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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Eine typische Psoriasis vulgaris ist klinisch und histologisch gut definiert (vgl. AWMF S3
Leitlinie 2011). Flr den dermatologischen Spezialisten ist die Diagnose einer Psoriasis bei
langjahriger Erfahrung kein wesentliches Problem. Hier weisen in der Regel das klinische
Erscheinungsbild der Primareffloreszenz, das Verteilungsmuster sowie Minimal-
manifestationen den Weg (Gollnick H. und Bonnekoh B. 2001). Dennoch ergeben sich im
Hinblick auf atypische Lokalisationen, den Subtyp, den Verlauf oder bei nicht vollstandig
entwickelten histologischen Zeichen (Fruhstadien) gelegentlich Schwierigkeiten das
Krankheitsbild von anderen Dermatosen abzugrenzen (Gollnick H. und Bonnekoh B. 2001).
Beispielsweise kann die Psoriasis vulgaris einem seborrhoischen Ekzem zum Verwechseln
ahnlich sehen (Sénnichsen N. 1999). In ausgepréagter Form oder in einem fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium mit Befall der Pradilektionsstellen wie Hautregionen an den Knien,
Ellenbogen, am behaarten Kopf und der Sakralregion sowie der Rima ani (Moll I. 2010;
Schubert C. und Rudolph P. 2009; Bocker W. et al. 2012) kann die Psoriasis vulgaris
normalerweise auf den ersten Blick erkannt und dementsprechend behandelt werden
(S6nnichsen N. 1999). Neben dem Ekzem und seiner Subtypen sind die wichtigsten
Differentialdiagnosen der Psoriasis vulgaris die Dermatophytose (Tinea), Lichen ruber, das
kutane T-Zell-Lymphom, die Parapsoriasis sowie die Pityriasis inklusive aller Subtypen
(Gollnick H. und Bonnekoh B. 2001; Moll I. 2010). Es erweist sich als problematisch zur
korrekten Diagnose zu gelangen, wenn in Einzelfallen insbesondere in Frihstadien wenig
krankheitsspezifische Merkmale vorliegen. Die richtige Diagnosefindung hat nicht nur eine
therapeutische Relevanz sondern ist auch im Hinblick auf den erkrankungsindividuellen
Verlauf von grofRer Bedeutung. Bei einer vom klinischen Erscheinungsbild nicht eindeutigen
Zuordnung hilft in der Regel eine konventionell histologische Untersuchung (Gollnick H. und
Bonnekoh B. 2001); (vgl. Histologie der Psoriasis im Einleitungsteil unter 1.4). In den
meisten Féllen kann die Psoriasis vulgaris so sicher erkannt und eine gerichtete Therapie
initilert werden. Sind aber dennoch Zweifel an der richtigen Diagnose aufzeigbar, werden
Zusatzuntersuchungen wie beispielsweise eine PAS-Farbung (periodic acid schiff) durch
Nachweis von Hyphen oder Pseudomyzelien zum vergleichenden Ausschluss kutaner
Pilzerkrankungen (Tinea) notwendig (Schubert C. und Rudolph P. 2009; Gollnick H. und
Bonnekoh B. 2001). Insgesamt stellt sich jedoch die Frage nach einer weiteren Methode

welche sich zur differentialdiagnostischen Zuordnung der Psoriasis vulgaris eignet.
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1. Einleitung

Ein Unterscheidungskriterium ware moglicherweise in der Zusammensetzung des
entzindlichen Infiltrates verschiedener Dermatitiden in Abgrenzung zur Psoriasis vulgaris zu
sehen. Da es sich laut Leitlinie bei der Psoriasis vulgaris um eine T-Zell vermittelte
Autoimmunerkrankung handelt (vgl. AWMF S3 Leitlinie: Therapie der Psoriasis vulgaris.
Einleitung: Pathogenese S. 13 Fassung 2011), ist die Betrachtung der T-Lymphozyten im
inflammatorisch verénderten Gewebe im Vergleich mit anderen entziindlichen Dermatosen
ein differentialdiagnostisch erfolgversprechender Ansatz. Ein weiterer Ansatz konnte in der
Detektion eines antimikrobiellen Peptids, namentlich dem humanen 3-Defensin-2 (hBD-2)
liegen. Besagtes Peptid konnte 1997 von Harder et al. aus einer Psoriasishautlasion isoliert
und charakterisiert werden. Dem Funktionsprinzip nach fungiert das humane 3-Defensin-2 als
antimikrobielles Peptid im Sinne eines chemischen Abwehrschilds wie ein korpereigenes
Antibiotikum (Harder J. et al. 1997; Ganz T. et al. 1985). Da das hBD-2 in erheblichem Male
mit immunhistochemischen Farbemethoden in einer Psoriasishautldsion nachgewiesen
werden kann und Jansen et al. das im Serum bestimmte humane R-Defensin-2 als
mdoglicherweise nutzlichen Surrogatmarker zur Beurteilung der Krankheitsaktivitiat der
Psoriasis beschrieb (Jansen P.A.M. et al. 2009), war die Uberlegung analog hierzu
differentialdiagnostisch die Psoriasis vulgaris Uber die Detektion von hBD-2 in
verschiedenartigen Hautldsionen nachzuweisen.

Die Idee und somit der Ursprung dieser Arbeit war es die Mdglichkeit der Nutzung eines
immunhistochemischen Verfahrens zur Abgrenzung der Psoriasis vulgaris gegeniiber anderen

entziindlichen Hauterkrankungen zu untersuchen.

1.2 Bedeutung der Psoriasis

Mit einer Prévalenz von etwa 2% in den westlichen Landern prasentiert sich die Psoriasis als
haufige, chronisch entzlindliche oder akut exanthematische, nicht infektiése Hauterkrankung
(Nevitt G.J. und Hutchinson P.E. 1996). Weltweit gesehen weist die Erkrankung in Bezug auf
deren Haufung in ethnischen Bevdlkerungsgruppen sowie nach geographischer Lage
erhebliche Unterschiede auf (Schén M.P. und Boehnke W.H. 2005).

Der Anteil der Psoriasispatienten in deutschen dermatologischen Kliniken betragt etwa 6-8%
(Gollnick H. und Bonnekoh B. 2001). In Deutschland sind etwa 1,6 Millionen Menschen
betroffen und bei Uber 90% dieser Patienten verlauft die Erkrankung chronisch (Nevitt G.J.
und Hutchinson P.E. 1996).
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Fur Betroffene bedeutet die Psoriasis hdufig eine jahrelange Beeintrachtigung mit teilweise
erheblicher physischer oder psychosozialer Stigmatisierung (Kriger G. et al. 2001). Auch
soziodkonomisch mit Krankheitskosten von ca. 2.866 Euro pro Patient und Jahr (Berger K. et
al. 2005) kommt der Psoriasis, nicht zuletzt aufgrund ihrer chronischen Verlaufsform, eine
grol3e Bedeutung zu (Kruger G. et al. 2001; Mrowietz U. und Reich K. 2011).

Insgesamt besteht eine hohe individuelle sowie gesellschaftspolitische Krankheitslast, da
neben der kutanen Manifestation des Leidens noch erhebliche Komorbiditéten assoziiert sind.
Es zeigt sich, dass von Psoriasis betroffene Patienten ca. 2fach h&ufiger an einer chronisch
entziindlichen Darmerkrankung leiden und auch metabolische Verdnderungen im Sinne von
Fettstoffwechselstérungen, Adipositas, Hypertonie und Diabetes mellitus bei diesen Patienten
deutlich haufiger vorkommen (Henseler T. und Christophers E. 1995; Mrowietz U. et al.
2006; Gisondi P. et al. 2007; Sommer D.M. et al. 2006; Christophers E. 2007). Etwa 20% der
Psoriasispatienten  entwickeln im  Verlauf ihrer medizinischen Geschichte eine
erkrankungsassoziierte Psoriasisarthritis (Reich K. et al. 2009).

Des Weiteren wird angenommen, dass der, die Erkrankung verursachende
Inflammationsprozess, die Entstehung kardiovaskuldrer Pathologien beispielsweise einen
Apoplex oder einen Myokardinfarkt beginstigt (Ludwig R.J. et al. 2007; Mallbris L. et al.
2004; Gelfand J.M. et al. 2006). Nicht zuletzt scheint auch eine Korrelation der Psoriasis zu
psychischen Stérungen zu bestehen (Schmitt J. und Ford D.E. 2010).

Die mdglichst friihzeitige und vor allem korrekte Diagnose der Psoriasis ist somit von sehr
hoher Relevanz. Darlber hinaus stellt die optimale Versorgung von Patienten mit Psoriasis
ein zentrales Anliegen der Deutschen Dermatologen Gesellschaft und des Bundesverbands
deutscher Dermatologen dar (Mrowietz U. und Reich K. 2011).

1.3 Psoriasis: Einteilung und Morphologie

Nach dem klinischen Bild wird die Psoriasis in verschiedene Formen unterteilt (Gollnick H.
und Bonnekoh B. 2001; Moll I. 2010; Schubert C. und Rudolph P. 2009). Hierbei wird
hauptsachlich die Plaque-Typ Psoriasis, die sogenannte Psoriasis vulgaris als chronisch
stationdrer oder akut exanthematischer Typ, von der pustulésen Form abgegrenzt. Des
Weiteren l&sst sich hiervon noch die Psoriasis inversa, ohne die typischen Préadilektionsstellen
mit Auftreten in den Gelenkbeugen, sowie die Psoriasis intertriginosa mit Befall der
Hautfalten z.B. submammér, axillar sowie der Analfalte und die Psoriasis arthropathica mit

Gelenkbeteiligung unterscheiden.
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Die Psoriasis ist je nach Erscheinungsbild der Effloreszenzen in eine ringférmige (P. anulare)
eine landkartenartige (P. geographica) und eine gewundene (P. gyrata) Form untergliedert.
Eine altere Einteilung (siehe auch AWMF S3 Leitlinie: Therapie der Psoriasis. Einleitung:
Epidemiologie und Begleiterkrankungen S. 12 Fassung 2011) unterschied die Psoriasis nach
dem Zeitpunkt der Erstmanifestation, wobei sich der Typ 1 Psoriatiker (,,early onset
psoriasis®) mit unter 40 Lebensjahren, positiver Familienanamnese sowie einer Tendenz zum
schwereren Krankheitsverlauf von einem Typ 2 Psoriatiker (,,late onset psoriasis®) mit einer
Erstmanifestation jenseits des 40. Lebensjahres und negativer Familienanamnese sowie in der
Regel leichterem Verlauf abgrenzte (Henseler T. und Christophers E. 1985).

Morphologisch tritt die Psoriasis mit scharf begrenzten erythrosquamdsen Plaques in
Erscheinung.

Aufgrund des deutlich haufigeren Auftretens des Psoriasis vulgaris Typs im
Patientenkollektiv und der besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien wurde fur die
vorliegende Arbeit diese Erscheinungsform der Psoriasis betrachtet.

Zur Schweregradbestimmung der Erkrankung wird bevorzugt das PASI (Psoriasis Area and
Severity Index) Beurteilungsverfahren genutzt. Hierbei erfolgt die Einteilung der Erkrankung
nach Schweregrad und Ausdehnung auf verschiedenen Korperregionen als Prozentangabe.
Weitere Einteilungen werden mit dem Body Surface Index (BSA) sowie einem Index fiur die
krankheitsspezifische Lebensqualitdit (DLQI) vorgenommen (vgl. AWMF S3 Leitlinie:
Therapie der Psoriasis. Einleitung: Definition des Schweregrads der Psoriasis vulgaris S. 15
Fassung 2011; Mrowietz U. et al. 2010).

1.4 Histologie der Psoriasis

Der feingewebliche Aufbau einer Psoriasislasion weist vor allem in einem fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung ein typisches Muster auf. Hierbei zeigt sich in der Hamatoxylin-
Eosin-Farbung eine abnorme Keratinozytenproliferation mit konsekutiver Verdickung der
Hornschicht (parakeratotische Hyperkeratose) sowie eine Akanthose (Verdickung der
gesamten Epidermis).

Gleichzeitig finden sich z.T. birnenformig aufgetriebene Reteleisten mit hochgezogenen
Papillen des Koriums. Dariiber hinaus weisen die Papillen ein ausgepragtes Odem mit
geschléngelten und dilatierten Kapillaren im Papillarkérper (Toussaint S. und Kamino H.
1997) als Ausdruck der Angiogenese auf. Eine deutliche Reduktion oder ein Fehlen des

Stratum granulosum ist ebenfalls kennzeichnend fiir eine psoriatische Plaque-Effloreszenz.
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Letztlich sind innerhalb der parakeratotischen Schichten noch Ansammlungen neutrophiler
Granulozyten als sog. Munro-Mikroabszesse aufzeigbar. Das folgende Bildbeispiel (Abb.1)
einer Hamatoxylin/Eosin (HE) gefarbten Psoriasishautlasion illustriert sehr gut die Histologie
der Psoriasis, insbesondere zeigt sich hier die parakeratotische Hyperkeratose sowie die

Akanthose sehr eindrtcklich.

Abb. 1) Darstellung einer HE geférbten Psoriasis vulgaris Hautprobe mittels 10facher
Objektivvergrolierung

1.5 Antimikrobielle Peptide / Humanes Beta-Defensin-2 (HBD-2)

Zum Schutz vor potentiell pathogenen &ulleren Einfliissen war schon friih klar, dass neben
einer physikalischen Barriere an inneren und duReren Grenzflachen des Kdrpers noch weitere
immunmodulatorische Wirkmechanismen gegeniiber Mikroorganismen greifen mussten
(Weinberg A.N. und Swartz M.N. 2003).

Man stellte sich die Frage, warum trotz bakterieller Besiedlung der Haut mit nahezu 10°
Mikroorganismen pro cm? und einem relativ guten Entwicklungsmilieu fiir diese Organismen
es zu keiner Hautinfektion kam (Harder J. und Schrdder J.M. 2005; Fitzpatrick T.B. et al.
1993). Von Pflanzen und Insekten, also mehrzelligen Organismen ohne erworbene Immunitat,
war eine Art von epithelialem chemischen Abwehrschild als angeborene Immunitat

gegenuber potentiellen Pathogenen bekannt (Harder J. et al. 1997).
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1987 konnte Zasloff eine antibakteriell wirksame, von Froschhaut sezernierte, Substanz
nachweisen, welche einen Schutz gegen Bakterien und Pilzen generieren konnte (Zasloff M.
1987). Spéatere Studien wiesen darauf hin, dass Sauger ebenfalls in der Lage sind ihre kutanen
Oberflachen durch ein angeborenes Immunsystem zu schitzen (Harder J. und Schroder J.M.
2005). Ursachlich hierfur ist offenbar die Fahigkeit von Epithelzellen chemische
Abwehrstoffe zu produzieren (Boman H. G. 2000).

Inzwischen ist ein Grofiteil der Bausteine dieses chemischen ,,Abwehrschilds® bekannt. Wie
beschrieben hatte sich herausgestellt, dass Mehrzeller in der Lage sind ,korpereigene
Antibiotika* zu produzieren. Diese Proteine werden als antimikrobielle Proteine oder Peptide
(AMP) bezeichnet (Ganz T. und Lehrer R.I. 1998; Zasloff M. 2002; Boman HG 2003). In
Bezug auf die Psoriasis vulgaris ist schon seit 1978 bekannt, dass Patienten, die an dieser
Erkrankung leiden, trotz ihrer multiplen Hautldsionen nicht haufiger von Hautinfektionen
betroffen sind als Gesunde (Singh G. und Rao D.J. 1978; Henseler T. und Christophers E.
1995). Singh und Rao konnten ebenfalls nachweisen, dass quantitativ nicht l&sionale
Psoriasishaut deutlich mehr Bakterienstimme aufweist und Plaques hingegen signifikant
weniger (Singh G. und Rao D.J. 1978). Dementsprechend wurde fir die Psoriasis
angenommen, dass zu Psoriasis neigende Personen weniger unter Hautinfektionen leiden,
weil sie antimikrobielle Proteine besitzen (Moll 1. 2005). Und tatsachlich konnten in der
Psoriasishaut antimikrobielle Peptide nachgewiesen werden. Hiervon wurden in den letzten
Jahren besonders das Cathelicidin, die BR-Defensine und das S 100 Protein untersucht
(Morizane S. und Gallo L.R. 2012). Fur diese Arbeit wurde der Fokus auf die B-Defensine, im
Speziellen das humane R-Defensin-2 gelegt. HBD-2 findet man unter normalen Umsténden in
gesunder Haut nicht oder nur in einem geringen Ausmald (Schroder J.M. und Harder J. 1999).
Bei Stérungen der Hautbarriere oder chronischer Inflammation wie bei der Psoriasis vulgaris
lasst sich das hBD-2 jedoch deutlich nachweisen (de Jong G.J. et al. 2005; Harder J. et al.
1997). Das humane R-Defensin-2 zeigt einen hohen Effekt in der Bek&mpfung gram-negativer
Bakterien, wie beispielsweise E.coli oder Pseudomonas aeruginosa. Candida albicans wird
ebenfalls effektiv bekampft (Harder J. et al. 1997; Hiratsuka T. et al. 1998; Singh et al. 1998;
Gallo R.L. und Huttner K.M. 1998). In hohen Konzentrationen wirkt das hBD-2
bakteriostatisch auf den gram-positiven Staphylokokkus aureus (Harder J. et al. 1997). Das
hBD-2 ist ein kleines cysteinreiches kationisches Peptid aus 43 Aminosduren und gehort wie
beschrieben zur Klasse der humanen R-Defensine (Harder J. und Schréder J.M. 2005). Es ist
das erste Defensin welches auf transskriptioneller Ebene als Antwort auf einen

Mikroorganismenkontakt reguliert wird (Harder J. et al. 1997). Des Weiteren ist es als erstes
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menschliches Defensin induzierbar. Die effektivsten Stimuli zur Induktion von hBD-2 werden
endogen durch in der Psoriasishaut enthaltener, proinflammatorischer Zytokine wie
beispielsweise IL-1y, IL-1B, IFN-y und TNF-o. oder durch exogene Stimuli wie durch
Bakterien und Pilze generiert (Harder J. et al. 1997; Wada A. et al. 1999; Huh W.K. et al.
2002; Chung W.O. und Dale B.A. 2004; Proud D. et al. 2004; Sorensen O.E. et al. 2005).
TNF-a und IFN-y sind massiv in Psoriasislasionen aufzeigbar und induzieren die Expression
von hBD-2 in Keratinozyten (Lehmann J. et al. 2002; McDermott A.M. et al. 2003; Nomura I.
et al. 2003). Weitere Induktoren des hBD-2 sind das Th 17-, das IL-17 A- und das IL-22-
Zytokin (Kao C.Y. et al. 2004; Wolk K. et al. 2004; Liang S.C. et al. 2006). Auf subzellul&rer
Ebene ist das humane [3-Defensin-2 in den Lamellenkorpern der Keratinozyten im Stratum
spinosum der Epidermis vorzufinden (Oren A. et al. 2003).

Aufgrund der Induzierbarkeit und des hohen Vorkommens des hBD-2 in der Psoriasishaut
eignet sich dieses Peptid zur Untersuchung eines mdglichen Unterscheidungskriteriums der

verschiedenen Dermatitiden.

1.6 T-Zell Markierung im entztindlichen Infiltrat verschiedener
Dermatitiden

Der fir die Psoriasispathogenese postulierte und unter anderen durch Prinz J.C. 2001 im
Clinical and Experimental Dermatology beschriebene T-Zell vermittelte immunologische
Pathomechanismus der Psoriasis-Entstehung bot den Ansatz in der immunhistochemischen
Farbung der Hautproben die T-Zell Markierung zu untersuchen (Prinz J.C. 2001). Hierfir
wurden mittels eines antigen-antikorper-basierten Farbeverfahrens verschiedene T-
Lymphozyten-Marker detektiert und somit der Anteil der T-Zellen im inflammatorisch
verdnderten Gewebe der untersuchten Proben bestimmt. Anhand der CD1a, der CD8, der Fox
P3 und der PD1 Farbung wollten wir einen mdglichen Unterschied der Dermatitiden durch
Betrachtung des entziindlichen Infiltrats der einzelnen Hauterkrankungen aufzeigen.

CD1a (Cluster of Differentiation 1a) ist ein Glykoprotein, welches an der Antigenprésentation
von Lipiden und Glykolipiden z.B. mikrobieller Antigene zu T-Zellen beteiligt ist (Brigl M.
und Brenner M.B. 2004). Anhand der Farbung dieses Proteins lassen sich dendritische Zellen

bestimmen.

CD8 (Cluster of Differentiation 8) ist ein in die Zellmembran von zytotoxischen T-Zellen

integriertes Molekil, mit dessen Hilfe der T-Zell Rezeptor den MHC-I-Komplex auf
korpereigenen Zellen erkennt. Werden fremde Peptide z.B. virale- oder mutierte Peptide

erkannt, so folgt die Zerstérung dieser peptidassoziierten Zelle.
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Das Forkhead-Box-Protein P3 (Fox P3) stimuliert als Transkriptionsfaktor die Expression von

Proteinen welche von regulatorischen T-Zellen benétigt werden (Kim J.M. und Rudensky A.

2006). Fur den Nachweis von nativen und peripher entstandenen regulatorischen T-Zellen

eignet sich das Fox P3 Protein als spezifischer Marker gut.

Bei dem PD1 Protein (programmed cell death 1 protein) handelt es sich um ein
Zelloberflachenprotein welches auf der Oberflache von aktivierten T-Zellen, B-Zellen und
Makrophagen exprimiert wird und dort die T-Zell Antwort negativ beeinflusst (Agata Y. et al.
1996). Mit Anfarbung dieses Proteins konnen follikuldre T-Helfer-Zellen dargestellt werden.

1.7 Ziel der Arbeit
Ziel war es folgende zentralen Fragestellungen zu untersuchen und eine Erklarungshypothese
aufzuzeigen.
Fragestellung:
a) Lasst sich die Expression von hBD-2 in entzindlichen Dermatosen nachweisen und
zur Differentialdiagnose dieser Erkrankungen heranziehen?
b) Wie unterscheiden sich die entziindlichen Infiltrate kutaner Dermatosen im Hinblick
auf spezifische T-Zell-Populationen und I&sst sich durch Detektion dieser Zellarten die

Psoriasis besser von anderen Dermatosen abgrenzen?
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2. Materialien und Methoden

2.1 Reagenzien / Chemikalien / Firmen

Monoklonaler Maus-Antikorper fir R-Defensin-2
(aa 4-41)

Monoklonaler Maus-Antikorper fir CD1a Novocastra

Monoklonaler Maus-Antikorper fiir CD8

Monoklonaler Maus-Antikorper fur PD1

Monoklonaler Maus-Antikorper fiir Fox P3

Sekundarantikorper Histofine: Simple Stain MAX PO
(Multi)Universal Immuno-peroxidase Anti-Mouse
and -Rabbit

Sekundarantikdrper Zytochem Plus
HRP Polymer System

Post-Block-Reagenz

DAB (Diaminobenzidin) Substrat Puffer

H&amalaun nach Meyer

Methanol H202

Tris-Base

Acris Antibodies, Hiddenhausen
Best. Nr.: AM02221PU-N

Leica Biosystems, Newcastle
Best. Nr.: NCL-CD1a-235

DAKO, Hamburg
Best. Nr.: M7103

Abcam, Cambridge
Best. Nr.: ab 52587-100

Abcam, Cambridge
Best. Nr.: ab 20034

Medac, Hamburg

Zytomed Systems, Berlin

Best. Nr.: POLHRP-100

Zytomed Systems, Berlin
Best. Nr.: POLHRP-100

DAKO, Hamburg
Best. Nr.: K3468

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis
Best. Nr.: 93349
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Tris HCL

NaCl

Tween 20

Zitronensaure-Monohydrat

NaOH

EDTA (Titriplex I11)

Xyolol

Antibody Diluent

LCS (Liquid Coverslip)

Enhanced alkaline phosphatase red

Verdinnungslésung Hama-Elisa VIR-DIL

Sigma-Aldrich, St. Louis
Best. Nr.: T5941

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Merck, Berlin/Darmstadt

Ventana, Arizona
Best. Nr.: 251-018

Ventana, Arizona
Best. Nr.: 650-010

Ventana, Arizona
Best. Nr.: 800-031

Medac, Hamburg
Best. Nr.: 100204002
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2.2 Spullésungen

Tris-Waschpuffer

9,0 g Tris-Base

68,5 g Tris-HCL

87,8 g NaCl

auf 10 Liter Aqua dest. und 5 ml Tween 20

Citratpuffer 10 mM: pH 6
10,5 g Zitronensaure-Monohydrat mit ca. 65 ml NaOH (2N) in 5 Liter Aqua dest. auf einen

pH von 6 titrieren

EDTA-Puffer 10mM: pH 8
18,6 g EDTA (Titriplex I11) mit ca. 22 ml NaOH (2N) in 5 Liter Aqua dest. auf einen pH von

8 titrieren

2.3 Verdinnung der Primarantikorper

Der monoklonale, das hBD-2 detektierende Maus-Antikorper wird in einem Verhaltnis von
1:100 in einer Antibody-Diluent Ldsung verdunnt.

Die Verdlnnung der Antikorper fur CD8 (1:200), CD1a (1:10), PD1 (1:50) und Fox P3 (1:50)
erfolgt im Probenverdinnungspuffer des Hama-Elisa-Kits der Firma Medac, Hamburg. Dieser
Puffer enthalt PBS, Tween und BSA mit einem pH zwischen 7,2 und 7,4. Die genannten
Verdunnungen weisen jeweils in ihrem Verdunnungsverhaltnis eine maximale Farbeintensitat
bei minimaler Hintergrundfarbung auf. Man spricht hier von einem maximalen Signal-
Rausch-Verhaltnis (Boenisch T. 2003).

2.4 Farbemethode

Als Farbemethode wurde die 2-Schritt bzw. 3-Schritt (PD1) indirekte Methode gewdhlt,
wobei ein unkonjugierter (unmarkierter) Primdrantikbrper an das Antigen bindet und
anschlieBend  ein  enzymmarkierter, gegen den  Primdrantikdrper  gerichteter
Sekundarantikorper aufgetragen wird. Dieser kann dann mittels einer Substrat-
Chromogenreaktion sichtbar gemacht werden. Diese Methode wurde aufgrund ihrer hohen

Sensitivitat genutzt, da wahrscheinlich mehrere  Sekundarantikérper mit verschiedenen
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Epitopen des Primarantikorpers reagieren und somit das Signal verstarkt wird (Boenisch T.
2003).

2.5 Procedere der immunhistochemischen Farbung

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden zuvor in Formalin fixierte und in Paraffin
gegossene Hautproben in einzelne Schnitte einer Schichtdicke von 1-2um vorbereitet.
AnschlieBend wurden die Paraffinschnitte auf beschichtete Objekttrager (Marienfeld, Lauda-
Konigshofen) verbracht und fir eine Nacht bei 37-42°C im Brutschrank getrocknet. Zur
Entfernung des Paraffins wurden die Objekttrager fir mindestens 10 Minuten in ein
Losungsmittel (Xylol) gegeben. Die folgenden Farbeschritte wurden in wassrigen Ldsungen
durchgefihrt, so dass hierzu die Proben mittels einer absteigenden Alkoholreihe (3x in 100%
danach 2x in 96% und abschliefend 1x in 70%) gespult und so dem Wasser zugefuhrt
(rehydratisiert) wurden.

Zur Vermeidung einer unspezifischen Hintergrundfarbung durch die probeneigene, endogene
Peroxidase erfolgte eine Blockung derselben indem die Préparate fiir 10 Minuten in eine
Methanol H202 Lgdsung gegeben wurden. Die Antigenbindungsstellen, die sogenannten
Epitope, konnen durch die Formalinfixierung verandert werden, wobei es zu einer
Veranderung der Struktur im Sinne einer Konformationsdnderung kommen kann oder das
Fixativ die Bildung chemischer Quervernetzungen der Proteine induziert. Hierbei konnen die
Verénderungen innerhalb desselben Proteins als intramolekulare Cross-Links oder auch
zwischen verschiedenen Proteinen als intermolekulare Cross-Links erfolgen. Die Folge kann
ein vollstandiger oder partieller Verlust der Immunreaktivitdt des Antigens sein. Dieser
Vorgang wird als Antigen-Maskierung bezeichnet (Key M. 2003). Fiir formalinsensitive
Gewebsantigene war es also wichtig eine Antigendemaskierung (Epitop-Retrieval)
durchzufiihren und somit die Immunreaktivitdt dieser formalinfixierten Gewebe zu
verbessern. Hierzu wurden die Proben fur 3 Minuten in Citratpuffer pH 6 in einem
Dampfkochtopf gekocht (Cattoretti G. und Suurmeijer A.J.H. 1994). Fur die Fox P3 Farbung
wurde die Vorbehandlung nicht im Citratpuffer sondern im EDTA Puffer mit einem pH 8
durchgefiihrt.

Der Antigendemaskierung folgend schloR sich ein Spilen der Proben mit Wasser und dann in
Tris-Waschpuffer an. Nun wurden die Gewebeproben fir eine Stunde mit 100ul des primaren
Antikorpers inkubiert. Dieser Schritt erfolgte auf einer Glassplatte bei Zimmertemperatur.

AnschlieBend Spilung der Proben mit Tris-Waschpuffer und 3 malig mit Leitungswasser.
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Verblieb der Gewebe im Waschpuffer. 100ul des sekundaren Antikorpers, welcher fur diese
Féarbezwecke zwingend HRP (Horse Radish Peroxidase) konjugiert sein muss, wurden nun fur
30 Minuten aufgetragen. Bei der PD1 Farbung wurde vor dem Auftragen des
Sekundarantikorpers eine Post-Block-Reagenz fur 20 Minuten als Verstarkungsreagenz
aufgetragen, weshalb man hier von der 3-Schritt indirekten Methode spricht. Wieder schlo
sich ein Spdlen in Tris-Waschpuffer und 3 malig in Leitungswasser an. Erneut Verblieb der
Objekttrager im Waschpuffer in Hellendahl-Kuvetten. Die Visualisierung erfolgte iber eine
Enzym-Substrat-Reaktion wobei eine Diaminobenzidin-Substrat-Chromogenlésung (DAB)
far 5-7 Minuten aufgetragen wurde, welche dann eine enzymatische Reaktion mit der
Peroxidase des Sekundarantikorpers einging. Hierbei bildete sich am Ort der Bindung des
Primarantikdrpers ein Farbniederschlag der wiederum unter dem Lichtmikroskop sichtbar war
(vgl. Gebrauchsanweisung Zytochem-Plus HRP Polymer-Kit, Zytomed Systems). Fir die
hBD-2 Farbung wurde das Enhanced Alkaline Phosphatase Red KIT als Detektionssystem
genutzt. Spilung mit Wasser. Mit einer zweiten Farbung wurde nun ein Kontrasteffekt erzielt.
Dies wurde durch eine Gegenfarbung, mit Hamalaun nach Mayer fur 3-5 Minuten, erreicht.
Dabei kam es durch die anschlieRende Spilung mit Leitungswasser zu einer Blaufarbung der
Zellkerne und somit zu einem hoheren Kontrast. Die Proben wurden dann fir 10 Minuten im
Wasser in den Hellendahl-Kiivetten belassen. Aus den Praparaten wurde nun das Wasser
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder entzogen. Abschliefend wurden die Proben
erneut in Xylol gespilt und mit Pertex eingedeckelt.

Das fiir die hBD-2 Farbung genutzte LCS (Liquid Coverslip) bildet als Eindecklésung eine
Barriere zwischen wassrigen Reagenzien und Luft und diente somit der Verhinderung der
Evaporation. Aus diesem Grund eignete sich diese Losung, da sie eine stabile wassrige

Umgebung erzeugt, fiir den hier genutzten Farbeautomaten.

2.6 Farbeprotokoll der Immunfarbung

1) Paraffinschnitte werden auf beschichteten Objekttragern fur eine Nacht bei 37- 42 C° im
Brutschrank getrocknet

2) 10 Minuten in Xylol

3) 3x Spilen in Xylol

4) Absteigende Alkoholreihe 3x 100%, 2x 96%, 1x 70%

5) Blocken der endogenen Peroxidase

6) Demaskierung der Antigene
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7) Spilen in Leitungswasser und anschlieBend in Tris-Waschpuffer stellen

8) 1 Stunde 100 pl des priméaren Antikorpers

9) Tris-Waschpuffer, 3x Spilen in Leitungswasser, Tris-Waschpuffer

10) 30 Minuten 100l des sekundéren Antikorpers (HRP konjugiert)

11) Tris-Waschpuffer, 3x Spulen in Leitungswasser, Tris-Waschpuffer

12) 5-7 Minuten 100ul Dako-DAB

13) Spdilen in Leitungswasser

14) 3-5 Minuten Hdmalaun nach Mayer (Verdinnung 1:4)

15) Spdlen in Leitungswasser

16) 10 Minuten im Wasser stehen lassen

17) Aufsteigende Alkoholreihe 1x 70%, 2x 96%, 3x 100%, 2x in 100% Alkohol/Xylol
(Konzentration 1:1)

18) 4x Spilen in Xylol und mit Pertex eindeckeln

2.7 Methodik / Aufbau der Arbeit
2.7.1 Gewebeproben

Fur diese Arbeit wurden Hautproben von 140 Patienten mit verschiedenen entziindlichen
Dermatosen untersucht. Der Probeneingang erfolgte innerhalb von etwa 4 Jahren (2006-2009)
von niedergelassenen Hautérzten aus dem nordwestdeutschen Raum. Die Diagnosen wurden
von einem erfahrenen Fachexperten fur Dermatopathologie mithilfe der klassischen
Histologie am Héamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Schnitt unter Bericksichtigung der
Klinischen Prasentation gestellt.

Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit erfolgten in vollstdndig anonymisierter Form und
damit in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel fir die Verwendung von Archivmaterial
in der Pathologie.

Nach entsprechender, unter 2.5 beschriebener Vorbereitung, wurden die Hautpréparate
zundchst histologisch und anschlieBend immunhistochemisch beurteilt. Hierzu wurden die
Proben geférbt und folgend unter dem Lichtmikroskop (Zeiss, Jena) in einer 4er, 10er, 20er
und 40er ObjektivvergroRBerung betrachtet. AnschlieBend wurde im inflammatorisch
verédnderten Gewebe ein représentatives Areal bestimmt in dem unter Mithilfe eines
Mikroskoprasters 100 Lymphozyten ausgezéhlt wurden. Somit war eine Prozentangabe als

Verhéltnis der markierten zu nicht markierten T-Lymphozyten moglich. Bei der hBD-2
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Farbung erfolgte eine Zuordnung uber die Férbeintensitat als Ausdruck der Anzahl positiv
getesteter Hautzellen.

2.7.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Zur Einteilung der verschiedenen Farbungen wurden mehrstufige Wertungssysteme (Scores)
zugrunde gelegt. Untersucht wurde die B-Defensin-2 Expression im Stratum corneum und
getrennt davon betrachtet in den weiteren Zellschichten der Epidermis sowie der Dermis. Nun
folgte eine Score-Zuordnung von 0-3 wobei der Score 0 keine hBD-2 Detektion im Gewebe
beschrieb und der Score 3 eine hohe, deutliche und spezifische R-Defensin-2 Farbung
anzeigte. Der Score 1 und 2 beschrieb jeweils aufsteigend die Zwischenformen mit wenig und
mittelgradiger hBD-2 Expression. Bei der CDla Férbung erfolgte die Score-Zuordnung
ebenfalls semiquantitativ wobei eine Wertung von 1 keine oder wenig Expression beschrieb
und die Wertung 2 und 3 eine maRige bzw. hohe Expression angab. Bei der PD1-Detektion
wurde ein 3 stufiges Wertungssystem in Prozentangabe genutzt. Hierbei erfolgte eine
Einteilung in 0-10%, 10-50% und tber 50% spezifisch gefarbter PD1 positiver Lymphozyten.
Fur die CD8 und Fox P3 Einteilung wurden wieder in einem reprasentativen Areal 100
Lymphozyten manuell ausgezéhlt und diese dann als markierte (positive) und nichtmarkierte
(negative) Lymphozyten in Prozent angegeben. Somit nutzten wir ein 2, 3 und 4 stufiges
Wertungssystem zur Illustration der Ergebnisse. Die ermittelten Werte wurden zum besseren
Vergleich in Tabellenlisten aufgenommen, so dass anschlielend die im Ergebnisteil

angegebenen Diagramme erstellt werden konnten.

Die graphischen Darstellungen der Ergebnisse (Tabellen und Diagramme) dieser Arbeit
wurden mit Hilfe von Microsoft Excel 2000 erstellt. Das Bildmaterial konnte mit dem
Lichtmikroskop/Kamerasystem (Colorview soft imaging System) und dem Fotoprogramm
(analy SIS® Five, Digital imaging solutions) erstellt werden.

Die Literaturrecherche erfolgte uber die lokale Datenbank der Universitatsbibliothek der
Christian-Albrechts-Universitat Kiel, der Universitatsbibliothek der Carl von Ossietzky-
Universitat Oldenburg sowie Internetrecherche tiber www.medline.de und www.pubmed.com.
Die verschiedenen Subtypen der entziindlichen Hauterkrankungen wurden auch aufgrund
fehlender Unterschiede in der immunhistochemischen Féarbung dieser Untersuchungen unter
der jeweiligen Hauptgruppe wie Ekzem, Pityriasis oder Tinea subsummiert. Um eine direkte

Korrelation der hBD-2 Expression und der Diagnose einer Psoriasis vulgaris aufzeigen zu
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kénnen wurden flr diese Arbeit nur Psoriasispraparate verwandt, welche durch einen
Fachexperten fiir Dermatopathologie im konventionell histologischen Bild zweifelsfrei als
Psoriasis vulgaris beschrieben wurden. Einer Fehlinterpretation aufgrund eines

Diagnosewechsels nach immunhistochemischer Farbung wurde somit vorgebeugt.
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3. Ergebnisse
3.1. HBD-2 Farbung Stratum corneum

Bei der Bewertung der Farbeanalyse wurde die Hornschicht (Stratum corneum) getrennt von

den anderen subcorneal gelegenen Schichten der Epidermis und Dermis betrachtet.

Parapsoriasis

Oscore 0

Psoriasis

@score 1

L Oscore 2
Pityriasis

Oscore 3

Tinea

Ekzem

0% 20% 40% 60% 80% 100%

p < 0.0001 (Chi-square test)

Grafik 1) Immunhistochemische hBD-2 Detektion im Stratum corneum

Psoriasis vulgaris (n = 86), Ekzem (n = 20), Pityriasis (n = 10), Tinea (n = 7) und
Parapsoriasis (n = 4).

Der hochste Score 3, also die deutlichste hBD-2 Expression, zeigt sich bei tiber 70% der an
einer Psoriasis vulgaris leidenden Patienten wohingegen der Score 0 mit 1,15% einen
erheblich geringeren Teil der Psoriasispatienten einnimmt.

Der Score 3 lait sich bei diesen Farbungen einzig nur noch bei der Tinea mit 14,28%
aufzeigen. Anhand der Grafik wird deutlich, dass das Ekzem, die Tinea und die Pityriasis
sowie die Parapsoriasis jeweils den groRten Anteil im Score 0 (keine Antigenmarkierung des
hBD-2 Peptids) aufzeigen. Diese Expressionsbewertung kann, wie in der Grafik eindeutig zu

sehen ist, bei der Psoriasis nur in 1,15% der Falle nachgewiesen werden. Im direkten
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Vergleich der Psoriasis mit dem Ekzem kann hier ebenfalls ein deutlicher Unterschied
dargestellt werden, da der Score 2 bei den getesteten Ekzempatienten ebenfalls nicht erreicht
wird. Wenig hBD-2 Expression (Score 1) zeigt sich sowohl beim Ekzem als auch bei der
Pityriasis und der Tinea, allerdings auch bei 17,24% der bewerteten Psoriasisfalle.

Im Folgenden ist ein histologisches Bildbeispiel nach antigen-antikdrperbasierter 3-Defensin-
2 Farbung dargestellt.

Abb. 2) Darstellung einer Psoriasislasion in der hBD-2 Farbung und 10facher
ObjektivvergrofRerung. Dieses Bild wurde im Score 3 (starke Expression)
beurteilt.

Histologisch zeigt sich eine fiir die Psoriasis vulgaris charakteristische Hyperproliferation der
Hornschicht (Hyperkeratose). Des Weiteren ist hier auch eine Akanthose im Sinne einer
Verdickung der gesamten Epidermis dargestellt. Diese Veranderungen sind typisch allerdings
nicht pathognomonisch fir die Psoriasis vulgaris.

Eindeutig ist eine spezifische Anfarbung des Stratum corneums erkennbar.

Diese Hautprobenfarbung wurde mit dem Score 3, also der deutlichsten hBD-2 Detektion,
skaliert.
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Im Gegensatz hierzu zeigt in der gleichen Farbung das im folgenden dargestellte Ekzem ein

vollkommen anderes Farbeverhalten.

TN e

Abb. 3) Immunhistochemische hBD-2 Detektion in einer Ekzemhautprobe (10fache
Objektivvergrofierung)

Das dargestellte Ekzem weist im Stratum corneum eine lediglich leichtgradige, unspezifische
Anfarbung auf. Weitere subcorneale Zellschichten zeigen in dieser Darstellung in
Abgrenzung zu der immunhistochemischen hBD-2 Detektion in der Psoriasis vulgaris keine

Anféarbung. Dieses Bild wurde im Skalierungssystem mit dem Score 1 bewertet.
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3.2 HBD-2 Farbung extracornealer Zellschichten der Epidermis und
Dermis

In Anlehnung an die in der Grafik 1 dargestellte hBD-2 Expressionsbewertung der
Hornschicht wurde zur Illustration der Féarbeergebnisse der subcornealen Schichten ebenfalls
ein 4 stufiges Skalierungssystem genutzt.

Parapsoriasis
Psoriasis

Oscore 0

Pityriasis Bscore 1

Oscore 2

Tinea Oscore 3
Ekzema

0% 20% 40% 60% 80% 100%
p < 0.0001 (Chi-square test)
Grafik 2) Immunhistochemische hBD-2  Detektion der subcorneal gelegenen

Zellschichten der Epidermis und Dermis

Psoriasis vulgaris (n = 78), Ekzem (n = 22), Pityriasis (n = 10), Tinea (n = 7) und
Parapsoriasis (n = 4).

Es ist ersichtlich, dass der hochste Score 3 mit 9,2 % der Falle ausschlie3lich, wenn auch im
geringeren Ausmald als bei der Stratum corneum Betrachtung, allein von Psoriasispatienten
erreicht wird. Des Weiteren zeigt die Psoriasisuntersuchungsreihe als Einzige den Hauptanteil
im Score 2 also die mittlere Anzahl der mittels der hBD-2 Farbung detektierten Peptide (vgl.
Abb. 3). Ahnlich wie schon bei der Hornschichtfarbung zeigt sich auch hier die Tinea im
Score 2 positiv. Mit Ausnahme der Tinea weisen die anderen getesteten Dermatitiden erneut
den groRten Anteil im Score 0 auf, d.h. hier wird mit der B-Defensin-2 Farbung kein hBD-2
detektiert.
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Der Score 1, also wenig hBD-2 Expression, zeigt sich bei der Pityriasis mit 40% am
deutlichsten, wobei die Psoriasis vulgaris von den gefdrbten Hautproben in diesem Score 1
den kleinsten Anteil einnimmt. Der Score 0 zeigt sich bei der Psoriasis vulgaris nicht. Die fur
die Psoriasis vulgaris in dieser Untersuchung beschriebenen Prozentangaben beziehen sich
auf die Farbung der subcorneal gelegenen Zellschichten der Epidermis. Eine hBD-2 Detektion

im Bereich der Dermis ist nicht aufzeigbar.

Abb. 4) Immunhistochemische hBD-2 Detektion in einer Psoriasis vulgaris Hautprobe.

In der hier dargestellten Abbildung einer mit dem 10fach Objektiv vergroferten
Psoriasishistologie zeigt sich eindricklich neben der Hornschichtfarbung auch die
subcorneale Detektion von hBD-2.

Trotz spezifischer Farbung der Epidermis ist im Bereich der Dermis keine R-Defensin-2

Expression zu beobachten.

-21 -



3. Ergebnisse

3.3 CD1a Farbung der Epidermis
Mit der CDla Farbung lassen sich dendritische Zellen im inflammatorisch veranderten

Gewebe markieren.

Parapsoriasis
Psoriasis Oscore 1
Escore 2
Pityriasis U
Oscore 3
Tinea
Ekzem ﬂ
0% 20% 40% 60% 80% 100%

p = 0.0253 (Chi-square test)

Grafik 3) Detektion CD1a positiver Zellen in der Epidermis von Hautproben verschiedener
Dermatitiden

Psoriasis vulgaris (n = 43), Ekzem (n = 20), Pityriasis (n = 9), Tinea (n = 6) und Parapsoriasis
(n=2).

Die Psoriasis und die Pityriasis prasentieren sich bei dieser CDla Farbung morphologisch
ahnlich. Es ist das stérkste Farbeverhalten im Score 2 und ein Abfall im Score 3 bei Beiden zu
beobachten. Die Tinea weist eine fallende Tendenz vom Score 1 bis 3 auf und das Ekzem
zeigt sich im Score 2 und 3 in einem Verhaltnis von 50% zu 50% wobei nur sehr wenige Félle

im Score 1 detektiert werden.
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3.4 CD1a Farbung der Dermis

Parapsoriasis

Psoriasis Oscore 1

mscore 2
Pityriasis

t Oscore 3
Tinea
Ekzem

0% 20% 40% 60% 80% 100%
p = 0.0170 (Chi-square test)
Grafik 4) Detektion CD1a positiver Zellen in der Dermis von Hautproben verschiedener

Dermatitiden.

Psoriasis vulgaris (n = 43), Ekzem (n = 20), Pityriasis (n = 9), Tinea (n = 6) und Parapsoriasis
(n=2).
Setzt man den Score 2 mit dem Score 1 in Beziehung so bilden sich die Psoriasis, die

Pityriasis und die Tinea in einem Verhaltnis von 1:3 bzw. 1:4 ab. Die héchste Wertung wird
von diesen Erkrankungen nicht erreicht.

Das Ekzem weist im Score 1 und 2 ein Verhaltnis von 1:1 auf, wobei das Ekzem auch im
hochsten Score vertreten ist.

Die Parapsoriasis zeigt sich zwar ganzlich im Score 2, dies ist aber mit einer Probenanzahl

von n = 2 flir unsere Untersuchung ohne Aussagekraft.
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3.5 CD8 Farbung der Epidermis und Dermis
Die CD8 Férbung dient der Darstellung von zytotoxischen T-Zellen
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p = 0.0004 (ANOVA)

Grafik 5) Punktdiagramm: CD8 positive Lymphozyten in prozentualer Angabe in
Hautproben verschiedener Dermatitiden

Trotz einer hohen Streuungsbreite der CD8 positiven Lymphozyten bei diesen verschiedenen

Hauterkrankungen zeigt sich nach jeweiliger Mittelwertbestimmung doch ein signifikanter
Unterschied. Deutlich lasst sich dies beim Ekzem vergleichend mit der Psoriasis vulgaris
aufzeigen. Wéhrend die Ekzemproben bei der CD8 Detektion im Mittel bei 36% liegen ist der
bei den Psoriasis vulgaris Proben ermittelte Wert ca. 10% darunter angesiedelt. Ein noch
groRerer Unterschied zeigt sich im Vergleich der Pityriasis mit der Psoriasis vulgaris. Zur
guantitativen Abgrenzung der Tinea oder der Parapsoriasis eignet sich die CD8 Farbung

nicht.
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Beispielhaft an der folgenden Abbildung sind die mit einem CD8 markierenden Antikdrper

gefarbten Lymphozyten im entziindlichen Infiltrat eines Ekzems zu sehen.

Abb. 5) Abbildung eines Ekzems in der CD8 Farbung mittels einer 20fachen
Objektivvergrofierung
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3.6 Fox P3 Farbung der Epidermis und Dermis

Das Forkhead-Box-Protein P3 (Fox P3) gilt als Marker zur Darstellung von regulatorischen
T-Zellen.
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p = 0.0156 (ANOVA)

Grafik 6) Punktdiagramm: Fox P3 positive Lymphozyten in prozentualer Angabe in
Hautproben verschiedener Dermatitiden

Auch hier zeigt sich eine deutliche Streuungsbreite der einzelnen Zuordnungen nach der Zahl
positiv und negativ beurteilter Lymphozyten. Obwohl, wie eindeutig zu sehen ist, eine
Abgrenzung der einzelnen Erkrankung mittels der Fox P3 Farbung nicht moglich erscheint,
sind doch im Mittelwert des Kollektivs der jeweiligen Dermatitiden deutliche Unterschiede
darstellbar. Wahrend sich bei den getesteten Ekzem- und Psoriasisféllen in etwa der gleiche
Mittelwert bestimmen l&sst, weisen jeweils die Tinea und die Pityriasis einen &hnlichen aber
im Vergleich mit den anderen zuvor genannten Hauterkrankungen um nahezu 10%
niedrigeren Mittelwert auf. Interessant ist der Vergleich der CD8 und der Fox P3 Farbung.
Hier zeigt beispielsweise die Pityriasis in Bezug auf deren Mittelwert ein sich um tber 20
Prozentpunkte unterscheidendes Férbeverhalten auf. Letztlich ist eine Diagnosezuordnung
nach alleiniger CD8 oder Fox P3 Betrachtung aufgrund der hohen Streuungsbreite nicht

moglich.
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Wie schon bei der CD8 Farbung lieR sich auch mit der antikdrperbasierten Fox P3 Detektion

keine Markierung im Epidermisbereich aufzeigen.

Abb. 6) Farbeverhalten der Dermis einer Psoriasishautprobe nach Fox P3 Markierung.

Das Forkhead-Box-Protein P3 (Fox P3) ist spezifisch fiir native und peripher entstandene
regulatorische T-Zellen. Da es sich bei dem Fox P3 Protein um einen Transskriptionsfaktor
handelt, kann man in der Abbildung 6 die markierten Zellkerne der als positiv beurteilten
Lymphozyten sehen.

Beispielhaft ist hier ein représentatives Areal dargestellt in dem mit Hilfe des
Lichtmikroskops in einer 40er VergrofRerung markierte und nichtmarkierte Lymphozyten
ausgezahlt und daraufhin jeweilige Zuordnungen getroffen wurden.
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3.7 PD1 Farbung der Epidermis und Dermis

PD1 Markierung zur Darstellung follikulérer T-Helfer-Zellen.

Fur die PD1 Detektion wurden Ekzem (n = 20), Tinea (n = 7), Pityriasis (n = 10), Psoriasis (n
= 43) und Parapsoriasis (n = 3) Hautproben gefarbt.

Lediglich 5 Falle lieen sich in der 10% - 50% Stufe einsortieren, wohingegen samtliche
anderen Proben in der 0% - 10% Markierungsgruppe farbepositiver Lymphozyten eingeordnet
wurden. Fir die tber 50% Gruppe war kein Fall aufzeigbar. Insgesamt muss man hier
postulieren, dass sich das PD1 Markierungsverhalten als differentialdiagnostisches
Unterscheidungsmerkmal  verschiedener ~ Dermatitiden  aufgrund  des  &hnlichen

Farbeverhaltens nicht eignet.
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4. Diskussion

4.1 Bedeutung der T-Zellen und des humanen R3-Defensins-2 fir die
Psoriasis vulgaris
Fur den immunhistochemisch differentialdiagnostischen Nachweis einer Psoriasis vulgaris
war es zunichst notwendig die Atiopathologie dieser Erkrankung zu beleuchten. Neben
genetischen und anderen Faktoren, welche auch derzeit noch nicht abschlielend gekléart sind,
die einen Einfluss auf die Entwicklung psoriatischer Lasionen haben, weisen zahlreiche Daten
in den letzten Jahren darauf hin, dass diese komplexe Hautverdnderung eine primére T-Zell
mediierte Immunpathogenese darstellt (Lebwohl M. 2003; Schén M.P. und Boehnke W.H.
2005; Campalani E. und Barker J.N.W.N. 2005; vgl. AWMF S3 Leitlinie: Therapie der
Psoriasis vulgaris. Einleitung: Pathogenese S. 13 Fassung 2011). Differenzierter betrachtet
scheinen hier T-Zell Subpopulationen wie beispielsweise Th 22, Th 1 und Th 17 sowie
Zytokine z.B. IL 22 und IL 20 eine pathogenetisch wichtige Rolle zu spielen (Sabat R. und
Wolk K. 2011).
Fur zahlreiche endo- und exogene Triggerfaktoren wird ebenfalls ein Mitwirken an der
Entwicklung dieser Erkrankung postuliert (Christophers E. et al. 2003; Prinz J.C. 2004).
Weitere Hinweise auf den Einfluss der T-Zellen bei der Entstehung psoriatischer
Hautverdnderungen wurden bereits 1979 publiziert. Damals konnte man einen
erkrankungsmildernden  Effekt von  Ciclosporin A, einem  T-Zell-spezifischen
immunsuppressiven Medikament, auf die Psoriasis nachweisen (Mueller W. und Hermann B.
1979; Griffiths C.E. et al. 1986; Ellis C.N. et al. 1986). Spéater wurde durch die therapeutische
Wirksamkeit von z.B. FK 506, monoklonalen anti- CD3 und anti- CD4 Antikorpern oder dem
T-Zell selektiven Toxin DAB 389 II-2 der Effekt von T-Zell supprimierenden Substanzen auf
die Psoriasiserkrankung bestatigt und somit die zentrale Rolle der T-Zellen in der
Psoriasispathogenese untermauert (Michel G. et al. 1996; Weinshenker B.G. et al. 1989; Prinz
J.C. etal. 1991; Nicolas J.F. et al. 1991; Gottlieb S.L. et al. 1995).
Mit dem Wissen, dass T-Zellen die Hauptprotagonisten in der Pathogenese der Psoriasis
vulgaris sind (Prinz J.C. 2001), lag die Vermutung nahe diese Erkrankung immunhistologisch
mit einem T-Zell-markierenden Antikorper detektieren zu kdnnen und mdglicherweise so von
anderen Dermatitiden zu unterscheiden .
Auf dieser Grundlage konnte die initiale Fragestellung dieser Arbeit, wie sich die
entzundlichen Infiltrate kutaner Dermatosen im Hinblick auf spezifische T-Zell-Populationen

unterscheiden, beleuchtet werden, indem die Zusammensetzung des inflammatorischen
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Infiltrates in Bezug auf eine T-Zell Markierung anhand der CD1a-, der CD8-, der Fox P3- und
der PD1- Farbung der untersuchten Dermatitiden verglichen wurde. Des Weiteren konnte eine
Aussage Uber eine Abgrenzung der Psoriasis vulgaris von anderen Dermatitiden nach
Betrachtung des inflammatorischen Infiltrates getroffen werden. Da im Probenkollektiv aber
ausschlielflich inflammatorisch verdndertes, kutanes Gewebe zur Verfugung stand und der
Fragestellung folgend nur entziindliche Hautlasionen voneinander unterschieden werden
sollten, war prinzipiell von einer Einwanderung immunmodulatorischer T-Zellen in allen
Proben auszugehen. Deshalb wurde nach einer Eigenschaft gesucht, die nach Mdglichkeit nur
die Psoriasis vulgaris besal? und die diese Erkrankung a priori von anderen Dermatitiden
abgrenzte.

Vergleichend mit anderen an Hautinfektionen leidenden Menschen traten bei
Psoriasispatienten kutane Superinfektionen in deutlich geringerem MaR auf als erwartet.
(Henseler T. und Christophers E. 1995). Hierfiir verantwortlich waren unter Anderem die von
der Psoriasishaut produzierten antimikrobiellen Peptide, insbesondere das von Harder et al.
1997 aus entzundlich verdnderter Psoriasishaut extrahierte humane [-Defensin-2 (hBD-2)
(Harder J. et al. 1997). Gesunde Haut bewahrt im Gegensatz zur Psoriasishaut keine oder nur
geringe Mengen des hBD-2 Peptids auf (Schroder J.M. und Harder J. 1999).
Immunhistochemisch ist es mit einem monoklonalen Antikérper (Monoclonal Antibody to
beta-Defensin 2 (aa 4-41) von Acris Antibodies GmbH) in einem antigen-antikorper-
basierten Farbeverfahren moglich spezifisch hBD-2 produzierende Zellen zu markieren. Auf
dieser Basis war es maoglich der weiteren Fragestellung der Arbeit, ob sich die Expression von
hBD-2 in entzindlichen Dermatosen nachweisen und zur Differentialdiagnose dieser
Erkrankungen heranziehen lasst, nachzugehen.

Da bei Mykosen ebenfalls eine Expression von hBD-2 gesehen werden konnte (Harder J. et
al. 1997), ist es nicht verwunderlich auch hier eine Anfarbung der in der PAS Farbung als
Tinea diagnostizierten Falle zu sehen.

Bei isolierter Dermisbetrachtung kann ein Unterscheidungsnachweis mit der hBD-2 Féarbung
nicht erfolgen, da dieses Protein in den Keratinozyten der Epidermis vorkommt (Oren A. et
al. 2003; Seo SJ. et al. 2001) und somit im Dermisbereich nicht identifizierbar ist (vgl. Abb. 4
im Ergebnisteil unter 3.2). Deshalb suchten wir im Dermisbereich eher nach einer auf die T-
Zell-Markierung basierenden Unterscheidungsmdoglichkeit.
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4.2 Analyse und Interpretation der Detektion von humanem R-Defensin-2
in verschiedenen entztindlichen Dermatosen

In normaler Haut ist die Immunreaktivitat des hBD-2 in den obersten kutanen Schichten am
hochsten (Ali R.S. et al. 2001). Das hBD-2 wird als Antwort auf einen entzlndlichen
Stimulus in Keratinozyten produziert, so dass es in héherer Konzentration in psoriatischen
Hautschuppen aufzufinden ist (Ong P.Y. et al. 2002; Kanda N. et al. 2011). Die groRten
Mengen des hBD-2 Peptids sind in hoher differenzierten Keratinozyten in den terminalen
Hautschichten gelegen um einen ersten chemischen Schutzwall gegen eindringende
Mikroorganismen zu generieren (Harder J. et al. 2005). Auf subzellulérer Ebene ist das hBD-
2 in den Lamellenkdrpern stimulierter Keratinozyten im Stratum spinosum der Epidermis
vorzufinden (Oren A. et al. 2003). Mit den genannten Féarbeverfahren konnte
immunhistochemisch eine hBD-2 Expression in entziindlichen Hauterkrankungen und mit
deutlichster Ausprédgung bei der Psoriasis vulgaris beobachtet werden (siehe Abb. 2 im
Ergebnisteil). Das hBD-2 konnte also in inflammatorisch verdnderten Dermatosen
nachgewiesen werden und somit konnte auch der erste Teil der Fragestellung dieser Arbeit
beantwortet werden. Nun folgend galt es die Mdglichkeit zu untersuchen mittels der hBD-2
Detektion ein Unterscheidungsmerkmal etablieren zu kdnnen. Eine entsprechende
Vergleichsstudie zur hBD-2 basierten Differenzierung verschiedener Dermatosen in
Abgrenzung zur Psoriasis vulgaris war derzeit nicht publiziert. Tatsachlich konnten anhand
der Farbeanalyse der hBD-2 Expression in den verschiedenen entziindlich verénderten
Geweben Unterschiede festgestellt werden. In Bezug auf die im Ergebnisteil unter 3.1
dargestellte Grafik war mit der hBD-2 Detektion ganz eindeutig ein erhebliches
Differenzierungsmerkmal zwischen diesen einzelnen entzindlichen Dermatosen aufzeigbar.
Bei Uber 70% der an Psoriasis vulgaris leidenden Patienten des Probenkollektivs erfolgte die
Zuordnung im hdchsten Score, wies also die héchste hBD-2 Expression auf, wohingegen
dieser Score mit Ausnahme der Tinea von keiner anderen getesteten Hauterkrankung erreicht
wurde. Bei Pilzerkrankungen war eine vermehrte hBD-2 Ausschiittung beschrieben, was
wahrscheinlich an der Integritatsstorung der Keratinozytenbarriere und einer diesbeziglichen
Defensinmehrproduktion liegt (de Jongh G.J. et al. 2005). Dieser Effekt konnte bei der durch
Trichophyton rubrum ausgel6sten Tinea corporis sowie bei einer durch Candida albicans
hervorgerufenen Hautinfektion beobachtet werden (Harder J. et al. 1997; Hiratsuka T. et al.
1998; Singh et al. 1998; Gallo R.L. und Huttner K.M. 1998). Pilzinfektionen scheinen also die

Produktion von humanem-R-Defensin-2 in den Keratinozyten inflammatorisch veranderter
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Haut zu induzieren. Harder et al. konnten dies am Beispiel der durch hBD-2 effektiv getoteten
Candida-albicans Stdmme weiter untermauern (Harder J. et. al. 1997). Wenn man also
postuliert, dass Pilzerkrankungen eine erh6hte hBD-2 Expression hervorrufen, wundert es
nicht, dass bei den getesteten und als Mykosen diagnostizierten Hautproben ebenfalls in
einigen Fallen der hochste Score erreicht wurde. Im Zweifelsfall sollte erganzend zur hBD-2
Farbung zum Ausschluf? einer pilzbedingten kutanen Inflammation noch eine PAS-Farbung
und damit eine Pilzsporendarstellung erfolgen (Schubert C. und Rudolph P. 2009; Gollnick H.
und Bonnekoh B. 2001). Wie oben beschrieben weist auch gesunde Haut in geringem Mal3
Defensine auf (Ali R.S. et al. 2001), was eine Erklarung dafiir sein kdnnte, dass die Pityriasis,
das Ekzem und die Parapsoriasis ebenfalls im Score 1 und 2 in einigen Féllen positiv getestet
wurden. In 1,15 % der immunhistochemisch gefarbten und konventionell histologisch als
Psoriasis vulgaris diagnostizierten Falle zeigte sich keine 3-Defensin-2 Detektion. Letztlich
lieR sich nicht eindeutig klaren, ob dieses Fehlen einer hBD-2 Expression einem trotz
Kontrolluntersuchung inkorrekten Farbeprozedere oder einem atypischen Gewebeverhalten
entstammt. Mdoglicherweise konnte dieser Wert, obwohl die Diagnosen von einem
Fachexperten unter Beriicksichtigung der klinischen Ausprdagung gestellt wurden, auch in
einer Fehldeutung der Histologie begriindet sein. Trotz einer relativ eindeutigen
differentialdiagnostischen Zuordnung der Psoriasis vulgaris bei einer hBD-2 Expression im
hdchsten Score erweist sich die Abgrenzung dieser Erkrankung gegenliber den anderen
entziindlichen Dermatosen bei einer R-Defensin-2 Detektion im Score 1 und 2 als schwierig.
Hier wird ein ,,Follow up* bendtigt, um im Verlauf eine eventuell erkrankungsspezifischere
Auspragung oder ein Ansprechen auf eine ex juvantibus durchgefiihrte Therapie aufzuzeigen
um somit die Verdachtsdiagnose bestdtigen oder verwerfen zu koénnen. Die in den
Untersuchungen gezeigten Erkrankungen die mit einer starken Hyperkeratose einhergingen
(Psoriasis, Tinea), wiesen auch die starksten Farbungen auf. In Anlehnung hieran kénnte die
Detektion von hBD-2 eventuell auch zur Markierung von Hautlasionen, die durch eine
abnorme Keratinozytenproliferation charakterisiert sind, genutzt werden. Die Grafik 2 zeigt
Ergebnisse der hBD-2 Farbung der subcorneal gelegenen Schichten der Epidermis. Hier weist
das Stratum basale der Psoriasishaut wie das Stratum spinosum, Granulosum und Lucidum
eine, wenn auch in geringerem AusmaR im Vergleich zum Stratum corneum, deutliche
Expression des humanen R-Defensins-2 auf. Wie bereits durch die hBD-2 Féarbung des
Stratum corneums vermutet zeigt sich auch hier die Tinea-Erkrankung in einem hohen Score

positiv.
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Da wie beschrieben das hBD-2 in Keratinozyten produziert wird (Oren A. et al. 2003; Seo SJ.
et al. 2001) war eine  Detektion in den epidermalen Schichten  zu erwarten.
Immunhistochemisch lieR sich in der Dermis kein hBD-2 aufzeigen, was vermuten l&sst, dass
ein entsprechendes Epitop fur den monoklonalen Antikorper fehlt. Somit scheinen die Zellen
der Dermis nicht in der Lage zu sein humanes R-Defensin-2 zu produzieren oder es zu
exprimieren.

Sollte mittels einer R-Defensin-2 Farbung in den subcornealen Schichten der Epidermis die
hdchste Scorezuordnung erreicht werden, so ist im vergleichenden Ausschlul der getesteten
Dermatitiden von der Diagnose einer Psoriasis vulgaris auszugehen. Noch wahrscheinlicher
wird die Psoriasis-Diagnose wenn, den Analysen folgend, in sowohl der hBD-2 Farbung des
Stratum corneums als auch der Farbung der subcornealen Schichten der hdchste Score
erreicht wird. Anhand dieser Daten l&sst sich somit bezuglich der hBD-2 Detektion im Score
3 eine eindeutige Tendenz zur Psoriasis aufzeigen. Diagnostisch schwieriger wird eine
Differenzierung der entzindlichen Hauterkrankungen wenn sie mit der hBD-2 Farbung im
Score 0 oder 1 detektiert werden. Hier lasst sich im Probenkollektiv in jeder der getesteten
Hautlasionen eine positive Detektion darstellen, so dass man diesbeziiglich keine Aussage zur
Unterscheidung treffen kann. Wenn man allerdings den 2,3 % im Score 0 gesehenen
Psoriasisfallen die 72,73 % im Score 0 zugeordneten Ekzemfélle gegentberstellt, wird hier
ein eindeutiger Unterschied nach immunhistochemischer Farbung klar. Die Ursache der im
Score 0 gelegenen Psoriasishautproben kann, wie bereits beschrieben, in einer konventionell
histologischen Fehldiagnose oder einer letztlich nicht geklarten fehlenden hBD-2 Produktion
der Keratinozyten dieser Proben begriindet sein.

Ahnlich wie Aydin et al. sowie Metha S. et al. histologische Differenzierungskriterien (Aydin
O. et al. 2008; Metha S. et al. 2009) zur Abgrenzung der Psoriasis von anderen Dermatitiden
beschrieben und Kamsteeg M. et al. auf molekularer Ebene (Kamsteeg M. et al. 2009)
Unterscheidungsmerkmale darstellten, konnte hier mit der humanen R-Defensin-2 Farbung

immunhistochemisch die Psoriasis vulgaris insbesondere von dem Ekzem abgegrenzt werden.

4.3 Analyse und Interpretation der T-Zell-Makierung im entzindlichen
Infiltrat verschiedener Dermatitiden

Mit der CDla Farbung lassen sich Langerhanszellen detektieren. Langerhanszellen sind
dendritische Zellen die in allen Schichten der Epidermis und dort hauptséchlich im Stratum
spinosum vorkommen (Young B. und Heath J.W. 2000). Die Expression der CD1 Proteine
auBerhalb des Thymus kann durch eine Infektion ausgeldst werden (Murphy K. et al. 2009).
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CD1a Molekiile binden an Lipid- und Glykolipidantigene und prasentieren diese so den T-
Zellen (Murphy K. et al. 2009; Brigl M. und Brenner M.B. 2004). Die CD1a Farbung eignet
sich somit als T-Zell Marker fur diese Arbeit gut, da dendritische Zellen erstens bevorzugt in
der Epidermis lokalisiert sind und zweitens eine zentrale Rolle bei der Entwicklung
inflammatorischer L&sionen wie bei der Psoriasis spielen (Steinman R. M. 2012). Bei den
CD1a Untersuchungen wurde das entzundliche Infiltrat in der Epidermis und im Bereich der
Dermis getrennt voneinander beurteilt um gegebenenfalls auch hier Unterscheidungen treffen
zu konnen.

Wie in der Grafik 3 und 4 ersichtlich (Grafik 3 und 4 im Ergebnisteil unter 3.3 und 3.4) lassen
sich bei isolierter Betrachtung der CDla Farbung der Epidermis die verschiedenen
Dermatitiden in alle 3 Scores einordnen. Dementsprechend ist hier eine Abgrenzung einer
einzelnen entzlndlichen Erkrankung von den anderen Hautldsionen schwierig. Dennoch
zeigen sich bei einer isolierten Betrachtung der Epidermisfarbung Tendenzen, die einen
zusatzlichen Hinweis flr die differentialdiagnostische Eingrenzung einer bestimmten
Erkrankung geben kénnen. Da beispielsweise trotz geringerer Fallzahl der Ekzempatienten (n
= 20) im Vergleich zu den Psoriasispatienten (n = 43) der Score 3 deutlich haufiger detektiert
wurde, ist bei einer Score 3 Eingruppierung die Wahrscheinlichkeit einer Ekzemdiagnose
deutlich hoher. Sollte die gleiche Probe dann in der hBD-2 Farbung der Epidermis und
Dermis nur gering oder gar nicht detektiert werden, ist nach den hier aufgefiihrten
Untersuchungen eine Psoriasis-Diagnose, auch wenn makroskopisch Zweifel bestehen,
nahezu ausgeschlossen.

Die Wahrscheinlichkeit ein Ekzem in einer Hautl&sion zu diagnostizieren erhoht sich weiter
wenn man bei der Dermisbetrachtung einer CD1a Farbung ebenfalls den hdchsten Score 3
aufzeigen kann. Die Pityriasis und die Psoriasis zeigen in sowohl der Epidermis- als auch der
Dermis-Féarbung ein vergleichbares Verhalten mit jeweils in der Epidermisfarbung dem
grofiten Anteil in Score 2 und vergleichbar dem kleinsten Anteil im Score 1. Die Tinea und
das Ekzem hingegen weisen in den Farbungen der verschiedenen Hautschichten ein
unterschiedliches Detektionsmuster auf, so dass beispielsweise bei einem gleichen Score in
der Epidermisfarbung und in der Dermisfarbung eher eine Psoriasis oder eine Pityriasis in
Frage kommt, wéhrend ein unterschiedliches Farbeverhalten eher an ein Ekzem oder eine
Tinea denken lassen. Ausnahme hiervon ist wie beschrieben die &hnliche Detektion im
hochsten Score, da hier eher von einem Ekzem auszugehen ist. Ein sicheres
Unterscheidungskriterium stellt die alleinige CD1a Farbung nach diesen Untersuchungen

nicht dar. Dennoch kann sie als Bestandteil kombinierter Farbungen zur Diagnosefindung
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beitragen. Fur die Parapsoriasis war aufgrund der geringen Fallzahl (n = 2) bei der CD1a
Farbung keine wegweisende Aussage moglich.

Wie bei Sabat R. und Wolk K. und bei Guttman-Yassky E. et al. beschrieben, spielen
Zytokine wie beispielsweise das I1L-17, IL-20 und das IL-22 in der Pathogenese der Psoriasis
eine Schlisselrolle (Sabat R. und Wolk K. 2011; Guttman-Yassky E. et al. 2011). Weitere
auch hBD-2 induzierende proinflammatorische Zytokine IL-1y, IL-1R, IFN-y, TNF-a. sowie
das IL-17 Zytokin sind ebenfalls in der Entstehung einer Psoriasislasion involviert (Lehmann
J. et al. 2002; McDermott A.M. et al. 2003; Nomura I. et al. 2003). Eine wichtige Quelle
dieser Zytokine stellen CD8 positive T-Zellen (zytotoxische T-Zellen) in Hautlasionen dar
(Hijnen D. et al. 2013). CD8 positive T-Zellen kann man also im inflammatorischen Infiltrat
und in Psoriasislasionen identifizieren. Fir die CD8 Farbung ist somit die potentielle
Madglichkeit gegeben die Psoriasis vulgaris von anderen entzlndlichen Dermatosen
abzugrenzen, weshalb sich die CD8 Detektion zur Beantwortung der Fragestellung der Arbeit
eignet.

Das Punktdiagramm der CD8 Farbung der Epidermis und Dermis (siehe Grafik 5 im
Ergebnisteil unter 3.5) weist eine hohe Streuungsbreite der einzelnen gefarbten Hautlasionen
auf. Hier scheint im Einzelfall bei isolierter CD8 Detektion keine Differenzierung zwischen
den verschiedenen Dermatitiden moglich zu sein. In Bezug auf die Mittelwerte der Anzahl der
detektierten T-Lymphozyten in den Hautlasionen zeigt sich allerdings doch ein nicht
unwesentlicher Unterschied, wahrend im Mittel die Ekzemproben bei 36% detektierter T-
Lymphozyten in einem reprasentativen Hautareal der jeweiligen Erkrankung liegen, weisen
die Psoriasisproben ein 10% darunter liegendes gemitteltes Ergebnis auf. Weitere
Untersuchungen mit einer noch hoéheren Fallzahl kénnten diese Differenz voraussichtlich
noch eindeutiger darstellen. Hier kdnnte sich mdglicherweise auch ein Trend bezuglich der in
dieser Untersuchung gesehenen Pityriasis-Erkennung bestatigen lassen. Denn vergleicht man
beispielsweise die Mittelwerte der T-Zell-Detektion in der Pityriasis mit denen der Tinea
Féarbung so ist die Wahrscheinlichkeit der Pityriasis-Diagnose bei einer hohen Anzahl mit
einem CD8 Antikorper erkannten Lymphozyten hoher als die Diagnose einer Tinea. Somit
konnte sich die CD8 Farbung als Baustein zur Diagnosefindung eignen. Zur Abgrenzung der
Psoriasis vulgaris von der Tinea oder der Parapsoriasis sowie der Tinea von der Parapsoriasis
eignet sich die CD8 Farbung aufgrund der fehlenden Mittelwertsunterschiede nach diesen

Erhebungen nicht.
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Bei CD18 Knockout-Madusen mit einem Mangel an regulatorischen T-Zellen entwickelten
sich Merkmale einer Psoriasis (Wang H. et al. 2008). Zudem konnten in Psoriasisl&sionen
Mangel in der Suppressionsfunktion regulatorischer T-Zellen gesehen werden (Sugiyama H.
et al. 2005). Der Nachweis regulatorischer T-Zellen gelingt durch die immunhistochemische
Detektion des Forkhead Box Proteins P3 (Fox P3). Bei dem Fox P3 handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor der die funktionelle Aktivitat regulatorischer T-Zellen kontrolliert
(Bocker W. et al. 2012). In normaler Haut sind Fox P3 positive Zellen selten. In Proben der
Psoriasis vulgaris, der Mycosis fungoides oder einer ekzemattsen Dermatitis zeigt sich eine
grolRe Anzahl an Fox P3 positiven Zellen (Fujimura T. et al. 2008). Die Eignung der Fox P3
Markierung zum Nachweis von regulatorischen T-Zellen war flr die Fragestellung dieser
Arbeit eindeutig gegeben.

Diesen Untersuchungen zufolge weist die Fox P3 Farbung dhnlich wie bei dem Nachweis der
zytotoxischen T-Zellen in der Epidermis und Dermis eine hohe Streuung der Anzahl der
durch den jeweiligen Antikorper erkannten Lymphozyten auf (vgl. Grafik 6 im Ergebnisteil
unter 3.6). Aber auch hier zeigten sich nach Bestimmung der Mittelwerte der einzelnen
Hauterkrankungen erhebliche Unterschiede. Das Ekzem und die Psoriasis prasentierten sich
in Bezug auf deren Mittelwert bei der Fox P3 Farbung &hnlich. Hiervon lielen sich die
Pityriasis und die Tinea bei einem gemittelten, deutlich darunter liegenden Wert abgrenzen.
Insgesamt  scheint wiederum die alleinige Fox P3 Analyse keine fir die
Dermatitidenunterscheidung geeignete Methode zu sein, dennoch kann Sie als Teil einer
kombinierten Untersuchung einen Beitrag zur Differentialdiagnostik leisten.

Hinweisgebend zur Diagnoseeingrenzung ware im Weiteren der Vergleich der Ergebnisse der
Fox P3 und der CD8 Farbung. Hier sind beispielsweise bei Betrachtung der Pityriasis in den
beiden verschiedenen Farbungen deutlich unterschiedlich gemittelte prozentuale
Markierungsmuster aufzeigbar, wohingegen das Ekzem und die Tinea sowohl in der CD8 als
auch in der Fox P3 Farbung einen dhnlichen Prozentsatz positiv detektierter T-Lymphozyten

aufweisen.

Zur Darstellung follikularer T-Helferzellen im entzindlichen Infiltrat wurde eine PD1
Farbung durchgefiihrt. Bei dem PD1 (programmed cell death 1 protein) handelt es sich um
einen Rezeptor auf T-Zellen, der bei Bindung seiner Liganden PD L1 und PD L2 die
Signalubertragung vom Antigenrezeptor hemmt (Agata Y. et al. 1996; Murphy K. et al.
2009). Leider eignet sich, wie im Ergebnisteil unter 3.7 beschrieben, die PD1 Detektion zur
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differentialdiagnostischen Abgrenzung der Psoriasis vulgaris von den anderen Dermatitiden
aufgrund mangelnder ersichtlicher Unterschiede im entzlndlichen Infiltrat der einzelnen

Erkrankungen nach PD1 Féarbung nicht.
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5. Zusammenfassung / Ausblick

Die Psoriasis vulgaris ist eine héufige, inflammatorische Hauterkrankung mit
charakteristischen histologischen Verdnderungen wie z.B. einer abnormalen epidermalen
Proliferation oder der Infiltration von Zellen des Immunsystems wie neutrophile
Granulozyten und T-Zellen (Nestle F.O. et al. 2009). Bestehen trotz spezifischer
histologischer Merkmale dennoch Zweifel an der richtigen Diagnose und sind im Vergleich
mit anderen entzindlichen Dermatosen nur wenige Unterscheidungskriterien vorhanden, so
kann im Fall einer Fehldiagnose die erkrankungsindividuelle Therapie erfolglos bleiben.
Insgesamt  stellt  sich daher  die Frage  nach einer  weiterfuhrenden
Differenzierungsmaglichkeit. Da die Psoriasis vulgaris sowohl durch die Einwanderung von
T-Lymphozyten als auch durch die Produktion von antimikrobiellen Peptiden charakterisiert
ist, sollte  (ber deren  immunhistochemischen  Nachweis ein  mdgliches
Unterscheidungskriterium zu anderen Dermatitiden untersucht werden. Anhand der
Hautlasionsproben von 140 unter einer Psoriasis vulgaris oder einer psoriasisahnlichen
Dermatitis  leidenden  Patienten  konnten mit Hilfe antigen-/antikdrperbasierter
immunhistochemischer Analyseverfahren Unterschiede im Farbeverhalten der Psoriasis
vulgaris im Vergleich mit anderen entzindlichen Hauterkrankungen dargestellt werden.
Spezieller wurden die inflammatorisch verénderten kutanen Proben mit einem humanen RB-
Defensin-2 (hBD-2) markierenden Antikérper gefarbt und anschlieBend mikroskopisch
analysiert. Des Weiteren sind beschriebene Hautexzidate mit T-Zell erkennenden Antikorpern
gefarbt und folgend auf Unterschiede hin untersucht worden. Fir die Detektion der T-Zell
Subpopulationen fiihrten wir eine CD1a-, eine CD8-, eine Fox P3- und eine PD1 Farbung
durch. Die beispielhaft von der Psoriasis vulgaris zu unterscheidenden Erkrankungen waren
neben dem Ekzem noch die Pityriasis, die Parapsoriasis und die Tinea. Zur Illustration der
Farbeergebnisse wurden  Score-Systeme genutzt mit deren Hilfe sich semiquantitativ
entweder die Detektion der T-Zellen oder die Detektion des hBD-2 darstellen lief3.

Mit den jeweiligen Scores lieBen sich Relationsgrafiken anfertigen mit denen die einzelnen
Erkrankungen aufgrund ihres Farbeverhaltens in Beziehung gesetzt werden konnten. Die
prasentierten Ergebnisse illustrieren die Mdoglichkeiten und Limitierungen der
immunhistochemischen Analysen fiir die diagnostische Abgrenzung der Psoriasis vulgaris
von anderen entziindlichen Hautlasionen. Es konnte gezeigt werden, dass das humane B-

Defensin-2 im inflammatorisch veranderten Gewebe immunhistochemisch detektierbar ist
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und daruber hinaus zur Abgrenzung insbesondere gegeniiber dem Ekzem eine hohe
Differenzierungspotenz aufweist.

In Bezug auf die Markierung der T-Zell-Populationen der unterschiedlichen entziindlichen
Hautlasionen zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede. Bei einer allerdings sehr hohen
Streuungsbreite der Ergebnisse kann eine isolierte Untersuchung bespielsweise nur der Fox
P3 positiven Zellen kein Unterscheidungskriterium darstellen. Die Kombination der einzelnen
Untersuchungen konnte jedoch einen erheblichen Beitrag zur Diagnoseeingrenzung leisten.
Ob tatsachlich immer zweifelsfrei die Psoriasis vulgaris mit diesen Farbeverfahren detektiert
werden kann, wird sich zeigen wenn die immunhistochemischen Verfahren in der Praxis an
einem grofBeren Patientenkollektiv genutzt werden und ein entsprechendes “Follow up*
erfolgt. Wenn sich die Ergebnisse dieser Arbeit dabei bestatigen, konnten diese Analysen
klnftig als Zusatzkriterium neben der konventionell histologischen Aufarbeitung der kutanen
Lasionen zur Differentialdiagnostik und Diagnosebestatigung der Psoriasis vulgaris einen
erheblichen Beitrag leisten.
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Frau Anneliese Renken, Kauffrau und Herr Wilhelm Renkenf,
Kfz — Mechaniker

Grundschule Hinrichsfehn/ Wiesmoor

Orientierungsstufe Wiesmoor

Realschule Wiesmoor

Gymnasiale Oberstufe an der integrierten Gesamtschule Aurich
Zivildienst (Wohnheim fur Behinderte in Wiesmoor)

Magisterstudium fur Anglistik und Politik an der Carl von Ossietzky
Universitat zu Oldenburg

Ausbildung zum medizinisch technischen Assistenten an der
Medizinischen Hochschule Hannover

Studium der Humanmedizin an der Christian-Albrechts-Universitét zu
Kiel

Weiterbildungsassistent der Universitatsklinik fir Allgemein- und
Viszeralchirurgie am Klinikum Oldenburg
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