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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Krankheitsbild des Lichen sclerosus et atrophicus

1.1.1 Definition

Der Lichen sclerosus et atrophicus ist eine chronisch entziindliche, nicht Gbertragbare
Dermatose mit weitgehend ungeklarter Atiologie, welche besonders die Genitalregion
beider Geschlechter betreffen kann und phasenhaft verlauft. Der LSA ist durch
porzellanartige lichenoide Hautveranderungen charakterisiert, welche mit sklerotischen
Umwandlungen der betroffenen Hautareale einhergehen. Die Diagnose wird klinisch und
histologisch gestellt. Am Ende des neunzehnten Jahrhunderts wurde die Erkrankung
zum ersten Mal als eine Variante des Lichen planus beschrieben (Hallopeau, 1889).
Gegenwartig wird der Lichen sclerosus et atrophicus wegen seines charakteristischen
Krankheitsbildes und der histologischen Befunde als eine eigenstéandige Krankheit
betrachtet (Braun-Falco et al., 2005; Fritsch, 2004).

1.1.2 Klinik

Charakteristischer makroskopischer Befund des Lichen sclerosus et atrophicus sind
gruppierte, ca. 0,5 cm grol3e, elfenbeinfarbene, haufig rauh-hyperkeratotische Papeln.
Diese sind zunachst scharf begrenzt und im Hautniveau gelegen. Im Verlauf konfluieren
sie zu unregelmalig konfigurierten Plagques. Seltener weisen diese einen entztindlichen
Randsaum auf, besonders im Bereich blutiger Rhagaden. Nach monate- bis
jahrelangem chronischem Verlauf kann es zu porzellanartigen atrophischen Flecken
oder charakteristischen komedoartigen follikularen Hyperkeratosen kommen.

Der Lichen sclerosus et atrophicans betrifft vorwiegend das Genitale, besonders Vulva
oder Praputium und Glans penis. Auch perianale und anale Veranderungen kommen
vor. Weitere extragenitale Pradilektionsstellen sind seitliche Halspartien, die
Scapulagegend, die Region zwischen und unter den Mammae, die Beugeseiten der
Unterarme und die Schultern. Veranderungen an den Schleimhduten der Wangen oder



des Gaumens sind selten. Die Erkrankung kann genital oder extragenital auftreten.
Mischformen aus genitaler und extragenitaler Manifestation sind bekannt.

Die genitalen Veranderungen bestehen ebenfalls aus weil3lich-atrophischen Herden. Die
atrophische Sklerose kann zu Schrumpfungen und Stenosen fiihren. Bei Mannern tritt
sie haufig als eine erworbene Phimose erstmals klinisch in Erscheinung (Jasaitiene et
al., 2008). Im weiteren kann eine narbige Schrumpfung im Bereich von Praputium,
Frenulum, Glans und Urethral6ffnung zur Stenose mit chronischem Harnverhalt fuhren.
Bei Madchen und Frauen fuhrt der Lichen sclerosus et atrophicus nach jahrelangem
Verlauf zum Verstreichen der inneren Labien und zur Verengung des Introitus vaginae.
Im Gegensatz zum mannlichen Erscheinungsbild fihrt die Erkrankung hier haufiger zu
exzessivem Juckreiz.

Komplikationen neben den Folgen der atrophischen Veranderungen kénnen Rhagaden
und Hamorrhagien sein, die eine Neigung zu Superinfektionen haben. Bei Koinzidenz
mit Leukoplakien an Vulva oder Penis ist die Entstehung eines spinozellularen
Karzinoms mdglich (Braun-Falco et al., 2005; Freedberg et al., 2003; Fritsch, 2004).

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen charakteristische Hautbefunde des Lichen sclerosus et
atrophicus.

Abb. 1: Extragenitale Manifestationen des Lichen sclerosus et atrophicans (Altmeyer und Bacharach-
Buhles, 2009)
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Abb. 2: Genitale Manifestationen des Lichen sclerosus et atrophicans (Altmeyer und Bacharach-Buhles,
2009)

1.1.3 Epidemiologie

Beim Lichen sclerosus et atrophicus handelt es sich um eine chronisch-entziindliche
Dermatose mit unklarer, wahrscheinlich autoimmuner, Genese. Diese Erkrankung
kommt weltweit verbreitet und besonders bei der weil3en Bevdlkerung vor. Sie kann in
jedem Lebensalter bei beiden Geschlechtern auftreten. Sie findet sich haufiger beim
weiblichen Geschlecht mit einer Gynakotropie von 10:1 (Wakelin und Marren, 1997) und
hat zwei Erkrankungsgipfel, vorwiegend erkranken postmenopausale Frauen zwischen
der fiunften und sechsten Lebensdekade, seltener weibliche Kleinkinder und
prapubertare Madchen. Auch bei erwachsenen Mannern kann ein Lichen sclerosus et
atrophicus auftreten (Braun-Falco et al., 2005; Fritsch, 2004).

Die genaue Préavalenz ist weitgehend unbekannt, da es wenige epidemiologische
Studien zum Lichen sclerosus et atrophicus gibt. Eine altere Untersuchung aus den
siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts zeigt eine Inzidenz zwischen 1:300 bis
zu 1:1000 Patienten pro Jahr (Wallace, 1971). Eine weitere Studie Uber eine Kohorte
von uber 17.000 Frauen in Grof3britannien schétzt die Inzidenz der histologisch
nachgewiesenen Krankheit bei Patientinnen im Alter von 50-59 Jahren auf 13,7 pro
100.000 Einwohner pro Jahr (Vessey und Lawless, 1984). Eine neuere Studie konnte

zeigen, dass von 144 Patientinnen mit Beschwerden an der Vulva neun (7%) an einem
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Lichen sclerosus et atrophicus erkrankt waren (Fischer et al., 1995). Bei mannlichen
Patienten wird die Inzidenz des LSA auf 0,07 % geschétzt (Kizer et al., 2003).

1.1.4 Verlauf und Therapieoptionen

In der Mehrzahl der Falle kommt es zu einem langsamen, chronischen Verlauf der
Erkrankung. Manchmal tritt der Lichen sclerosus et atrophicus schubweise auf, wobei
zwischen den einzelnen Schiben jahrelange Ruheperioden liegen kénnen. Partielle und
vollstandige Rickbildungen wurden beschrieben, besonders bei der juvenilen Form. Die
Atrophie bildet sich meist nicht zurick.

Mogliche Therapieroptionen des LSA sind topische Anwendungen von Glukokortikoiden,
besonders um den Pruritus genitaler Veranderungen bei Frauen und Kindern zu lindern.
Der progrediente Verlauf wird jedoch nicht beeinflusst, eine kausale Therapie ist nicht
bekannt. Bei sekundarer Phimose des Mannes ist die Indikation flir eine Zirkumzision
gegeben, bei der Stenose der Urethralmindung ist die Meatotomie indiziert (Braun-
Falco et al., 2005; Freedberg et al., 2003; Fritsch, 2004).

1.1.5 Histologie

Histologische Veranderungen finden sich beim Lichen sclerosus et atrophicus sowohl in
der Epidermis als auch in der Dermis. Zunachst zeigt sich eine Verbreiterung, im Verlauf
eine Atrophie der Epidermis mit follikularen Hyperkeratosen. Bei friihen Hautldsionen
lasst sich eine Entzindung an der dermo-epidermalen Junktionszone und eine
vakuolare Umwandlung des epidermalen Basalzelllagers beobachten (Kerl et al., 2003).
Es findet sich eine ausgepréagte lymphozytare Infiltration in der oberen Dermis und der
Epidermis (Freedberg et al., 2003). In der Dermis zeigt sich ein papillares Odem mit
Abnahme der elastischen Fasern und einem sklerotischen, glasernen Erscheinungsbild.
Durch das Odem kann es teilweise zu einer subepidermalen Kontinuitatsstérung mit
Kapillararrosion und Blutaustritten kommen, die durch die Extravasion von Erythrozyten
zu hamorrhagischen Zonen fihren (Carli et al., 1991; Carlson et al., 1998; Kerl et al.,
2003).
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1.1.6 Atiologie

Beim Lichen sclerosus et atrophicus scheint eine multifaktorielle Genese vorzuliegen,

wobei die genaue Atiologie weitgehend ungeklart ist.

Es wird davon ausgegangen, dass eine autoimmune Komponente vorliegt, da der
Lichen sclerosus et atrophicus héaufig im Zusammenhang mit weiteren
Autoimmunerkrankungen auftritt. Mehr als 20% der Patienten mit LSA weisen zusatzlich
Erkrankungen wie Alopezia areata, Vitiligo, systemischer Lupus erythematodes, Lupus-
Pannikulitis, Hyperthyreose, primare biliare Zirrhose, perniziosse Anamie und Diabetes
mellitus auf (Harrington und Dunsmore, 1981; Kamarashev und Vassileva, 1997,
Meyrick et al., 1988). Daraus wird abgeleitet, dass eine Assoziation zu
Autoimmunerkrankungen besteht.

Eine Studie konnte zeigen, dass sich bei 49 % der Patienten mit LSA klonal expandierte
T-Zellen nachweisen lassen, welche als Antwort auf LSA-assozierte Antigene
angesehen werden kénnen (Lukowsky et al., 2000). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass bei den betroffenen Patienten organspezifische Antikérper erhoht sind,
wobei 40% Schilddrisenantikorper, Antikorper gegen Parietalzellen oder antinukleére
Antikorper aufwiesen (Carli et al., 1991; Meyrick et al., 1988). Auch diese Beobachtung
l&sst darauf schlief3en, dass es sich um ein Autoimmungeschehen handelt.

Es wurde eine geringfligige familiare Disposition beschrieben. Die Assoziation des
Lichen sclerosus et atrophicus mit verschiedenen HLA-Antigenen wie HLA-DQ7, HLA-
DQ8, HLA-DQ9 und HLA-DRB112 weist zudem auf einen genetischen Zusammenhang
hin (Gao et al., 2005; Marren et al., 1995).

Kontrovers wird der Zusammenhang mit einer Infektion durch Borrelia burgdorferi als ein
atiologischer Faktor diskutiert. In manchen zurtickliegenden Studien wurde eine positive
Korrelation zwischen der Serologie einer durchgemachten Borrelien-Infektion und dem
LSA festgestellt, neuere Studien haben gezeigt, dass dies fur Patientinnen in den U.S.A.
jedoch nicht zutrifft und somit ein eindeutiger Zusammenhang nicht nachweisbar ist (De
Vito et al., 1996; Fujiwara et al., 1997).
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Weitere Theorien iiber die Atiologie des Lichen sclerosus et atrophicus sind eine
gestorte Ausdifferenzierung der Keratinozyten wegen einer gestérten Hormon-Rezeptor-
Bindung oder einem Differenzierungsverlust der Basalzellen im Stratum basale der
Epidermis sowie eines Defekts des Androgen-Metabolismus bzw. eines Androgen-
Rezeptordefekts (Neill et al., 1990). In einigen Fallen wurden niedrige Werte fur
Dihydrotestosteron und Androstendion im Serum der Patienten beobachtet (Friedrich
und Kalra, 1984).

Bei der Lokalisation des Lichen sclerosus et atrophicus spielen vermutlich zudem
mechanische Faktoren eine Rolle, da die Pradilektionsstellen den Stellen héchster
mechanischer Belastung entsprechen, né&mlich bei Mannern dem Frenulum, der
Ansatzstelle des Praputiums am Sulcus coronarius und bei Frauen den Labia minora.

Auch ein Kébner-Phanomen durch isomorphe Reizeffekte liegt vor (Fritsch, 2004).

1.1.7 Pathogenese

Wie die Atiologie des Lichen sclerosus et atrophicus ist auch die Pathogenese
weitgehend ungeklart.

Neueste Studien konnten zeigen, dass Autoantikorper, welche das extrazellulare
Matrixpotein 1 erkennen, bei der Mehrzahl der Patienten vorhanden sind. Bei diesen
handelt es sich um IgG-Antikérper (Oyama et al., 2003 und 2004). Diese Entdeckung
stutzt die Hypothese, dass es sich beim Lichen sclerosus et atrophicus um eine

Autoimmunerkrankung handelt, erneut.

Typischerweise findet sich eine ausgepréagte lymphozytare Infiltration sowohl von CD4+
als auch CD8+ Lymphozyten in der Dermis und Epidermis. Es wurde dargestellt, dass
es sich bei den im Gewebe vorhandenen Lymphozyten um zytotoxische Lymphozyten
handelt. Zahlreiche zytotoxische Lymphozyten sind in der gesamten Dermis
nachweisbar, sie befinden sich jedoch besonders im Bereich der Degeneration der
basalen Keratinozyten und dem Verlust der elastischen Fasern (Gross et al., 2001,
Regauer et al., 2002).
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AulRerdem konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Lymphozyten vorwiegend um
CD3+ T-Zellen handelt und ungefahr die Halfte von ihnen CD8-positiv sind (Farell et al.,
1999).

Es wird angenommen, dass die beschriebenen Zellen zur Degeneration von
Zielstrukturen fuhren. Allerdings war bisher nicht bekannt, wie diese Effektorzellen
aktiviert und an den Ort der Entzindung rekrutiert werden. Hierbei kdnnten, wie bei

anderen Erkrankungen bekannt, Chemokine eine zentrale Rolle einnehmen.
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1.2 Chemokine und ihre Bedeutung fiir Entziindungen in der Haut

Zytokine und Chemokine nehmen eine zentrale Stellung bei der Regulation von
Entzindungen der Haut ein. Eine intakte spezifische Immunantwort setzt eine
funktionale Kommunikation der Immunzellen untereinander voraus, so dass diese
kontrolliert, gesteuert und aufeinander abgestimmt werden. Die Migration von
Leukozyten stellt eine essentielle Funktion des Immunsystems dar und ist ebenso
Ausléser und Bestandteil fehlgeleiteter Immunreaktionen, die zu Entziindungen in der
Haut fuhren konnen. Einen bedeutenden Beitrag zu dieser Zell/Zell-Kkommunikation
leisten sogenannte Zytokine. Chemokine wurden urspringlich den Zytokinen
zugeordnet, sind heute aber als eine separate Einheit anzusehen. Ihr Name setzt sich
aus den Begriffen ,Chemotaxis” und ,Zytokin“ zusammen (Olson und Ley, 2002).

1.2.1 Definition der Chemokine

Bei den Chemokinen handelt es sich um chemotaktische Proteine mit einem
Molekulargewicht von 8 bis 14 kDa bestehend aus 70-130 Aminosauren, sie sind damit
bedeutend kleiner als Zytokine. lhre Tertiarstruktur wird durch Disulfidbriicken
stabilisiert, die sich zwischen kondensierten Cysteinresten ausbilden (Baggiolini et al,
1994 und 1997). Es sind ungefahr 50 verschiedene Chemokine bekannt, welche durch

diese gemeinsame Struktur charakterisiert sind (Baggiolini, 2001).

Da sie multifunktional sind, wurde eine systematische Nomenklatur eingefihrt, bei der
die Chemokine anhand der Position der ersten vier konservierten Cysteine in vier
Gruppen eingeteilt werden. Man unterscheidet CXC-, CC-, C- und CX3C-Chemokine.
Die CXC-Chemokine sind charakterisiert durch eine Aminoséaure, welche sich zwischen
dem ersten und zweiten Cystein befindet. Bei der grof3ten Gruppe der CC-Chemokine
grenzen die ersten beiden Cysteine direkt aneinander. Die C-Chemokine zeichnen sich
durch ein Fehlen des ersten und dritten Cysteins aus. Bisher ist nur das Chemokin
Lymphotactin dieser Struktur bekannt. Die CX3C-Chemokine sind charakterisiert durch
drei Aminosauren zwischen den beiden Cysteinen und werden reprasentiert durch das
Fraktalkine. Innerhalb der Gruppen weisen die Chemokine eine hohe Homologie der

Aminosaurensequenz von 20-70% auf. Diese ist wahrscheinlich darauf zuriickzufihren,
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dass Chemokine einer Subfamilie auf einem Genort kodiert sind (Modi und Chen, 1998;
Naruse et al., 1996).

Eine Einteilung der Chemokine ist auch funktionell mdglich. Man unterscheidet
proinflammatorische Chemokine und homdostatische Chemokine. Die
proinflammatorischen Chemokine werden von verschiedenen Geweben des Korpers
und von Leukozyten sezerniert und fungieren als Mediatoren der Abwehrfunktion bei
Infektionen und Entziindungen. Die homdostatischen Chemokine werden permanent
gebildet und sind fir die Ausreifung, Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten
zustandig (Baggiolini 2001).

1.2.2 Funktion der Chemokine

Chemokine besitzen eine bedeutende Funktion bei der Homodostase des Immunsystems
und spielen eine zentrale Rolle bei inflammatorischen Ereignissen. Sie werden
konstitutiv in definierten Regionen des Korpers, zum Beispiel den Lymphknoten,
exprimiert. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der gerichteten Rekrutierung von
Immunzellen ins Gewebe. Aul3erdem sind sie an der Entwicklung, Reifung und
Aktivierung von Lymphozyten beteiligt. Im Fall eines Entziindungsgeschehens werden
sie von immigrierenden Lymphozyten und verschiedenen Gewebszellen, nach

Stimulation von Zytokinen oder Toxinen, sezerniert (Baggiolini 2001).

Die Wirkung der Chemokine wird Uber Rezeptoren vermittelt, welche Uber sieben
Transmembrandomanen verfigen und intrazellular an G-Proteine gekoppelt sind
(Sallusto et al., 1998a). Die Chemokinrezeptoren werden analog zu ihren Liganden als
C-, CC-, CXC- oder CX3C-Rezeptoren benannt. Obwohl mittlerweile knapp 50
Chemokine bekannt sind, ist die Anzahl der Rezeptoren mit 19 Subtypen weitaus
geringer. Die bisher identifizierten Chemokinrezeptoren sind unterschiedlich im Gewebe
und auf Zellen exprimiert. Die verschiedenen Leukozyten weisen unterschiedliche
Chemokinrezeptoren auf. Auf keinem der unterschiedlichen Leukozyten befindet sich die
gleiche Kombination von Rezeptoren, einige Rezeptoren werden gleichzeitig exprimiert

und stets durch andere Rezeptoren ergénzt. AuRerdem kénnen gleiche Chemokine an
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unterschiedlichen Rezeptoren binden, jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Affinitat
(Baggiolini, 1998 und 2001; Luster, 1998). Durch diese Komplexitdt wird die
Feinregulation des Immunsystems durch die Chemokine verstandlich. Fir die Interaktion
von Chemokin und Rezeptor vermutet man eine hohe Redundanz (Baggiolini, 2001;
Thelen, 2001).

Chemokine und ihre Rezeptoren sind an einer Vielzahl biologischer Aktivitaten beteiligt.
Ihre  hauptsachliche Funktion besteht in der Vermittlung der Extravasation
immunkompetenter Zellen und deren Migration anhand eines Chemokingradienten in
das betroffene Gewebe. Nach Stimulation des jeweiligen Chemokinrezeptors kommt es
zur Migration der Leukozyten, Anderung ihrer Form sowie Freisetzung ihrer Granula

bestehend aus zytotoxischen Proteinen, Proteasen und Histaminen (Baggiolini, 2001).

Liegt eine Entzindung vor, werden in dieser Region Chemokine besonders von
Thrombozyten und Endothelzellen sezerniert. Die Prasenz der Chemokine fihrt zum
einen zu einem selbstverstarkenden Regelkreis, so dass weitere Chemokine
ausgeschuttet werden, zum anderen zu einem Chemokingradienten, der zur Migration
der Leukozyten entlang der Endothelzellen zum Ort der Entziindung fuhrt (Springer,
1994). Durch die Chemokine werden auf den Leukozyten Integrine hochreguliert, welche
zu einer festen Bindung an das Endothel fihren und somit die Extravasation der selben
erleichtern (Vaddi und Newton, 1994). AuRerdem aktivieren Chemokine die Lyse der
Basalmembran durch Matrix-Metallproteinasen (Klier und Nelson, 1999). Durch die
beschriebenen Vorgénge wird die Transmigration der immunkompetenten Zellen durch
die chemotaktischen Zytokine ermoglicht.

In Abhangigkeit des jeweiligen Chemokins werden die entsprechenden Leukozyten
rekrutiert. Chemokine der CC-Gruppe rekrutieren bevorzugt Monozyten und
Lymphozyten, die der CXC-Gruppe neutrophile Granulozyten und T-Zellen (Rovin,
2000). Dies verdeutlicht, dass die Chemokine sowohl bei akuten Entziindungen, als

auch bei chronischen Erkrankungen eine zentrale Stellung einnehmen.
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Chemokine sind von besonderer Bedeutung bei chronischen pathologischen
Ereignissen. Sie spielen eine Rolle bei Allergien wie dem allergischen Asthma
bronchiale (Lamkhioued et al., 2000), Gefal3erkrankungen wie Arteriosklerose (Zernecke
und Weber, 2005), Tumoren (Bottazzi et al., 1992) und metabolischen Erkrankungen
(Charo und Ransohoff, 2006). AufRerdem nehmen sie eine zentrale Stellung bei
Autoimmunerkrankungen ein. Der Einfluss von Chemokinen konnte bei Multipler
Sklerose (Simpson et al.,, 2000) und rheumatoider Arthritis (Koenig et al., 2000)
nachgewiesen werden. In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass Chemokine
auch bei chronisch-entziindlichen Dermatosen beteiligt sind, wie beim diskoiden Lupus
erythematodes und Lichen planus (Wenzel et al., 2005a, 2005b und 2006). Diese
Erkrankungen &hneln in der Pathogenese und der Immunhistologie dem Lichen
sclerosus et atrophicus.

1.2.3 Die Rolle von Typ | Interferonen fiur Entziindungen in der Haut

Interferone sind Zytokine, die ubiquitar von allen Zellen des Korpers gebildet werden
kénnen und bei ihren Zielzellen durch Stimulation von Rezeptoren die Expression
zahlreicher Gene induzieren, welche die Immunabwehr unterstiitzen kénnen (Weber et
al., 2004). Sie dienen sowohl der nichtadaptiven Immunabwehr durch unmittelbaren
Angriff der Erreger, als auch der Steuerung der adaptiven Immunabwehr durch
Regulation von Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Apoptose (Basler und Garcia-
Sastre, 2002; Goodbourn et al., 2000). Man unterscheidet zwei Gruppen von
Interferonen, die grofRe Gruppe der Typ | Interferone, zu denen die a-, B-, -, k-, T-, -
Interferone gehdren, und das Typ Il Interferon, das y-Interferon. Plasmazytoide
dendritische Zellen besitzen die Potenz, eine grofRe Menge von Typ | Interferonen zu
bilden und auszuschutten (Cella et al., 1999; Fizgerald-Bocarlsy, 1993). Diese Typ |
Interferone induzieren die Expression einer groRen Anzahl von Proteinen mit
immunmodulierender Funktion (Goodbourn et al., 2000). Die Anwesenheit der
Interferone und der darauf folgenden Ausschittung weiterer Proteine ist besonders bei
viralen Prozessen von Bedeutung, wie die durch Typ | Interferone induzierten antiviralen

Mx-Proteine belegen (Weber et al., 2004). Jedoch spielen sie auch eine Rolle bei der
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Pathophysiologie entzindlicher Erkrankungen, insbesondere durch die Induktion

proinflammatorischer Chemokine.

1.2.4 Das Interferon-induzierbare Chemokin IP10 / CXCL10

Typ | Interferone stimulieren zudem die Expression der Chemokine MIG (,monokine
induced by IFN“ bzw. CXCL9), IP10 (,IFN induced protein 10 bzw. CXCL10) und I-TAC
(IFN-inducible T-cell alpha-chemoattractant® bzw. CXCL11), welche alle den selben
Rezeptor stimulieren.

IP-10 / CXCL10 gehért wie MIG und I-TAC zu den CXC-Chemokinen. IP10 / CXCL10
wurde erstmals aus Monozyten-ahnlichen Zellen geklont (Luster et al., 1985). Das
Chemokin kann von einer Vielzahl von Zellen, wie Fibroblasten, Endothelzellen,
Keratinozyten, Astrozyten und T-Zellen gebildet werden (Liu et al., 2005).

Induziert durch Typ | Interferone rekrutieren die Chemokine IP10, MIG und I-TAC bei
einer Entztindung CD8+ Zellen, NK Zellen und plasmazytoide dendritische Zellen (Cella
et al., 1999; Padovan et al., 2002).

1.2.5 Der Chemokinrezeptor CXCR3 ist der Chemokinrezeptor von IP10 / CXCL10

Der humane Chemokinrezeptor CXCR3 ist ein aus 368 Aminosauren bestehender G-
Protein gekoppelter Rezeptor. Die extrazellulare Domane besteht aus einem N-
Terminus und drei extrazellularen Schleifen, welche in der Lage sind die
entsprechenden Chemokine zu binden. Der Rezeptor besitzt eine Selektivitat fur die
agonistischen Liganden MIG, IP10 und I-TAC (Clark-Lewis et al., 2003). Die drei
naturlichen Liganden werden wahrend einer Entziindung durch IFN induziert und haben
eine chemotaktische Wirkung auf Lymphozyten. CXCR3 kommt beinahe ubiquitéar auf
Zellen in chronischen Entziindungen vor, jedoch in unterschiedlich starker Auspragung.
Bevorzugt findet sich eine Expression auf aktivierten T-Zellen, besonders auf Th1-T-
Lymphozyten (Loetscher et al., 1996; Qin et al., 1998). AufRerdem findet sich der
Rezeptor CXCR3 auf NK-Zellen und plasmazytoiden dendritischen Zellen (Cella et al.,
1999; Qin et al., 1998). Diese beschriebenen Zelltypen spielen bei der Pathophysiologie
des Lichen sclerosus et atrophicus eine Rolle.
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Des Weiteren wirken die Chemokine MIG, IP10 und I-TAC an dem Chemokinrezeptor
CCRa3 als Antagonisten. Die Liganden dieses Rezeptors wirken vor allem chemotaktisch
auf Th2-T-Lymphozyten und eosinophile Granulozyten. So sind die Chemokine MIG,
IP10 und I-TAC in der Lage, die Th1l-T-Zellantwort zu verstarken, wahrend die Th2-T-
Zellantwort gehemmt wird (Jinquan et al., 1999; Lamkhioued et al., 2003).
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1.3 Die Vergleichsgruppen

Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurden in dieser Studie verschiedene
Vergleichsgruppen von Hautproben verwendet. Patienten mit chronisch-diskoidem
Lupus erythematodes wurden als Referenz-Kontrolle ausgewahlt, da es sich hierbei um
eine pathogenetisch und histologisch verwandte Erkrankung handelt. Beim CDLE
handelt es sich um eine Typ-I-Interferon vermittelte Entziindung. Histologisch findet sich
beim CDLE ebenfalls eine Interface-Dermatitis (Crowson und Magro, 2001; Wenzel et
al., 2005a). Als Negativ-Kontrollen wurden Proben gesunder Haut, als auch Hautproben
von Patienten mit atopischer Dermatitis verwendet, da es sich hierbei um eine Th2-T-

Zell-verursachte Erkrankung im Sinne eines Ekzems handelt (Schuerwegh et al., 1999) .

1.3.1 Der chronisch-diskoide Lupus erythematodes

Beim Lupus erythematodes handelt es sich um eine komplexe Autoimmunerkrankung
mit einem breiten Spektrum an klinischen Manifestationen. Man unterscheidet eine
systemische (SLE) von einer kutanen Form (CLE), wobei es bei 10-40 % aller Patienten
zur Auspragung sowohl der systemischen, als auch der kutanen Manifestationen
kommt. Der chronisch-diskoide Lupus erythematodes (CDLE) stellt die haufigste Form
des CLE dar. Klinisch tritt der CDLE durch narbige erythematdse Maculae und Plagues
in Erscheinung, die lokalisiert im Kopf- und Gesichtsbereich oder disseminiert am
gesamten Korper auftreten kdnnen (Crowson und Magro, 2001).

Wie beim Lichen sclerosus et atrophicus ist das histologische Bild des CDLE durch eine
Dermatitis an der Grenzschicht mit einer Degeneration der Basalzellschicht und einem
ausgepragten lymphozytaren Infiltrat charakterisiert (Crowson und Magro, 2001).

Auch in der Pathogenese &hneln sich die Erkrankungen. Beim CDLE handelt es sich um
eine T-Zell-gesteuerte Erkrankung mit der Anwesenheit einer hohen Anzahl von
zytotoxischen Lymphozyten (Wenzel et al.,, 2005c). In aktuellen Arbeiten konnte
nachgewiesen werden, dass beim CDLE Typ | Interferone zu einer Rekrutierung von
Th1-T-Lymphozyten tber das Chemokin IP10 / CXCL10 und den Chemokinrezeptor
CXCR3 kommt (Wenzel et al., 2005a und 2005b). Durch diese Voruntersuchung ist es
moglich, Proben aus Lasionen von CDLE-Patienten als Referenzkontrolle dieser Studie

ZU verwenden.
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1.3.2 Die atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis (Synonym: Neurodermitis) ist eine besonders im Kindesalter
erstmalig auftretende Erkrankung. Typisch ist ein schubweiser Verlauf, wobei die
Exazerbationen mit einer Hyperaktivitdt gegen verschiedene endogene und exogene
Einflisse einhergehen. Klinisch tritt die Erkrankung durch Juckreiz, Ekzeme und den
chronischen Charakter einer Dermatitis in Erscheinung (Leung und Bieber, 2003).
Histologisch findet sich eine Auflockerung der Epidermis zusammen mit einer Infiltration
von T-Zellen, Monozyten und Makrophagen. In der akuten Phase zeigt sich eine
Anwesenheit von Mastzellen in unterschiedlichen Degranulationsstadien.
Pathogenetisch spielt ein Ungleichgewicht im T-Zell-System eine Rolle. Th2-Zellen
dominieren tUber Thl-Lymphozyten und induzieren Uber Interleukin 4 und 13 eine IgE-
Bildung durch B-Zellen (Schuerwegh et al., 1999). Es kommt zur Aktivierung und
Migration von Eosinophilen durch die Erhdhung des IgE-Spiegels. Durch die
Anwesenheit der Antikorper kommt es zur Degranulation von Mastzellen und
Ausschittung von Entzindungsmediatoren, welche zu den charakteristischen
allergiedhnlichen Symptomen fiihren. Bei der atopischen Dermatitis handelt es sich um
ein Ekzem, einhergehend mit dem typischen histologischen Befund.

Da es sich bei der atopischen Dermatitis auch um eine entziindliche Dermatose handelt,
welche sich jedoch in der Atiologie und der Pathogenese deutlich vom Lichen sclerosus
et atrophicus unterscheidet, vor allem da es sich um eine Th2-T-Zell-getriggerte
Erkrankung handelt, dienen Proben als Vergleichsparameter dieser Studie.
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1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Interaktion des Chemokins IP10 /
CXCL10 mit seinem Rezeptor CXCR3 bei der Rekrutierung der zytotoxischen
Lymphozyten beim Lichen sclerosus et atrophicus untersucht werden. Beim Lichen
sclerosus et atrophicus handelt es sich um eine chronisch-entziindliche Dermatose
unklarer Atiologie. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass es sich beim LSA um
eine Autoimmunerkrankung handelt. Besonders die Beobachtung von Autoantikdrpern,
welche das extrazellulare Matrixprotein 1 angreifen, bestétigt diese Hypothese (Oyama
et al, 2003). In neuesten Studien wurde gezeigt, dass Typ | Interferone die Rekrutierung
zytotoxischer T-Zellen in die Haut Uber das Chemokin IP10 /CXCL10 und seinen
Rezeptor CXCR3 fordern und bei der Pathogenese verschiedener zell-vermittelter
autoimmuner Funktionsstérungen der Haut beteiligt sind. Zu diesen Erkrankungen
zéhlen der diskoide Lupus erythematodes und der Lichen planus (Wenzel et al., 2005a,
2005b und 2006). Der Lichen sclerosus et atrophicus besitzt einige Gemeinsamkeiten
mit den genannten Funktionsstérungen der Haut, wie das lymphozytare Infiltrat und die
Interface-Dermatitis. Daher werden ahnliche Mechanismen zur Rekrutierung der
Lymphozyten in die Haut beim Lichen sclerosus et atrophicus vermutet. In dieser Arbeit
sollen sowohl die T-Lymphozyten nachgewiesen und ihre Lage und ihr Infiltrat
charakterisiert werden, als auch zytotoxische Lymphozyten mittels der zytotoxischen
Marker Tial und GrB gezeigt werden. Im Anschluss werden die Biopsien auf die
Anwesenheit von Typ | Interferonen untersucht. Abschliel3end soll dargestellt werden,
ob der Chemokinrezeptor CXCR3 und sein Ligand IP10 / CXCL10 bei den Proben
nachweisbar sind und welche Rolle sie bei der Rekrutierung der Lymphozyten in die
Lasionen der Haut beim LSA spielen. Ein moglicher selbst-rekrutierender Prozess der
Lymphozyten soll herausgearbeitet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Patientenkollektiv

Die untersuchten Biopsien stammten aus dem Routineuntersuchungsmaterial des
Archivs der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie des Universitatsklinikums Bonn. Die
Proben stammten jeweils von nicht vorbehandelten Hautldsionen und wurden fir
diagnostische Zwecke entnommen. Sie wurden zuvor bezuglich ihrer histologischen
Klassifikation eindeutig bestimmt. Das Archiv des Materials wurde im Rahmen laufender
Untersuchungen zu entzundlichen Hauterkrankungen angelegt, die Ethikkommission
der Universitat Bonn hatte vor Beginn der Studie zugestimmt (Ethik-Votum 090/04).

Die Proben wurden bereits in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden elf
Gewebebiopsien aus Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus, funf von Patienten
mit diskoidem Lupus erythematodes und flinf von Patienten mit atopischer Dermatitis in
die Arbeit eingeschlossen. Weiterhin wurden Proben gesunder Haut verwendet. Die
Hautproben ohne pathologische Verdnderungen stammten von Nachexzidaten, die im
Rahmen von Sicherheits-Nachexzisionen bei Patienten mit malignem Melanom
entnommen wurden. Die Gewebebiopsien aus den Lasionen des Lichen sclerosus et
atrophicus stammten von sechs M&nnern und fiinf Frauen verschiedener Altersgruppen
und beinhalteten sowohl genitale als auch extragenitale Manifestationen. Tabelle 1 zeigt
die Patientendaten einschlief3lich der Lokalisation der L&asionen.

PATIENTENNR. | GESCHLECHT |ALTER IN JAHREN |LOKALISATION / BIOPSIE
01 M 55 Glans Penis

02 F 62 Vulva

03 M 77 Glans Penis

04 M 55 Glans Penis

05 F 76 perianal

06 M 38 Préputium

07 M 29 Préputium

08 F 69 Ricken

09 F 12 Labia majora rechts
10 M 66 Glans Penis

11 F 58 Ricken

Tab. 1: Geschlecht und Alter der Patienten sowie Lokalisation der Gewebelésionen der verwendeten
Biopsien.
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2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete AntikOrper

Zur Bestimmung des inflammatorischen Infiltrats der vorliegenden Gewebebiopsien
wurden monoklonale Antikoérper spezifisch fur CD3, CD4, CD8, CD20 und CD68
verwendet. Die zytotoxische Kapazitat der vorliegenden Lymphozyten wurde durch die
Verwendung der monoklonalen Antikérper Tia-1 und Granzyme B dargestellt. Anti-
CD123 monoklonale Antikdérper wurden zum Nachweis von plasmazytoiden
dendritischen Zellen verwendet. MxA, IP10 /CXCL10 und CXCR3 wurden zudem als
Tabelle 2 die

immunhistochemischen Antikdrper mit Angabe der entsprechenden Klone, Hersteller

monoklonale  Antikdrper  verwendet. zeigt verwendeten

sowie der verwendeten Verdinnung.

ANTIKORPER |KLON HERSTELLER VERDUNNUNG
CD3 PS1 Beckmann Co vorverdunnt
CD4 IF6 Novocastra, Newcastle, UK 1:20

CD8 144B DAKO Cytomation, Hamburg 1:10

CD20 L26 DAKO Cytomation, Hamburg 1:100
CD68 PGM1 DAKO Cytomation, Hamburg 1:100
CD123 7G3 PharMingen, San Diego, USA 1:150

Tial 26gA10F5 |Immunotech, Marseille, Frankreich |1:50
Granzyme B GrB7 DAKO Cytomation, Hamburg 1:25

MxA M143 Prof. Haller, Universitat Heidelberg |1:100
CXCR3 1C6 PharMingen, San Diego, USA 1:100
IP10/ CXCL10 |33036.211 |R&D Systems, Minneapolis, USA 1:25

Tab. 2: Verwendete Antikdrper mit zugehoérigem Klon, Hersteller und etablierter Verdiinnung
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Um ein aussagekréaftiges Ergebnis der Farbungen zu erreichen, war bei den
Antikorpern, welche nicht der Routinediagnostik des histologischen Labors dienen,
zunéchst eine Etablierung der jeweiligen Verdinnungen notwendig. Eine optimale
Verdinnung eines Priméarantikorpers ist erreicht, wenn der Antikdrper spezifisch im
Gewebe und ohne Hintergrundfarbung nachweisbar ist. Es wurden Verdinnungsreihen
angefertigt, die Primarantikérper wurden dazu, genau wie bei der endgultigen
Konzentration, mit dem gebrauchsfertigen Dako REAL™ Antibody Diluent (Dako

Cytomation, Hamburg) verdunnt.

2.2.2 Anfertigung der histologischen Schnitte

Aus dem Archiv der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie der Universitdt Bonn wurden
die Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeblécke zur Verfiigung
gestellt. Es erfolgte die Anfertigung von 4 um dicken histologischen Schnitten mit dem
Mikrotom (Leica RM 2255). Die Gewebeschnitte wurden in einem Wasserbad auf
beschichtete Objekttragern (Marienfeld GmbH & Co KG) aufgetragen und vor der
weiteren Behandlung tber Nacht im Hitzeschrank bei einer Temperatur von 37° C
getrocknet.

2.2.3 Entparaffinierunqg der histologischen Schnitte

Das Entparaffinieren dient der Freilegung der Epitope fur die weitergehende
immunhistochemische Farbung, da Paraffinreste eine unspezifische Hintergrundfarbung
hervorrufen. Hierzu wurden die Schnitte zweimal zwei Minuten in Xylol (Firma Merck)
inkubiert, um das Paraffin vollstandig aus dem Gewebe herauszulésen. Im Anschluss
wurde das Gewebe durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert (jeweils zweimal
zwei Minuten in Alkohol 100%, -96%, -80%, -70%) und daraufhin in Aqua dest.

uberfihrt.

2.2.4. Vorbehandlungen

Es wurden ausschlie3lich Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Praparate
verwendet. Zur dauerhaften Erhaltung der Gewebsstrukturen ist diese Fixierung mit
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Formalin notwendig. Jedoch kann sie auch zur Maskierung von Gewebsantigenen und
zu dem Verlust von Angriffspunkten der Antikorper fiihren und daher fur falsch-negative
Ergebnisse verantwortlich sein. Fiur die Maskierung der Antigene sind
Aldehydvernetzungen und eine sterische Konformationsénderung der dreidimensionalen
Struktur der Antigene verantwortlich. Fir den korrekten Nachweis zahlreicher Antigene
ist daher eine Vorbehandlung Voraussetzung, um durch die Demaskierung die
spezifische Antigenmarkierung zu verstarken und eine unspezifische Farbung zu
vermeiden.

Es wurden drei verschiedene Verfahren fir die Vorbehandlung verwendet.

Zum einen wurde die enzymatische Vorbehandlung angewendet, welche aus einer
zehnmindtigen Inkubation der Gewebeschnitte mit Proteinase K (1 Tropfen Dako
ChemMate™ Proteinase K 40x, 1,6ml Dako ChemMate™ Proteinase K Diluent) besteht.
Zum anderen verwendete man die Hitzevorbehandlung zur Antigendemaskierung.
Hierzu wurden die Gewebeschnitte fir zehn Minuten in einem Dampfgarer bei ca. 90° C
inkubiert. Die Schnitte befanden sich hierbei entweder in einem Puffer bei pH6 (Dako
Cytomation Target Retrieval Solution pH6) oder pH9 (Dako Cytomation Target Retrieval
Solution pH9). Vor der Inkubation wurden die verwendeten Puffer 20 Minuten im
Dampfgarer vorgeheizt. Nach der Hitzebehandlung mussten die Gewebeschnitte dreil3ig
Minuten im jeweiligen Puffer abkuhlen.

Nach der Vorbehandlung wurden die Schnitte bei allen drei beschriebenen Methoden
zweimal fur funf Minuten in Puffer gewaschen.

Die Art des angewendeten Demaskierungsverfahrens ist abhéngig vom jeweiligen
Antigen und damit vom verwendeten Antikorper. Tabelle 3 zeigt die Vorbehandlungen

der verwendeten Primarantikorper.
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ANTIKORPER VORBEHANDLUNG
CD3 pH9 und Hitze

CD4 pH9 und Hitze

CD8 pH6 und Hitze
CD20 pH6 und Hitze
CD68 pH6 und Hitze
CD123 pH9 und Hitze

Tial pH6 und Hitze
Granzyme B pH9 und Hitze

MxA keine Vorbehandlung
CXCR3 Proteinase K

IP10 / CXCL10 pH6 und Hitze

Tab. 3: Vorbehandlungen der verwendeten Antikdrper

Vorbehandlungen: pH6 (Dako Cytomation Target Retrieval Solution pH6), pH9 (Dako Cytomation Target
Retrieval Solution pH9), Hitze: Inkubation 20 Minuten im Dampfgarer bei ca. 90° C

2.2.5 Standardfarbungen

Fur diagnostische Zwecke wurden zunachst Hamatoxylin-Eosin- (HE-), Elastica- und
Periodic-acid-Schiff-Reaction- (PAS-) Farbungen angefertigt. Diese wurden
standardisiert im Dako Autostainer durchgefihrt.

2.2.6 Immunhistochemische Farbetechnik

Bei immunhistochemischen Farbungen werden die direkte und die indirekte Methode
unterschieden. Die direkte Methode basiert auf einem Antikorper, der direkt mit einem
Markerenzym, z. B. alkalischer Phosphatase, konjugiert ist. Die indirekte Methode ist
charakterisiert durch einen ebenfalls spezifischen, jedoch unkonjugierten
Priméarantikorper, welcher an das Gewebsantigen bindet. Ein mit einem Markerenzym
gekoppelter Sekundarantikdrper, welcher spezifisch gegen die Tierspezies des
Priméarantikorpers gerichtet ist, bindet an ihn. Durch die Enzym-Substrat-Reaktion erhalt
man ein farbiges Endprodukt. Diese indirekte Farbemethode besitzt eine weitaus hdhere
Sensitivitat gegenuber der direkten.
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Das vorliegende Material wurde nach der Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-
Methode) angefarbt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der hohen Affinitat des
Streptavidins zu dem wasserl6slichen Vitamin Biotin. Bei Streptavidin handelt es sich
um ein auf gentechnischem Weg hergestelltes Glykoprotein, welches aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii isoliert wird. Es handelt sich um ein Tetramer mit vier
identischen Bindungsstellen fir das Biotin.

Zunachst erfolgt die Bindung eines unkonjugierten Primarantikérpers an das zu
bestimmende Gewebsantigen. An diesen Priméarantikorper wird eine Inkubation mit dem
biotinylierten Sekundarantikrper vorgenommen. Im dritten Schritt bindet an den
Sekundéarantikorper ein enzymmarkierter Streptavidinkomplex. Dieser Komplex ist so
ausgerichtet, dass an drei von vier moglichen Bindungsstellen des Avidins ein
Biotinmolekul bindet. Als Enzyme werden Peroxidase oder alkalische Phosphatase,
welche fur die Farbreaktion bei der Umwandlung eines Substrates verantwortlich sind,
verwendet. Die Farbreaktion fihrt zu einem kontrastreichen roten Produkt am Ort des
Zielantigens. Die alkalische Phosphatase besitzt im Gegensatz zur Peroxidase eine
hohere Sensitivitdt aufgrund einer hoheren Substrat-Umsatzrate. Jedoch kann sich
alkalische Phosphatase auch endogen im vorliegenden Praparat befinden, sodass sie
daher vor der Farbung geblockt werden sollte.

2.2.7 Anfertigung der immunhistochemischen Farbungen

Vorbereitend zur Farbung wurden die histologischen Schnitte wie zuvor beschrieben
angefertigt, entparaffiniert und entsprechend der zu untersuchenden Marker
vorbehandelt.

Um die endogene alkalische Phosphatase zu blockieren, wurden die Schnitte vor der
Farbung zehn Minuten mit dem Dako Endogenous Enzyme Block inkubiert und nach
einer zehnmindtigen Pufferung mit Tris-Puffer (ein Packchen Dako Cytomation TBS, 0,5
ml Dako Cytomation Tween 20) mit Aqua dest. vorsichtig abgespult und gewaschen.
Fir die Farbung wurde das LSAB®2 System-AP (Dako Cytomation, Hamburg)
verwendet. Die Farbungen erfolgten im Dako Autostainer.

Zunachst wurden die Objekttrager mit den histologischen Schnitten fur eine Stunde mit

100 ul der entsprechend charakterisierten und verdiinnten Primarantikorper inkubiert.
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Nach zweimaligem Waschen mit Tris-Puffer folgte 15 Minuten Inkubation mit dem
Biotinylated Link. Danach wurden die histologischen Schnitte erneut zweifach mit Tris-
Puffer gewaschen und anschliel3end mit dem Streptavidin-AP inkubiert. Zwischenzeitlich
wurde die Substrat-Chromogen-Losung (Dako Cytomation Fuchsin + Substrate-
Chromogen Sytem) angesetzt. Hierzu wurden 120 ul Fuchsin Chromogen mit 120 pl
Aktivierungsreagenz in einem Rohrchen fur eine Minute gemischt und anschliel3end mit
Fuchsin Substrate Puffer auf 2ml aufgefullt. Noch einmal wurden die Schnitte mit dem
Tris-Puffer zweifach gewaschen und daraufhin zweimal acht Minuten mit der Substrat-
Chromogen-L6sung inkubiert.

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte in Aqua dest. zwischengelagert. Es folgte die
manuelle Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer um eine Kernfarbung zu
erreichen. Die Schnitte wurden in Leitungswasser fur funf bis zehn Minuten gespdilt und
zum Abschluss zur dauerhaften Konservierung aus dem Wasser heraus mit Merck

Kaisers Glyceringelatine und je einem Deckglas versehen.

2.2.8 Immunhistochemische Doppelfarbungen

Zum Nachweis der Expression zweier spezifischer Antikorper eines Gewebeschnittes
wurden sequentiell Doppelfarbungen erstellt. Hierzu wurde ergénzend zu der LSAB-
Methode zuvor eine Farbung nach dem EnVision System angefertigt.

Dieses System entspricht einer Immunperoxidase-Farbung in zwei Schritten und ist sehr
sensitiv. Nach der Inkubation des Pimarantikorpers folgt die Reaktion mit dem
Sekundéarantikorper. Dieser ist mit einem Dextrankomplex konjugiert, der mit zahlreichen
Peroxidase-(HRP) Molekilen gekoppelt ist. Es folgt die Inkubation mit einem
Substratsystem, welches aus einer Diaminobenzidinlésung (DAB) und einem
wasserstoffperoxidhaltigen Puffer besteht und zu einem farblichen Nachweis fuhrt. Das
Substratsystem fuhrt zu einem kontrastreichen braunen Endprodukt.

Im Anschluss an die Farbung nach dem EnVision System folgte die in 2.2.6.

beschriebene Anfertigung nach der LSAB-Methode.
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2.2.9 Anfertigung der immunhistochemischen Doppelfdrbungen

Entsprechend der Beschreibung wurden die histologischen Schnitte zunachst
angefertigt, entparaffiniert und je nach verwendetem Antikorper spezifisch vorbehandelt.
Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte durch zehnminitige Inkubation mit
dem Dako Endogenous Enzyme Block. Es folgte die Spulung der Gewebeschnitte mit
Tris-Puffer (ein Packchen Dako Cytomation TBS, 0,5 ml Dako Cytomation Tween 20) fur
zehn Minuten und die Zwischenlagerung in Aqua dest..

Zur Farbung wurde das Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse verwendet. Die zu farbenden Schnitte wurden eine Stunde mit dem
jeweiligen Primarantikérper bedeckt. Es folgte die zweimalige Waschung mit Tris-Puffer.
AnschlieBend wurden sie fir 20 Minuten mit der gebrauchsfertigen EnVision-Lésung
inkubiert und danach erneut zweifach gewaschen. Daraufhin wurden die
Gewebeschnitte zweimal finf Minuten mit der DAB-haltigen Substrat-Arbeitsldsung
bedeckt, welche zuvor durch das Mischen von 20 ul Dako REAL™ DAB+ Chromogen
und 1 ml Dako REAL™ Substrate Buffer angesetzt wurde. Nach erneuter Waschung in
Tris-Puffer erfolgte die in 2.2.7 beschriebene Doppelfarbung mit dem Dako LSAB®2
System-AP, Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer und Eindeckelung. Somit farbte
sich der erste mit dem EnVision System gefarbte Antikdrper braun, der zweite nach der
LSAB-Methode gefarbte rot und die Kerne durch die Gegenfarbung blau.

2.3 Auswertung

Alle immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von mindestens zwei
unabhangigen Beobachtern beurteilt. Zur Auswertung und Auszéhlung wurde das
Mikroskop Olympus BH-2 verwendet. Die Zellen wurden durch drei high power fields bei
zweihundertfacher Vergré3erung gezahlt und der Durchschnittswert ermittelt.

2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte durch das Programm SPSS Version 15.0 fir das
Windows Betriebssystem. Es wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test

verwendet, um die Expression der jeweiligen Antigene in den untersuchten
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Krankheitsbildern und den gesunden Kontrollen zu vergleichen. Vergleichende Analysen
wurden mittels Spearman’s rho angefertigt. Wahrscheinlichkeitswerte unter 0,05 wurden
als signifikant (*) angesehen, Wahrscheinlichkeitswerte unter 0,01 als hoch signifikant

(**) .
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Leukozyten im entzindlichen Infiltrat des Lichen sclerosus et
atrophicus

Das entzundliche Infiltrat in den vorliegenden Geweben wurde charakterisiert durch die
verwendeten Antikorper gegen CD3, CD4, CD8, CD20 und CD68. Die Zellen wurden

wie beschrieben ausgezahlt und die Signifikanzen bestimmt.

Antikérper gegen CD3 sind auf allen reifen T-Zellen exprimiert, da die Expression der T-
Zell-Rezeptoren von diesem Zelloberflachenprotein abhéngig ist. CD4 ist ein Marker fur
T-Helfer-Zellen, CD8 findet man auf zytotoxischen T-Zellen.

Antikbrper gegen CD20 zeigen spezifisch B-Zellen an, CD68-positive Zellen sind
Makrophagen.

Die Biopsien des Lichen sclerosus et atrophicus zeigten eine klare Mehrheit der CD3-
positiven  T-Zellen innerhalb des entzindlichen Infiltrats. Durch weitere
Charakterisierung der T-Zellen mittels der Antikorper gegen CD4 und CD8 zeigte sich,
dass die Anzahl der T-Helfer-Zellen und zytotoxischen T-Zellen nahezu gleich war. Die
T-Zellen wurden begleitet durch zahlreiche CD68+ Makrophagen. In den untersuchten
Biopsien fand sich nur eine geringe Menge von B-Zellen.

Die Verteilung der Zelltypen im LSA war vergleichbar mit der des chronisch-diskoiden
Lupus erythematodes, jedoch war die Anzahl der Zellen im entzindlichen Infiltrat zwei-
bis dreifach geringer. Die Proben der gesunden Haut zeigten wie zu erwarten kaum
entzindliches Infiltrat. Die Biopsien aus der Vergleichsgruppe der atopischen Dermatitis
wiesen ahnlich denen des LSA eine hohe entziindliche Infiltration auf, jedoch mit einer
deutlichen Dominanz der Makrophagen.

Diese Expression der untersuchten Marker im Vergleich und die Signifikanzen der
untersuchten Biopsien im Vergleich zu denen des Lichen sclerosus et atrophicus
veranschaulicht das Diagramm in Abbildung 3.
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Abb. 3: Expression der Marker CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 in der gesunden Haut (HC), dem Lichen
sclerosus et atrophicus (LSA), dem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) und der
atopischen Dermatitis (AD).

Die untersuchten Biopsien wurden mit denen des Lichen sclerosus et atrophicus verglichen und
die Signifikanzen bestimmt (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

T-Zellen dominierten deutlich in den inflammatorischen Bereichen des LSA. In der
Abbildung 4 sieht man die typische Dominanz und Verteilung der CD3-positiven T-Zellen
in den entzindlichen Arealen des Lichen sclerosus et atrophicus.

Abb. 4: Reprasentativer Befund CD3-positiver Zellen in den Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus
in 200-facher (a) und 400-facher (b) Vergréf3erung.
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In der Abbildung 5 sieht man ein reprasentatives Bild von CD8+ zytotoxischen T-Zellen
der drei untersuchten Krankheitsbilder und der gesunden Haut. Beim Lichen sclerosus
et atrophicus zeigt sich wie beim CDLE eine hohe Anzahl CD8-positiver Zellen und die

Lage der zytotoxischen Zellen innerhalb der junktionalen inflammatorischen Zone.

Abb. 5: Anwesenheit der CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen in Biopsien der gesunden Haut (a), des
Lichen sclerosus et atrophicus (b), des chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (c) und der
atopischen Dermatitis (d) in 200-facher Vergrol3erung.

3.2 Anzahl der zytotoxischen Lymphozyten in den Lasionen des Lichen sclerosus et
atrophicus

Einige zurlckliegende Studien haben gezeigt, dass autoreaktive zytotoxische

Lymphozyten bei der Pathogenese des Lichen sclerosus et atrophicus eine Rolle
spielen. Die Anwesenheit von vielen CD8-positiven T-Lymphozyten bestatigten die
Voruntersuchungen. Die zytotoxische Kapazitat der infiltrierenden Zellen wurde durch
die Anfarbung der Gewebeschnitte mit den zytotoxischen Markern Tia-1 und Granzyme

B (GrB) nachgewiesen.
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Es zeigte sich eine mittlere bis starke Expression der beiden Marker in den Lasionen
des LSA. Die hochste Anzahl der zytoxischen Marker préasentierte sich in den friihen
Lasionen, die charakterisiert sind durch eine dichte Inflammation durch zytotoxische
Zellen begleitet von einem Verlust der elastischen Fasern, jedoch mit geringerer
Sklerose.

Insgesamt war die Anzahl der Tia-1-positiven Zellen etwa doppelt so hoch wie die der
GrB-positiven Zellen.

Erneut ist ein Vergleich der Zellzahlen des Lichen sclerosus et atrophicus zu denen des
CDLE maoglich, wobei die Expression der Marker beim CDLE starker ausgepragt war. In
der Negativkontrolle der gesunden Haut befanden sich keine Tia-1+ oder GrB+ Zellen,
in den Proben der atopischen Dermatitis fanden sich nur geringfuigige Mengen.

In Abbildung 6 sieht man die Expression der Marker Tia-1 und GrB in den untersuchten

Hautbiopsien im Vergleich.
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Abb. 6: Expression der Marker GrB und Tia-1 in der gesunden Haut (HC), dem Lichen sclerosus et
atrophicus (LSA), dem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) und der atopischen
Dermatitis (AD).

Die untersuchten Biopsien wurden mit denen des Lichen sclerosus et atrophicus verglichen und
die Signifikanzen bestimmt (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).
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Abbildung 7 zeigt den typischen Befund der Tia-1-Expression in den frihen Lasionen
des Lichen sclerosus et atrophicus.

Abb. 7: Expression des zytotoxischen Markers Tia-1 in den L&sionen des Lichen sclerosus et atrophicus
in 200-facher (a) und 1000-facher (b) Vergré3erung.

3.3 Expression von MxA als Nachweis einer Typ-1-Interferon Produktion beim Lichen

sclerosus et atrophicus

Um die Beteiligung von Typ | Interferonen bei der Rekrutierung der Zellen in die
Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus nachzuweisen, wurden monoklonale
Antikbrper gegen MxA verwendet. MxA ist ein antivirales Protein, welches spezifisch
durch Typ I Interferone induziert wird. Andere Zytokine, wie das Interferon v, sind nur
schwache Induktoren. Daher ist es ein idealer Marker, um die Anwesenheit von Typ |
Interferonen in Geweben nachzuweisen (Haller und Kochs, 2002).

In den Lasionen des LSA wurde eine MxA-Expression in allen untersuchten Proben
aufgedeckt. Die Expression von MxA war deutlich héher als in den Proben der
gesunden Haut, sowie den Biopsien der atopischen Dermatitis. Jedoch war sie nicht so
ausgepragt wie in den Proben des CDLE.

Die Abbildung 8 zeigt vergleichend die Anwesenheit von MxA in den untersuchten
Hautbiopsien.
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Abb. 8: Expression des Markers MxA in der Epidermis und im Infiltrat in der gesunden Haut (HC), dem
Lichen sclerosus et atrophicus (LSA), dem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) und
der atopischen Dermatitis (AD).

Die MxA-Expression ist angegeben in 0 = keine, 1 = schwache, 2 = mittlere, 3 = starke. Die
untersuchten Biopsien wurden mit denen des Lichen sclerosus et atrophicus verglichen und die
Signifikanzen bestimmt (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

Abbildung 9 zeigt die Anwesenheit von MxA in den untersuchten Hautbiopsien anhand
charakteristischer Ausschnitte im Vergleich. Auch hier spiegelt sich die deutliche
Anwesenheit von Typ | Interferonen im Gewebe des Lichen sclerosus et atrophicus

wieder.
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Abb. 9: Expression des Markers MxA in den Biopsien der gesunden Haut (a), des Lichen sclerosus et
atrophicus (b), des chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (c) und der atopischen Dermatitis
(d) in 200-facher Vergrol3erung.

Interessanterweise korrelierte die Hohe der MxA-Expression mit der Anzahl der CD3-

positiven T-Lymphozyten, wie Abbildung 10 zeigt. Die Korrelation ist auf dem Niveau p <
0,01 hoch signifikant.
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Abb. 10: Korrelation der MxA-Expression und der CD3-positiven T-Zellen in den Biopsien des Lichen
sclerosus et atrophicus.
MxA-Expression angegeben in 0 = keine, 1 = schwache, 2 = mittlere, 3 = starke.

Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) sind als die Hauptquelle der Typ | Interferone
bei entziindlichen Lasionen der Haut bekannt. Daher wurden im Anschluss an die MxA-
Farbung die histologischen Schnitte zusatzlich auf die Anwesenheit von pDCs
untersucht. Wie zu erwarten war es mdoglich, zahlreiche CD123+ Zellen mit einer
plasmazytoiden Morphologie in den betroffenen Hautarealen des LSA zu identifizieren.
Die plasmazytoiden dendritischen Zellen befanden sich zum einen in der junktionalen
Zone, zum anderen in der Dermis und Epidermis.

Abbildung 11 zeigt einen typischen Befund von CD123-positiven Zellen in den Lasionen
des LSA.
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Abb. 11: Nachweis von 123-positiven plasmazytoiden dendritischen Zellen in den Lasionen des Lichen
slerosus et atrophicus in 400-facher und 1000-facher Vergrof3erung.
Die Pfeile zeigen die positiv markierten Zellen mit plasmazytoider Morphologie.

3.4 Nachweis der infiltrierenden Lymphozyten, welche beim Lichen sclerosus et

atrophicus den Chemokinrezeptor CXCR3 exponieren

Frihere Studien haben gezeigt, dass der Chemokinrezeptor CXCR3 eine entscheidende
Funktion bei der Rekrutierung der Lymphozyten bei entziindlichen Hauterkrankungen
einnimmt. Dies ist besonders der Fall bei Typ | Interferon gesteuerten inflammatorischen
Ereignissen (Flier et al., 2001). Gezeigt wurde dieses zuletzt beim chronisch-diskoiden
Lupus erythematodes (Meller et al., 2005; Wenzel et al., 2005a). Daher wurde vermutet,
dass dieser Mechanismus zur Migration der Lymphozyten in die entzindlichen Areale
der Haut auch beim Lichen sclerosus et atrophicus eine zentrale Stellung einnimmt. Die
Hautbiopsien wurden aus diesem Grund auf die Anwesenheit des Chemokinrezeptors
CXCR3 untersucht.

Es wurde eine betrachtliche Anzahl an CXCR3-positiven Lymphozyten in allen
untersuchten LSA-Proben beobachtet. Diese Expression war vergleichbar mit der des
CDLE. In den vergleichenden Hautbiopsien der atopischen Dermatitis war die
Anwesenheit des Rezeptors signifikant niedriger. In den Proben der gesunden, nicht

entzindeten Haut wurde der Chemokinrezeptor, wie zu erwarten, kaum exprimiert.

Abbildung 12 zeigt die Anwesenheit des Chemokinrezeptors CXCR3 in den Biopsien der
untersuchten Erkrankungen und der gesunden Haut im Vergleich.
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Abb. 12: Expression des Markers CXCR3 in der gesunden Haut (HC), dem Lichen sclerosus et atrophicus
(LSA), dem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) und der atopischen Dermatitis (AD).
Die untersuchten Biopsien wurden mit denen des Lichen sclerosus et atrophicus verglichen und die
Signifikanzen bestimmt (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

Der Rezeptor CXCR3 wurde auf ca. 80 % aller infiltrierenden Zellen im Lichen sclerosus
et atrophicus exprimiert.

Es wurde vermutet, dass diese CXCR3-positiven Lymphozyten die potentiellen
Effektorzellen der entzindlichen Lasionen des LSA sind. Daher wurden
Doppelfarbungen mit CXCR3 und dem zytotoxischen Marker Tia-1 angefertigt. Es zeigte
sich deutlich eine Expression beider Marker bei einer Mehrzahl der infiltrierenden Zellen.
Der Rezeptor CXCRS stellte sich durch die Farbung nach dem EnVision System und
DAB braun dar. Man konnte die Anwesenheit des Rezeptors auf der Zelloberflache
sehen. Deutlich war die Ko-Expression mit dem zytotoxischen Marker Tia-1. Die Tia-1-
Expression stellte sich durch das LSAB System mit alkalischer Phosphatase rot dar, es

farbte sich spezifisch die intrazellulare Granula.
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Abbildung 13 zeigt einen typischen Befund der Expression beider Marker aus einer
Biopsie eines LSA-Patienten.

B A i

Abb. 13: Nachweis der Ko-Expression von CXCR3 und Tia-1 in Lasionen des Lichen sclerosus et
atrophicus durch Doppelfarbungen in 400-facher (a) und 1000-facher (b) Vergrol3erung.
CXCR3 stellt sich braun an der Oberflache (braune Pfeile in b), Tia-1 rot in der Granula (rote Pfeile
in b) der Zellen dar.

3.5 Expression von IP10 / CXCL10 beim Lichen sclerosus et atrophicus

Typ | Interferone induzieren die Expression verschiedener Mediatoren bei entziindlichen
Lasionen der Haut. Hierzu gehort auch das Interferon-induzierbare Chemokin 1P10 /
CXCL10. Da dieses Protein ein Ligand fur den Chemokinrezeptor CXCR3 ist, wird eine
Bedeutung von IP10 / CXCL10 bei der Rekrutierung von Lymphozyten in die Haut
vermutet. Aus diesem Grund wurde die Expression des Chemokins bei den
vorliegenden Hautbiopsien untersucht.

Die immunhistochemischen Analysen deckten eine signifikante Expression von IP10 /
CXCL10 in den Proben des Lichen sclerosus et atrophicus auf. Die Anwesenheit von
IP10 /CXCL10 war besonders in der basalen Schicht der Epidermis zu sehen, in
manchen Proben auch in Regionen mit ausgepragter junktionaler Infiltration. Teilweise
fand sich die IP10 / CXCL10 Expression jedoch gleichwertig in der gesamten Epidermis.
Interessanterweise enthielten einige infiltrierenden Lymphozyten IP10 / CXCL10 in ihrer

Granula.
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Abbildung 14 zeigt den typischen Befund der Expression des Chemokins IP10 / CXCL10
in den Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus. AuRerdem sind Lymphozyten mit
IP10 / CXCL10 in ihrer Granula gesondert dargestellt.

Abb. 14: Charakteristischer Befund der starken Expression von IP10 / CXCL10 in den Lasionen des
Lichen sclerosus et atrophicus in 400-facher (a) und 1000-facher (b) Vergré3erung.
Die Pfeile in b zeigen Lymphozyten, welche IP10 / CXCL10 in ihrer Granula enthalten.

Die Expression von IP10 / CXCL10 im LSA war in etwa vergleichbar mit der beim
chronisch-diskoiden Lupus erythematodes. Im Vergleich zur atopischen Dermatitis und
den Proben der gesunden Haut war die Expression beim LSA signifikant héher.

Abbildung 15 zeigt im Vergleich die Expression des Chemokins IP10 / CXCL10 bei den

untersuchten Biopsien.
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Abb. 15: Expression des Markers IP10 / CXCL10 in der gesunden Haut (HC), dem Lichen sclerosus et
atrophicus (LSA), dem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) und der atopischen
Dermatitis (AD).

Die Expression von IP10 / CXCL10 ist angegeben in 0 = keine, 1 = schwache, 2 = mittlere, 3 =
starke. Die untersuchten Biopsien wurden mit denen des Lichen sclerosus et atrophicus
verglichen und die Signifikanzen bestimmt (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

3.6 Korrelation der Interferon-assoziierten Marker mit der Anzahl der T-Zellen im

entziindlichen Infiltrat

Um einen moglichen Zusammenhang der ausgepragten Pradsenz von T-Zellen im
entzundlichen Infiltrat des Lichen sclerosus et atrophicus mit der Expression von Typ |
Interferonen, dem Chemokin IP10 / CXCL10 und dem Chemokinrezeptor CXCR3
nachzuweisen, wurde eine statistische Analyse durchgefiihrt. Die Analyse wurde durch
die Korrelationen mittels Spearmans rho bestimmt. Tabelle 4 zeigt die Korrelationen der
zuvor untersuchten Marker CD3, MxA, CXCR3 und IP10 / CXCL10.
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CD3 1 0,724** 0,631** 0,791** 0,450
MxA Epidermis | 0,724** 1 0,849** 0,774* 0,756**
MXxA Infiltrat 0,631** 0,849** 1 0,713* 0,767**
CXCR3 0,791** 0,774 0,713* 1 0,711*
IP10 / CXCL10 | 0,450 0,756** 0,767** 0,711* 1

Tab. 4: Analyse der Korrelation der Marker CD3, MxA, CXCR3 und IP10 / CXCL10 mittels Spearmans
rho.

* zeigt eine Korrelation auf dem Niveau p < 0,05 als signifikant, ** eine Korrelation auf dem
Niveau p < 0,01 als hoch signifikant.

Aus den Ergebnissen der statistischen Analyse zeigte sich, dass die Anwesenheit der
CD3-positiven T-Zellen mit der Anwesenheit von MxA sowohl in der Epidermis, als auch
im entziindlichen Infiltrat, assoziiert ist. Da MxA der spezifische Marker fur die
Anwesenheit von Typ | Interferonen ist, besteht eine signifikante Korrelation zwischen
diesen und den T-Zellen. Eine signifikante positive Korrelation besteht auch zwischen
den markierten CD3+ Zellen und dem Chemokinrezeptor CXCR3. Zudem kann man
einen Zusammenhang zwischen den T-Zellen und dem Chemokin IP10 / CXCL10
erkennen. Es findet sich eine signifikante Korrelation zwischen der Typ | Interferon
Produktion, dem durch Typ | Interferone induzierbaren Chemokin IP10 / CXCL10 und
dem Chemokinrezeptor CXCR3.
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4. Diskussion

Beim Lichen sclerosus et atrophicus handelt es ich um eine chronisch-entziindliche
Dermatose mit vermutlich autoimmuner Atiologie. Ziel der Arbeit war es zu untersuchen,
ob beim Lichen sclerosus et atrophicus Typ | Interferon-assoziierte proinflammatorische
Mechanismen eine pathogenetische Rolle zur Rekrutierung von Effektorzellen in die
Lasionen spielen. Dazu wurden LSA-Hautbiopsien sowie geeignete Kontrollbiopsien
(CDLE, atopische Dermatitis, gesunde Haut) immunhistologisch charakterisiert und

verglichen.

4.1 Starke Dominanz der T-Lymphozyten im inflammatorischen Infiltrat des Lichen

sclerosus et atrophicus

Aus den in dieser Studie durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen ging
hervor, dass bei dem entziindlichen Infiltrat des Lichen sclerosus et atrophicus die CD3+
T-Zellen deutlich dominierten. Die T-Zellen konnten weiter differenziert werden in CD4+
T-Lymphozyten, welche auch als T-Helfer-Zellen bezeichnet werden, und CD8+ T-
Lymphozyten, die das Kollektiv der zytotoxischen T-Lymphozyten darstellen. Es
befanden sich annahernd gleich viele T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen in den
Lasionen. Diese T-Zellen wurden begleitet durch zahlreiche Makrophagen. In den
untersuchten Proben befanden sich kaum B-Zellen im entziindlichen Infiltrat, was erneut
auf eine T-Zell-gesteuerte Entziindung hinwies.

Die Dominanz der T-Zellen im LSA war vergleichbar mit den Ergebnissen der Interferon-
assoziierten Referenz-Kontrolle des chronisch-diskoiden Lupus erythematodes, jedoch
war die Anzahl der Zellen, welche die untersuchten Antigene exprimierten, weitaus
geringer. Auch bei den Biopsien der atopischen Dermatitis fand sich eine Infiltration von
Lymphozyten, denn auch bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine entziindliche
Dermatose. Die Proben der Kontrollgruppe der gesunden Haut enthielten kaum
entzindliches Infiltrat.

Diese Daten passen gut zu zuriickliegenden Studien, welche Hinweise dafir gaben,
dass es sich beim Lichen sclerosus et atrophicus um eine Autoimmunerkrankung

handelt, die besonders durch T-Zellen vermittelt wird. Es wurde gezeigt, dass sowohl
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CD4+ als auch CD8+ T-Zellen in den entzindlichen Lasionen zu finden sind. Diese
Lymphozyten verursachen die Inflammation und halten sie aufrecht (Farrell et al., 1999).
Bei den T-Zellen handelt es sich zum einen um zytotoxische T-Zellen, welche fur die
Inflammation verantwortlich sind, zum anderen um T-Helfer-Zellen, wobei besonders der
Subtyp Thl von Bedeutung ist. Die anhaltende Entziindung in den Lasionen wird durch
T-Lymphozyten und Makrophagen aufrecht erhalten (Carlson et al., 2000).

4.2 Eine hohe Anzahl an zytotoxischen Lymphozyten beim Lichen sclerosus et
atrophicus

In dieser Arbeit wurden die Biopsien aus den Lasionen des LSA auf die Anwesenheit

der zytotoxischen Marker Tia-1 und GrB untersucht, um die zytotoxische Aktivitat der
Lymphozyten zu charakterisieren. Es befand sich eine hohe Anzahl von Tia-1+ und
GrB+ Zellen sowohl in der oberen Dermis, als auch in der junktionalen Zone. Eine sehr
hohe Anzahl zytotoxischer Lymphozyten zeigte sich besonders in den friihen Lasionen,
welche durch den Verlust an elastischen Fasern charakterisiert sind.

Wie zu erwarten war die Expression der untersuchten zytotoxischen Marker bei der
Referenz  mit bekannter Interface-Dermatis, dem chronisch-diskoiden Lupus
erythematodes, vergleichbar mit der des LSA. Die Anwesenheit zytotoxischer
Lymphozyten im CDLE wurde bereits in friheren Studien belegt (Wenzel et al., 2005a
und 2005b). In den Kontrollgruppen der gesunden Haut und der atopischen Dermatitis
waren die zytotoxischen Marker Tia-1 und GrB nicht beziehungsweise gering exprimiert.

Neuere Studien zeigten, dass es sich beim Lichen sclerosus et atrophicus um ein
Autoimmungeschehen handelt, bei dem autoreaktive zytotoxische Lymphozyten eine
Rolle spielen. Es wurde eine hohe Anzahl von Tia-1+ CD8+ zytotoxischen T-
Lymphozyten in den Proben der L&asionen der LSA-Patienten nachgewiesen (Gross et
al., 2001). Aktivierte Makrophagen und Lymphozyten sind hinweisend auf eine
persistierende Antigen-gesteuerte Inflammation (Carlson et al., 2000). Des Weiteren
wurde eine betrachtliche Anzahl von GrB+ aktivierten zytotoxischen Lymphozyten in den
Lasionen identifiziert. Diese waren assoziiert mit einer Degeneration der basalen
Zellschicht und befanden sich im dermalen Infiltrat und in der dermo-epithelialen
Grenzschicht (Gross et al., 2001). Die Autoren folgerten aus ihren Ergebnissen, dass
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eine zytotoxische T-Zell-Antwort, gerichtet gegen Keratinozyten-assoziierte Antigene,
eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese des Lichen sclerosus et atrophicus
spielen.

In einer Studie basierend auf 100 Biopsien aus LSA-Lasionen wurden Doppelfarbungen
immunhistochemisch angefertigt. Die Autoren identifizierten bei der Studie eine hohe
Anzahl von CD8+ CD57+ Lymphozyten beim LSA (Carlson et al., 2000). Diese Zellen
werden verdachtigt als die entgultig differenzierten, zytotoxischen Effektor-T-
Lymphozyten (Mollet et al., 1998).

Die Expansion von CD8+ CD57+ Lymphozyten ist vermutlich das Ergebnis einer
chronischen exzessiven Antigen-Exposition. Sie wird bei dermalen Sklerosen
beobachtet und ist ebenfalls mit viralen Infektionen, Autoimmunerkrankungen
(Morphea), malignen Erkrankungen und sklerotischen Graft-versus-Host-Reaktionen
assoziiert (Carlson et al., 2000). Zusatzlich wurde beschrieben, dass nahezu alle
untersuchten CD8-positiven Zellen bei Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus
zytotoxische Granula enthalten. Diese Granula wurde identifiziert durch den Marker Tia-
1. Diese Zellen sind vermutlich die Ursache fur die Zerstdérung der Basalzellen
(Lukowsky et al., 2000).

In der vorliegenden Untersuchung war die Anzahl der Tia-1-positiven Zellen in den
Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus etwa doppelt so hoch wie die der GrB-
positiven Zellen. Eine mogliche Erklarung fur die deutlich niedrigere Expression von GrB
im Vergleich zu Tia-1 ist, dass die Mehrzahl der CD8+ T-Zellen ihre zytotoxische
Granula bereits ausgeschiittet haben. Dies wurde bereits fir Beispiele von Hautbiopsien
des von der Pathogenese dem LSA &ahnlichen Lichen planus beschrieben (Shimizu et
al., 1997).

Allgemein kann durch die verwendeten zytotoxischen Marker zwischen der aktiven und
der inaktiven Form der zytotoxischen Lymphozyten unterschieden werden. Die
Expression von GrB weist auf aktive zytotoxische Lymphozyten hin, wahrend die
Expression von Tia-1 Lymphozyten darstellt, welche in aktiver und ruhender Form mit
zytolytischem Potential vorliegen (Griffiths und Mueller, 1991).

Interessanterweise wurde in einer weiteren Studie gezeigt, dass bei Hautbiopsien aus

den Lasionen von Lichen planus, Lupus erythematodes und Graft-versus-Host-
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Reaktionen die meisten CD8-positiven T-Zellen Tia-1 exprimierten, wahrend GrB nur
von einer Minderheit der Zellen gebildet wurde. Eine Zerstérung der Epidermis und eine
Reihe von apoptotischen Keratinozyten wurde in allen untersuchten Proben identifiziert.
Diese Befunde zeigten die Anwesenheit von funktionell aktiven zytotoxischen
Lymphozyten. Die Autoren folgerten aus ihren Ergebnissen, dass die relativ niedrige
Expression von GrB im Vergleich zu Tia-1 durch die CD8+ T-Zellen nicht bedeutet, dass
es sich um funktionell inaktive zytotoxische Lymphozyten handelt. Die grol3e Anzahl der
Tia-1+ Lymphozyten in Verbindung mit der Zerstdrung der Epidermis weist demnach
trotz der niedrigen Expression von GrB auf aktivierte zytotoxische T-Zellen hin (Vermeer
et al., 2001).

Diese Schlussfolgerung gilt auch fir die hier untersuchten Proben des LSA. Trotz
geringerer Expression von GrB im Vergleich zu Tia-1 handelt es sich bei den
infiltrierenden Zellen um aktive zytotoxische Lymphozyten, wie der histologische Befund
zeigt. Im weiteren Verlauf sollte gezeigt werden, wie diese zytotoxischen Lymphozyten

in die Haut rekrutiert und aktiviert werden.

4.3 Die starke Expression von MxA weist auf eine Typ | Interferon Produktion im Lichen

sclerosus et atrophicus hin

Die Anwesenheit von Typ | Interferonen spielt eine entscheidende Rolle bei der
Rekrutierung von Lymphozyten in entziindete Areale der Haut. Die Bedeutung der Typ |
Interferone fur die Regulation der zytotoxischen Immunantwort bei chronisch-
entzundlichen Erkrankungen der Haut, wie dem chronisch-diskoiden Lupus
erythematodes, wurde bereits in zurtickliegenden Studien belegt (Wenzel et al., 2005a
und 2005b). Um die Rolle der Typ | Interferone bei der Pathogenese des Lichen
sclerosus et atrophicus zu untersuchen, wurden die Biopsien entsprechend gefarbt.

Der Nachweis der Typ | Interferon Produktion gelingt indirekt durch den
immunhistochemischen Nachweis des antiviralen Proteins MxA (Haller und Kochs,
2002). Diese Mx-Proteine werden nicht konstitutiv exprimiert, eine Induktion der
Expression erfolgt durch o- und p-Interferone, welche die Typ | Interferone

reprasentieren, nicht jedoch durch vy- Interferone, den Typ Il Interferonen (Arnheiter et
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al., 1996; Simon et al., 1991). Daher sind sie als Marker geeignet, um die Anwesenheit

von Typ | Interferonen nachzuweisen.

In dieser Arbeit lag in den Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus eine signifikante
Expression von MxA-Proteinen vor. Diese Expression fand sich in allen untersuchten
Hautproben im entzindlichen Infiltrat der Dermis und der Epidermis. Die Expression
weist auf die Anwesenheit einer grol3en Menge von Typ | Interferonen hin. Erneut ist ein
Vergleich zu den Proben des chronisch-diskoiden Lupus erythematodes mdglich. In den
Kontrollgruppen der gesunden Haut und der atopischen Dermatitis wurde MxA nicht
beziehungsweise signifikant niedriger exprimiert. Interessanterweise korrelierten die

Anwesenheiten von CD3+ Zellen und MxA zudem auf einem hoch signifikanten Niveau.

Typ | Interferone kdnnen prinzipiell von allen Zellen des Korpers gebildet werden, jedoch
nur in sehr geringen Mengen. Eine Zellpopulation jedoch besitzt die Potenz, grol3e
Mengen von Typ | Interferonen auszuschitten, die sogenannten plasmazytoiden
dendritischen Zellen (Cella et al., 1999; Fitzgerald-Bocarlsy, 1993; Ronnblom et al.,
2003). Diese Zellen werden sowohl durch virale, als auch durch allogene Reize
stimuliert. Da durch die Typ | Interferone die Expression weiterer Proteine mit
immunmodulierender Funktion hervorgerufen wird (Goodbourn et al., 2000), wurden die
Biopsien in dieser Studie zusatzlich auf die Anwesenheit von plasmazytoiden
dendritischen Zellen untersucht. Dieser Nachweis gelingt durch einen Antikdrper gegen
das Oberflachenantigen CD123 (Siegal et al., 1999).

In den vorliegenden Biopsien des LSA wurde eine Vielzahl von CD123-positiven Zellen
gefunden, welche eine plasmazytoide Morphologie aufwiesen. Sie befanden sich
besonders in den entziindlichen Arealen der Lasionen, hauptsachlich in der junktionalen
Zone. Sie wurden auch in geringeren Mengen in der Dermis und der Epidermis
gefunden. Diese Zellen reprasentieren die entscheidende Quelle der Typ | Interferone,
welche fur die Rekrutierung der Lymphozyten in die Haut von Bedeutung sind.
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4.4 Die Mehrzahl der infiltrierenden Lymphozyten beim Lichen sclerosus et atrophicus

exprimieren den Chemokinrezeptor CXCR3

Typ | Interferone induzieren eine Immunantwort, welche besonders durch Thl-Zellen
gesteuert wird (Hansson et al., 2004). Dadurch kommt es zur Rekrutierung zytotoxischer
Lymphozyten in die Haut. Zurickliegende Arbeiten haben gezeigt, dass eine
lymphozytare Rekrutierung tber den Chemokinrezeptor CXCR3 entscheidend fur die
Antigen-spezifische zellulare Immunreaktion der Haut ist (lijima et al., 2003; Wenzel et
al., 2005a). CXCRa3 ist ein charakteristisches Oberflachenantigen von Thl-positiven
Lymphozyten bei den TH1-gesteuerten Immunantworten (Sallusto et al., 1998b).

An den Chemokinrezeptor CXCR3 bindet unter anderem das Chemokin IP10 / CXCL10
als Agonist. Die Rekrutierung von zytotoxischen Lymphozyten tber Typ | Inteferone und
die darauf folgenden Interaktion von IP10 / CXCL10 und dem Rezeptor CXCR3 wurde
bereits fir verschiedene Hauterkrankungen bewiesen, wie dem Lupus erythematodes
und dem Lichen planus. Dies wurde in verschiedenen zuriickliegenden Studien gezeigt
(Flier et al., 2001; lijima et al., 2003; Meller et al., 2005; Wenzel et al., 2005a und
2005b).

Da Lymphozyten, die den Chemokinrezeptor CXCR3 exprimieren, vermutlich auch eine
Rolle bei der Pathogenese des Lichen sclerosus et atrophicus einnehmen, wurden die
Biopsien auf die Anwesenheit des Rezeptors untersucht. In allen untersuchten
Hautproben des LSA wurde eine hohe Anzahl an CXCR3-positiven Lymphozyten
gefunden, etwa 80 % der infiltrierenden Lymphozyten in den L&sionen trugen das
Oberflachenantigen. Die Expression des Markers ist vergleichbar mit dem Befund in der
Referenzgruppe des CDLE.

In der Kontrolle der gesunden Haut wurde der Chemokinrezeptor kaum exprimiert. In
der Vergleichsgruppe der atopischen Dermatitis war die Expression des Rezeptors im
entzindlichen Infiltrat signifikant geringer. Da es sich bei der atopischen Dermatitis im
Gegensatz zum LSA um eine Th2-getriggerte Entzindung handelt und sich CXCR3-
positive Lymphozyten besonders bei entziindlichen Erkrankungen assoziiert mit Thl-
Zellen finden, war dieser Befund zu erwarten (Schuerwegh et al., 1999).
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Da eine Mehrzahl der Lymphozyten im entzindlichen Infiltrat CXCR3-positiv war wurde
vermutet, dass es sich bei diesen Zellen um die Effektorzellen der entziindlichen
Lasionen im Lichen sclerosus et atophicus handelt. Aus diesem Grund wurden
Doppelfarbungen mit den Markern CXCR3 und Tia-1 angefertigt. Es zeigte sich, dass
sich bei einer Vielzahl der Zellen eine Ko-Expression beider Marker vorlag. Dieser
Befund beweist, dass es sich bei den CXCR3-positiven Zellen um die zytotoxischen
Effektorzellen beim LSA handelt.

4.5 Die starke Expression von IP10 / CXCL10 ist verbunden mit der Typ | Interferon

Produktion und der Rekrutierung von CXCR3+ Lymphozyten

Bei dem Chemokin IP10 / CXCL10 handelt es sich um einen der naturlichen Liganden
des in den LSA-Lasionen zuvor nachgewiesenen Rezeptors CXCR3 (Clark-Lewis et al.,
2003). Die Expression von IP10 / CXCL10 wird durch Typ | Interleukine induziert. Da
eine entscheidende Rolle des Chemokins bei der Pathogenese des Lichen sclerosus et
atrophicus vermutet wird, wurden die Hautproben im Anschluss auf die Anwesenheit von
IP10 / CXCL10 untersucht.

In den untersuchten Biopsien war eine signifikante Expression des Chemokins IP10 /
CXCL10 zu beobachten. Das Chemokin befand sich besonders in der basalen Schicht
der Epidermis und in den Regionen mit ausgepragt starker junktionaler Infiltration,
teilweise jedoch auch in der gesamten Epidermis. Der Befund war vergleichbar mit der
Referenz-Kontrolle des chronisch-diskoiden Lupus erythematodes. Die Expression von
IP10 / CXCL10 war wie zu erwarten beim LSA signifikant hoher als bei der Negativ-
Kontrolle der gesunden Haut und der Vergleichsgruppe der atopischen Dermatitis.

Interessanterweise befanden sich im entzindlichen Infiltrat zahlreiche Lymphozyten,
welche das Chemokin IP10 / CXCL10 in ihrer Granula trugen. Diese Zellen kdnnten die
Potenz besitzen, die CXCL10-induzierte Rekrutierung weiterer CXCR3-positiven
Lymphozyten zu unterstiitzen. Dieser Befund wurde fur ein System in der Pathogenese
des Lichen sclerosus et atrophicus sprechen, welches sich selbst aufrecht erhélt. Dies
konnte eine Erklarung fur die chronische Inflammation des LSA sein. Vergleichbare

Beobachtungen wurden in einer Studie beim oralen Lichen planus gemacht (lijima et al.,
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2003). Der Lichen planus ahnelt sowohl in der Pathogenese, als auch im histologischen
Befund dem Lichen sclerosus et atrophicus.

Allerdings konnten zuséatzlich auch weitere agonistische CXCR3-Liganden, die durch
Typ | Interferone stimuliert werden, an der Rekrutierung beteiligt sein. Hierbei kdnnte es
sich um die Chemokine MIG / CXCL9 und I-TAC / CXCL11 handeln, denn bei diesen
handelt es sich auch um naturliche Liganden des Chemokinrezeptors CXCR3 (Clark-
Lewis et al., 2003).

4.6 Die Expression der Interferon-assoziierten Marker korreliert mit der Anwesenheit der

T-Zellen

Um die Hypothese, dass es sich bei der entziindlichen L&asion im Lichen sclerosus et
atrophicus um eine Inflammation handelt, die durch Typ | Interferone gesteuert wird,
erneut zu unterstitzen, wurden statistische Analysen angefertigt. Die hohe Anzahl von
CD3-positiven T-Zellen wurde in Korrelation zu den Markern MxA, CXCR3 und IP10 /
CXCL10 gesetzt. Wie zuvor beschrieben stellt MxA einen spezifischen Marker fir die
Anwesenheit von Typ | Interferonen dar. Sowohl die MxA-Expression in der Epidermis,
als auch im Infiltrat korrelierte signifikant mit der Anwesenheit der CD3+ Zellen. Dies
wurde bereits in 4.2 herausgearbeitet. Eine signifikante positive Korrelation bestand
auch zwischen den T-Zellen und der Expression des Chemokinrezeptors CXCRS3.
Demnach exprimierte die Mehrzahl der CD3+ T-Zellen im entziindlichen Infiltrat des LSA
den Chemokinrezeptor CXCR3. Zudem korrelierte die Anwesenheit des Interferon-
anzeigenden Markers MxA mit der Expression des Chemokins IP10 / CXCL10 und des
zugehdrigen Rezeptors CXCRS.

Durch diese Analyse wird die Vermutung, dass es bei der Pathogenese des Lichen
sclerosus et atrophicus zu einer Rekrutierung von T-Zellen tber Typ | Interferone und
die durch sie verursachte Aktivierung der T-Zellen tUber den Rezeptor CXCR3 und

seinen Liganden IP10 / CXCL10 kommt, erneut bestétigt.



55

4.7 Modell der Pathogenese der chronischen Inflammation im Lichen sclerosus et
atrophicus

In dieser Studie zeigt sich, dass es sich beim Lichen sclerosus et atrophicus um eine

vermutlich autoimmun vermittelte Erkrankung handelt, bei der T-Lymphozyten im
entzindlichen Infiltrat dominieren. Es wurde durch die immunhistochemische Analyse
durch die Marker GrB und Tia beobachtet, dass es sich bei der Mehrzahl der T-
Lymphozyten um zytotoxische Lymphozyten handelt. Diese zytotoxischen Lymphozyten
trugen den Chemokinrezeptor CXCR3 auf ihrer Oberflache. Dieser Beweis wird zum
ersten Mal in dieser vorliegenden Arbeit geliefert. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Entztindung durch die Anwesenheit von Typ | Interleukinen und den daraufhin
exprimierten Chemokinen IP10 / CXCL10 uber den Rezeptor CXCR3 aufrechterhalten
wird.

Beim Lichen sclerosus et atrophicus handelt es sich um eine Erkrankung mit einer
chronischen Inflammation. Die Ursache fir die Ausschittung der Typ | Interferone ist bis
jetzt noch nicht geklart. Unbekannte Antigene kodnnten fir die Entstehung von
Autoantikérpern von Bedeutung sein. Die Mehrzahl der Typ | Interferone stammen aus
plasmazytoiden dendritischen Zellen. Die Typ | Interferone sind in der Lage, die
zytotoxische Kapazitadt von zirkulierenden Lymphozyten zu steigern. Auf3erdem
induzieren sie sowohl die Produktion antiviraler Proteine wie MxA (Weber et al., 2004),
als auch die der Chemokine MIG / CXCL9, IP10 / CXCL10 und I-TAC / CXCL 11,
welche Liganden des Chemokinrezeptors CXCR3 sind (Clark-Lewis et al., 2003). Diese
Chemokine wiederum sind verantwortlich fur die Rekrutierung von CXCR3-positiven
zytotoxischen Lymphozyten und plasmazytoiden dendritischen Zellen in die Haut.

So ergeben sich in der Theorie drei verschiedene selbst-rekrutierende Mechanismen,
wie die chronische Entziindung beim Lichen sclerosus et atrophicus aufrecht erhalten
wird.

Erstens wurde gezeigt, dass CXCR3-positive Lymphozyten selbst das Chemokin IP10 /
CXCL10 in ihrer Granula beinhalten. So kdnnen die Chemokine direkt im entziindeten
Gewebe von den zytotoxischen Lymphozyten abgegeben werden. Dadurch verstarken
sie sich selbst und es kommt zu einer Selbst-Rekrutierung der Lymphozyten in den
entzindlichen Lasionen. Dies wurde bereits fir die Pathogenese des Lichen planus
diskutiert (lijima et al., 2003).
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Zweitens besitzen plasmazytoide dendritische Zellen die Mdglichkeit, eine grol3e Menge
an Typ | Interferonen zu produzieren, welche in der Lage sind zytotoxische Zellen zu
aktivieren (Cella et al., 1999; Fitzgerald-Bocarsly, 1993; Ronnblom et al., 2003). In den
Lasionen des LSA wurde eine erhebliche Anzahl von plasmazytoiden dendritischen
Zellen nachgewiesen. So ist erneut ein rekrutierender Prozess innerhalb der L&sion
moglich.

Drittens fuhrt die Inflammation in den Lasionen des Lichen sclerosus et atrophicus durch
zytotoxische Lymphozyten zur Zerstérung von Zellen oder zu einer gestdrten Apoptose
der Zielzellen. Durch diesen Prozess konnte die Expression proinflammatorischer
Mediatoren in den entziindlichen Arealen hervorgerufen werden und es kdnnte erneut

zur Rekrutierung von Entzindungszellen kommen.



57

5. Zusammenfassung

Der Lichen sclerosus et atrophicus (LSA) ist eine chronisch-entziindliche Dermatose mit
nicht vollstandig geklarter Atiologie, wahrscheinlich handelt es sich um eine
Autoimmunerkrankung. Histologisch ist die Erkrankung durch das Bild einer so
genannten ,Interface-Dermatitis“ charakterisiert, bei der Lymphozyten in die obere
Dermis migrieren und die basale Epidermis infiltrieren sowie mdglicherweise (bisher
unidentifizierte) LSA-assozierte Antigene destruieren. Langfristig fuhrt dies zur
Hyalinisierung der oberen Dermis mit Verlust funktioneller Eigenschaften der Haut.

Ziel der hier vorgestellten Arbeit war es zu untersuchen, ob beim Lichen sclerosus et
atrophicus Typ | Interferon-assoziierte proinflammatorische Mechanismen eine
pathogenetische Rolle zur Rekrutierung von Effektorzellen in die L&sionen spielen.
Dieses konnte in zurtickliegenden Studien fur zahlreiche verwandte Krankheitsbilder,
wie den kutanen Lupus erythematodes und den Lichen ruber, gezeigt werden.

Wir haben LSA-Hautbiopsien auf das Vorliegen entsprechender Entzindungsmuster
untersucht, dazu wurden Hautproben von insgesamt 11 LSA Patienten sowie geeigneter
Kontrollen (jeweils 5 Proben: Lupus erythematodes, atopische Dermatitis, gesunde
Haut) immunhistologisch charakterisiert.

In den LSA-Hautproben konnte eine Uberwiegend T-zellulare Immunreaktion gezeigt
werden, bei der die Rekrutierung CXCR3+ zytotoxischer Effektor-Zellen tber die
Induktion IFN-induzierbarer Chemokine (CXCL10) beteiligt war. CXCL10 wurde von
Keratinozyten in genau den basalen Epidermisbereichen exprimiert, in welche die
zytotoxischen Zellen infiltrierten. Interessanterweise konnte zudem erstmals gezeigt
werden, dass zahlreiche infiltrierende Lymphozyten selbst das Chemokin CXCL10 in
ihrer Granula tragen. Diese konnten einen wichtigen Mechanismus zur
~Selbstrekrutierung” dieser Zellen darstellen und somit zum typischen chronischen

Verlauf der Erkrankung beitragen.
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