren den Mittelwert.

Es zeigt sich ein signifikant
erhohtes Zellinfiltrat bei den
verschiedenen LE-Formen im
Vergleich zur Kontrollgruppe,

v. a. bei den vernarbenden

Formen (ICDLE und dCDLE).
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Abb. 9:
Expression von CD4 in der
Haut bei

Formen des kutanen Lupus

verschiedenen

erythematodes (LE) und

gesunder Haut.

a-c:. Reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrolerung 200-
fach)

b: SCLE (Vergrolterung 200-
fach)

c: gesunde Haut (Vergrof3erung
200-fach)

Die immunhistologisch rot (Fast
Red) gefarbten Zellen sind CD4

positiv.
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Abb. 10:

Statistische  Auswertung der
CD4-positiver Lymphozyten in
der Haut bei verschiedenen
Formen des kutanen Lupus
erythematodes (LE) und
gesunder Haut.

Die Rezeptor-exprimierenden
Zellen wurden mit der High-
Power-Field-Methode
(VergroRerung 200-fach) unter
dem Lichtmikroskop ausgezahlt.
Die statistische  Signifikanz
wurde mit dem Mann-Whitney-
U-Test ermittelt. Die Querbalken
reprasentieren den Mittelwert.
Es zeigt sich ein signifikant
erhohtes Zellinfiltrat bei den
verschiedenen LE-Formen im
Vergleich zur Kontrollgruppe, v.
a. bei den vernarbenden
Formen (ICDLE und dCDLE).
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Subakut kutaner LE (SCLE)

i |

Abb. 11:

Expression von CD8 in der Haut
bei verschiedenen Formen des
kutanen Lupus erythematodes

(LE) und gesunder Haut.

a-c. Reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (VergroRerung 400-fach)
b: SCLE (Vergrdlierung 400-fach)
c: Gesunde Haut (VergroRerung
400-fach)

Die immunhistologisch rot (Fast
Red) gefarbten Zellen sind CD8
positiv.
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CD8* Zellen (high power field)

Abb. 12:
ns Statistische Auswertung der CD8"-
800, ‘ p<0.05 Lymphozyten in der Haut bei
<0.01
700! Lns verschiedenen Formen des kutanen
‘ o Lupus erythematodes (LE) und gesunder
600
Haut.
5001 Die Rezeptor-exprimierenden Zellen
[
4001 wurden mit der High-Power-Field-
°
Methode (VergroRerung 200-fach) unter
300 () —
dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
)
200 o= () statistische Signifikanz wurde mit dem
°
100 ° Mann-Whitney-U-Test  ermittelt.  Die
.'.
8 ® ¥ Querbalken reprasentieren den
0 - ® o ,
Kontrolle ICDLE dCDLE SCLE SLE Mittelwert.

Es zeigt sich ein signifikant erhdhtes

Zellinfiltrat bei den verschiedenen LE-
Formen im Verleich zur Kontrollgruppe,
v. a. bei den vernarbenden Formen
(ICDLE und dCDLE).
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Abb. 13:
Expression von CD68 in der Haut
bei

kutanen

verschiedenen Formen des
Lupus erythematodes

(LE) und gesunder Haut.

Reprasentativer Ausschnitt eines
immunhistochemisch gefarbten
Hautpraparates.

a: CDLE (VergroRerung 400-fach)
b: SCLE (Vergrdlierung 400-fach)
c: Gesunde Haut (VergroRerung
400-fach).

Die
gefarbten Zellen sind CD68 positiv.

immunhistologisch rot



68

CD68 positive Zellen (high power field)

1000

(0]
o
o

600

I
o
o

200

+

0
T
o

o
e

Kontrolle ICDLE dCDLE SCLE SLE

4.2,

Nachweis zahlreicher

zytotoxischer

GranzymB-positiver

Abb. 14:
Statistische
CD68"-

Haut bei verschiedenen Formen

Auswertung der

Lymphozyten in der

des kutanen Lupus

erythematodes (LE) und

gesunder Haut.
Die
Zellen wurden mit der High-

Power-Field-Methode
(VergroRerung 200-fach) unter

Rezeptor-exprimierenden

dem Lichtmikroskop ausgezanhlt.
Die

wurde mit dem Mann-Whitney-

statistische  Signifikanz
U-Test ermittelt. Die Querbalken
reprasentieren den Mittelwert.

Es zeigt sich ein signifikant
bei

verschiedenen LE-Formen, v. a.

erhohtes Zellinfiltrat den

bei den vernarbenden Formen
(ICDLE und dCDLE).

Zellen beim

vernarbenden CDLE

Da die Haut vor allem bei den vernarbenden Formen des kutanen LE eine starke
Gewebszerstérung aufweist, wurden die Hautproben ebenfalls auf den zytotoxischen
Marker GranzymB untersucht.

GranzymB wurde in den vernarbenden Formen des LE (ICDLE und dCDLE) in
signifikant erhdhter Anzahl gefunden. Ein signifikanter Unterschied innerhalb dieser

beiden Formen liel3 sich nicht feststellen.
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Die erhohte GranzymB-Expression bei chronisch discoidem LE war assoziiert mit einer
entzindlichen Infiltration sowohl epidermal als auch adnexal sowie einer
Gewebszerstérung in  Form einer basalhydrophischen  Degeneration und
Kolloidkdrperchen.

Die GranzymB-Expression in den Hautlasionen bei dem nicht vernarbenden SCLE war
zwar niedriger als in den vernarbenden Formen, aber immer noch signifikant héher als
in den Kontrollen bei gesunder Haut.

Kein signifikanter Unterschied beziglich des Auftretens von GranzymB zeigte sich bei

dem SLE ohne kutane Manifestation verglichen mit gesunder Haut.



GranzymB

70

a Chronisch disseminierter LE (CDLE)

Abb. 15:

Expression von GranzymB in der
Haut bei verschiedenen Formen des
kutanen Lupus erythematodes und
gesunder Haut.

a-c. Reprasentativer  Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrolerung 400-fach)

b: SCLE (Vergrdolierung 400-fach)

c: Gesunde Haut (Vergroferung
400-fach)

Die immunhistologisch rot (Fast
Red) gefarbten  Zellen sind
GranzymB positiv.
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Abb. 16:
ns Statistische Auswertung der
200 p<0.05 GranzymB-positiven-Zellen in  der
S 180 ~ p<0.01 Haut bei verschiedenen Formen des
émo & kutanen Lupus erythematodes (LE)
S ® und gesunder Haut.
< 1401
51207 o Die Rezeptor-exprimierenden Zellen
15 wurden mit der High-Power-Field-
'§‘) 19 Methode (VergroRerung 200-fach)
cé 801 : — unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.
% 60 e Die statistische Signifikanz wurde mit
G 40 ° dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt.
20l o ¢ ry Die Querbalken reprasentieren den
, 'y e | ‘ 'h Mittelwert.
Kontrolle ICDLE dCDLE SCLE SLE Die Patienten mit  Chronisch

disseminiertem LE (CDLE) zeigen
eine signifikant erhdhte Expression
von GranzymB (p<0.01), verglichen
mit anderen LE Subtypen und

gesunden Kontrollen.

4.3. Das Adhadsionsmolekiil CLA lasst sich im Infiltrat beim kutanen Lupus

erythematodes nachweisen

CLA (cutaneous lymphozyte antigen) ist ein Oberflachenmarker, der auf Lymphozyten
exprimiert wird, die den Blutkreislauf verlassen, um in die Haut zu wandern.

Die Zahl der CLA-positiven Zellen war bei allen Formen des kutanen Lupus
erythematodes signifikant erhoht. Eine signifikant erhohte Expression beim
systemischen LE im Vergleich zu den Kontrollen war nicht nachzuweisen.

Innerhalb der Unterformen des kutanen LE zeigte sich vor allem bei den vernarbenden

Formen des CDLE eine groRe Zahl CLA-positiver Zellen.
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Abb. 17:

Expression des
antigen (CLA)
Lymphozyten in der Haut bei

Cutaneous
lymphocyte
verschiedenen Formen des
kutanen Lupus erythematodes
(LE) und gesunder Haut.

a-c. reprasentativer  Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrélerung 400-fach)
b: SCLE (VergroRerung 400-fach)
c: Gesunde Haut (Vergroferung
400-fach). Die rot gefarbten Zellen
sind CLA-positiv.
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Abb. 18:

Statistische  Auswertung der CLA-
positiven Zellen in der Haut bei
verschiedenen Formen des kutanen
Lupus erythematodes (LE) und gesunder
Haut.

Die  Rezeptor-exprimierenden  Zellen
wurden mit der High-Power-Field-
Methode (VergrélRerung 200-fach) unter
dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test  ermittelt. Die
Querbalken reprasentieren den
Mittelwert.

Die CLA-Expression ist signifikant erhoht
bei den kutanen LE-Formen im Vergleich

zur gesunden Haut.
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4.3.1. Doppelfarbung CLA und GranzymB
Es konnte eine groRe Zahl CLA™-GranzymB’-(doppelpositiver)-Lymphozyten in den

vernarbenden Formen ICDLE und dCDLE gefunden werden. Die Zahl war im Vergleich

zu den nicht vernarbenden Formen und zu den Kontrollen signifikant erhoht.

‘ﬁ.‘-

Abb. 19: Doppelfarbung GranzymB und CLA
Immunhistochemische Doppelfarbung mit CLA (braun, Oberflachenmarker) und

GranzymB (typische intrazellulare Granula, rot) bei einem Patienten mit CDLE.

4.4. In den Hautlasionen beim kutanen Lupus erythematodes lassen sich

Lymphozyten mit dem homoostatischen Chemokinrezeptor CCR4 sowie das
Chemokin TARC/CCL17 nachweisen
Um zu klaren, ob die Einwanderung potentiell autoreaktiver Lymphozyten bei der

Pathogenese des Lupus erythematodes eine bedeutende Rolle spielt, wurde die
Expression des Chemokinrezeptors CCR4 und des Chemokins TARC/CCL17 in der
Haut bei CLE anhand von immunhistochemischen Farbungen untersucht.

Die immunhistochemische Analyse der CCR4-Expression ergab eine signifikant erhdhte
Anzahl CCR4"-Lymphozyten in allen untersuchten Formen des LE (Abb.11). Gleichzeitig
fand man hier eine starke lasionale Expression des korrespondierenden Chemokins
TARC/CCLA17.

Auffallig war dabei eine im Vergleich zur gesunden Haut des Kontrollkollektives
signifikant erhdhte Anzahl CCR4"-Zellen (p<0.01) v. a. in Lasionen des disseminiert

chronisch discoiden LE (dCDLE), einer Variante des CLE mit typischerweise
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grof¥flachigen Vernarbungen. In den L&sionen lieRen sich CCR4"-zytotoxische T-Zellen
darstellen, die basal in die Bereiche des Epithels einwanderten, in denen sich
apoptotische Keratinozyten, erkennbar an der basalhydrophischen Degeneration,
zeigten.

Die TARC/CCL17-Expression war entsprechend kraftig in den vernarbenden Formen

des CDLE und SCLE, vor allem im oberen Epidermisbereich und perivaskular.
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Abb. 20:
Expression des
Chemokinrezeptors CCR4 in der
Haut bei verschiedenen Formen
des kutanen Lupus
erythematodes
Haut.

a-c.

und gesunder

reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (VergréRerung 400-
fach)

b: SCLE (VergrolRerung 400-
fach)

c: Gesunde Haut (VergroRerung
400-fach)

Die rot (Fast Red) gefarbten
Zellen sind CCR4-positiv. Die
Zahl CCR4-positiven

Lymphozyten in der Epidermis ist

der

in allen Formen des kutanen
Lupus (LE)

erhoht.

erythematodes
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Abb. 21:

Statistische Auswertung der CCR4-
positiven Lymphozyten in der Haut bei
verschiedenen Formen des kutanen
Lupus erythematodes und gesunder
Haut.

Die Rezeptor-exprimierenden Zellen
wurden mit der High-Power-Field-
Methode (VergroRerung 200-fach) unter
dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test  ermittelt.  Die
Querbalken reprasentieren den
Mittelwert.

Es zeigt sich eine erhdhte Zahl von
CCR4-positiven  Zellen bei allen
Lupusformen, signifikant erhoht bei den
vernarbenden Formen ICDLE und
dCDLE.



TARC/CCL17

78

a Chronisch disseminierter LE (CDLE)

gy
e s
- » By
S &
1 ¢
e
-« A - |
aels _'l. ¥y i .154.
PROP WO GRS |
- ) . ni
&N . o { ST e, AR T
5 / ._.:; ® !"’s ™ 5 E‘.t".p .-"‘;'
8 A A b A e
“w' ¥ ! : ¥ ’ i
\ ! 3 e q‘ b A - Jl ‘v’_ll- :
’ : d b ocem ark L™
Gesunde Haut
_-:;"_.‘}‘-u.
) 2 == ~

Abb. 22:
Expression des Chemokins
TARC/CCL17 in der Haut bei
verschiedenen Formen des
kutanen Lupus erythematodes und
bei gesunder Haut.

a-c. reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrdlerung 400-fach)
b: SCLE (Vergrélerung 400-fach)
c: Gesunde Haut (VergroRerung
400-fach)

In den Hautlasionen beim kutanen
LE zeigt sich eine hohe
Expression des Chemokins
TARC/CCL17 (rot) im Bereich der
Epidermis und Dermis, v. a. im
Endothelbereich.
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Abb. 23:

Statistische Auswertung der Expression von TARC/CCL17 bei den verschiedenen
Formen des kutanen Lupus erythematodes und der Kontrollgruppe. Die Expression
von TARC/CCL17 wurde semiquantitativ. mit der High-Power-Field-Methode
(VergroRerung 200-fach) unter dem Lichtmikroskop ermittelt. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt ist der Mittelwert *
Standartabweichung.

Es zeigt sich eine deutlich erhdhte Expression von TARC/CCL17 bei allen

Lupusformen, insbesondere bei den vernarbenden Formen dCDLE und ICDLE.

4.4 1. Die CD8*-zytotoxischen T-Zellen tragen den Chemokinrezeptor CCR4

Um die vermehrte Expression von CCR4-Rezeptoren auf lasionalen CD8+ T-Zellen
(zytotoxische T-Zellen) darzustellen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung
durchgefuhrt (CD8 (FITC, grin)/CCR4 (TRITC, rot)). Dabei zeigte sich eine Infiltration
der oberen Dermis mit CD8"-Lymphozyten, die CCR4 exprimieren (gelb, =), vor allem
bei Patienten mit disseminiertem CDLE (dCDLE). Es lie sich erkennen, dass die

zytotoxischen T-Zellen basal in den Epithelbereich eindringen.
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Abb. 24: Immunhistochemische Doppelfarbung (OriginalvergroRerung: 400-fach) mit
Darstellung der Oberflachenmarker CD8 und CCR4. Die markierten Zellen tragen
sowohl des Oberflachenmarker CD8 als auch CCR4.

4.5. Die Beteiligung inflammatorischer, durch Interferon-Typ-l induzierbarer

Chemokinrezeptoren und Chemokine
Nachdem am Beispiel von CCR4 und TARC/CCL17 eine Beteiligung der

homdoostatischen Faktoren der Lymphozytenrekrutierung nachgewiesen wurde, erfolgte

die Untersuchung auf proinflammatorische Faktoren. Von besonderem Interesse war, ob
die beim systemischen LE bekannten, durch Interferon induzierbaren
Chemokinrezeptoren, wie z. B. CXCL10/IP10 und das zugehdrige Chemokin CXCRS,
beteiligt sind.

4.5.1. Die deutliche Expression von MxA weist auf eine erhohte Interferonproduktion in

allen Unterformen des CLE hin

Der Nachweis einer Interferonproduktion im Gewebe erfolgte indirekt Uber die
immunhistochemische Markierung von MxA, einem intrazellularen Protein, welches
durch IFN-a/B induzierbar ist. Es stellt somit einen guten Marker fir die lokale
Interferonproduktion im Gewebe dar (Fah et al., 1995).

Die immunhistochemische Darstellung erfolgte mit einem monoklonalen anti-MxA-

Antikorper.
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Es konnte dabei ein deutlicher lasionaler Nachweis von MxA in der Dermis und
Epidermis erbracht werden, und zwar in allen CLE-Formen. Besonders deutlich (+++)
trat die MxA-Expression bei Hautldsionen des CDLE auf.

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden vernarbenden Formen,
dem ICDLE und dCDLE. Beim SCLE war die Expression signifikant niedriger (++ oder

+++), allerdings noch deutlich erhéht im Vergleich zu den Kontrollgruppen (0, +) (Abb.

14).
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Abb. 25:

Expression von MxA in der
Haut bei verschiedenen
Formen des kutanen Lupus
erythematodes und gesunder
Haut.

a-c: Reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrdlerung 200-
fach)

b: SCLE (Vergrolkerung 200-
fach)

C: Gesunde Haut
(VergrofRerung 200-fach).

In den Hautlasionen beim
kutanen LE =zeigt sich eine
hohe Expression des
Interferon-induzierbaren
Proteins MxA (rot markierte
Zellen).
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Abb. 26:

Statistische Auswertung der Expression von MxA in der Haut bei verschiedenen
Formen des kutanen Lupus erythematodes und gesunder Haut. Die Expression von
MxA wurde semiquantitativ mit der High-Power-Field-Methode (Vergrofserung 200-
fach) unter dem Lichtmikroskop ermittelt (O: nicht exprimiert, +: schwach exprimiert,
++: maflig exprimiert, +++: stark exprimiert). Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt ist der Mittelwert + Standartabweichung.

Es zeigt sich eine deutlich erhohte MxA-Expression bei allen Formen des kutanen
Lupus erythematodes, signifikant erhoht bei der vernarbenden Formen ICDLE und
dCDLE.
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45.2. Das durch Interferon-Typ-l induzierbare inflammatorische Chemokin
CXCL10/IP10 sowie CXCR3*-Lymphozyten sind beim kutanen LE nachweisbar

Immunhistochemisch wurde die Expression des durch Interferon-Typ-l induzierbaren

Chemokins CXCL10/IP10 sowie des korrespondierenden Chemokinrezeptors CXCR3
untersucht.

Die immunhistochemischen Farbungen zeigten eine deutliche Expression von
CXCL10/IP10 in CDLE-und SCLE-Lasionen. Diese fanden sich vor allem in Form
punktférmiger Haufungen, konzentriert an Haarfollikeln und im Bereich der Grenzzone
zwischen entzundlichen Zellen und der basalen Keratinozytenschicht.

Bei der immunhistochemischen Farbung des Oberflachenrezeptors CXCR3 stellte sich
eine deutlich erhdhte Expression von CXCR3'-Lymphozyten in allen CLE-L&sionen
heraus, verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe. Auch bei der Psoriasis war die Zahl
der CXCR3"-Lymphozyten signifikant héher, in etwa den Ergebnissen der Hautlasionen
des SCLE entsprechend.
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Abb. 27:

Expression des Chemokins
CXCL10/IP10 in verschiedenen
Formen des kutanen Lupus
erythematodes und gesunder
Haut.

a-c: reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (Vergrolierung 400-

fach)
b: SCLE (VergréRerung 400-
fach)
C: Gesunde Haut

(VergréRerung 400-fach).

In den Hautlasionen beim
kutanen Lupus erythematodes
zeigt sich eine deutliche
Expression des Chemokins
CXCL10/IP10 (rot markierte

Zellen) in allen Formen.
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Abb. 28:
Statistische Auswertung der Expression von CXCL10/IP10 in der Haut bei

verschiedenen Formen des kutanen Lupus erythematodes und gesunder Haut.

Die Expression von CXCL10/IP10 wurde semiquantitativ mit der High-Power-Field-
Methode (Vergroflerung 200-fach) unter dem Lichtmikroskop ermittelt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt ist der
Mittelwert + Standartabweichung. Signifikant erhdhte Expression bei allen Formen
des kutanen Lupus erythematodes.
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Abb. 29:
Expression des  Chemokin-
rezeptors CXCR3 bei

verschiedenen  Formen  des
kutanen Lupus erythematodes
und gesunder Haut.

a-c: Reprasentativer Ausschnitt
eines immunhistochemisch
gefarbten Hautpraparates.

a: CDLE (VergroRerung 400-
fach)

b: SCLE (Vergroflerung 400-
fach)

c: Gesunde Haut (VergrofRRerung
400-fach).

Die rot (Fast Red) gefarbten
Zellen sind CXCR3-positiv. Die
Zahl der CXCR3-positiven
Lymphozyten in der Epidermis ist
in allen Formen des kutanen

Lupus erythematodes erhoht.
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Abb. 30:

Statistische Auswertung der CXCR3-positiven Lymphozyten in der Haut bei

verschiedenen Formen des kutanen Lupus erythematodes und gesunder Haut.

Die Rezeptor-exprimierenden Zellen wurden mit der High-Power-Field-Methode
(VergroRerung 200-fach) unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Die Querbalken
reprasentieren den Mittelwert.

Eine erhdhte Expression von CXCR3 findet sich bei allen Lupusformen, signifikant
erhoht bei den vernarbenden Formen ICDLE und dCDLE.
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5. Diskussion

Charakteristisch fur viele entziindliche, infektidse oder tumorése Erkrankungen der Haut
ist eine Infiltration von Lymphozyten. Die verschiedenen Zellinfiltrate sind inzwischen bei
zahlreichen Erkrankungen gut untersucht. Die Mechanismen und der Ausléser der
Zellrekrutierung sind aber meist kaum bekannt. Sie sind Gegenstand der aktuellen
Forschung, mit dem Ziel, neue therapeutische Ansatze zur Behandlung dieser
Erkrankungen zu finden.

In der Vergangenheit konnte die Funktion einer Reihe von Adhasionsmolekulen,
Chemokinen und deren Rezeptoren im Zusammenhang mit der Rekrutierung von Zellen
aufgeklart werden. Der kutane Lupus erythematodes gilt als Prototyp einer
hautbezogenen lymphozytaren  Autoimmunerkrankung. Wahrend bei vielen
entzundlichen Erkrankungen, insbesondere dem systemischen Lupus erythematodes,
das zellulare Infiltrat und die an der Rekrutierung der Lymphozyten beteiligten Faktoren
weitgehend bekannt sind, ist dies beim kutanen Lupus erythematodes nur unzureichend
aufgeklart.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden anhand immunhistologischer Untersuchungen bei
erkrankter Haut von Patienten mit kutanem Lupus erythematodes die
Adhasionsmolekiile, die eine Interaktion der Lymphozyten mit der GefalRwand
vermitteln, damit diese nachfolgend das Gefaly verlassen konnen, wie auch die
beteiligten Chemokine und Chemokinrezeptoren, die eine gerichtete Migration der
Lymphozyten in die entzindliche veranderte Haut ermoglichen, untersucht.

Darlber hinaus stellte sich zusatzlich die Frage, ob sich im Gewebe Faktoren
nachweisen lassen, die Entzindungsreaktionen auslosen und somit die Rekrutierung
der Lymphozyten initiieren. Da Typ-I-Interferon als bedeutender proinflammatorischer
Faktor bei Entzindungsreaktionen bekannt ist, folgte die immunhistologische
Untersuchung auf MxA, einem durch Interferon-Typ-l spezifisch induzierbaren Protein,
sowie dem interferoninduzierbaren Chemokin CXCL10/IP10 und seinem Rezeptor
CXCRa.



90

5.1. Dominanz der T-Zellen im zellularen Infiltrat beim kutanen Lupus

erythematodes

Zunachst erfolgte eine Charakterisierung des zellularen Infiltrates mittels monoklonaler
Antikorper gegen CD3, CD4, CD8, CD20 und CDG68.

Die durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchungen der Hautlasionen bei CLE-
Patienten zeigten eine dichte Infiltration von T-Zellen im Bereich der Junktionszone, im
perivaskularen Bereich sowie in der Umgebung der Hautanhangsgebilde, wo die Zellen
in das Epithel eindringen. Dies bestatigt das Ergebnis friherer Studien (Tebbe et al.,
1995; Velthuis et al., 1990), in denen eine dichte T-Zell-Infiltration der Haut bei Patienten
mit kutanem LE beschrieben wurde.

Es zeigte sich eine deutliche Dominanz der T-Zellen (CD3"). Bei der genaueren
Differenzierung tbertraf die Zahl der T-Helfer-Zellen (CD4") leicht die der CD8"-Zellen.
Auffallend war, dass bei den vernarbenden Formen des kutanen LE das Infiltrat
hauptsachlich aus CD8"-T-Zellen bestand. Diese Zellen waren vor allem im Bereich der
Hautanhangsgebilde, Haarfollikel und der Interfacezone lokalisiert. In diesen Bereichen
liegt ebenfalls ein GroRteil der Hautstammzellen. Eine durch die CD8"-T-Zellen bedingte
Zerstorung in diesen Bereichen ist mdoglicherweise mit dem Auftreten der
Hautvernarbungen assoziiert. Diese Ergebnisse bezuglich der Zusammensetzung des
zellularen Infiltrates stimmen mit den Ergebnissen anderer Arbeiten beim SLE und CLE
weitgehend Uberein (Kuhn et al., 2002; Parodi et al., 2000; Tebbe et al., 1995). Die
Beteiligung von CD8'-T-Lymphozyten bei Autoimmunerkrankungen konnte auch bei
anderen Krankheitsbildern, wie dem Autoimmundiabetes und Polymyositis sowie
anderen vernarbenden Hauterkrankungen, gezeigt werden (Nishio et al., 2001; Russell
et al., 1984; Van Voorhis et al., 1997; Zhang et al., 2002). Das in dieser Arbeit
dargestellte vermehrte Auftreten CD68"-Zellen in den entziindlich veranderten
Hautproben der verschiedenen Formen des kutanen LE entspricht den Ergebnissen

frGherer Arbeiten bei Haut von Patienten mit discoidem LE (Nakamura et al., 1998).
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5.2. Beteiligung zytotoxischer GranzymB-positiver Zellen bei den vernarbenden

Formen des kutanen Lupus erythematodes

Es ist bekannt, das Keratinozyten im Rahmen von Entziundungen zugrunde gehen, was
sich histologisch durch Nachweis einer typischen basalhydropischen Degeneration
sowie das Vorliegen von Kolloidkdrperchen nachweisen lasst. Da die Haut vor allem bei
den vernarbenden Formen des kutanen LE diese starke Gewebszerstorung aufweist,
wurde die Haut auf zytotoxische GranzymB-positive Effektorzellen hin untersucht.

Die Protease GranzymB befindet sich in den Granula aktivierter T-Zellen und natirlichen
Killerzellen und fuhrt zur Zerstérung von Zellmembranen. Das Enzym wurde bereits fur
die Gewebezerstorung bei verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen
verantwortlich gemacht. GranzymB konnte z. B. im Plasma und in der
Synovialflissigkeit bei rheumatoider Arthritis nachgewiesen werden (Ronday et al.,
2001). Die Beteiligung von GranzymB wurde auch fur den Krankheitsverlauf bei der
Polymyositis, dem autoimmunen Diabetes (Nishio et al., 2001; Zhang et al., 2002) und
bei vernarbenden Hautlasionen (Russell et al., 1984; Teymoortash et al., 2004; Van
Voorhis et al., 1997) verantwortlich gemacht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass vor allem bei den
vernarbenden Formen des kutanen LE (ICDLE und dCDLE) eine erhdhte Expression
des zytotoxischen Moleklls GranzymB auftritt. Auch hier zeigte sich eine entziindliche
Infiltration sowohl epidermal als auch adnexal mit einer deutlichen Gewebszerstérung im
histologischen Bild. Es ist somit eine Beteiligung von GranzymB bei der Zelldestruktion
in vernarbender Haut bei Patienten mit kutanem Lupus erythematodes wahrscheinlich.
Da die zytotoxischen Lymphozyten v.a. im Bereich von Haarfollikeln infiltrierten, kénnte
insbesondere deren Destruktion, und die damit verbundene Zerstérung der dort
lokalisierten Hautstammzellen, fur die klinische Narbenbildung beim CDLE

verantwortlich sein.

5.3. Beteiligung des Adhasionsmolekiils CLA bei der Zellrekrutierung des kutanen

Lupus erythematodes

Im Folgenden wurde die Beteiligung von Adhadsionsmolekulen anhand des cutaneous
lymphozyte Antigen (CLA) nachgewiesen, durch deren Hilfe die im Blut zirkulierenden

Lymphozyten Kontakt zur Gefallwand bekommen, diese anschlieRend durchdringen und
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ins Gewebe gelangen (Tietz et al., 1998). CLA ist ein fur die Haut spezifisches
Adhasionsmolekdl.

Bei anderen Erkrankungen mit entziindlichen Zellinfiltraten der Haut, wie der atopischen
Dermatitis, Psoriasis vulgaris, Lichen ruber planus oder kutanen T-Zell-Lymphomen,
konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der T-Zellen CLA als Adhasionsmolekul an
ihrer Oberflache tragen.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass bei den kutanen Formen des Lupus
erythematodes, und dort vor allem bei den vernarbenden Formen, die Zahl der CLA"-
Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhoht ist. Es ist somit nahe
liegend, dass das Adhasionsmolekul CLA fur die Pathophysiologie des kutanen Lupus
erythematodes eine bedeutende Rolle bei der Zellrekrutierung von Lymphozyten in die
Haut spielt. Beim Systemischen Lupus erythematodes zeigte sich keine signifikant
erhohte CLA-Expression, diese LE-Variante geht aber auch in der Regel mit deutlich
geringeren entzundlichen Hautinfiltrationen einher.

Zusatzlich konnte anhand der Doppelfarbung von CLA und GranzymB die Beteiligung
von hautspezifischnen CLA® zytotoxischen Lymphozyten in den CLE-Hautlasionen

nachgewiesen werden.

5.4. Die Rolle des homoostatischen Chemokinrezeptors CCR4 und des Chemokins
TARC/CCL17 beim kutanen Lupus erythematodes
Es ist bekannt, dass CLA'-Lymphozyten haufig den Chemokinrezeptor CCR4

exprimieren. Dessen Ligand TARC/CCL17 wird konstitutiv von Endothelzellen der
postkapillaren Venolen der Haut synthetisiert. Durch die Bindung von CCR4 und
TARC/CCL17 erfolgte die Aktivierung der Lymphozyten und leitet nachfolgend die
transendotheliale Migration ein (Campbell et al., 1999). Durch die Expression dieses
homoostatischen Chemokinrezeptors CCR4 erfolgt bei vielen entzindlichen
Hauterkrankungen die Rekrutierung autoreaktiver Lymphozyten in die Haut. Dies konnte
bereits bei der atopischen Dermatitis, Psoriasis und bei kutanen T-Zell-Lymphomen
nachgewiesen werden (Ferenczi et al., 2002; Inaoki et al., 2003; Kallinich et al., 2003;
Nakatani et al., 2004). Auch beim Systemischen Lupus erythematodes konnte eine
erhdhte CCR4-Expression auf CD4"-Lymphozyten nachgewiesen werden (Hase et al.,
2001).
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In dieser Arbeit wurde erstmals die Expression von CCR4 bei der kutanen Form des
Lupus erythematodes analysiert. In den untersuchten Hautproben aller LE-Subtypen lief3
sich eine hohe Anzahl CCR4"- Zellen nachweisen.

Am deutlichsten war die Expression von CCR4 hierbei in den vernarbenden Formen des
kutanen LE (ICDLE und dCDLE). Die CCR4'-Zellen drangen basal in die
Epithelbereiche ein, die histologisch eine basalhydrophische Degeneration zeigten, was
typisch flr den Untergang von Keratinozyten ist. Es ist somit moglich, dass der CRR4-
Rezeptor eine bedeutende Rolle bei der Migration der gewebszerstorenden Zellen,
insbesondere in vernarbenden Hautlasionen, bei Patienten mit kutanem Lupus
erythematodes spielt.

Da die Beteiligung des Chemokinrezeptors CCR4 immunhistologisch nachgewiesen
werden konnte, wurde nachfolgend untersucht, welche Zellen diesen Rezeptor an ihrer
Oberflache exprimieren. Aufgrund der Dominanz von CD8'-T-Zellen im entziindlichen
Infiltrat der Hautlasionen beim kutanen LE war anzunehmen, dass diese Zellen den
CCR4-Rezeptor exprimieren. Anhand der hier durchgefihrten immunhistochemischen
Doppelfarbung bestatigte sich, dass die CD8"-Lymphozyten den CCR4-Rezeptor auf
ihrer Oberflache tragen.

Weiterhin wurde die Expression des CCR4-Liganden TARC/CCL17 als Beispiel eines
inflammatorischen Chemokins analysiert. Die Beteiligung des Chemokins TARC/CCL17
wurde bereits bei anderen entzindlichen Hauterkrankungen wie Atopischer Dermatitis
(Hijnen et al., 2004) und Mycosis fungoides (Kakinuma et al., 2003 a; Kakinuma et al.,
2003 b) gezeigt. Beim SLE konnte eine Korrelation der Krankheitsaktivitat mit dem
erhdhten Plasmalevel an TARC/CCL17 nachgewiesen werden (Kallinich et al., 2003).
Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten immunhistochemischen
Untersuchungen konnte eine signifikant erhohte Expression von TARC/CCL17 v. a. im
Endothelbereich der Hautlasionen bei kutanem LE dargestellt werden. Auch hier zeigte
sich wieder eine besonders starke Expression bei den vernarbenden LE-Formen.
Anhand der hier dargestellten Expressionsmuster ist es moglich dass eine lokale
Produktion des homoostatischen Chemokins TARC/CCL17 zu einer Rekrutierung der
CCR4 tragenden CD8"-Lymphozyten in die entziindlich veranderten Hautbereiche beim

kutanen Lupus erythematodes flhrt. Diese zytotoxische Zellpopulation kann demzufolge
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besonders bei den vernarbenden LE-Formen fur eine  gesteigerten

gewebsdestruierenden Entziindungsreaktion verantwortlich sein.

5.5. Die Beteiligung von Interferon-Typ-l als proinflammatorischer Faktor bei der

Lymphozytenrekrutierung bei kutanem Lupus erythematodes

Wahrend zunachst die moglicherweise an der Rekrutierung der Lymphozyten selbst
beteiligten Faktoren analysiert wurden, wurde im Weiteren untersucht, welche Faktoren
diese Rekrutierung auslosen konnten, also zu den entzundlichen Veranderungen in der
Haut fuhren. Nahe liegend war eine Beteiligung von Interferon-Typ-I, da anhand anderer
Arbeiten gezeigt werden konnte, dass Interferone eine zellulare Entzindungsreaktion
hervorrufen und verstarken konnen. Dies konnte bereits bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen gezeigt werden. Auch beim kutanen LE konnten Interferon-
Typ-l-positive Zellen nachgewiesen werden (Farkas et al., 2001; Ronnblom und Alm,
2001). Typ-l-Interferone sind wichtiger proinflammatorischer Faktor einer TH1-

gerichteten Immunreaktionen (Klimpel et al., 1990).

5.5.1. Der Nachweis einer Interferonbeteiliqung anhand der MxA-Expression

Ein geeigneter Marker zum histologischen Nachweis einer Interferonbeteiligung ist MxA,
ein durch Interferon-a/B induzierbares Protein (Fah et al., 1995; Haller und Kochs,
2002). MxA wurde bereits bei verschiedenen entzindlichen Hauterkrankungen
nachgewiesen, bei denen eine Interferonbeteiligung angenommen wurde wie z.B. dem
Herpes simplex.

In dieser Arbeit konnte ein deutlicher Iasionaler Nachweis von MxA in der Dermis und
Epidermis erbracht werden, und zwar in allen CLE-Formen. Besonders deutlich trat die
MxA-Expression bei Hautlasionen des CDLE auf. Diese Ergebnisse passen gut zu zu
den frheren Daten einer MxA-Expression beim Lupus erythematodes (Fah et al., 1995).
Als Produzenten des Interferons kommen v.a. sog ,natlrliche IFN-produzierende®
plasmazytoide dendritische Zellen in Frage, die von Farkas et al in groer Anzahl in CLE

Hautlasionen gefunden wurden (Farkas et al., 2001).
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5.5.2. Anhand des Nachweises des Chemokinrezeptors CXCR3 und seines Liganden

CXCL10/IP10 konnte die Beteiligung pro-inflammatorischer Faktoren beim kutanen

Lupus erythematodes gezeigt werden

Da die Beteiligung homodostatischer Chemokine und Rezeptoren am Beispiel von
TARC/CCL17 und CCR4 sowie ein Auftreten proinflammatorischer Faktoren wie
Interferone gezeigt werden konnten, stellte sich die Frage, ob auch Chemokine und
Chemokinrezeptoren nachweisbar sind, denen eine Beteiligung an pro-
inflammatorischen Reaktionen zugewiesen wird. Geeignet schien dabei CXCR3 und
sein Chemokin CXCL10/IP10, deren Beteiligung an IFN-vermittelten inflammatorischen
Erkrankungen bereits nachgewiesen wurde (Segerer et al., 2004). CXCR3 wird vor
allem auf aktivierten T-Zellen exprimiert und weist auf ein TH1-gerichtete
Immungeschehen hin (Sallusto et al., 1998). CXCR3 wurde bereits bei der Lupus-
Nephritis beim SLE beschrieben (Segerer et al.,, 2004). CXCR3 und seine Liganden
CXCL10/1P10, CXCL9 und CXCL11 wurden in entzindlich veranderter Haut bei
verschiedenen Erkrankungen und auch beim chronisch discoiden LE nachgewiesen
(Flier et al.,, 2001). Interferon-a induziert die Produktion proinflammatorischer
Chemokine wie CXCL10/IP10 oder CXCL9/MIG durch dendritische Zellen, die dann die
Lymphozyten, welche den Oberflachenrezeptor CXCR3 tragen, in das Gewebe
rekrutieren (Clark-Lewis et al., 2003).

Die bisher nur fur den SLE beschriebene Beteiligung von Interferon ist moglicherweise
als Ursache fur das Auftreten Influenza-ahnlicher Symptome, wie Fieber und
Abgeschlagenheit, bei Patienten mit kutanem LE im aktiven Stadium verantwortlich. Bei
klinischen Beobachtungen der 90er Jahre waren unter Interferontherapien Symptome
aufgetreten, die denen eines akuten Schubes eines SLE mit Fieber, Arthralgien,
Abgeschlagenheit und Myalgien glichen. Bei LE-Patienten konnte aullerdem ein
erhohter Interferon-Spiegel im Blut nachgewiesen werden (Fah et al., 1995; Ronnblom
und Alm, 2001).

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten immunhistologischen
Untersuchungen zeigte sich ein deutliches Infiltrat von CXCR3'-Zellen in allen
untersuchten Formen des LE. Auch bei den Untersuchungen der Haut bei Psoriasis-

Patienten zeigte sich eine erhohte Anzahl CXCR3'-Zellen. Dies stimmt mit den
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Ergebnissen von Rottman J.B. et al. (2001) Uberein, bei denen eine Beteiligung von
TH1-Zellen bei der Psoriasis nachgewiesen wurde (Rottman et al., 2001).

Bei der Untersuchung der Haut bezlglich des korrespondierenden, durch Interferon
induzierbaren Chemokins CXCL10/IP10 zeigte sich eine deutliche Expression von
CXCL10/1IP10 in CDLE- und SCLE-Lasionen. Diese fanden sich vor allem in Form
punktférmiger Haufungen, konzentriert an Haarfollikeln und im Bereich der Grenzzone
zwischen entzindlichen Zellen und der basalen Keratinozytenschicht, also in dem
Bereich, in den die zytotoxischen Lymphozyten migrieren. Dies entspricht den
Beobachtungen von Flier et al. bezlglich der Expression von CXCL10/IP10 mRNA (Flier
et al., 2001).

Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass Interferon-Typ-l eine TH1-
lymphozytare Entzindungsreaktion hervorruft. Hierbei wird im Gewebe unter Einfluss
von Interferon-Typ-l die Bildung von CXCL10/IP10 induziert, um dann CXCR3'-
Lymphozyten ins Gewebe zu rekrutieren. Dieses wird durch die Ergebnisse von Meller
et al. unterstitzt, die anhand der Untersuchung der mRNA-Expression in der Haut bei
kutanem LE eine gesteigerte Transkription der CXCR3-Liganden CXCL 9, 10 und 11
nachweisen konnten (Meller et al., 2005).

Bei den hier durchgeflihrten immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich eine
auffallend hohe Expression von CXCL10/IP10 und CXCR3 bei CDLE-Lasionen, was
maoglicherweise die Vernarbungen der Haut erklart.

Anhand der Doppelfarbung des mit der Interferonproduktion assoziierten Rezeptors
CXCR3 und des Markers fur zytotoxische T-Zellen GranzymB konnte ein vermehrtes
Auftreten von CXCR3+ zytotoxischen Zellen nachgewiesen werden. Eine Beteiligung an
der Rekrutierung von zytotoxischen Zellen besonders bei den vernarbenden Formen
dCDLE und ICDLE unter Interferoneinfluss ist somit wahrscheinlich.

Anhand der immunhistologisch nachgewiesenen Beteiligung von Adhasionsmolekulen,
Chemokinen und Chemokinrezeptoren und der Erkenntnisse im Rahmen andere
Arbeiten lasst sich ein Modell der Funktion dieser Strukturen erstellen (s. Abb. 17).
Aufgrund verschiedener Einflisse wie Licht, Medikamente, Infektionen oder Genen
kommt es in der Haut lasional zu einer vermehrte Interferon-Typ-I-Produktion. Diese
fuhrt zu einer Induktion der MxA- und CXCL10/IP10-Produktion. Die erhdhte
Konzentration des Chemokins CXCL10/IP10 fiihrt zu eine Einwanderung von CXCR3"-
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Lymphozyten. Anhand der durchgefuhrten Doppelfarbung von CXCR3 und GranzymB
konnte gezeigt werden, dass es sich hier um zytotoxische T-Zellen handelt. Diese
fuhren dann moglicherweise zu der histologisch erkennbaren basalhydrophischen
Degeneration und Zellapoptose. Der Zelluntergang fuhrt dann zu einer zusatzlichen
Produktion  proinflammatorischer ~ Cytokinen, was die  Entzindungsreaktion
aufrechterhalt. Weiterhin produzieren die eingewanderten dendritischen Zellen
zusatzlich Interferon-Typ-l. Die CXCR3*-Lymphozyten konnen aus ihren Granula
CXCL10/IP10 freisetzen, was wiederum zu einer Rekrutierung weiterer CXCR3*-
Lymphozyten fuhrt. Es kommt somit zu einer sich selbst aufrechterhaltenden

Entzindungsreaktion in der Haut.
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Abb. 31: Modell eines proinflammatorischen ,circulus vitiosus“ beim CLE (modifiziert
nach (Wenzel und Tuting, 2007))

Ein noch unbekannter Reiz fuhrt zu einer Iasionalen Expression von Interferon-Typ-I in
der Haut. Interferon-Typ-l wiederum steigert die Produktion antiviraler Proteine wie MxA
und der Chemokine CXCL9 und 10. Diese wiederum sind Liganden des
Chemokinrezeptors CXCR3. Es kommt so zu einer Rekrutierung CXCR3*-Lymphozyten
und dendritischer Zellen. Durch verschiedene Mechanismen kommt es dann zu einer
weiteren sich selbst verstarkenden Rekrutierung weiterer Zellen was eine chronische

entztindliche Veranderung der Haut aufrechterhalt.
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5.6. Ausblick/ Therapie:

Die selektive Blockade der Rekrutierung von Leukozyten zu Entzindungsorten durch die
Hemmung der Bindungsfahigkeit von Chemokinrezeptoren hat sich in einigen
Erkrankungsmodellen als effektives Therapeutikum herausgestellt (Proudfoot, 2002).
Ein therapeutischer Ansatz mit bereits langjahriger klinischer Anwendung, deren
Rationale aber jetzt erst Schritt fur Schritt verstanden wird, ist das Medikament
Methotrexat (MTX), welches beim CLE erfolgreich eingesetzt wurde, ohne dass der
Wirkmechanismus bekannt war. Forschungsergebnisse zeigen, dass Methotrexat die
Bindung CLA*-Lymphozyten an das Endothel hemmt und so die Migration Lymphozyten
in die Haut verhindert (Johnston et al., 2005; Sigmundsdottir et al., 2004; Wenzel et al.,
2005).

Auch das Anti-Malaria-Medikament Chloroquine wurde seit Jahrzehnten zur Therapie
des CLE und SLE erfolgreich eingesetzt ohne das der Wirkmechanismus bekannt war
(Ku et al.,, 2004; Wozniacka und McCauliffe, 2005). Im Rahmen von in vitro-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Chloroquine die Aktivierung peripherer
dendritischer Zellen durch SLE-Immunkomplexe inhibert (Lovgren et al., 2006).

Die Etablierung neuer zielgerichteter Medikamente in Form einer Anti-Interferon
Therapie oder dem gezielten Einsatz von  Antikdrpern, welche die
Oberflachenrezeptoren blockieren und so z.B. eine Rekrutierung entzundlicher Zellen
verhindern, sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Ein Beispiel ist das Medikament
Efalizumab, ein Antikérper gegen CD11a. Dieser blockiert die Interaktion zwischen LFA-
1 und ICAM-1 und verhindert so eine Migration der Lymphozyten in die Haut. Die
Wirkung konnte bereits an Hautlasionen des CLE und der Dermatomyositis gezeigt
werden (Clayton et al., 2006; Huber et al., 2006).
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6. Zusammenfassung

Der kutane Lupus erythematodes ist eine Autoimmunerkrankung der Haut, die durch
das Bild einer ,Interface Dermatitis® gekennzeichnet ist. Hierbei infiltrieren Effektor-T-
Zelle, die keratinozytare Antigene erkennen, die basale Epidermis und induzieren hier
eine keratinozytare Apoptose.

Die Pathomechanismen des CLE und die Entstehung dieser Zellinfiltrate waren bisher
wenig verstanden. Insbesondere war unklar, wie es genau zur Rekrutierung dieser
Effektorzellen in die Haut kommt, und welche proinflammatorischen Mechanismen
hierbei von zentraler Bedeutung sind.

In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass beim CLE zahlreiche
Adhasionsmolekule (z. B. CLA) und Chemokine (z. B. TARC/CCL17, CXCL10/1P10)
sowie deren Rezeptoren (z. B. CCR4, CXCR3) in den Hautlasionen nachweisbar sind
und somit moglicherweise an dem Prozess des ,skin homing“ teilnehmen: Typ-I-
Interferon konnte als wichtiger proinflammatorischer Faktor des CLE nachgewiesen
werden. Dies konnte auch sehr gut die bekannten, aber bisher nicht verstandenen
grippeahnlichen Symptome (Fieber, Abgeschlagenheit) bei CLE-Patienten mit
grol¥flachigen Lasionen erklaren.

Es ist davon auszugehen, dass ein komplexer, IFN-assoziierter, proinflammatorischer
sich selbst verstarkender Prozess existiert, der zur chronischen Entzindung in der Haut
fuhrt.

Interferoninduktion Chemokine T
ﬁ
Zelltod —— Effektorzellen T

Die in dieser Arbeit beschriebenen Kenntnisse beztiglich der beteiligten Rezeptoren und
Chemokine ermoglicht  ein besseres Verstandnis der beschriebenen
Autoimmunerkrankung und bieten in Zukunft Ansatzpunkte in diese Prozesse gezielt
einzugreifen und somit das Auslosen, die Unterhaltung und das Fortschreiten der

Erkrankung zu verhindern.



7. Anhang

Ubersicht der histologischen Auswertung:
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Diagnose CD3 |CD4 CD8 CD20 CD68 CLA
Gesunde Haut | 27 14 2 0 34 80
15 8 7 1 2 6
20 10 10 0 4 15
90 120 20 2 100 60
40 30 8 0 18 20
Herpes simplex | 140 10 15 0 350 45
200 | 150 20 4 200 45
530 |3 110 12 700 200
Psoriasis 250 |60 35 0 250 65
420 |50 50 2 30 120
400 |280 300 60 150 140
SCLE 350 |65 200 280 200
180 |10 100 300 120
150 |80 100 7 200 200
200 |0 15 8 140 25
dCDLE 350 | 270 130 24 420 270
250 | 600 50 32 800 100
400 |30 370 10 380 300
ICDLE 650 | 100 450 450 600 120
500 |120 80 80 600 250
800 |50 400 150 500 450
SLE 15 60 50 15 50 60
55 35 4 5 35 15
200 |3 110 12 700 200
250 | 140 150 3 280 190
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Diagnosen GranB | CCR4 | MxA TARC CXCR3 | CXCL10/1P10
Gesunde Haut 0 20 0 0 2 ++
0 2 0 + 6 0
1 5 0 0 9 0
0 50 1 ++ 24 0
1 4 0 + 6 0
Herpes simplex |0 + + 40 +
30 +++ ++ 0 +
50 13 ++ ++ 60 +
Psoriasis 0 40 ++ 0 5 +
1 65 + + 150 +
40 6 ++ ++ 90 +
SCLE 22 60 +++ + 90 ++
0 3 +++ 0 2 +
25 ++ ++ 150 +
4 8 +++ 0 3 +
dCDLE 90 80 +++ + 120 ++
60 150 +++ 0 200 ++
150 40 +++ + 100 +
ICDLE 80 40 +++ +++ 400 0
10 75 +++ +++ 700 0
10 2 +++ +++ 350 +
SLE 7 4 0 +++ 20 0
0 40 + ++ 50 +
50 13 ++ ++ 60 +
1 0 + + 15 0

Tab. 6: Auswertung der histologischen Praparate der Haut bei den verschiedenen
Erkrankungen. Die Auszahlung erfolgte am Lichtmikroskop. Die Zellen wurden jeweils
pro HPF (bei einer Vergréllerung x 200) ausgezahlt. Die Starke der Expression der
Chemokine MxA, TARC und CXCL10/IP-10 wurde semiquantitativ ermittelt (0: nicht

exprimiert, +: schwach exprimiert, ++: mafig exprimiert, +++: stark exprimiert).
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