Aus der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie
(Direktor: Prof. Dr. Thomas Schwarz)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Expression antimikrobieller Peptide in der
Synovialis der Psoriasis-Arthritis, bei
rheumatoider Arthritis und Osteoarthrose

sowie in der Haut der Psoriasis

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der

Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
Vorgelegt von
Henrike Edith Tessie Bierkarre, geb. Kosfeld

aus Westerland/Sylt

Kiel 2015



Referent: Prof. Dr. med. Regine Glaser, Klinik fiir Dermatologie,
Venerologie und Allergologie

Koreferent: ~ Prof. Dr. med. Deike Varoga, MVZ Orthopéadie und Chirurgie

Tag der muindlichen Priifung: 24. November 2016
Zum Druck genehmigt Kiel, den 23. Juli 2016

Gez. Prof. Dr. med. Johann Roider



Fir meine Eltern



Inhaltsverzeichnis

ADKUTZUNGSVEIZEICHIS ..ottt es et s es e s es bbb s b bbb R bbb 7
1. EINLEIEUIG e evueeeseeeeressees e ssseee e ess s s s es s bR SRS R R R RS R Rt 9
2. Material UNA MEtROEN ...ttt ss bbb bbb s s 11
0 Y U= o - | O OO TSP 11
Verwendete ChemiKalien ...t sss s bbbt s s ss s s sasssanes 11
Puffer fiir die IMMUNhISTOChEMIE ...ttt 11
Tris-Base-Saline(TBS)-Puffer (WasChPULfer) ......ssssssssssssssssssssssssssssessssnns 11

L0810 07 U 101§ (< PSPPI 12
Verwendete ANtiIKOTPer UNd KitS .. sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssns 12
Verwendete ANt KOTPET .t s st 13
VEIWENAETE KitS .. cuieureeecureireeeesseesesseesseeses s essse s ses s base s s b s s bR s bbb 15
Verwendete [SOtYPRONTIOLIEN ...ttt sses e ss e s s sns s 15

2.2, METNOAEN ...ttt et st s s R R s R e 16
IMMUNNISTO CREIMIE .. ettt ettt ts e bR a e R s 16
Herkunft des UnterSUChUNGSZULES. .....oeeeieseerseerseesseesseesssssssesssessssssssssesssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssnes 16
Herstellung der SChNIttPraAParate.. . ceeeereerserseesseesseessessseesseessesssssssesssessssssssessssessessssssessssssssssssees 16
Grundlagen der IMMUNhISTOCHEMIE .....coeeieecereerireeee s es s 16
Avidin-Biotin-KomplexX(ABC)-Methode ... sssssssssssssssssssssssssssssnns 17
Ablauf der ImmunhistocChemie-FArDUNG ...t sses s sesse s ssesees 18

10} 41 10 1 =3 o VO PP 20
Beurteilung der HaUtPIraParate ... ceeeeseersnerseesseesseessessseesseessssssssssesssessssssssessssessesssssmsesssessssssssees 21
Beurteilung der SynovialiSPraParate ... eeeeneeseeseseesseessessessesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssesas 23
GeSiChtSfEldAUSZANIUNG ...t s s b 23

N2 8T8 174 L0 TN o0 TP 24
SEALESTIR . rvuvevueeeesree e eseeecs ettt s s s s s s bR R AR R R 26
Dl €XAKEE FISNETTEST ..ot sessees s st ss s s s bbb 26

B BT EDNISSE coeueuveeeeseeee ettt ettt s e s RE RS RS SRR AR AR 27
3.1. ImMUNhiStOChEeMIE GEIEINKE ..ottt s bbb 27
PSOTiasiS-ATtRIitiS (PSA) ciueeeerrerreesreerseeesseesseeseessessesssesssesssessssessseesses s sssesssesssessssesssssssessssssssesmsesssasssssaens 27
S100 A8, S100 A9, HNP1-3 UNA LL-37 corrrrrreerreressensseessessssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssessssessssesssas 27
Psoriasin, RNase 7, hBD-2 Und hBD-3 ... sssesssessssssssssssssssssssssmssssssssssssssees 28
Rheumatoide ArthritiS (RA) . eereeeeseesssessessesssesssssssssssseesssssssssesssesssesssessssssssessssssssssssesssesssessssssssees 31



S100 A8, S100 A9 UNA HNPL-3 ... seesseessessssesseessss s sssess s sssssssssssssesssssssssessssssssees 31

Psoriasin, RNase 7, hBD-2, hBD-3 UNd LL-37 ....ossssssssssssssssssssssssssssssssns 31
OSTEOATTNIOSE [DA) coueereeueemeeseernerssess s seesssesss s sees s ss e s e ssees s R R R R R s R 34
ST00 A, HNPL-3 ..oeeerisessstsssssesssesss s sssessssesssss s s ssssss s bbb 34
S100 A8, LL-37, Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 ... 34
GESUNAE SYNOVIALIS coeucuieureeeeueeect et eesseeeessebsess e s e ta bbb s bbb a s bR sttt 35
S100 A8, S100 A9, HNP1-3 und hBD-3.....cerrieseressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 35
Psoriasin, RNASE 7, NBD -2, LL-37 .. eessssess s sssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 36

3.2, ErZEDINISSE HAUL c..cceieieceeeereeseeeteeesetsesesss et s bbb s s bbb 38
Immunhistochemie PSOriasis VUIGATIS ... ssssssesssesssssssssessssssssssssssesssessssssssees 38
ST00 AB, STO0 A9 ..ooreeeeereerseessseeesseesssessssesssseesssessssesssss s sess s s ss s s R 38
HINPT-3 UNA LL-37 oot sesssssss s sssssssssssssssesssss bbb sssssssssssssssssssssssssssssas 40
Psoriasin (S100 A7) UNd RNASE 7. sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 42
hBD-2 UNA hBD-3 ..ot ssss s ss s sess s 44

3.3. Vergleich der Immunreaktivitat von AMP in Gelenk-proben mittels Fishertest.......ccccunueunee. 46
3.4. Zusammenfassung der ErgeDNISSE ... rieeerernneeseesseesseessseesseessessss s ssesssessseessssssssssssessessssssssessses 47
4. DISKUSSION couvvuieeseerseessieseessssssss s sssess st sess s seas s s s eS8 R SRS SRR R s 49
S I =1 4 Lo o =) 49
UntersuchUngSmMEtNOAEN. ... e s s 49
Beurteilung der HAUEPTODEIN ...t es s ss st sss s sesns 50
Beurteilung der GelenKProDEN ...t seeessesses s sess s sssssses s s sssesssessssees 51
4.2, ETZEDNISSE GEIENKE ..o ettt ettt s et s bbb s bbb 51
PSOriasiS-ATTRIItIS (PSA) wurerrssinssssssssssssssessssssssessssss st s ssssssssssssssssssssssssssssss st ssssssssssssssasessssnes 51
Rheumatoide ArthritiS (RA) . eeeeeeeseeseesnesseesseesseesssesseessssses s sssesssesssessssesssesssssssessssssmsesssasssessssees 53
OSTEOATTRIOSE (DAY coueerieureueeureeseeusessesseessesssessebsesssessessessse e ss e s s s bR R £ s R bR s AR st R bbb 55
GESUNAE SYNOVIALIS civuucerirrerisisreisnesssssessssssssssssss s s ss s s b s s s 57
TG T U 0 =) =N 0] T=) o W0 Lol o U U=) 0L <) o U 58
4.4. Vergleich der GelenKerkrankuNGen ... eeeneeneineesseeseesessessessesssesse s ssssssssssssesssssssssssans 59
AMP-Expression in der Membrana SYNOVIALIS .....ieesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 60
ST00 AB UNA A9....oeieeeermreerseeesseesssesss s s s sss s s s RRReER e EEeR 60

5 A1 S0 PPN 61

L= 37 ceeeeeesseeetsessseesss s s es s eSS 63

4.5, ETEDNISSE HAUL ..ottt s et s s bbb bbb 64
S100 A8 UNA STO0 A9 ..ot 64
HINPT-3 UNA LL-37 cooeeseesseessseessseesssessssessssessssessssessssssssssessssessssssssssssssssssssessssessssessssesssssessssessssessssessssssssas 66



PSOTIiaSin UNA RINGSE 7.ttt ssssssss s ssssss e st ss s s s bbb s st ss s ss s s s s ss st st st seas s sssasasasssssssnsasasasns 67

hBD-2 UNA hBD-3 ... 68
4.6. Vergleich Haut — GEIENK .. seeesressees st seessesssessssesses s ss st s sssssssssssessss s sssssssessssssees 69
4.7. Zusammenfassung UNd AUSDIICK ...t es s sssseans 71
LIteraturVerZEICHILS iR 76
DIANKSAZUINE ..evvureereeueinreeeesseeeesseessesseesse s s sessesseesse s st s s e s £ S s ER AR R AR RS SRR bR et et s b et 82
LEDENSIAUS oottt R 83
RV 00§ =] 0D 4L U =) o PP 84



Abkiurzungsverzeichnis

ABC

AK

AMP

Aqua dest.
AZ

biot.

BSA
CeHsNaz07- 2 H20
Ce¢HgO7 - H20
CRP

DMARD

E. coli
ERK
etal.
Ges.
H20;
hBD
HCI
HNP
IFN
[HC
IL
JNK

LL-37

MAPK

engl. avidin-biotin-complex, Avidin-Biotin-Komplex
Antikorper

Antimikrobielle(s) Peptid(e)

lat. aqua destillata, destilliertes Wasser
Aktenzeichen

biotinyliert

Bovines Serumalbumin

Natriumcitrat tribasisch Dihydrat

Citronensaure Monohydrat

C-reaktives Protein

engl. disease modifying anti-rheumatic drug, eine Gruppe
antirheumatischer Medikamente

Escherichia coli, Gram-negatives Bakterium
extrazellulare Signal-regulierte Kinase

lat. et alii, und andere

Gesamt

Wasserstoffperoxid

humanes [3-Defensin

Salzsdure

humane(s) neutrophile(s) Peptid(e)/Defensin(e)
Interferon

Immunhistochemie

Interleukin

C-jun N-terminale Kinase

Liter

humanes Cathelicidin (37 Aminosauren lang, beginnend
mit Leucin-Leucin)

molar

mitogen-aktivierte Proteinkinase



mg

Hg

min

ml

pum
MMP
NacCl
NaOH
NSAID

OA
PASI

PsA
PsV
RA
RNase
sec

SELDI-TOF-MS

TBS
TH-Zelle
TLR
TNF
Tris
v/v

w/v

Milligramm

Mikrogramm

lat. minutum, Minute(n)

Mikroliter

Milliliter

Mikrometer

Matrix-Metalloproteinase

Natriumchlorid

Natronlauge

engl. non-steroidal anti-inflammatory drug, nicht-
steroidale antiinflammatorische Medikamente
Osteoarthrose

engl. psoriasis area and severity index, ein Score zur
Bewertung der Krankheitsaktivitidt der Psoriasis
Psoriasis-Arthritis

Psoriasis vulgaris

rheumatoide Arthritis, syn. chronische Polyarthritis
Ribonuklease

lat. secundo, Sekunde(n)

engl. Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry, eine Methode der

Massen-Spektrometrie

engl. tris-buffered saline, Tris-gepufferte Kochsalzlésung

T-Helfer-Zelle

engl. toll-like receptor, Toll-dhnlicher Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

engl. volume per volume, Volumen pro Volumen

engl. weight per volume, Masse pro Volumen



1. Einleitung

Psoriasis wird nach dem heutigen Kenntnisstand nicht mehr nur als eine Erkrankung
der Haut, sondern als chronisch inflammatorische Systemerkrankung angesehen. Die
Komorbiditiat der Psoriasis umfasst dabei mehrere Erkrankungen, u.a. Krankheiten des
metabolischen Syndroms, Herz-Kreislauferkrankungen, chronisch-entziindliche Darm-
erkrankungen, psychische Erkrankungen und die Psoriasis-Arthritis (PsA). Von den
Patienten mit Psoriasis an der Haut entwickeln in Deutschland ungefahr 30% eine PsA
(Henes et al. 2014). Die PsA entwickelt sich dabei in der Regel erst nach den Haut-
veranderungen, weshalb viele Patienten bereits jahrelang in dermatologischer Betreu-
ung sind, wenn sie arthritische Beschwerden entwickeln (Mease et al. 2014). Da eine
zusatzliche PsA die Patienten deutlich starker einschrankt als ein alleiniger Befall der
Haut (Reich et al. 2009), ist es von hochster Wichtigkeit, die PsA moglichst friithzeitig zu
diagnostizieren, um die Behandlung anschliefdend rasch beginnen zu kénnen. Um dies zu
ermoglichen, ist die Erforschung der Pathogenese beider Entititen essenziell - welche
Unterschiede gibt es zwischen der Psoriasis an der Haut und der Psoriasis am Gelenk?
Welche Faktoren fithren neben der Dermatose zur Arthritis? Ziel dieser Arbeit war es,
Unterschiede sowie Gemeinsamkeiten zwischen der Psoriasis an der Haut und der Pso-
riasis am Gelenk in der Expression antimikrobieller Peptide (AMP) herauszufinden.

Als AMP bezeichnet man eine grofie Gruppe von endogenen Proteinen, die von vielen
Epithelzellen und spezialisierten Zellen des angeborenen Immunsystems gebildet
werden konnen. Evolutionsbiologisch betrachtet sind AMP sehr alte Molekiile, die sich
sowohl bei Tieren als auch bei Pflanzen finden. Je nach Wirkspektrum koénnen sie
bakterizid, viruzid oder fungizid wirken und ermoglichen Epithelien so einen wirk-
samen Schutz vor deren Umwelt (Harder et al. 2007). Sie sind hoch aktiv und kénnen
bereits in Konzentrationen im nano- oder mikromolaren Bereich wirksam werden
(Zasloff 2002).

Die menschliche Haut produziert konstitutiv AMP, um sich vor invadierenden Mikro-
organismen zu schiitzen und um ihre bakterielle Normalflora zu regulieren (Braff et al.

2005). Dabei sind AMP nicht nur in gesunder Haut detektierbar, sondern auch in der



Haut verschiedener Erkrankungen wie der Psoriasis (Harder et al. 2005). In der
barrieregestorten Haut der Psoriasisldasionen sind AMP stark induziert und schiitzen die
Haut auflerst wirksam vor Bakterien - so wirksam, dass Psoriasislisionen seltener
infiziert werden als gesunde Haut (Henseler et al. 1995). Diese klinische Beobachtung
fiithrte 1997 schliefdlich zur Isolation des ersten antimikrobiellen Peptides aus mensch-
licher Haut: dem humanen B-Defensin hBD-2 (Harder et al. 1997). Seitdem wurden
weitere AMP aus psoriatischer Haut isoliert (Harder und Schroder 2005).

Doch AMP wirken nicht nur antimikrobiell, sondern haben weitere Funktionen: Sie
konnen chemotaktisch auf Zellen des erworbenen Immunsystems wirken und ver-
starken somit die Immunantwort (Yang et al. 2004). Gegenstand aktueller Forschung ist
die Rolle der AMP in der Pathogenese verschiedenster Krankheiten wie der Psoriasis.
Beispielsweise wird hier dem Cathelicidin LL-37 und dem -Defensin hBD-2 mit ihrer
Aktivierung plasmazytoider dendritischer Zellen ein wichtiger Beitrag zum Fort-
schreiten der Pathogenese der Psoriasis zugeschrieben (Vergleich 4.5. HNP1-3 und
LL-37,S. 66, und 4.5. hBD-2 und hBD-3, S. 68).

So stellte sich fiir die vorliegende Arbeit die Frage, inwiefern die AMP, die in der Haut
von Psoriasislasionen stark induziert sind, auch in der Synovialis der Psoriasis-Arthritis
exprimiert werden - wie unterscheidet sich die AMP-Expression psoriatischer Syno-
vialis von der psoriatischer Haut, wo gibt es Gemeinsamkeiten? Insgesamt 8 AMP - Pso-
riasin (S§100 A7), Ribonuklease 7 (RNase 7), die humanen -Defensine hBD-2 und hBD-3,
das Cathelicidin LL-37, S100 A8 (Calgranulin A), S100 A9 (Calgranulin B) und die huma-
nen a-Defensine HNP1-3 (humane neutrophile Peptide 1-3)- wurden ausgewdhlt und
immunhistochemisch in Proben von Psoriasis vulgaris (lasionale und nicht-ldsionale
Haut von Psoriasispatienten sowie gesunde Kontrollen), Psoriasis-Arthritis (PsA),
rheumatoider Arthritis (RA), Osteoarthrose (0OA) und gesunder Synovialis untersucht.
Neben dem Vergleich der Psoriasis an der Haut mit der Psoriasis am Gelenk wurden
durch die Auswahl von Proben anderer Gelenkentitdten weitere Vergleiche mdoglich: Der
der PsA mit der RA - zweier hochgradiger Synovialitiden, der der PsA mit der OA (einer

niedriggradigen Synovialitis) und der Vergleich mit gesunden Kontrollen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Verwendete Chemikalien

Aqua dest. DeltaSelect GmbH, Miinchen; institutseigener Autoklav

Bovines Serumalbumin (BSA)  Sigma, Steinheim

Ce¢HsNazO7- 2 - H20 Merck, Darmstadt
CeHgO7 - H20 Merck, Darmstadt
H»0, Merck, Darmstadt
Ethanol BUFA, Hude-Altmoorhausen
Eukitt Kindler, Freiburg
Hamalaun Merck, Darmstadt
HCI Sigma, Steinheim
NaCl Merck, Darmstadt
NaOH Merck, Darmstadt
Tris/HCI Sigma, Steinheim
Tween® 20 Sigma, Steinheim
Xylolersatz Vogler, Giessen

Puffer fiir die Immunhistochemie

Tris-Base-Saline(TBS)-Puffer (Waschpuffer)
Der TBS-Puffer wurde zunachst als 10-fach-Konzentrat hergestellt, autoklaviert und an-
schliefRend bei 4 °C aufbewahrt. Hieraus wurde zur Verwendung die einfache Lésung
hergestellt, der pH-Wert auf 7,4 - 7,6 mit HCl oder NaOH eingestellt und anschliefdend
0,05 % (v/v) Tween® 20 zugesetzt.
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TBS-Puffer (einfache Losung):
8,763 g NaCl
7,88 g Tris/HCl
6,5 ml NaOH
ad 1.000 ml Aqua dest.

Citratpuffer
Fir den Citratpuffer wurden zunachst die Stammlésungen A und B getrennt hergestellt,
autoklaviert und anschliefiend bei 4 °C aufbewahrt.
Citrat-Puffer 0,01 M:
- Stammldsung A:
21,01 g 0,1 M CgHgO7 - H20
ad 1.000 ml Aqua dest.
- Stammldsung B:
29,4 g 0,1 M C¢HsNa307 - 2 H20
ad 1.000 ml Aqua dest.
Zur Verwendung wurden die beiden Losungen dann in folgendem Verhaltnis gemischt:
- 27 ml Stammldésung A + 123 ml Stamml6sung B
ad 1.500 ml Aqua dest.
- pH 6,0 mit HCl oder NaOH eingestellt

Verwendete Antikorper und Kits

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper gegen Psoriasin und RNase 7
waren am Institut fiir Dermatologie der Universitatsklinik Kiel hergestellt worden und
lagen zu Beginn der Arbeit bereits vor. Die Antikorper gegen die anderen AMP wurden
von unten genannten Herstellern bezogen.

Zur Herstellung wurden zunédchst Versuchstiere mit dem gewiinschten Antigen immuni-
siert. Anschliefend wurde fiir die Herstellung polyklonaler Antikérper Serum gewon-
nen, das die gesuchten Antikorper enthielt. Fiir die Herstellung monoklonaler Anti-
korper wurde den Tieren die Milz entnommen, um die antikérperproduzierenden

Plasmazellen zu gewinnen. Diese produzierten anschlief3end in Kultur die Antikorper,
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die aus den Zelliiberstanden isoliert wurden. Eine ausfiihrliche Beschreibung findet sich

bei Glaser, Harder et al. 2005.

Verwendete Antikorper

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antikorper Psoriasin AB2 Anti-Maus biot.
Art Monoklonal Polyklonal
Spezies Maus Kaninchen
Verdiinnung 1:8000 1:200
Arbeitskonzentration | 1,25 pug/ml 6 ng/ml
Katalognummer - E 0354
Hersteller Dermatologie Kiel DakoCytomation
Glostrup, Danemark
Primarantikorper Sekundarantikoérper
Antikorper RNase 7 Anti-Ziege biot.
Klonalitat Polyklonal Polyklonal
Spezies Ziege Kaninchen
Verdiinnung 1:400 1:500
Arbeitskonzentration |26 pg/ml 2,8 pg/ml
Katalognummer - 305-066-045
Hersteller Dermatologie Kiel Jackson Immuno Research
West Grove, U.S.A.
Priméarantikorper Sekundarantikorper
Antikorper hBD-2 Anti-Ziege biot.
Klonalitat Polyklonal Polyklonal
Spezies Ziege Kaninchen
Verdiinnung 1:500 1:500
Arbeitskonzentration |1 pg/ml 2,8 ug/ml
Katalognummer C-500P1-61 305-066-045
Hersteller Pepro Tech Cell Jackson Immuno Research
Concepts, D-Umkirch | West Grove, U.S.A.
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Priméarantikorper

Sekundarantikorper

Antikorper hBD-3 Anti-Kaninchen biot.

Klonalitat Polyklonal Polyklonal

Spezies Kaninchen Schwein

Verdiinnung 1:500 1:300

Arbeitskonzentration | 0,001 pg/ul 2,93 pg/ml

Katalognummer C-500P2-41L E 0431

Hersteller Pepro Tech Cell DakoCytomation
Concepts, D-Umkirch | Glostrup, Ddnemark
Primdrantikorper Sekundarantikorper

Antikorper LL-37 Anti-Kaninchen biot.

Klonalitat Polyklonal Polyklonal

Spezies Kaninchen Schwein

Verdiinnung 1:150 1:300

Arbeitskonzentration | 0,006 pg/ul 2,93 pg/ml

Katalognummer PA-LL37100 E 0431

Hersteller Innovagen DakoCytomation
Lund, Schweden Glostrup, Ddnemark
Priméarantikorper Sekundarantikorper

Antikorper $100 A8 Anti-Maus biot.

Klonalitat Monoklonal Polyklonal

Spezies Maus Kaninchen

Verdiinnung 1:100 1:200

Arbeitskonzentration |2 pg/ml 6 pug/ml

Katalognummer BM4029 E 0354

Hersteller Acris Antibodies DakoCytomation

San Diego, U.S.A.

Glostrup, Danemark




Priméarantikorper

Sekundarantikorper

Antikorper $100 A9 Anti-Maus biot.

Klonalitat Monoklonal Polyklonal

Spezies Maus Kaninchen

Verdiinnung 1:100 1: 200

Arbeitskonzentration |1 ug/ml 6 pg/ml

Katalognummer ab24111 E 0354

Hersteller Abcam DakoCytomation
Cambridge, U.K. Glostrup, Ddnemark
Primdrantikorper Sekundarantikorper

Antikorper HNP1-3 Anti-Maus biot.

Klonalitat Monoklonal Polyklonal

Spezies Maus Kaninchen

Verdiinnung 1:200 1:200

Arbeitskonzentration |1 pg/ml 6 pug/ml

Katalognummer HNP103 E 0354

Hersteller BioLogo DakoCytomation

D-Kronshagen

Glostrup, Ddnemark

Verwendete Kits

- Vectastain® ABC Peroxidase Kit Elite PK-6100 Standard Vector, Burlingame, U.S.A.

- Vector® NovaRED™ Peroxidase Substrate Kit SK-4800

Verwendete Isotypkontrollen

[sotypkontrolle

Maus

[sotypkontrolle

Kaninchen

Vector, Burlingame, U.S.A.

Isotypkontrolle
Ziege

Verdiinnung
Herstellerkonzentration
Katalognummer

Hersteller

wie Primarantikorper
0,1 mg/ml

X 0943
DakoCytomation

Glostrup, Danemark

wie Primdrantikorper
15 mg/ml

X 0936
DakoCytomation

Glostrup, Danemark

wie Primdrantikorper
15 mg/ml
26-787-278030
GenWay Biotech

San Diego, U.S.A.
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2.2. Methoden

Immunhistochemie

Herkunft des Untersuchungsgutes

Insgesamt wurden 27 Synovialis- und 12 Hautpraparate untersucht. Es wurden Haut-
biopsien von 4 unbehandelten Patienten mit Psoriasis vulgaris gewonnen: Von jedem
Patienten jeweils eine Probe aus einer Psoriasisldasion und eine Probe aus einer makro-
skopisch gesunden Hautpartie gleicher Lokalisation. Zusatzlich wurden aus dem histo-
logischen Archiv der Dermatologie Kiel 4 Praparate von hautgesunden Patienten
herausgesucht, die den Psoriasispatienten in Alter, Geschlecht und Koérperlokalisation
der Biopsie entsprachen. Die Kontrollproben stammten aus nicht betroffenen Riandern
von Navuszellndvus-Exzisionen. Fiir alle Biopsien lag ein positives Ethikvotum vor (Kiel
AZ A 104/06).

Die Synovialispraparate erhielten wir zum einen von Prof. Dennis McGonagle aus Leeds,
U.K. Diese Proben wurden arthroskopisch gewonnen. Zehn Praparate stammten von
Patienten mit Psoriasis-Arthritis, vier von Patienten mit Osteoarthrose und acht von
Patienten mit rheumatoider Arthritis.

Von Prof. Dr. rer. nat. Thomas Pufe aus Aachen wurden fiinf weitere Synovialisprdaparate
gelenkgesunder Kontrollen zur Verfiligung gestellt.

Samtliche Gewebeproben wurden in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

Herstellung der Schnittpraparate

Von den in 4%-igem Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Praparaten wur-
den mithilfe eines Rotationsmikrotoms 5-7 pm dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden
zur Entfaltung auf ein 45°C warmes Wasserbad gelegt und dann auf silanisierte Objekt-
trager aufgezogen. Danach wurden die Praparate an der Luft getrocknet und in Prapa-

ratekasten aufbewahrt.

Grundlagen der Inmunhistochemie
Die Immunhistochemie stellt eine Methode dar, mit der iiber spezifische Antikérper ge-

suchte Antigene innerhalb eines histologischen Prdparates detektiert werden kénnen
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(Coons 1941). Es kann zwischen direkter und indirekter immunhistochemischer Far-
bung gewdhlt werden. Bei der direkten Methode bindet an das Antigen nur ein Anti-
korper, der selbst mit einem Farbstoff markiert ist. Bei der indirekten Immunhisto-
chemie fiihren mehrere Antikorper zur Farbung: ein primdrer, der gegen das Antigen
gerichtet ist, und ein sekundarer, der gegen den primiren gerichtet ist. An den sekun-
daren Antikorper ist ein Farbstoff oder ein Enzym, das ein Substrat zu einem Farbstoff
umsetzt, gekoppelt. Dies ist beispielsweise der Fall bei der unten beschriebenen Avidin-
Biotin-Komplex-Methode (Hsu et al. 1981).

Eine wichtige Voraussetzung fiir die immunhistochemische Detektion von Antigenen ist,
dass diese fiir die spezifischen Antikdrper zuganglich sind. Die Fixierung des Gewebes
mit Formalin kann zur Maskierung der Antigene fiihren: Durch Quervernetzungen in
Form von Aldehydverbindungen zwischen Proteinen konnen Antikérper gegebenenfalls
nicht mehr binden (Werner et al. 2000). Diese Quervernetzungen sind jedoch teilweise
reversibel und mithilfe verschiedener Demaskierungsmethoden kénnen die Antigene
wieder freigelegt werden (Shi et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die Hitze-
demaskierung in Citratpuffer mit einem Dampfgarer gewahlt (Namimatsu et al. 2005).
Um ein Abschwimmen der Prdparate von den Objekttragern wahrend der Hitzede-
maskierung zu verhindern, wurden silanisierte Objekttrager verwendet, die durch posi-
tive Ladungen auf ihrer Oberflache kovalente Bindungen mit den Geweben eingingen

und so ein Abschwimmen verhinderten.

Avidin-Biotin-Komplex(ABC)-Methode

Die ABC-Methode ist eine besondere Form der indirekten Immunhistochemie (Hsu,
Raine et al. 1981). Hier bindet ein biotinylierter Sekundarantikérper an den Primar-
antikérper. An das Vitamin Biotin bindet das Glykoprotein Avidin, das eine besondere
Affinitdt zum Biotin hat und insgesamt 4 Bindungsstellen fiir dieses besitzt. An die
anderen Bindungsstellen kann das biotinylierte Enzym binden, das letztendlich sein
Substrat in einen Farbstoff umwandelt. Durch die vielen Bindungsstellen kénnen sich
grofde Komplexe bilden, wodurch das Signal verstarkt wird. In dieser Arbeit wurde als

Enzym Peroxidase gewahlt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Ablauf der Immunhistochemie-Firbung

Zunachst wurden die Schnitte im Trockenschrank bei 63°C fiir eine Stunde getrocknet,
um unter dem Schnitt verbliebenes Wasser abzutrocknen, welches zur Zerstorung des
Praparates wahrend der Hitzedemaskierung fithren konnte. Anschliefend wurde in
Xylolersatz das Paraffin entfernt, zweimal je 10 min. Dann wurden die Schnitte in einer

absteigenden Alkoholreihe rehydriert:

100% Ethanol 2 x 2 min
96% Ethanol 2 x 2 min
80% Ethanol 1x 2 min
70% Ethanol 1 x 2 min
Aqua dest. 1x 10 min

Tabelle 1: absteigende Alkoholreihe

Im Anschluss wurden die Proben im Dampfgarer demaskiert. Dabei wurden die Schnitte
20 min lang in Citratpuffer gekocht und kiihlten danach 45 min im Citratpuffer ab.
Darauf folgte die Blockierung der endogenen Peroxidase mithilfe von 3%-igem Wasser-
stoffperoxid in Aqua dest. fiir 10 min. Um diese Blockierungslésung zu entfernen,
wurden die Schnitte anschliefSend kurz in Aqua dest. und dann fiir 5 min in TBS und
Tween (im Folgenden als ,Waschpuffer” bezeichnet) gewaschen. Der Waschpuffer

wurde mit Labortiichern vorsichtig von den Rindern abgesaugt. Die Schnitte wurden
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mit einem Fettstift eingekreist, um bei den nachfolgenden Schritten die entsprechenden
Losungen wahrend der Inkubation auf den Praparaten zu halten.

Anschliefdend wurden die Praparate blockiert, um elektrostatische Ladungen der Pro-
teine im Untersuchungsgut abzusattigen, die spater zu unspezifischen Antikorper-
bindungen fiithren kénnten. Hierzu wurde TBS mit 12% BSA oder Normalserum aus dem
Kaninchen, falls der 1. Antikérper nicht vom Kaninchen stammte, verwendet und 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Falls Kaninchen-Normalserum verwendet wurde, ging
man davon aus, dass das nicht-immunisierte Kaninchen keine spezifischen Antikérper
gegen das gesuchte humane Antigen gebildet hatte.

Folgend wurde die Blockierungslésung abgeschiittelt und der 1. Antikérper aufgetragen,
der fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert wurde.

Danach wurden die Praparate zweimal fiir je 3 min mit Waschpuffer gewaschen, um
nicht gebundene Antikérper vom Prdparat zu entfernen, wobei die Negativkontrollen
getrennt gewaschen wurden. Anschlief3end wurde der 2. Antikérper aufgebracht, der fiir
30 min bei Raumtemperatur inkubierte.

Erneut wurde mit Waschpuffer zweimal je 3 min gewaschen, bevor der AB-Komplex
aufgetragen wurde. Hierfiir wurden zuvor 10 pl der Avidinlésung mit 10 pl der Biotin-
Peroxidase-Losung (Vectastain® ABC Peroxidase Kit Elite PK-6100 Standard, Vector,
Burlingame, U.S.A.) in 1000ul TBS-Puffer zusammengebracht, um innerhalb von 30 min
bei Raumtemperatur aneinander zu binden und den AB-Komplex zu bilden.
Anschliefend wurde dreimal je 3 min mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurde das
Peroxidase-Substrat aufgetragen und 4 min in dunkler Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurde das Vector® NovaRED™ Peroxidase Substrate Kit SK-4800 (Vector,
Burlingame, U.S.A.) verwendet und die Losung unmittelbar vorher in Aqua dest. ange-
setzt (37,5 pl Losung A + 25 pl Lésung B + 25 pl Losung C + 25 pl Losung D + 2,5 ml Aqua
dest.).

Die Prdparate wurden anschlieféend 10 min in Waschpuffer gewaschen, kurz in Aqua
dest. getaucht und mit Hamalaun gegengefarbt. Hierzu wurde 30%iges Hamalaun in
Aqua dest. hergestellt, in das die Schnitte 30 sec getaucht wurden. Danach wurden die
Praparate unter flieflendem Leitungswasser 7 min lang geblaut.

Folgend wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und zweimal je 2

min in Xylolersatz getaucht. Abschlief3end wurden sie mit Eukitt® eingedeckt.
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Kontrollen

Um die Spezifitit der Antikorper gegeniiber dem gesuchten Antigen sicherzustellen,
wurden bei den Farbungen jeweils 3 Kontrollen mitgefarbt. Hierfiir wurden Proben ver-
wendet, von denen zuvor sichergestellt worden war, dass sie das gesuchte Antigen

enthalten:

Psoriasin (S100 A7), RNase 7 Gesunde Haut
hBD-2, hBD-3,S100 A8, S100 A9 Psoriasis vulgaris
LL-37 Wundrand
HNP1-3 Verruca vulgaris

Tabelle 2: Kontrollen zum Nachweis der einzelnen AMP

Es wurde in jeder Serie eine Positivkontrolle gefarbt, die alle Schritte des Protokolls
durchlief und am Ende an den spezifischen Lokalisationen eindeutige Immunreaktivitat
zeigen sollte.

Die Negativkontrolle wurde bis auf den 1. Antikérper genau behandelt wie alle anderen
Praparate. Wahrend die Praparate mit dem 1. Antikdrper inkubierten, wurde die Nega-
tivkontrolle in der Blockierungslésung belassen und anschliefdend getrennt mit Wasch-
puffer gewaschen. Im Anschluss wurde sie wieder mit den anderen Praparaten zusam-
men behandelt. Am Ende sollte die Negativkontrolle keinerlei Immunreaktivitit zeigen
und so beweisen, dass die Farbung allein auf dem 1. Antikérper beruhte und keine un-
spezifischen Reaktionen stattfanden.

Um die Spezifitat des Primarantikorpers zu dokumentieren, wurde zusatzlich eine Iso-
typkontrolle verwendet. Wahrend der Inkubationszeit des 1. Antikorpers wurde auf die
[sotypkontrolle ein unspezifischer Kontrollantikérper aufgebracht, der aus dem gleichen
Tier stammte wie der spezifische Primadrantikorper. Da der Antikorper der Isotyp-
kontrolle jedoch nicht an spezifische Antigene binden konnte, wurde er im folgenden
Schritt mit dem Waschpuffer abgewaschen. So konnte auch der Sekundarantikérper im
nachsten Schritt nicht binden und die Praparate blieben letztendlich negativ. Auf diese
Weise konnte sichergestellt werden, dass die Farbung auf der spezifischen Affinitat des

Primarantikorpers zum Antigen beruhte.
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Beurteilung der Hautpraparate

Die Praparate wurden nach der Farbung im Lichtmikroskop auf Immunreaktivitiat unter-
sucht. Zur Beurteilung wurde dazu ein Score benutzt, der die Expression der antimikro-
biellen Peptide in den jeweiligen Epidermisschichten beschreibt. Hier ist anzumerken,
dass bei Psoriasis aufgrund der Parakeratose per definitionem kein Stratum granulosum
existiert. Zur Vergleichbarkeit mit den Kontrollproben wurden die subcornealen Schich-
ten der Psoriasisprdaparate bei der Beurteilung als Stratum granulosum klassifiziert. Es

wurden 0-4 Punkte nach folgenden Kriterien vergeben:

Keinerlei Immunreaktivitat

Immunreaktivitit im Stratum corneum

Immunreaktivitit in Stratum corneum und granulosum

Immunreaktivitit in Stratum corneum, granulosum und spinosum

Bl ow| N R o

Immunreaktivitit in gesamter Epidermis

Tabelle 3: Score zur Beurteilung der Epidermis

Abbildung 2: Beispiele fiir Epidermisscore, 10x vergrifSerte Idsionale Psoriasis (0 - keine Immun-
reaktivitdt; 1 - Immunreaktivitdt nur Stratum corneum; 2 — Immunreaktivitdt Stratum corneum
und subcorneal (entsprechend Stratum granulosum); 3 - Immunreaktivitdt Stratum corneum,
subcorneal (entsprechend Stratum granulosum) und Stratum spinosum; 4 - Immunreaktivitdt in

gesamter Epidermis)
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Des Weiteren wurde das dermale Stroma hinsichtlich der Immunreaktivitat bewertet.
Hier wurde beurteilt, inwiefern z.B. eingewanderte Leukozyten positiv gefarbt waren: Es
wurde zwischen leichter, mittlerer und starker Immunreaktivitat unterschieden.

Leichte Immunreaktivitat bedeutete, dass nur einzelne Zellen gefarbt waren und die Far-
bung eher schwach war. Eine starke Immunreaktivitat hingegen bedeutete eine starke
Farbung vieler Zellen. Waren mafig viele Zellen mittelgradig kraftig gefarbt, wurde dies

als mittlere Immunreaktivitat eingestuft.

+ Leichte Immunreaktivitat
++ Mittlere Immunreaktivitat
+++ Starke Immunreaktivitat

Tabelle 4: Score fiir Leukozyten in der Dermis

Abbildung 3: Immunreaktivitit am Beispiel Idsionaler Psoriasis, rote Pfeile markieren dermale

Infiltrate (a: negative Dermis, b: positive Dermis +, c: positive Dermis +++)
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Beurteilung der Synovialispriaparate

Die Praparate wurden nach der Farbung im Lichtmikroskop auf Immunreaktivitiat unter-
sucht. Die Untersucher waren dabei verblindet, d.h. sie kannten die Diagnosen der
Patienten, von denen die Proben stammten, nicht. 3 verschiedene Muster der Farbung

wurden beurteilt:

1. Immunreaktivitdt in Synoviozyten der Membrana synovialis
2. Immunreaktivitit in eingewanderten Leukozyten im Synovialstroma

3. Immunreaktivitit in Leukozyten, die in Blutgefdf3en zu erkennen waren

Abbildung 4: Beurteilung der Immunreaktivitdt der Synovialisprdparate (1.: Immunreaktivitdt

in Synoviozyten, 2.: Inmunreaktivitdt in eingewanderten Leukozyten im Synovialstroma, 3.: Im-

munreaktivitdt in Leukozyten in Blutgefifen)

Die Immunreaktivitit in Synoviozyten wurde mithilfe einer Gesichtsfeldauszdahlung

weiter quantifiziert, die im Folgenden beschrieben ist.

Gesichtsfeldauszahlung

Um quantitative Aussagen iiber die Immunreaktivitit der Membrana synovialis machen
zu konnen, wurden Synoviozyten nach positiv und negativ unterschieden und bei 100-
facher Vergrofderung 10 Gesichtsfelder pro Praparat ausgezahlt. Eine Zelle wurde als
positiv gewertet, wenn ihr Zytoplasma positiv gefarbt war. Gezdhlt wurden die Zellen
oberhalb der Basalmembran. Falls die Membrana synovialis entziindungsbedingt breiter
als ein Gesichtsfeld war, wurde das gesamte Gesichtsfeld ausgezahlt.

Jeder Untersucher wahlte 10 reprasentative Gesichtsfelder pro Praparat zur Beurteilung
aus. Uber die Zahlen der positiven Synoviozyten und die Gesamtzahlen konnten so die
prozentualen Anteile der positiven Zellen in der Membrana synovialis ermittelt werden.

Die Methode wurde von zwei unabhingigen Untersuchern durchgefiihrt.
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Im folgenden Bild ist exemplarisch ein Gesichtsfeld bei 100facher Vergrofierung zu
sehen mit den Markierungen fiir P=positiv und N=negativ. Die Basalmembran ist als
schwarze Linie gekennzeichnet. Es befinden sich 34 positive und 10 negative Synovio-
zyten in diesem Gesichtsfeld, woraus sich eine Gesamtzahl von 44 ergibt und damit ein

prozentualer Anteil der positiven Synoviozyten von 34 /44=77,3%.
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Abbildung 5: Gesichtsfeldauszdhlung am Beispiel rheumatoider Arthritis

Synovitis-Score

Um die Entziindung in der Synovialis in jedem Prdparat zu quantifizieren und damit
vergleichbar machen zu kénnen, wurden die Praparate mithilfe einen Synovitis-Scores
(Krenn et al. 2006) beurteilt. Es wurde jedes Praparat mit Himalaun gefarbt und mit-
hilfe eines Lichtmikroskopes von einem unabhdngigen Untersucher verblindet unter-

sucht. Folgende 3 Kategorien wurden dabei beurteilt:

1. Anzahl der Synoviozytenschichten in der Membrana synovialis
2. Dichte residenter Zellen (Fibroblasten, Fibrozyten, Endothelzellen,
Makrophagen) im Synovialstroma

3. Vorhandensein eingewanderter Leukozyten (Lymphozyten, Plasmazellen)
Jede Kategorie wurde mit 0-3 Punkten bewertet (siehe Tabelle 5) und die Punkte ad-

diert. Die Punktesummen wurden wie folgt eingeteilt: 0-1 - keine Synovitis, 2-4 - leicht-

gradige Synovitis, 5-9 - hochgradige Synovitis.
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Kategorie Punkte Bewertung
0 Synoviozyten bilden eine Zellschicht
1 Synoviozyten bilden 2-3 Zellschichten
Synoviozyten- 2 4-5 Zellschichten, darunter neben den Synoviozyten einige
schichten multinukledre Zellen
3 > 5 Zellschichten, ggf. ulzeriert, infiltriert mit multi-
nukledren Zellen
0 normale Dichte residenter Zellen
1 leicht erhohte Dichte residenter Zellen
Dichte residenter
2 moderat erh6hte Dichte residenter Zellen, ggf. multi-
Synovialstroma-
nukledre Zellen
zellen
3 stark erhohte Dichte residenter Zellen, ggf. multinukleare
Riesenzellen, Pannus und/oder rheumatoide Granulome
0 keine Lymphozyten oder Plasmazellen
1 wenige Lymphozyten oder Plasmazellen, v.a. perivaskular
Vorhandensein lokalisiert
eingewanderter 2 mehrere Lymphozyten und Plasmazellen, teilweise
Leukozyten Follikelbildung
3 starke inflammatorische Infiltrierung, mehrere grofie

Follikel

Tabelle 5: Beurteilung von Synovialisprdparaten mittels Synovitisscore (3 Kategorien, die mit je-

weils 0-3 Punkten bewertet werden, die Summe der Punkte wird folgendermaflen eingeteilt:

0-1 Punkt - keine Synovitis, 2-4 Punkte - leichtgradige Synovitis, 5-9 Punkte - hochgradige

Synovitis)
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Statistik

Der exakte Fishertest

Der Test nach Fisher eignet sich zur Untersuchung auf statistische Signifikanz bei bi-
naren Daten in voneinander unahdngigen Stichproben. Er wurde von Ronald A. Fisher
und Frank Yates fir die Vierfeldertafel entwickelt, d.h. fir zwei voneinander unab-
hangige Variablen, die beide nur 2 mégliche Merkmalsauspragungen annehmen kénnen
(Fisher et al. 1948). In der vorliegenden Arbeit wurde der Fishertest fiir die Unter-
suchung der Gelenkproben verwendet. Da insgesamt 4 voneinander unabhingige Stich-
proben existierten (Psoriasis-Arthritis, Rheumatoide Arthritis, Osteoarthrose und ge-
sunde Synovialis), wurde ein modifizierter exakter Fishertest angewendet (Clarkson
1993). Ziel der Untersuchung war es, eine mogliche statistische Signifikanz zwischen
den 4 Diagnosen zu untersuchen. Dazu wurden die immunreaktiven AMP hBD-3, LL-37,
S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 in jeweils 3 Gruppen eingeteilt analog zur Beurteilung der

Synovialisproben:

1. Membrana synovialis
2. Eingewanderte Leukozyten im Synovialisstroma

3. Leukozyten in Blutgefaféen der Synovialis

So ergaben sich aus 5 antimikrobiellen Peptiden a 3 Gruppen insgesamt 15 Gruppen mit
je 27 Synovialispraparaten der 4 verschiedenen Diagnosen. Fiir alle 15 Gruppen wurde
mittels des modifizierten exakten Fishertests der p-Wert fiir die jeweilige Gruppe er-
mittelt. Dazu wurden die Praparate tabellarisch aufgelistet und bei jedem Praparat
zwischen positiv (1) und negativ (0) unterschieden (eine Beriicksichtigung der prozen-
tualen Gesichtsfeldauszahlung der Membrana synovialis war somit nicht moéglich). Mit-
hilfe des Programms ,R“ konnte dann iiber die Tabellen fiir jede der 15 Gruppen der je-

weilige p-Wert errechnet werden (R-Core-Team 2013).
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemie Gelenke

Insgesamt wurden 27 arthroskopisch gewonnene Synovialisbiopsien immunhisto-
chemisch aufgearbeitet: 10 Proben von Patienten mit Psoriasis-Arthritis, 8 von
Patienten mit rheumatoider Arthritis, 4 von Patienten mit Osteoarthrose und 5 von
gelenkgesunden Patienten aus Routinearthroskopien.

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung wurden 3 Aspekte beurteilt: 1. Immun-
reaktivitdt in Synoviozyten der Membrana synovialis, 2. Immunreaktivitit in Leukozyten
im Synovialstroma, 3. Immunreaktivitat in Leukozyten in Blutgefdafien. Um die Immun-
reaktivitit der Synoviozyten zu quantifizieren, wurden die positiven und negativen
Synoviozyten ausgezahlt und der Anteil der positiven Synoviozyten an der Gesamtzahl
ausgerechnet. Bei der Inmunreaktivitiat der Leukozyten im Synovialstroma und in Blut-
gefiafden wurde zwischen positiv (in den Tabellen ,+“) und negativ (in den Tabellen ,, - “)

unterschieden.

Psoriasis-Arthritis (PsA)

$100 A8,S100 A9, HNP1-3 und LL-37

Eine Expression von S100 A8 und S100 A9 wurde in 7 von 10 PsA-Proben identifiziert.
Die Immunreaktivitit war vor allem in Leukozyten im Synovialstroma zu finden, die, der
Morphologie und der Zelldichte in diesen Arealen nach zu urteilen, im Rahmen der Ent-
zindung eingewandert waren. Einige positive Leukozyten fanden sich auch in Gefafien
und zeigten eine positive Farbung ihres Zytosols und des sie umgebenden Serums. In
einem Prdparat zeigte sich auflerdem eine Induktion von sowohl S100 A8 als auch
S§100 A9 in der Membrana synovialis. Hier produzierten durchschnittlich 31% der Zellen
S100 A8 und 14% S100 A9. Nach Verteilung und Morphologie handelte es sich hierbei

um Synoviozyten.
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HNP1-3 wurden in 8 von 10 Praparaten nachgewiesen. Die positiven Zellen waren vor
allem Leukozyten im Synovialstroma und in Blutgefafsen. Viele dieser Leukozyten waren
Granulozyten (durch die Morphologie mit dem typischen septierten Zellkern identi-
fiziert), die eine besonders hohe Immunreaktivitat in ihrem Zytosol und auch in dem sie
umgebenden Extrazellularraum zeigten. In einem Prdparat konnte aufderdem eine
HNP1-3-Expression in Synoviozyten gezeigt werden mit durchschnittlich 25% positiven
Zellen.

LL-37 war, im Vergleich zu den bisher genannten AMP, eher schwach nachweisbar und
konnte in vereinzelten Leukozyten in 2 von 10 Prdparaten identifiziert werden. In der
Membrana synovialis zeigte sich keine LL-37-Expression.

Die Gesamtpunktezahlen der Synovitisscores, die fiir jede Biopsie beurteilt wurden,
reichten von 0 (keine Synovitis) bis 6 (hochgradige Synovitis).

Von 7 PsA-Patienten lagen Informationen zu medikamentdsen Therapien zum Zeitpunkt
der Biopsie vor. Alle Patienten erhielten NSAID (,non-steroidal antiinflammatory
drugs“), 3 erhielten DMARD (,disease-modifying antirheumatic drugs“) und ein Patient

systemisch Kortikosteroide.

Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3

Die Pradparate zeigten keinerlei Immunreaktivitit fiir das S100-Protein Psoriasin
(5100 A7), die Ribonuklease RNase 7 und die humanen B-Defensine hBD-2 und hBD-3.
Weder in der Membrana synovialis, noch in Stroma oder Blutgefafden konnten positive

Zellen immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde in der Psoriasis-Arthritis eine hohe Immunreaktivitat gegen-
liber S100 A8, S100 A9 und HNP 1-3 nachgewiesen, die bei 2 Patienten auch eine Produk-
tion dieser antimikrobiellen Peptide in der Membrana synovialis durch Synoviozyten
einschloss. Des Weiteren wurde eine leichte Positivitat fiir LL-37 im Synovialstroma ge-
funden. Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 konnten hingegen nicht nachgewiesen

werden.
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S100A8 | S100A9 | HNP1-3 LL-37 | Synovitisscore Therapie
i Sy |St{G] Sy |St|G| Sy [St Sy|St{G| E|R | I |Ges. CRP S| D |N
1 0] -|- 0| -| - 0] - 0o -1-1 11 11 0 2|x X |X X
2 of -{ - 0] +| -]0,25] + o] -{-] 1( 2| 2 51 28| -| Su| +
3 O -(+ 0] +[+ of + of -{-| 1| 3] O 4|x +[x +
4 0 - 0] -+ 0f + of -{-| 1| O O 1 71 -| Suf +
510,31 +|{+]0,14( +|+ 0f + Of +{+| 2| 3] 1 6| 29| - -+
6 0| -|- o +{ - 0] + 0] -(-] 1 Of 1 2| 73|x |x X
7 o -+ o -+ 0| - Ol +[-1 0f O] O 0|x X |x +
8 of -{ - 0] -| - of - of -{-| 1| 2| 1 4|x X |x +
9 of -f - 0| -|+ 0] + o] -1-1 11 1] 1 3|x X |x X
10 of -f - 0] -| - 0| + Of -{-| 0] O O 0l <5| -|MSu]| +

Tabelle 6: Immunreaktivitit gegentiber S100 A8, S100 A9, HNP1-3 und LL-37 in PsA: Sy - positive

Synoviozyten in Prozent der Gesamtsynoviozytenzahl; St — Immunreaktivitit in eingewanderten

Leukozyten im Synovialstroma: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-); G - Immun-

reaktivitdt in Leukozyten in BlutgefifSen: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-);

Synovitisscore (E - Anzahl der Zellschichten in Membrana synovialis, R — Dichte residenter Zellen

im Synovialstroma, I - Anzahl infiltrierter Zellen im Synovialstroma, Ges. - Synovitisscore gesamt);

CRP (C-reaktives Protein) im Blut in mg/l; Therapie der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie:

S - systemische Kortikosteroide, D - DMARD (disease-modifying anti-rheumatic drugs), N - NSAID

(non-steroidal anti-inflammatory drugs), Su — Sulfasalazin, M - Methotrexat, x - keine Information

in der Patientenakte vorhanden
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Abbildung 6: Immunreaktivitdt gegentiber S100 A8 und S100 A9 in Psoriasis-Arthritis (links:

$100 A8 in Prdparat 5 - Synovialis und Stroma positiv; Mitte: S100 A9 in Prdparat 5 - Synovialis
und Stroma positiv; rechts: S100 A9 in Prdparat 4 - Leukozyten in BlutgefifSen positiv),

VergrofSerungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in unterer Reihe, die die jeweiligen

Ausschnitte der roten Boxen zeigt
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Abbildung 7: Immunreaktivitit gegeniiber HNP1-3 und LL-37 in Psoriasis-Arthritis (links:
HNP1-3 in Priparat 2 - Synovialis positiv; Mitte: HNP1-3 in Prédparat 3 - Stroma und Blutgefijfse
positiv; rechts: LL-37 in Prdparat 5 - Stroma positiv), Vergréfserungen jeweils 10x in oberer

Reihe und 40x in unterer Reihe, die die jeweiligen Ausschnitte der roten Boxen zeigt
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Rheumatoide Arthritis (RA)

$100 A8,S100 A9 und HNP1-3

S100 A8 konnte in 2 der 8 Praparate nachgewiesen werden. In einer Biopsie konnte
neben der Immunreaktivitit eingewanderter Leukozyten im Synovialstroma eine
S$100-A8-Expression in der Membrana synovialis detektiert werden mit 65% S100-A8-
positiven Synoviozyten.

Das gleiche Prdparat zeigte Immunreaktivitit gegeniiber S100 A9 in der Membrana
synovialis mit durchschnittlich 34% S100-A9-positiven Zellen. S100 A9 wurde ebenfalls
in 2 von 8 RA-Praparaten nachgewiesen.

In insgesamt 5 von 8 Praparaten konnte Immunreaktivitiat gegeniiber HNPI-3 nach-
gewiesen werden. Vor allem im Synovialstroma exprimierten eingewanderte Leuko-
zyten HNP1-3 und in einem Praparat zeigte sich zusatzlich eine Expression in Synovio-
zyten mit einem durchschnittlichen Anteil der positiven Synoviozyten von 55%.

Die Gesamtpunktezahlen der Synovitisscores, die fiir jede Biopsie beurteilt wurden,
reichten von 0 (keine Synovitis) bis 5 (hochgradige Synovitis). Von 6 Patienten aus der
Gruppe der RA lagen Daten zu ihren Therapien vor. 5 erhielten zum Zeitpunkt der
Biopsie DMARD (, disease-modifying antirheumatic drugs“), 4 NSAID (,non-steroidal

antiinflammatory drugs“) und 4 systemisch Kortikosteroide.

Psoriasin, RNase 7, hBD-2, hBD-3 und LL-37
In den vorliegenden Praparaten der RA konnte keine Immunreaktivitit gegeniiber Pso-

riasin, RNase 7, hBD-2, hBD-3 und LL-37 nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde in den Prdparaten der rheumatoiden Arthritis Immunreak-
tivitat gegeniiber S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 identifiziert, die bei einem Patient auch
eine Expression der drei AMP in Synoviozyten einschloss. Psoriasin, RNase 7, hBD-2,

hBD-3 und LL-37 wurden hingegen nicht nachgewiesen.
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S100A8 | S100A9 | HNPI1-3 | Synovitisscore Therapie
i Sy |St{G]| Sy |St|G| Sy [St|G| E | R | I |Ges. CRP S|ID|N
1 0f- |- of -| - 0| +|-] 0 0] O 0|x X |[x |X
2 0l- |- 0| -|- 0o -1-1 11 11 0 2|x X X |X
3 0f- |- 0] -f - of +|+] O 2( 1 3| 57| -| -| +
4 0f- |- 0 +| - 0] +|-| 2 2| 1 5| 291 -| M| +
5 0f- [+ 0] -| - 0| -{+] 01 0] O o 11| +| M| -
6 0f- |- 0] -| - of -{-] 1| 1| O 2| 55| +| M| +
7 0f- |- 0] - - of -{-] Of 2] 2 4 5| +| M| +
810,65(+ |+]0,34| +[+]0,55( +|+|] 1] 2| O 3| 33| +| M| -

Tabelle 7: Inmunreaktivitdit gegentiber S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 in RA: Sy - positive Synovio-
zyten in Prozent der Gesamtsynoviozytenzahl; St - Immunreaktivitdt in eingewanderten Leuko-
zyten im Synovialstroma: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-); G - Immunreaktivitidt in
Leukozyten in BlutgefdfSen: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-); Synovitisscore (E — An-
zahl der Zellschichten in Membrana synovialis, R - Dichte residenter Zellen im Synovialstroma,
I - Anzahl infiltrierter Zellen im Synovialstroma, Ges. — Synovitisscore gesamt); CRP (C-reaktives
Protein) im Blut in mg/l; Therapie der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie: S - systemische
Kortikosteroide, D - DMARD (disease-modifying anti-rheumatic drugs), N — NSAID (non-steroidal

anti-inflammatory drugs), M - Methotrexat,, x - keine Information in der Patientenakte vorhanden
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Abbildung 8: Immunreaktivitdit gegentiber S100 A8 und S100 A9 in rheumatoider Arthritis (links:
S100 A8 in Priparat 5 - Leukozyten in Blutgefdfsen positiv; Mitte: S100 A8 in Prdparat 8 — Syno-
vialis und Stroma positiv; rechts: S100 A9 in Prdparat 8 - Synovialis und Stroma positiv),

VergrofSerungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in unterer Reihe, die die jeweiligen Aus-

schnitte der roten Boxen zeigt

-

Abbildung 9: Immunreaktivitdt gegeniiber HNP1-3 in rheumatoider Arthritis (links: HNP1-3 in
Prdparat 4 - Stroma positiv; rechts: HNP1-3 in Prdparat 8 - Synovialis und Stroma positiv),

VergriofSerungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in unterer Reihe, die die jeweiligen Aus-

schnitte der roten Boxen zeigt
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Osteoarthrose (0A)

$100 A9, HNP1-3

Eine Expression von §100 A9 und HNP1-3 konnte in allen 4 Praparaten identifiziert wer-
den. Die Immunreaktivitdt war jedoch nur in eingewanderten Leukozyten im Synovial-
stroma oder in Leukozyten in Blutgefiafien zu detektieren, die Membrana synovialis
blieb in allen Praparaten negativ.

Die Gesamtpunktezahlen der Synovitisscores, die fiir jede Biopsie beurteilt wurden,
reichten von 0 (keine Synovitis) bis 5 (hochgradige Synovitis). Ein OA-Patient erhielt

NSAID (,,non-steroidal antiinflammatory drugs“) zum Zeitpunkt der Biopsie.

S$100 A8, LL-37, Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3
In den vorliegenden Praparaten der OA konnte keinerlei Immunreaktivitit gegeniiber

S$100 A8, LL-37, Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 nachgewiesen werden.

S100 A9 | HNP1-3 | Synovitisscore Therapie
# Sy |St|G| Sy |St[{G] E [R | I |Ges. CRP S{D|N
11 0| -[+] Of -|+| O O] O 0] <5|x [x | +
21 O] -|+| Of+|-] 1 1] O 21 87 -| -| -
31 Oof +[-| O] +] -] 2| 2| 1 5| <5 -| -| -
41 O -[+] Of +|+] 1| 1| O 0] <5|x [x [x

Tabelle 8: Inmunreaktivitdit gegeniiber S100 A9 und HNP1-3 in OA: Sy - positive Synoviozyten in
Prozent der Gesamtsynoviozytenzahl; St - Immunreaktivitit in eingewanderten Leukozyten im
Synovialstroma: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-); G - Immunreaktivitdt in Leuko-
zyten in BlutgefdfSen: positive Zellen zu detektieren (+) oder nicht (-); Synovitisscore (E - Anzahl
der Zellschichten in Membrana synovialis, R — Dichte residenter Zellen im Synovialstroma, I - An-
zahl infiltrierter Zellen im Synovialstroma, Ges. - Synovitisscore gesamt); CRP (C-reaktives Protein)
im Blut in mg/I; Therapie der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie: S — systemische Kortikosteroide,
D - DMARD (disease-modifying anti-rheumatic drugs), N - NSAID (non-steroidal anti-inflamma-

tory drugs), x - keine Information in der Patientenakte vorhanden
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Abbildung 10: Immunreaktivitit gegeniiber S100 A9 und HNPI1-3 bei Osteoarthrose (links:
S100 A9 in Prdparat 2 - BlutgefifSe positiv; Mitte: S100 A9 in Priparat 3 - Stroma positiv; rechts:
HNP1-3 in Prdparat 3, Stroma positiv), Vergréfserungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in

unterer Reihe, die die jeweiligen Ausschnitte der roten Boxen zeigt

Insgesamt konnte bei Osteoarthrose lediglich im Synovialstroma Immunreaktivitat
gegeniiber S100 A9 und HNP1-3 gezeigt werden. Die Membrana synovialis blieb ganzlich
negativ. Immunreaktivitat gegeniiber S100 A8, LL-37, Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und
hBD-3 war nicht zu detektieren.

Gesunde Synovialis

$100 A8,S100 A9, HNP1-3 und hBD-3

S100 A8 wurde in 1 von 5 gesunden Synovialispraparaten gefunden. Immunreaktivitat
zeigten Leukozyten im Synovialstroma sowie die Membrana synovialis mit durchschnitt-
lich 16% positiven Zellen.

In einem anderen Praparat zeigte sich Immunreaktivitat fiir S100 A9 im Synovialstroma
in eingewanderten Leukozyten. In der Membrana synovialis konnten jedoch keine

S$100-A9-positiven Zellen identifiziert werden.
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HNP1-3 konnten in 3 von 5 Praparaten nachgewiesen werden. Hier zeigten sich einzelne
positive Leukozyten im Synovialstroma und in Blutgefafden. HNP1-3-positive Synovio-
zyten konnten in keinem Praparat gefunden werden.

In 1 von 5 Prdparaten zeigten sich fiir hBD-3 positive Zellen in Blutgefiafden. Die

Membrana synovialis zeigte keine Immunreaktivitat.

Psoriasin, RNase 7, hBD-2, LL-37

In den vorliegenden Praparaten der gesunden Synovialis konnte keine Immunreaktivitat

fur Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und LL-37 nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte damit in gesunder Synovialis Immunreaktivitit gegentliber
S$100 A8, S100 A9, HNP1-3 und hBD-3 nachgewiesen werden, wobei Synoviozyten in der
Membrana synovialis nur in einem Prdparat fliir S100 A8 positiv waren. Psoriasin,

RNase 7, hBD-2 und LL-37 wurden nicht nachgewiesen.

S100 A8 | S100A9 | HNP1-3 | hBD-3 | Synovitisscore Therapie
# Sy [St{G|Sy|St|G|Sy|St|G|Sy|[St|G]|E|[R | I [Ges. CRP S|{D|N
1 o -1-]1 Of -{-1 Oy +| -] Of -|-| -| -| - -1 x X [x [X
210,16 +[ -1 O - -1 O +|+] Of - -V -| -| - -1x X |x |Xx
3 O -1 -] Of +{+| O +|+] Of -|-| -| -| - -1 x X [x [X
4 ol -{-1 Of -1 -1 O -[- Of -1-1 -| -| - -|x X |x |X
5 ol -1-]1 of -{-1 O -|-] Of -{+| -| -| - -1 x X [x |x

Tabelle 9: Immunreaktivitit gegeniiber S100 A8, S100 A9, HNP1-3 und hBD-3 in gesunder
Synovialis: Sy - positive Synoviozyten in Prozent der Gesamtsynoviozytenzahl; St - Immunreak-
tivitdt in eingewanderten Leukozyten im Synovialstroma: positive Zellen zu detektieren (+) oder
nicht (-); G - Immunreaktivitdt in Leukozyten in Blutgefdfsen: positive Zellen zu detektieren (+)
oder nicht (-); Synovitisscore (E - Anzahl der Zellschichten in Membrana synovialis, R - Dichte
residenter Zellen im Synovialstroma, I - Anzahl infiltrierter Zellen im Synovialstroma, Ges. - Syno-
vitisscore gesamt); CRP (C-reaktives Protein) im Blut in mg/l; Therapie der Patienten zum
Zeitpunkt der Biopsie (S - systemische Steroide, D - DMARD (disease-modifying anti-rheumatic
drugs), N - NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs)), x - keine Information in der

Patientenakte vorhanden
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Abbildung 11: Immunreaktivitdt gegeniiber S100 A8 und S100 A9 in gesunder Synovialis (links:

$100 A8 in Prdparat 2 - Synovialis und Stroma positiv; rechts: S100 A9 in Prdparat 3 - Leukozyten
in Stroma und BlutgefifSen positiv), VergrifSerungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in unterer

Reihe, die den jeweiligen Ausschnitt der roten Box zeigt
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Abbildung 12: Immunreaktivitdt in gesunder Synovialis gegeniiber HNP1-3 und hBD-3 in
gesunder Synovialis (links: HNP1-3 in Prdparat 2 - Stroma und GefdfSe positiv; Mitte: HNP1-3 in
Préiparat 3 - Stroma und Gefifle positiv; rechts: hBD-3 in Prdparat 5 - GefdfSe positiv), Ver-
grofSerungen jeweils 10x in oberer Reihe und 40x in unterer Reihe, die die jeweiligen Ausschnitte

der roten Boxen zeigt
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3.2. Ergebnisse Haut

Immunhistochemie Psoriasis vulgaris

$100 A8,S100 A9

S§100 A8 wurde in allen Epidermisschichten sowie in der Dermis stark exprimiert. Die
Epidermisscores betrugen im Mittelwert 4 in sowohl lasionaler Psoriasishaut als auch in
nichtldsionaler Psoriasis sowie den gesunden Kontrollen.

Flr S100 A9 zeigte sich eine hohere Immunreaktivitat in der lasionalen Haut der Pso-
riasis-Patienten im Vergleich zu den anderen Proben. Der Mittelwert der Epidermis-
scores betrug in Psoriasis-Lasionen 3,5, in den Proben der nicht-ldsionalen Psoriasis-

Haut und den gesunden Kontrollen lagen die Scores bei durchschnittlich 2,25 bzw. 2,5.

Abbildung 14: Expression von S100 A9 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-Idsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P2 sowie in der gesunden Kontrolle K2 (c), Vergréfserung jeweils 10x
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Einzelwerte Mittelwerte
S100A8 | S1I00A9 | S100A8 | S100 A9
Diagnose #
E D E D E D E D
P1 4| +++ 41 ++
P2 4| +++ 4 +
Lasionale Psoriasishaut 4 |+++| 3,5 | ++
P3 4| +++ 4| ++
P4 4| +++ 21X
P1 41 ++ 2 +
P2 4 + 3 +
Nicht-lasionale Psoriasishaut 4 | ++ [ 2,25 | +
P3 4| ++ 2|x
P4 4 + 2 +
K1 4 + 4| +++
K2 4 + 2 0
Gesunde Haut 4 + 2,5 | ++
K3 4 + 2|x
K4 4 ++ 21X

Tabelle 10: Immunreaktivitdt in Hautproben gegeniiber S100 A8 und S100 A9 - Einzelne Werte
der jeweiligen Prdparate sowie Mittelwerte der Diagnosegruppen ldsionale, nicht-ldsionale Pso-
riasishaut und gesunde Haut; E - Epidermis, Inmunreaktivitdt angegeben im Epidermisscore (von
0 bis 4 Punkte); D - Dermis, Immunreaktivitit in dermalen Leukozyten (von 0 bis +++); X — keine
dermalen Leukozyteninfiltrate im Prdparat vorhanden, P1-4: Patienten 1-4 - von jedem dieser
Patienten jeweils eine Probe aus ldsionaler und eine aus nicht-Idsionaler Psoriasishaut; K1-4:
gesunde Kontrollen der Patienten 1-4, die mit diesen in Alter, Geschlecht und Lokalisation der

Biopsie tibereinstimmen
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HNP1-3 und LL-37

HNP1-3 wurden in den Proben der ldsionalen Psoriasishaut am starksten exprimiert mit
einem mittleren Epidermisscore von 1,5. Etwas schwachere Immunreaktivitit zeigten
die nicht-lasionale Psoriasishaut mit 0,75 und die gesunde Haut mit 0,5. Die Dermis war
ebenfalls in den Psoriasis-Lasionen am starksten gefarbt.

LL-37 wurde nur in der Epidermis der Psoriasispatienten exprimiert. Hier zeigte sich die
Immunreaktivitit in Leukozyteninfiltraten im Stratum corneum bei zwei lasionalen und

einer nicht-lasionalen Psoriasishautprobe sowie in einigen dermalen Leukozyten. Die

gesunde Haut blieb negativ.

Abblldung 15: Expression von HNP1-3 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und mcht-laswnaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P1 sowie in der gesunden Kontrolle K1 (c), VergriofSerung jeweils 10x
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Abbildung 16: Expression von LL-37 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-ldsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P4 sowie in der gesunden Kontrolle K4 (c), VergriofSerung jeweils 10x
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Einzelwerte Mittelwerte
HNP1-3 LL-37 HNP1-3 LL-37
Diagnose #

E D E D E D E D
P1 1| +++ 0 0
P2 1 + 0 0

Lasionale Psoriasishaut 1,5 | +++ |05 |0
P3 3| +++ 1 +
P4 1| +++ 1 0
P1 1 + 0 0
P2 0 0 0 0

Nicht-lasionale Psoriasishaut 0,75 + (0,250
P3 1 0 0 +
P4 1 + 1 0
K1 1 + 0 0
K2 1 + 0 0

Gesunde Haut 0,5 + 0 0
K3 0 + 0 0
K4 0 0 0 0

Tabelle 111: Immunreaktivitdt in Hautproben gegentiber HNP1-3 und LL-37 - Einzelne Werte der
jeweiligen Prdparate sowie Mittelwerte der Diagnosegruppen Idsionale, nicht-ldsionale Psoriasis-
haut und gesunde Haut; E - Epidermis, Inmunreaktivitdt angegeben im Epidermisscore (von 0 bis
4 Punkte); D - Dermis, Inmunreaktivitdt in dermalen Leukozyten (von 0 bis +++); P1-4: Patienten
1-4 - von jedem dieser Patienten jeweils eine Probe aus ldsionaler und eine aus nicht-ldsionaler
Psoriasishaut; K1-4: gesunde Kontrollen der Patienten 1-4, die mit diesen in Alter, Geschlecht und

Lokalisation der Biopsie libereinstimmen
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Psoriasin (S100 A7) und RNase 7

Psoriasin konnte in allen Hautproben nachgewiesen werden. Die starkste Immun-
reaktivitdt zeigte sich jedoch in der Psoriasis vulgaris. Hier waren die Proben aus
Lasionen mit einem durchschnittlichen Epidermisscore von 3 stirker positiv als aus
nicht-ldsionalen Hautbiopsien der Patienten (Epidermisscore 1,75). Die gesunden
Kontrollen zeigten hingegen nur in einem Prdparat eine leichte Positivitdt im Stratum
corneum.

RNase 7 wurde ebenso in allen Gruppen nachgewiesen mit der stiarksten Immun-
reaktivitdt in den Psoriasisldsionen (Epidermisscore 2,5) und der schwachsten in den
gesunden Kontrollen (Epidermisscore 1,5).

Die Dermis zeigte weder in der Psoriasis noch in den gesunden Kontrollen Psoriasin-

oder RNase-7-positive Zellen.

Abbildung 17: Expression von Psoriasin in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-Idsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P1 sowie in der gesunden Kontrolle K1 (c), VergrofSerung jeweils 10x

Abbildung 18: Expression von RNase 7 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-ldsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P1 sowie in der gesunden Kontrolle K1 (c), VergrofSerung jeweils 10x
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Einzelwerte Mittelwerte

Psoriasin | RNase 7 | Psoriasin | RNase 7
Diagnose #
E D E D E D E D

P1
I/
P3
P4

Lasionale Psoriasishaut

P1
P2
P3

Nicht-lasionale Psoriasishaut 1,75 0 | 1,75 |0

P4

K1

K2
K3
K4

Gesunde Haut 0,25] 0 1,5 | 0

S| O R O Wl O Rr| W] W| W| wWw| w
Q| O O] O O O O O] ©o| o] o ©
N| =] N =] =N N N W N WD
| O O] O] O O O o] ©o| ©o|] ©o| ©

Tabelle 12: Immunreaktivitdt in Hautproben gegentiber Psoriasin und RNase 7 - Einzelne Werte
der jeweiligen Prdparate sowie Mittelwerte der Diagnosegruppen lIdsionale, nicht-Idsionale
Psoriasishaut und gesunde Haut; E - Epidermis, Immunreaktivitdt angegeben im Epidermisscore
(von 0 bis 4 Punkte); D - Dermis, Inmunreaktivitdt in dermalen Leukozyten (von 0 bis +++); P1-4:
Patienten 1-4 - von jedem dieser Patienten jeweils eine Probe aus Idsionaler und eine aus nicht-
Idsionaler Psoriasishaut; K1-4: gesunde Kontrollen der Patienten 1-4, die mit diesen in Alter,

Geschlecht und Lokalisation der Biopsie libereinstimmen
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hBD-2 und hBD-3

Die Defensine hBD-2 und hBD-3 lief3en sich nur in der Epidermis der Psoriasispatienten
nachweisen. Hier waren die Lasionen deutlich stirker immunreaktiv als die nicht-lasio-
nalen Areale: hBD-2 zeigte Epidermisscores von 3 in lasionaler und 1,25 in nicht-lasio-
naler Psoriasis, hBD-3 von 1,75 in lasionaler und 0,25 in nicht-lasionaler Psoriasis. Die
gesunden Kontrollen zeigten keine Immunreaktivitat. Die Dermis zeigte weder in der

Psoriasis noch in den gesunden Kontrollen hBD-2- oder hBD-3-positive Zellen.

Abbildung 19: Expression von hBD-2 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-ldsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P2 sowie in der gesunden Kontrolle K2 (c), Vergréfserung jeweils 10x

&y e ; b . ‘?"" :

Abbildung 20: Expression von hBD-3 in ldsionaler Psoriasishaut (a) und nicht-ldsionaler Pso-

riasishaut (b) von Patient P3 sowie in der gesunden Kontrolle K3 (c), VergréfSerung jeweils 10x
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Einzelwerte Mittelwerte
hBD-2 hBD-3 hBD-2 hBD-3
Diagnose #

E D E D E D |E D
P1 3 0 1 0
P2 3 0 2 0

Lasionale Psoriasishaut 3 017510
P3 3 0 2 0
P4 3 0 2 0
P1 2 0 0 0
P2 1 0 0 0

Nicht-lasionale Psoriasishaut 1,25 0 10,25 | 0
P3 1 0 0 0
P4 1 0 1 0
K1 0 0 0 0
K2 0 0 0 0

Gesunde Haut 0 0 0 0
K3 0 0 0 0
K4 0 0 0 0

Tabelle 13: Immunreaktivitit in Hautproben gegeniiber hBD-2 und hBD-3 - Einzelne Werte der

jeweiligen Prdparate sowie Mittelwerte der Diagnosegruppen Idsionale, nicht-ldsionale Psoriasis-

haut und gesunde Haut; E - Epidermis, Inmunreaktivitdt angegeben im Epidermisscore (von 0 bis

4 Punkte); D - Dermis, Inmunreaktivitdt in dermalen Leukozyten (von 0 bis +++); P1-4: Patienten

1-4 - von jedem dieser Patienten jeweils eine Probe aus ldsionaler und eine aus nicht-ldsionaler

Psoriasishaut; K1-4: gesunde Kontrollen der Patienten 1-4, die mit diesen in Alter, Geschlecht und

Lokalisation der Biopsie libereinstimmen
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Zusammenfassend wurde bei der Psoriasis vulgaris die stirkste Immunreaktivitit
gegeniiber S100 A8, S100 A9 und HNPI1-3 gezeigt. Auch die antimikrobiellen Peptide
Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und -3 sowie LL-37 zeigten eine sehr hohe Positivitat. Die
Immunreaktivitat der ldsionalen Haut erreichte fast immer einen héheren epidermalen
Score als die nicht-lasionale und die gesunde Haut. Die einzige Ausnahme bildet hier
S$100 A8, das in allen Praparaten stark exprimiert wurde.

Tabellarische Ubersicht der einzelnen antimikrobiellen Peptide und ihrer Beurteilung

der jeweiligen Immunreaktivitit anhand der Epidermis-Scores:

S100 A8 |S100 A9 |HNP1-3 |LL-37 |Psoriasin |RNase 7 |hBD-2 | hBD-3
Lasional 4 3,5 1,5 0,5 3 2,5 3 1,75
Nicht-Lasional 4 2,25 0,75| 0,25 1,75 1,75| 1,25 0,25
Gesund 4 2,5 0,5 0 0,25 1,5 0 0

Tabelle 14: Vergleich der Mittelwerte der Epidermisscores der einzelnen AMP in Idsionaler Pso-

riasishaut (n=4), nicht-Idsionaler Psoriasishaut (n=4) und in gesunder Haut (n=4)

3.3. Vergleich der Immunreaktivitit von AMP in Gelenk-

proben mittels Fishertest

Mithilfe des modifizierten exakten Fishertests wurde untersucht, ob sich die Nachweise
der Immunreaktivitit der Proben von Psoriasis-Arthritis, rheumatoider Arthritis, Osteo-
arthrose und gesunder Synovialis statistisch signifikant voneinander unterschieden. Die
4 Diagnosen wurden dabei gemeinsam auf Homogenitat der Ergebnisse untersucht.

Flr die ,gelenkpositiven“ AMP hBD-3, LL-37, S100 A8, S$100 A9 und HNP1-3 wurden alle 3
beurteilten Parameter untersucht: Immunreaktivitit in der Membrana synovialis, in
Leukozyten im Synovialstroma sowie in Leukozyten in Blutgefafden. Mithilfe des Pro-
gramms ,R“ wurden die jeweiligen p-Werte fiir alle Entitdten ermittelt. Alle p-Werte
waren grofier als 0,05. Somit konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der

Immunreaktivitit von AMP zwischen den Diagnosen gezeigt werden.
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p-Wert

Membrana synovialis -

hBD-3 Leukozyten Stroma -
Leukozyten Blutgefafde 0,3333

Membrana synovialis -

LL-37 Leukozyten Stroma >(0,999
Leukozyten Blutgefafde 0,6296

Membrana synovialis >(0,999

S100 A8 Leukozyten Stroma >0,999
Leukozyten Blutgefafde 0,5494

Membrana synovialis >0,999

S100 A9 Leukozyten Stroma 0,8789
Leukozyten Blutgefafde 0,1274

Membrana synovialis >(0,999

HNP1-3 Leukozyten Stroma 0,8128
Leukozyten Blutgefafde 0,9493

Tabelle 15: Ubersicht iiber p-Werte, die mit exaktem Fishertest fiir hBD-3, LL-37, S100 A8, S100 A9
und HNP1-3 ermittelt wurden, um eine statistische Signifikanz zwischen Psoriasis-Arthritis,
rheumatoider Arthritis, Osteoarthrose und gesunder Synovialis zu untersuchen; , - “: kein p-Wert

ermittelbar, da in dieser Gruppe alle Prdparate negativ waren

3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen an Hautproben von Psoriasis
vulgaris und Gelenkproben von Psoriasis-Arthritis (PsA), rheumatoider Arthritis (RA)
und Osteoarthrose (0OA) zeigten einige Gemeinsamkeiten, unterschieden sich aber auch
in mehreren Punkten.

Die Epidermis bei Psoriasis vulgaris zeigte starke Immunreaktivitat gegeniiber allen
untersuchten antimikrobiellen Peptiden Psoriasin, RNase 7, hBD-2, hBD-3, LL-37,
S100 A8, S100 A9 und HNP1-3. Dabei produzierten nicht nur eingewanderte Leukozyten

47



AMP, sondern vor allem auch die Keratinozyten selbst. Des Weiteren war ein deutlicher
Unterschied der Psoriasisproben zu den gesunden Hautproben zu erkennen: Die Epi-
dermis in den Psoriasislasionen zeigte eine deutlich starkere AMP-Expression als die
nichtlasionale Haut der Psoriasispatienten. Am wenigsten Immunreaktivitat konnte in
der Haut der gesunden Kontrollen detektiert werden.
In der Synovialis wurde in der Membrana synovialis hingegen nur wenig Immun-
reaktivitat gefunden, die von den Synoviozyten ausging. Die Immunreaktivitit wurde
hier vor allem in eingewanderten Leukozyten detektiert. Aufderdem liefden sich nicht
alle untersuchten AMP in den Proben immunhistochemisch nachweisen. Starke Immun-
reaktivitait war gegeniiber S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 und in einzelnen Proben
gegeniiber LL-37 zu finden. Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3, die in der Haut sehr
stark exprimiert wurden, liefden sich in den Synovialisproben nicht nachweisen (Aus-
nahme: eine gesunde Synovialisprobe mit fokaler Immunreaktivitit gegeniiber hBD-3).
Eine differenzielle Expression der Immunreaktivitit bei RA im Vergleich zur
Immunreaktivitdt bei PsA lief sich nicht erkennen. In beiden Arthritisformen war eine
Expression von S100 A8, $100 A9 und HNP1-3 sowie vereinzelt von LL-37 zu detektieren.
Die Immunreaktivitat ging dabei vor allem auf eingewanderte Leukozyten zuriick, in
einzelnen Praparaten waren aber auch positive Synoviozyten zu finden.
In der Osteoarthrose hingegen waren nur vereinzelt positive Leukozyten im Synovial-
stroma oder in Blutgefafden zu identifizieren, die Immunreaktivitat gegeniiber S100 A9
und HNP1-3 aufwiesen. Ahnlich verhielt es sich in den Priparaten der gesunden Pro-
banden, in denen nur vereinzelt fiir S100 A8, S100 A9, HNP1-3 und hBD-3 positive Leuko-
zyten zu finden waren und die Synovialis ganzlich negativ war.
Somit stellte sich die Gewebeexpression von AMP bei Psoriasisarthritis und rheuma-
toider Arthritis im Rahmen der analysierten immunhistochemischen Farbungen deutlich
verstarkt im Vergleich zur Expression in Osteoarthrose und gesunder Synovialis dar.
Mehr Praparate der PsA und der RA zeigten Immunreaktivitit und in diesen produ-
zierten mehr Zellen in den Biopsien AMP.
Im Vergleich der AMP-Immunreaktivitat in Hautbiopsien der Psoriasis vulgaris und
Gelenkbiopsien der PsA fallt auf, dass bei beiden Krankheitsmanifestationen S100 A8,
S100 A9, HNP1-3 und LL-37 nachzuweisen waren. Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3

hingegen wurden nur in der Haut von Psoriasis vulgaris exprimiert.

48



4. Diskussion

4.1. Methoden

Untersuchungsmethoden

Mithilfe der Immunhistochemie wurden 12 Hautproben und 27 Gelenkproben aufge-
arbeitet und auf die Expression antimikrobieller Peptide systematisch untersucht. Die
Immunhistochemie bietet mehrere Vorteile. Zum einen ist die in dieser Arbeit gewahlte
indirekte Immunhistochemie sehr spezifisch fiir das Antigen, da mehrere Schritte not-
wendig sind, um schlussendlich eine positive Farbung zu erzielen. Dariiber hinaus kann
die ABC-Methode durch den Aufbau grofier Komplexe auch ein anfangs kleines Signal
lichtmikroskopisch sichtbar werden lassen (Hsu, Raine et al. 1981). So wird neben der
Spezifitat auch die Sensitivitat erhoht. Die Immunhistochemie bietet auf3erdem den Vor-
teil, dass die Architektur des Gewebes erhalten bleibt und der Untersucher genau detek-
tieren kann, in welchen zellularen Strukturen sich die Immunreaktivitat befindet. Nach-
teilig hingegen ist, dass fiir die Imnmunhistochemie Gewebebiopsien entnommen werden
miissen, die, je nach Gewebe, invasive operative Eingriffe nétig machen. Hautproben
sind vergleichsweise einfach zu gewinnen, im Fall von Gelenkproben aber miissen diese
iiber Arthroskopien oder offene Operationen gewonnen werden.

Um Synovialisproben entziindlicher Gelenkerkrankungen zu erhalten, wurden in der
vorliegenden Arbeit Biopsien bei Patienten entnommen, die sich aufgrund notwendiger
Gelenkersatze Operationen unterziehen mussten. So konnten insgesamt 27 Synovialis-
proben gewonnen werden. Aufgrund der teilweise sehr langen und schweren Krank-
heitsverldufe erhielten die meisten Patienten zum Zeitpunkt der Synovialisbiopsie ver-
schiedene immunsuppressive Therapien. Somit ist bei der Interpretation der vorliegen-
den Ergebnisse zu bedenken, dass die Patienten zum grofden Teil systemisch behandelt
wurden. Um eine moglichst hohe Aussagekraft liber die Einfliisse von Entziindung auf
die AMP-Immunreaktivitit machen zu kénnen, wurde von einer unabhingigen Person
bei allen Proben ein ,Synovitis-Score“ nach Krenn et al. bestimmt (Krenn, Morawietz et
al. 2006). Der Synovitisscore beurteilt die Verdickung der Membrana synovialis, die An-
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zahl der Leukozyteninfiltrate im subsynovialen Stroma und das Vorhandensein einge-
wanderter Leukozyten (Lymphozyten und Plasmazellen). Die Beurteilung wurde an nur
mit Hamalaun gefarbten Praparaten durchgefiihrt.

Der Synovitisscore kann unabhangig von der Diagnose zur Beurteilung der Entziindung
in der Synovialis verwendet werden, weshalb er gut geeignet ist fiir die Interpretation
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Zudem muss fiir die Anwendung keine spezielle
Farbung durchgefiihrt werden. Kritisch ist, dass bei grofien Prdaparaten die Ergebnisse
des Synovitisscores erheblich variieren konnen. Wir berticksichtigten daher die Empfeh-
lung des Autors der Publikation, in einem solchen Fall in Analogie zur Beurteilung neo-
plastischer Verdanderungen das Areal mit den starksten Veranderungen zu untersuchen

(hochster Synovitisscore).

Beurteilung der Hautproben

Um die Epidermis der Hautproben zu beurteilen wurde ein ,IHC-Score” verwendet (Ver-
gleich 2.2. Beurteilung der Hautpraparate). Der IHC-Score bietet die Moglichkeit, die
AMP-Expression in den einzelnen Epidermisschichten zu beurteilen (Wittersheim et al.
2013). Durch die Vergabe von Punkten fiir immunreaktive Epidermisschichten ergibt
sich die Méoglichkeit, Mittelwerte in Diagnosegruppen zu bilden, die fiir Vergleiche
herangezogen werden konnen. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass nicht zwischen
fokaler und diffuser oder zwischen schwacher und starker Immunreaktivitat innerhalb
der Epidermisschichten differenziert werden kann und Unterschiede innerhalb des Pra-
parates in der Bewertung nicht zum Ausdruck gebracht werden kénnen.

Neben der Epidermis wurde die Immunreaktivitat in der Dermis beurteilt, die auf ein-
gewanderte Leukozyten zuriickzufiihren war. Hier wurde die Intensitat der Immunreak-
tivitat bewertet. Unterschiede innerhalb des Praparates konnten nicht direkt zum Aus-
druck gebracht werden, weshalb die Untersucher eine iiber das gesamte Praparat ge-
mittelte reprasentative Aussage trafen.

Um valide Ergebnisse zu erhalten, beurteilten 2 unabhdngige Untersucher verblindet die

Praparate, d.h. die Untersucher kannten die Diagnosen der Patienten nicht.
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Beurteilung der Gelenkproben
Bei den Proben von Patienten mit Psoriasis-Arthritis, rheumatoider Arthritis, Osteo-
arthrose und gesunder Synovialis wurden 3 Gesichtspunkte beurteilt:

1. Immunreaktivitit in Synoviozyten in der Membrana synovialis

2. Immunreaktivitit in Leukozyten im Synovialstroma

3. Immunreaktivitit in Leukozyten in Blutgefafien der Synovialis
Um die Immunreaktivitit der Synoviozyten zu quantifizieren, wurden die positiven und
negativen Zellen bei 100facher Vergréfderung im Lichtmikroskop von 2 voneinander un-
abhdngigen Untersuchern ausgezahlt. Diese Methode gibt die Mdoglichkeit, die Immun-
reaktivitit moglichst objektiv zu quantifizieren. Bei der Interpretation der Ergebnisse
sollte dennoch kritisch berticksichtigt werden, dass nicht die kompletten Praparate aus-
gezahlt werden konnten und auch die Praparate selbst nur kleine Ausschnitte eines ge-
samten Gelenkes zeigen.
Die separate Beurteilung von immunreaktiven Leukozyten, die in das Stroma einge-
wandert sind, und Leukozyten in Blutgefiafden gibt Hinweise darauf, inwiefern diese Teil
der Pathologie der Synovialitis sein konnten. Eingewanderte Leukozyten kénnten eher
eine Rolle in der Pathogenese spielen als im Blut zirkulierende Leukozyten, die gege-

benenfalls nur zuféllig im Praparat zu sehen sind.

4.2. Ergebnisse Gelenke

Psoriasis-Arthritis (PsA)

Die antimikrobiellen Peptide S100 A8 und S100 A9 fanden sich in 7 von 10 PsA-Proben.
Immunreaktivitat war vor allem in Leukozyten im Synovialstroma und in Leukozyten in
Blutgefaf3en zu finden. Des Weiteren zeigte sich eine Induktion von beiden AMP in der
Membrana synovialis in einem Prdparat, in dem durchschnittlich 31% der Zellen
S100 A8 und 14% S100 A9 exprimierten. Nach Verteilung und Morphologie handelte es
sich hierbei um Synoviozyten.

Diese Beobachtungen decken sich mit den Angaben zu S100 A8 und S100 A9 in PsA bei
Kane et al. (Kane et al. 2003): In dieser Arbeit wurden Proben von Patienten mit

PsA (n=14) und Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA, n=11) immunhistochemisch
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auf die Expression von S100 A8 und S100 A9 untersucht. Immunreaktivitat zeigte sich
vor allem im synovialen Stroma, die Membrana synovialis zeigte nur vereinzelt positive
Zellen. Die Proben der PsA zeigten dabei vor allem Immunreaktivitat in perivaskularen
Infiltraten, wohingegen in der RA diese Assoziation zu den Blutgefafien nicht erkennbar
war und die positiven Zellen eher vereinzelt im Synovialstroma lagen.

In der vorliegenden Arbeit lasst sich ein dhnlicher Trend erkennen: In der PsA zeigten 5
von 10 Proben Immunreaktivitiat gegeniiber S100 A8 und/oder S100 A9 in Blutgefafden,
in den Proben der RA waren es hingegen nur 2 von 8 Proben. Aufgrund der geringen
Fallzahlen konnte eine statistische Signifikanz nicht nachgewiesen werden.

Neben der Expression von S100 A8 und S100 A9 im Synovialisgewebe wurden in der
Literatur zudem erhohte Konzentrationen dieser Proteine im Serum und in der Syno-
vialfliissigkeit von PsA-Patienten beschrieben (Aochi et al. 2011; Cretu et al. 2014).
Neben ihrer antimikrobiellen Wirkung werden $S100 A8 und A9 immunmodulatorische
Funktionen zugeschrieben, wobei hier bisher nur Erkenntnisse iiber RA vorliegen:
S$100 A8 stimuliert in vitro Synoviozyten von RA-Patienten zur Produktion von IL-6 und
fordert damit die Differenzierung der TH-17-Zellen (Lee et al. 2013). Damit tragt
S$100 A8 zum Fortschreiten der Pathogenese der RA bei, was sich auch in klinischen
Beobachtungen widerspiegelt: Hohe Konzentrationen von S100 A8 und S100 A9 werden
mit einer erhohten Krankheitsaktivitat der RA assoziiert, umgekehrt sprechen niedrige
Level fiir eine Remission (Kang et al. 2014). Hinweise darauf, dass $100 A8 und S100 A9
auch in der PsA eine Rolle spielen, zeigen die Erkenntnisse von Ademowo et al.: In der
Synovialis von PsA-Patienten, bei denen TNF-a-Inhibitoren keine oder nur schwache
Wirkungen zeigten und die Krankheitsaktivitidt entsprechend hoch war, wurden hohe
Konzentrationen von $100 A8 und S100 A9 nachgewiesen (Ademowo et al. 2014). Die
selektive Inhibition von S100 A8 stellt damit auch fiir die PsA einen moéglichen Therapie-

ansatz dar, den es zu erforschen gilt.

Immunreaktivitidt gegeniiber HNP1-3 fand sich in 8 von 10 Praparaten der PsA, vor
allem in Leukozyten im Synovialstroma und in Blutgefafden. In einem Praparat wurde
zudem eine HNPI1-3-Expression in Synoviozyten gezeigt mit durchschnittlich 25% posi-
tiven Zellen.

HNP1-3 wird vor allem in neutrophilen Granulozyten und in einigen monozytiaren und

lymphozytiaren Zellreihen exprimiert (Agerberth et al. 2000; Lehrer 2004; Riepl et al.
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2010), was sich auch in einigen Prdparaten dieser Arbeit zeigte. Viele der positiven
Zellen konnten aufgrund der typischen Morphologie mit dem septierten, polymorphen
Zellkern als neutrophile Granulozyten identifiziert werden. Die Granulozyten zeigten
sich dabei sowohl in Blutgefdfien als auch im synovialen Stroma. Da sie dort vermehrt
im Fall einer Entziindung, besonders bei der PsA (Kruithof et al. 2005), zu finden sind,
stellt dies eine mogliche Erklarung fiir die hohe Immunreaktivitat gegenliber HNP1-3 in
der PsA dar. Im Vergleich zu den Synovitisscores der Praparate fallt auf, dass 4 von 5
Praparaten, die im Synovitisscore Punkte fiir eingewanderte Leukozyten (,I“ = inflam-
matory infiltrate) erhielten, und 4 von 6 Prdparaten, die Punkte fiir eine erhdhte Zell-
dichte im Synovialstroma (,R“ = density of resident cells) erhielten, Inmunreaktivitat
gegeniiber HNP1-3 im synovialen Stroma zeigten. Damit zeigte sich eine mogliche
Assoziation der HNP1-3-Expression mit einer erhohten Zelldichte im Synovialstroma,
einer vermehrten Einwanderung von Leukozyten und damit einer verstarkten Entziin-

dungsaktivitat in der Synovialis.

Ebenso wie HNP1-3 wird auch LL-37 vor allem von neutrophilen Granulozyten expri-
miert. Bei den immunhistochemischen Farbungen fiir LL-37 zeigten sich ebenfalls posi-
tive Zellen, die aufgrund ihres polymorphen, septierten Zellkernes als neutrophile Gra-
nulozyten identifiziert werden konnten. LL-37 wurde insgesamt deutlich schwacher ex-
primiert als HNP1-3 und war nur vereinzelt in 2 von 10 Praparaten zu finden.

Angaben zur Expression oder Produktion von LL-37 oder HNP1-3 in PsA sind bislang in
der Literatur nicht vorhanden. Da LL-37 in der Haut von Patienten mit Psoriasis iiber die
Bildung von Komplexen mit eigener DNA plasmazytoide dendritische Zellen aktivieren
kann und LL-37 damit eine wichtige Rolle in der Pathogenese zugeschrieben wird
(Lande et al. 2007), ist von hohem Interesse herauszufinden, inwiefern LL-37 die Patho-

genese der PsA im Gelenk vorantreiben konnte.

Rheumatoide Arthritis (RA)

S$100 A8 und S100 A9 wurden jeweils in 2 von 8 Praparaten nachgewiesen. Ein Praparat
schloss eine Expression in der Membrana synovialis ein mit 65% S100-A8-positiven
Synoviozyten und 34% S100-A9-positiven Synoviozyten.

In der Literatur finden sich bereits mehrere Untersuchungen zu S100 A8 und S100 A9 bei
RA (Gu et al. 2002; Kane, Roth et al. 2003; de Seny et al. 2008; Baillet et al. 2010; Lee,
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Woo et al. 2013). Die Studien zeigen, dass S100 A8 und S100 A9 in RA in hohem Maf3
produziert werden - im Serum, in Monozyten im peripheren Blut, in der Synovial-
fliissigkeit und auch im Synovialisgewebe. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass
die gemessenen Konzentrationen von S100 A8 und S100 A9 im Serum mit der Krank-
heitsaktivitdt der RA assoziiert sind, weshalb $100 A8 und S100 A9 aktuell als potentielle
Marker sowohl fiir die Krankheitsaktivitat der RA als auch fiir das Screening vor der
Diagnosestellung diskutiert werden (Kang, Woo et al. 2014).

Besonders interessant ist dabei, dass die Konzentration von S100 A8 und S100 A9 nicht
mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der Synovialfliissigkeit oder im Blut
der Patienten korreliert (Baillet, Trocme et al. 2010), wie es bei anderen Arthritiden mit
erhohter S100 A8- und S100 A9-Produktion in der Synovialfliissigkeit der Fall ist. Da
neutrophile Granulozyten S100 A8 und S100 A9 produzieren, wird die Produktion in der
Synovialfliissigkeit bei den anderen Arthritiden vor allem auf diese Zellpopulation zu-
ruckgefiihrt. Bei der RA hingegen, wo auch bei niedrigen Zahlen von neutrophilen Gra-
nulozyten hohe Konzentrationen von $100 A8 und S100 A9 gemessen wurden, lasst sich
daher eine zusatzliche Produktion durch andere Zellen, beispielsweise Synoviozyten,
vermuten.

Diese Vermutung lief? sich in einem Praparat der vorliegenden Arbeit bestatigen, in dem
sich Immunreaktivitat gegeniiber S100 A8 und S100 A9 in der Membrana synovialis zeig-
te (siehe auch Abbildung 8, Praparat 8, S. 33). Die Morphologie und Verteilung der posi-
tiven Zellen ldsst vermuten, dass es sich um Synoviozyten handelt, wobei beriicksichtigt
werden muss, dass die pathologischen Verdnderungen mit vermehrter Zellzahl und ein-
gewanderten Leukozyten tduschen konnten und daher weitere Untersuchungen zur Be-

statigung der Expression von S100 A8 und S100 A9 in Synoviozyten vonnoéten sind.

Immunreaktivitdt gegeniiber HNP1-3 war in 5 von 8 Praparaten nachweisbar und vor
allem auf in das Synovialstroma eingewanderte Leukozyten zurlckzufiihren. In einem
Praparat zeigte sich zusatzlich eine Expression in der Membrana synovialis mit einem
durchschnittlichen Anteil der positiven Synoviozyten von 55%. Diese Beobachtungen
decken sich mit den Angaben in der Literatur, wonach HNP1-3 in RA vor allem im
synovialen Stroma in neutrophilen Granulozyten detektiert wurde und Immunreak-
tivitat in Synoviozyten nur vereinzelt vorhanden war (Paulsen et al. 2002; Riepl, Grassel

et al. 2010). Dabei ist erkennbar, dass HNP1-3 im Vergleich zu OA in RA deutlich indu-
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ziert ist (Riepl, Grassel et al. 2010; Ahn et al. 2013). Die Assoziation von hohen HNP1-
Konzentrationen mit erh6hten CRP-Werten, radiologisch nachweisbaren Erosionen und
positivem Rheumafaktor bei den RA-Patienten gibt Hinweise auf eine mogliche proin-
flammatorische Wirkung von HNPI (Ahn, Huang et al. 2013). Zudem fiihrte die
Stimulation einer RA-Synoviozyten-Kultur mit HNP1 zu einer Induktion von IL-6, IL-8
und den knorpeldestruierenden Matrix-Metalloproteinasen MMP-1 und MMP-3 (Ahn,
Huang et al. 2013). Als Mechanismus der Induktion konnte die Phosphorylierung von
JNK (c-Jun N-terminale Kinasen) und ERK (extrazelluldre Signal-regulierte Kinase, syn.
MAPK = mitogen-aktivierte Proteinkinase) identifiziert werden, da sich die RA-Synovio-
zyten nach Gabe von JNK- und ERK-Inhibitoren nicht von HNPI stimulieren lief3en. So-
mit wirkt HNP1 in RA in vitro tatsachlich proinflammatorisch tber die Induktion von

[L-6 und IL-8 und zugleich knorpeldestruierend iiber die Induktion von MMP-1 und -3.

Osteoarthrose (0A)

In allen 4 Prdparaten konnte eine Immunreaktivitit gegenliber S100 A9 nachgewiesen
werden, in Leukozyten in Blutgefafden und in Leukozyten im Synovialstroma. Die Mem-
brana synovialis blieb in allen Proben negativ.

Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von S100 A8 und S100 A9 in OA
sind bislang nicht publiziert, jedoch wurde per Spektrometrie (SELDI-TOF-MS - Surface-
Enhanced Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) Synovial-
fliissigkeit von OA-Patienten auf eine Produktion von $100 A8 und S100 A9 untersucht
(Baillet, Trocme et al. 2010). Neben RA und anderen hochgradigen Synovialitiden (syste-
mischer Lupus erythematodes, M. Bechterew, Pseudogicht, juvenile idiopatische Arthri-
tis) wurden auch Proben von Patienten mit OA untersucht, um die RA als hochgradige
Synovialitis mit OA als niedriggradiger Synovialitis zu vergleichen. Es wurde per Spek-
trometrie eine Produktion von S100 A8 und S100 A9 in der Synovialfliissigkeit der OA
gefunden, die jedoch deutlich geringer war als die in der RA. Gesunde Proben wurden
dabei nicht untersucht, weshalb offen bleibt, inwiefern die in der OA gemessenen Kon-
zentrationen von den physiologischen abweichen.

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Expression von S100 A9 ging vor allem
auf Leukozyten innerhalb der Blutgefafslumina zuriick. Da Leukozyten in Kapillaren im
Vergleich zu residenten Zellen im Gewebe durch den Blutfluss nur eine relativ kurze Zeit

im Gewebe verbringen, konnte dies erklaren, warum Baillet et al. nur geringe Konzen-
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trationen dieses AMP in der Synovialfliissigkeit von Osteoarthroseproben messen konn-
ten.

Warum in der vorliegenden Arbeit kein S100 A8 in den Gelenkproben detektiert werden
konnte, konnte folgendermafien erklart werden: 1. Wie im Fall von S100 A9 kénnte auch
die Expression von S100 A8 auf einige wenige Leukozyten in Blutgefafden zuriickgehen,
die in den histologischen Schnitten nicht erfasst waren. 2. Die bei Baillet et al. gemessene
Produktion von S100 A8 in Osteoarthrose geht auf eine andere Zellpopulation in der Ge-
lenkhohle aufderhalb der Synovialis zurtiick. S100 A8 und S100 A9 werden jedoch in der
Regel von den gleichen Zelltypen gebildet, v.a. von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten in frithen Stadien und liegen extrazelluldr vor allem zusammen als Hetero-
dimer ,Calprotektin“ vor (Ehrchen et al. 2009). Demnach kénnten in der vorliegenden
Arbeit zufdllig keine S100 A8-positiven Zellen in den vorliegenden Schnitten erfasst
worden sein, was bei einer niedrigen Fallzahl von n=4 moglich wire.

S100 A8 und S100 A9 konnen aber auch getrennt voneinander als Calgranulin A (5100
A8) bzw. Calgranulin B (S100 A9) vorliegen, was am Beispiel der Psoriasislasionen deut-
lich wird, in denen S100 A8 und S100 A9 zwar beide von sowohl Keratinozyten als auch
von neutrophilen Granulozyten exprimiert werden, S100 A8 jedoch vorrangig von Kera-
tinozyten, S100 A9 hingegen in hoherem Mafd von neutrophilen Granulozyten (Aochi,
Tsuji et al. 2011). Demnach kénnte in der OA gegebenenfalls ein Zelltyp vorherrschen,
der eher S100 A9 exprimiert, wodurch in der vorliegenden Arbeit nur dieses AMP detek-

tiert wurde.

HNP1-3 konnte in allen 4 Praparaten der OA nachgewiesen werden, in Leukozyten im
Synovialstroma und/oder in Blutgefafien. Die Membrana synovialis zeigte keine Immun-
reaktivitat.

In der Literatur gibt es Vergleiche der HNP1-3-Expression von OA als niedriggradiger
Synovialitis mit der von rheumatoider Arthritis als hochgradiger Synovialitis (Riepl],
Grassel et al. 2010; Ahn, Huang et al. 2013) und von OA mit RA, pyogener Arthritis und
gesunder Synovialis (Paulsen, Pufe et al. 2002). In der Synovialis zeigten sich immun-
histochemisch keine Unterschiede zwischen OA und RA, in beiden Entitiaten fanden sich
positive Zellen in der Membrana synovialis und in den darunter liegenden oberen
Schichten des Synovialstromas, die mithilfe der Doppel-Immunfluoreszenz als neutro-

phile Granulozyten charakterisiert werden konnten. Unterschiede konnten nur in der
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Konzentration von HNP1-3 in der Synovialfliissigkeit festgestellt werden, die deutlich
geringer in der OA war als in der RA (Riep], Grassel et al. 2010; Ahn, Huang et al. 2013).
In der vorliegenden Arbeit war die Immunreaktivitit gegeniiber HNP1-3 in der OA
geringer als in der RA und auch der PsA. Viele der HNP1-3-positiven Zellen konnten
durch die typische Morphologie mit dem septierten, polymorphen Zellkern als neutro-
phile Granulozyten identifiziert werden. Diese Beobachtung kann erkldren, warum die
Immunreaktivitdt in der OA geringer war als in RA und PsA, da in der geringgradigen
Synovialitis der OA nur selten neutrophile Granulozyten anzutreffen sind im Gegensatz
zu den hochgradigen Entziindungen PsA und RA (Kruithof, Baeten et al. 2005; de Lange-
Brokaar et al. 2012).

Gesunde Synovialis

Immunreaktivitat gegeniiber S100 A8 und S100 A9 wurde in jeweils einem Praparat
identifiziert, wobei in Synoviozyten nur gegeniiber S100 A8 Immunreaktivitat nachzu-
weisen war.

Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von S100 A8 und S100 A9 in
gesunden Synovialisproben finden sich nicht in der Literatur. Die Genexpression von
S100 A8 und S100 A9 in mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (nicht weiter
differenziert) wurde bei Gesunden mithilfe eines Gen-Microarrays untersucht und mit
RA- und PsA-Patienten verglichen (Gu, Marker-Hermann et al. 2002): Die RA- und PsA-
Patienten zeigten eine stark erhohte Expression der Gene von S100 A8 und S100 A9 im
Gegensatz zu den Gesunden.

In den Gelenkproben der vorliegenden Arbeit wurde auch in der gesunden Synovialis
eine Expression von S100 A8 und S100 A9 detektiert. Dabei ist fraglich, inwiefern diese
Expression als physiologisch zu werten war oder ob die wenigen Patienten, die Immun-
reaktivitiat gegentliber S100 A8 und S100 A9 zeigten, eine Reizung der Synovialis hatten,
welche ggf. Grund fiir die Arthroskopie war und dabei jedoch so schwach ausgepragt
war, dass sich makroskopisch keine Pathologie feststellen liefs. Solch eine Reizung der

Synovialis konnte zu einer geringen S100 A8- bzw. S100 A9-Expression gefiihrt haben.

HNP1-3 lief$ sich in 3 von 5 Praparaten in Leukozyten im Synovialstroma und in Blut-
gefafden detektieren, in Synoviozyten wurde kein HNP1-3 exprimiert. Die Immunreak-

tivitat im Synovialstroma ging vor allem auf Granulozyten zuriick, die vereinzelt im
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Bindegewebe zu finden waren. Physiologischerweise ist die Anzahl neutrophiler Granu-
lozyten in gesunden Gelenken gering, was erklaren konnte, warum die Immunreaktivitit
gegeniiber HNPI1-3 in den gesunden Proben eher sparlich war. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Untersuchungen von Paulsen et al., bei denen ebenfalls einige wenige
Granulozyten im Synovialstroma von Gesunden HNP1-3 exprimierten (Paulsen, Pufe et

al. 2002).

4.3. Therapien der Patienten

Die spezielle Moglichkeit, Gewebeproben von Gelenken verschiedener Arthritisentitdten
auf ihre vergleichende Expression an verschiedenen Klassen von AMP zu untersuchen,
ist in dieser Arbeit der Kooperation mit den Kollegen aus Leeds und Aachen zu ver-
danken. Wichtig zu beachten bei der Bewertung der Ergebnisse ist die medikamentdse
Therapie, die die Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie erhielten. Hinweise zum Einfluss
von Methotrexat (MTX), einem seit vielen Jahren in der Therapie entziindlicher Gelenk-
erkrankungen etablierten DMARD, finden sich in der oben bereits erwahnten Arbeit von
David Kane, in der Proben von PsA-Patienten, die sowohl vor als auch nach Beginn der
MTX-Therapie biopsiert worden waren, auf die Expression von S100 A8 und S100 A9
immunhistochemisch untersucht wurden (Kane, Roth et al. 2003). In den Praparaten
zeigten sich deutliche Reduktionen der AMP-Expression unter der MTX-Therapie, in
einigen Praparaten waren die Proteine sogar gar nicht mehr nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie mit
MTX behandelt. Darunter war ein PsA-Patient, in dessen Probe keine Immunreaktivitit
gegeniiber S100 A8 und S100 A9 nachgewiesen wurde. Ob dies an der MTX-Behandlung
lag, bleibt offen. In der Gruppe der RA wurden mehrere Patienten mit MTX behandelt.
Einige dieser Proben zeigten hingegen eine mitunter sehr starke Expression von S100 A8
und S100 A9, darunter auch Immunreaktivitit in Synoviozyten der Membrana
synovialis. Andere RA-Praparate unter MTX-Therapie wiederum zeigten keine
Expression der beiden AMP. Damit stellt sich die Frage, wie diese Unterschiede zustande
kamen - warum exprimierten einige Patienten unter MTX-Therapie S100 A8 und
S$100 A9 und andere Patienten nicht? Mdéglich ware, dass genau die Patienten, die trotz

MTX-Therapie eine S100 A8/A9-Expression zeigten, schlecht auf MTX ansprachen. 4 der
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5 RA-Patienten zeigten unter MTX erhohte CRP-Werte und leicht- oder mittelgradige
Synovialitiden im Synovitisscore. Da S100 A8/A9 bereits als potentielle Marker fiir die
Krankheitsaktivitit der RA beschrieben sind (Kang, Woo et al. 2014), sollte in Zukunft
ebenfalls eine Assoziation zum Therapieansprechen von z.B. MTX untersucht werden.
Die Erforschung der Mechanismen, die bei Arthritispatienten zur Expression der proin-
flammatorischen AMP S100 A8 und S100 A9 trotz MTX-Therapie fiihren, kénnte mog-
licherweise neue Therapieansdtze hervorbringen. Auflerdem kénnten moglicherweise
AMP als Biomarker zur Quantifizierung der Wirksamkeit genutzt werden: Regelmafig
gemessene Konzentrationen der AMP (bevorzugt im Serum) konnten ein weiteres
Instrument zur Messung der Krankheitsaktivitit und damit der Beurteilung des
Therapieerfolges darstellen.

Hinweise darauf, dass nicht generell davon ausgegangen werden kann, dass immun-
suppressive Medikamente die AMP-Expression hemmen, finden sich bei Riepl et al.
(Riepl, Grassel et al. 2010): Zunichst wurde erwartet, dass das immunsuppressive
Hormon Kortisol die Expression des proinflammatorisch wirkenden HNP1-3 hemmen
wirde. Untersuchungen der HNPI-3-Produktion von Synoviozytenkulturen zeigten
jedoch, dass Kortisol weder allein die Produktion minderte noch synergistische Effekte
zusammen mit Noradrenalin, das HNP1-3 hemmt, erzeugte.

Mit den Angaben zu der medikamentdsen Therapie der Patienten finden sich in der vor-
liegenden Arbeit Hinweise, welche antimikrobiellen Peptide trotz verschiedener Medi-
kamente in den Synovialisproben exprimiert wurden (Vergleich Tabellen 6-8, S. 2929-
34). Weitergehende Untersuchungen, moglichst an noch nicht therapierten Patienten,

sind aufgrund der geringen Fallzahlen unbedingt erforderlich.

4.4. Vergleich der Gelenkerkrankungen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der
Expression antimikrobieller Peptide zwischen den untersuchten Gelenkentziindungs-
entitaten herauszufinden. Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse der AMP-Expres-
sion von rheumatoider Arthritis und Psoriasis-Arthritis, erkennt man zunéachst viele Ge-
meinsamkeiten. Beide Entitdten zeigen keine Expression von Psoriasin, RNase 7, hBD-2

und hBD-3. Gemeinsam ist der PsA und der RA aufderdem die Immunreaktivitit gegen-
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tiber S100 A8, S100 A9 und HNP1-3, die stirker ist als die Inmunreaktivitiat gegentiber
den genannten AMP in OA und den gesunden Kontrollen (Vergleich Tabellen 6-9, S. 29-
36). LL-37 wurde nur in PsA detektiert, jedoch eher sparlich in einzelnen Leukozyten im

Synovialstroma.

AMP-Expression in der Membrana synovialis

S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 wurden nicht nur im Synovialstroma von PsA und RA ex-
primiert, sondern wurden auch in der Membrana synovialis in Synoviozyten detektiert.
Auch wenn die Ergebnisse nicht statistisch signifikant waren, fallt auf, dass die Expres-
sion von S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 nur in den Synoviozyten von PsA und RA zu de-
tektieren war, in der Osteoarthrose und der gesunden Synovialis (mit Ausnahme eines
einzelnen S100 A8-positiven Pradparates) die Expression hingegen auf das Synovial-
stroma beschrankt war.

Alle Synoviozyten-positiven Prdparate erhielten im Rahmen des ,Synovitis-Scores” 1
oder 2 Punkte in der Kategorie ,Verdickung der Membrana synovialis“, umgekehrt lief3
sich jedoch bei vielen anderen Prdparaten, die ebenfalls 1 oder 2 Punkte fiir die Ver-
dickung des Membrana synovialis erhielten, keine Immunreaktivitiat in Synoviozyten
nachweisen. Die Verdickung scheint also in gewisser Weise Voraussetzung fiir die AMP-
Expression in Synoviozyten zu sein, ist aber nicht allein entscheidend. In den anderen
Kriterien des Synovitisscores ,Dichte residenter Zellen im Synovialstroma“ und ,Anzahl
infiltrierter Zellen im Synovialstroma“ war keine Assoziation zwischen AMP-Expression
und einer hohen Punktzahl im Synovitisscore erkennbar.

In der Literatur wird die Expression einzelner antimikrobieller Peptide in der Deck-
schicht der Synovialis ebenfalls fiir hochgradig entziindliche Synovialitiden beschrieben.
Bei Kane et al. zeigten die Epithelien von RA und PsA vereinzelt Immunreaktivitat

gegeniiber S100 A8 und S100 A9, unterschieden sich dabei jedoch nicht voneinander.

$100 A8 und A9

Deutlich starker als in der Membrana synovialis war die Immunreaktivitat gegeniiber
S§100 A8 und S100 A9 im Synovialstroma. Hier zeigten sich zudem Unterschiede in der
Expression der AMP zwischen PsA und RA: In der Inmunhistochemie zeigten sich in der
PsA Infiltrate von $100-A8- und S100-A9-positiven Leukozyten vor allem perivasal. In

den Proben der RA exprimierten hingegen nur einzeln im Stroma liegende Leukozyten

60



S$100 A8 und/oder S100 A9. Die Assoziation zu den Blutgefafden, wie sie in der PsA vor-
herrschte, war in der RA nicht zu erkennen. Eine Untersuchung von Youssef et al. zeigt
die Abhangigkeit der Expression von S100 A8 und S100 A9 von der Ndhe zur Knorpel-
Pannus-Region in der rheumatoiden Arthritis. Nah an dieser Junktionszone, wo be-
sonders viele Phagozyten zu finden sind, lief} sich eine hohe Immunreaktivitit de-
tektieren. Weit entfernt von der Knorpel-Pannus-Region hingegen wurden in den RA-
Proben nur wenig S100 A8 und S100 A9 exprimiert (Youssef et al. 1999).

Da S100 A8 und S100 A9 vor allem von Phagozyten gebildet werden und im Rahmen von
Entziindungen als proinflammatorische Zytokine agieren (Ehrchen, Sunderkotter et al.
2009), ist es nicht verwunderlich, dass in der Osteoarthrose, einer niedriggradigen
Synovialitis, weniger Immunreaktivitat detektiert wurde als in den hochgradigen Syno-

vialitiden Psoriasis-Arthritis und rheumatoider Arthritis.

HNP1-3

HNP1-3 wurde in allen Entitaten nachgewiesen, wobei die stirkste Imnmunreaktivitat in
der Psoriasis-Arthritis und der rheumatoiden Arthritis identifiziert wurde. In beiden
Arthritiden waren im Vergleich zur Osteoarthrose und den gesunden Kontrollen mehr
HNP1-3-positive Leukozyten im Synovialstroma und in synovialen Blutgefdfien detek-
tierbar, die Immunreaktivitit war starker in den einzelnen Zellen und nur in der PsA
und der RA wurde HNP1-3 im Synovialisepithel exprimiert. Signifikante Unterschiede
zwischen den PsA- und den RA-Proben konnten jedoch nicht gefunden werden. In bei-
den Gruppen ging die Immunreaktivitat vor allem auf eingewanderte Leukozyten im
Synovialstroma zurtck, die haufig aufgrund ihrer Morphologie als neutrophile Granu-
lozyten identifiziert werden konnten.

Untersuchungen zur Expression von HNPI-3 in Psoriasis-Arthritis sind bisher in der
Literatur nicht beschrieben. Zur rheumatoiden Arthritis hingegen finden sich mehrere
Untersuchungen, die allesamt erhéhte Konzentrationen von HNPI1-3 in Synovialis und
Synovialfliissigkeit zeigten und unsere Ergebnisse damit bestdtigten (Paulsen, Pufe et al.
2002; Bokarewa et al. 2003; Riepl, Grassel et al. 2010; Ahn, Huang et al. 2013). Auch
konnte ein Mechanismus, der zu einer erhohten Expression dieses AMP fiihrt, bereits
identifiziert werden (Riepl, Grassel et al. 2010): Noradrenalin kann im gesunden Gelenk,
wenn es durch sympathische Nervenendigungen in hohen Dosen freigesetzt wird, die

HNP1-3-Expression iiber $2-Rezeptoren hemmen. Da diese Nervenendigungen in der RA
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durch die vorherrschende Entziindung geschidigt sind und damit die Noradrenalin-
freisetzung vermindert ist, ist die Hemmung der HNP1-3-Expression iiber 2-Rezep-
toren, die nur bei hohen Konzentrationen stimuliert werden, nicht méglich. Wie Nor-
adrenalin hemmt auch TNF-a unter physiologischen Bedingungen die Expression von
HNP1-3. Durch stetig hohe TNF-a-Konzentrationen in der RA sind die TNF-a-Rezeptoren
jedoch desensibilisiert und die Hemmung der HNPI1-3-Expression ist damit abge-
schwiacht. Damit fehlen in der RA zwei Mechanismen zur Hemmung der HNP1-3-Expres-
sion.

Da HNPI-3 selbst auch eine proinflammatorische Wirkung zugeschrieben wird
(Soehnlein et al. 2008; Presicce et al. 2009), liegt nahe, dass erh6hte HNP1-3-Konzen-
trationen zu einer erhohten Krankheitsaktivitat fithren kénnen, was sich mit klinischen
Beobachtungen deckt. Demnach korreliert bei RA-Patienten die Hohe der HNP1-3-Kon-
zentration in der Synovialisfliissigkeit mit der Leukozytenzahl im Blut (Bokarewa, Jin et
al. 2003) und ist ebenso deutlich hoher, wenn bei den Patienten radiologisch Erosionen,
ein CRP >2mg/dl im Blut oder ein positiver Rheumafaktor nachweisbar sind (Ahn,
Huang et al. 2013). Diese Assoziation von HNPI-3 mit einer erhohten Krankheits-
aktivitat in rheumatoider Arthritis ist auch in der PsA denkbar, da in der vorliegenden
Arbeit eine deutliche Induktion von HNPI1-3 in den Proben der PsA detektierbar war und
alle Patienten aufgrund ihres schweren Krankheitsverlaufes operativ Gelenkersatze er-
halten mussten.

In der vorliegenden Arbeit wurde Immunreaktivitat gegeniiber HNP1-3 auch in Biopsien
bei Osteoarthrose detektiert. Betrachtet man die positiven Praparate unter dem Licht-
mikroskop, fillt auf, dass zwar in allen Praparaten positive Zellen zu finden sind, die
Immunreaktivitit jedoch deutlich schwacher ist als in der RA oder der PsA. In der OA
exprimieren nur einzelne Zellen im Synovialstroma HNP1-3. Wie auch bei der RA und
der PsA sind viele dieser Zellen aufgrund ihrer typischen Morphologie als neutrophile
Granulozyten identifizierbar, nur ist die Anzahl in der OA deutlich geringer. Da ebenfalls
in gesunden Proben in der vorliegenden Arbeit sowie in der Literatur (Paulsen, Pufe et
al. 2002) einzelne HNPI1-3-positive Granulozyten im Synovialstroma gefunden wurden,
stellt sich die Frage, inwiefern eine niedrige HNP1-3-Expression physiologisch ist und ob

HNP1-3 in der Osteoarthrose liberhaupt vermehrt exprimiert wird.
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LL-37

LL-37 wurde in 2 PsA-Proben detektiert, in rheumatoider Arthritis hingegen fand sich
keinerlei Immunreaktivitit gegeniiber dem Cathelicidin. Dabei sei anzumerken, dass die
Immunreaktivitdt gegeniiber LL-37 in der Psoriasis-Arthritis nur in wenigen Zellen zu
detektieren war. In der Literatur finden sich keine Untersuchungen zur Expression von
LL-37 in PsA, jedoch eine Publikation zu rheumatoider Arthritis (Paulsen, Pufe et al.
2002): Per RT-PCR konnte LL-37 in Synovialisproben von Patienten mit RA nachge-
wiesen werden. Warum in der vorliegenden Arbeit mittels Immunhistochemie keine
Immunreaktivitit nachgewiesen werden konnte, konnte folgendermafien begriindet
werden: LL-37 wird in vielen Epithelien des Korpers exprimiert, aber auch von ver-
schiedenen Zellen des angeborenen Immunsystem wie natiirlichen Killerzellen, Mast-
zellen und neutrophilen Granulozyten (Vandamme et al. 2012). Besonders die neutro-
philen Granulozyten sind in rheumatoider Arthritis in den Gelenken in einer hohen Zahl
zu finden, jedoch vor allem in der Synovialfliissigkeit und nicht in der Synovialis. Die
neutrophilen Granulozyten diapedieren von Chemokinen angelockt zunédchst von den
Blutgefafien der Synovialis in das synoviale Stroma, wandern im Anschluss daran jedoch
rasch in die Synovialfliissigkeit (Harris 1990). Mit der geringen Anzahl neutrophiler Gra-
nulozyten im Synovialisgewebe sinkt damit auch die Wahrscheinlichkeit, histologisch

Immunreaktivitdt gegeniiber LL-37 nachzuweisen.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die héchste Immunreaktivitit gegen-
uber mehreren AMP, vor allem S100 A8, S100 A9 und HNP1-3, in den Proben der Pso-
riasisarthritis und der rheumatoiden Arthritis detektiert wurde. In der Osteoarthrose
und den gesunden Kontrollen waren auch verschiedene AMP nachweisbar, die Expres-
sion war jedoch schwécher als in den hochgradigen Synovialitiden. Dabei liberwiegen
die Gemeinsamkeiten von RA und PsA in ihrer AMP-Expression. Unterschiede konnten
in der Expression von LL-37 (nur in PsA detektiert) und S100 A8/A9 (bei PsA in Assozia-
tion zu den Leukozyten in Blutgefafien, bei RA vereinzelt im Synovialstroma liegende
positive Leukozyten) festgestellt werden.

Dass AMP vorwiegend in hochgradigen Synovialitiden exprimiert werden, unterstiitzt
die Vermutung, dass einige AMP in sterilen Gelenkentziindungen wie der PsA und der
RA vor allem immunmodulatorische Funktionen erfiillen und aufgrund des Fehlens von

Mikroben ihre antimikrobielle Wirkung eher im Hintergrund steht. Das Fehlen von
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Mikroorganismen als Induktoren der AMP-Expression, wie beispielsweise an der Haut,
wo Mikroben in Keratinozyten eine Expression von AMP induzieren konnen (Vergleich
4.5. Ergebnisse Haut), lasst den Schluss zu, dass in der Synovialis von PsA und RA andere
Induktionsmechanismen zur Expression von AMP im Vordergrund stehen. Dabei ware
es denkbar, dass IL-17 eine Rolle spielt, denn IL-17 ist in der PsA in hohem Mafd zu
finden (Menon et al. 2014) und kann zudem die Expression folgender AMP in Keratino-
zyten induzieren: S100 A8, S100 A9, Psoriasin, hBD-2 und RNase 7 (Liang et al. 2006;
Simanski et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden in der PsA $100 A8 und
S100 A9 nachgewiesen, was IL-17 nach oben genannter Hypothese stimuliert haben
konnte. Fraglich ist jedoch, warum hBD-2, Psoriasin und RNase 7 nicht auch induziert
wurden. Moglich ist, dass dafiir der notwendige Induktionsmechanismus durch Bak-
terien fehlte, denn auch in der physiologisch sterilen Synovialis ist unter pathologischen
Bedingungen eine Induktion von AMP durch Bakterien méglich: In pyogener Arthritis
mit nachgewiesenem Befall von Staphylococcus aureus oder Staphylococcus epidermidis
wurde eine Expression von hBD-2 in der Synovialis immunhistochemisch nachgewiesen
(Varoga et al. 2009). Denkbar ist also, dass in den sterilen Arthritiden PsA und RA durch
proinflammatorische Zytokine im Rahmen der Entziindung eine AMP-Expression stimu-
liert wird, aufgrund der nicht vorhandenen bakteriellen Normalflora das Profil der AMP

jedoch anders ist als das der Haut bei Psoriasis.

4.5. Ergebnisse Haut

$100 A8 und S100 A9

Die beiden S100-Proteine S100 A8 und S100 A9 werden in gesunder Haut nur in
geringem Maf3, in Psoriasislasionen hingegen stark exprimiert (Kerkhoff et al. 2012). Bei
S$100 A8 geht die Expression starker auf die Keratinozyten selbst zurtick, S100 A9 hin-
gegen wird vermehrt von neutrophilen Granulozyten exprimiert (Aochi, Tsuji et al.
2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich grofdtenteils mit diesen An-
gaben. S100 A9 wurde auch hier in den Psoriasislasionen verstarkt nachgewiesen (Epi-
dermisscore durchschnittlich 3,5 im Vergleich zu 2,25 bei nicht-lasionaler Haut). Auch in
der Dermis waren in den Lasionen mehr S100 A9-positive Zellen zu detektieren. Be-

trachtet man die vorliegenden Ergebnisse zur S100 A8-Expression, findet man jedoch
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Unterschiede zu bisherigen Arbeiten. In den dermalen Leukozyten lasst sich in den Pro-
ben der Psoriasislasionen eine hohere S100 A8-Expression als in den nichtlasionalen
oder gesunden Proben detektieren. In der Epidermis jedoch wurde in der vorliegenden
Arbeit in allen Proben Immunreaktivitiat gegeniiber S100 A8 in allen Epidermisschichten
nachgewiesen. Bei der Bewertung der Ergebnisse muss die Auswertung mittels des IHC-
Scores genauer betrachtet werden: Bei den Ergebnissen zur S100 A8-Expression konnte
der THC-Score an seine Grenzen stofden, da er nicht beriicksichtigt, wie stark oder
schwach die Immunreaktivitat ist und ob sie fokal oder diffus in den einzelnen Epi-
dermisschichten zu finden ist. Betrachtet man die Praparate dieser Arbeit im Licht-
mikroskop, so fallt auf, dass zwar auch in den nichtlasionalen und gesunden Proben alle
Epidermisschichten Immunreaktivitit gegeniiber S100 A8 aufweisen, die Immun-
reaktivitat aber deutlich schwacher als in den Psoriasisldasionen und zudem héaufig nur
fokal ausgepragt ist. Wiirden Starke der Expression sowie die Differenzierung zwischen
fokal und diffus zusatzlich im IHC-Score berticksichtigt, wiirde der Score allerdings un-
tibersichtlicher und schlechter fiir Vergleiche heranziehbar sein, da keine Mittelwerte
mehr gebildet werden konnten. Deshalb wurden diese beiden Kriterien nicht in den
Score aufgenommen.

Welche Mechanismen zu der erhohten Expression von $100 A8 und S100 A9 in Psoriasis-
lasionen fiihren, ist nicht abschliefsend geklart. Es gibt Hinweise, dass IL-22, IL-17A und
IL-17F (in der Psoriasispathogenese zentrale proinflammatorische Zytokine) sowie ein
Epithel-assoziierter Wachstumsfaktor (LEDGF, lens epithelium-derived growth factor)
in Keratinozyten die Expression der AMP induzieren kénnen (Liang, Tan et al. 2006;
Takeichi et al. 2010). S100 A8 und S100 A9 selbst tragen wiederum tiber verschiedene
Mechanismen zur Entstehung der Psoriasis bei - sie hemmen die Differenzierung und
fordern die Proliferation der Keratinozyten und induzieren die Produktion der proin-
flammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a, die wiederum weitere Immunzellen
anlocken (Nukui et al. 2008). Zudem fordern sie die Angiogenese, indem sie Endothel-
zellen zur Proliferation und Formation neuer Blutgefafie anregen (Lee et al. 2012).
S$100 A8 und S100 A9 fungieren damit als proinflammatorische Zytokine in der Psoriasis-

pathogenese und kénnten somit auch ein neues therapeutisches Ziel darstellen.
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HNP1-3 und LL-37

Immunreaktivitat gegeniiber HNP1-3 war in der vorliegenden Arbeit vor allem in den
Psoriasislasionen detektierbar. Die Immunreaktivitit ging dabei vorrangig auf einge-
wanderte Leukozyten zurtick. So zeigte zum einen die Dermis viele positive neutrophile
Granulozyten (im Lichtmikroskop durch die typische Morphologie identifiziert) und
andere positive mononukleare Zellen, aber auch in der Epidermis war Immunreaktivitit
zu finden. Diese war vor allem in Akkumulationen von neutrophilen Granulozyten im
Stratum corneum, den sogenannten Munroschen Mikroabszessen, nachzuweisen. In
einem Praparat wurde jedoch auch Immunreaktivitit in Keratinozyten detektiert. In der
Literatur finden sich ebenfalls Hinweise darauf, dass die Expression von HNP1-3 in der
Epidermis nicht nur auf Granulozyten, sondern auch auf Keratinozyten zuriickzufiihren
ist (Harder und Schroder 2005). Zwei Umstdnde gaben in der Arbeit von Harder et al.
Hinweise auf die HNP1-3-Expression in Keratinozyten: Zum einen wurde Schuppen-
material von chronischen Plaques, die in der Regel keine oder nur sehr wenige neutro-
phile Granulozyten enthalten, verwendet und zum anderen in den Schuppen die Konzen-
trationen der Neutrophilen-Marker Myeloperoxidase und Laktoferrin bestimmt, die
beide nur in geringer Konzentration nachweisbar waren. Die HNP1-3-Konzentration war
jedoch hoch. Damit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die HNP1-3-Expression nicht auf
neutrophile Granulozyten zuriickging, jedoch konnte nicht bewiesen werden, dass die
HNP1-3-Expression auf die Keratinozyten zuriickzufiihren war. In einem Praparat in der
vorliegenden Arbeit konnte die Expression von HNP1-3 in Keratinozyten detektiert wer-
den, wobei sie in den hohen Epidermisschichten am stirksten und im Stratum basale
nicht nachzuweisen war.

LL-37 wurde in der vorliegenden Arbeit nur in der Haut der Psoriasispatienten detek-
tiert, die Proben der gesunden Kontrollen blieben ganzlich negativ. Die Immun-
reaktivitat ging sowohl auf neutrophile Granulozyten in Munroschen Mikroabszessen
zuriick als auch auf Keratinozyten selbst und war am starksten in der lasionalen Pso-
riasishaut nachweisbar. Auch in der Dermis wurde in einigen neutrophilen Granulozyten
eine LL-37-Expression nachgewiesen.

Diese Ergebnisse decken sich mit Angaben in der Literatur, wonach in der Psoriasis das
AMP LL-37 induziert ist und vor allem von Keratinozyten und neutrophilen Granulo-
zyten exprimiert wird (Frohm et al. 1997). Jedoch kénnen auch andere Zellen wie NK-

Zellen oder T-Zellen dieses AMP exprimieren (Agerberth, Charo et al. 2000). LL-37 tragt
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nicht nur mit seiner antimikrobiellen Wirkung gegeniiber mehreren Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien (Larrick et al. 1995) zur Immunabwehr bei. LL-37 soll auch
mafigeblich die Entstehung der Psoriasis begiinstigen konnen (Batycka-Baran et al.
2014): Es kann mit korpereigener DNA aus zerfallenen Zellen Komplexe bilden, die
plasmazytoide Zellen iiber TLR-9, der in gesunder Haut nur mikrobielle DNA bindet,
erkennen. Diese Bindung flihrt zur Aktivierung der plasmazytoiden dendritischen
Zellen, die daraufhin IFN-a produzieren (Lande, Gregorio et al. 2007). IFN-a aktiviert
myeloide dendritische Zellen, die im aktivierten Zustand die Differenzierung von TH-1-
und TH-17-Zellen induzieren, welche dann iliber Zytokine wie IL17-A und -F, IL-22,
TNF-a und IFN-y Keratinozyten weiter stimulieren konnen (Nestle et al. 2009). Somit
kann LL-37 entscheidend zur Entstehung der Psoriasis beitragen, indem es die

Aktivierung der plasmazytoiden dendritischen Zellen ermoglicht.

Psoriasin und RNase 7

Eine Expression von Psoriasin konnte in der vorliegenden Arbeit in den Proben der
Psoriasispatienten und auch in den gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. In den
Psoriasisldsionen wurde starke Immunreaktivitit detektiert, in den nichtldsionalen
Proben der Psoriasispatienten war die Immunreaktivitit etwas schwacher und in den
gesunden Kontrollen wurden nur fokal einige Psoriasin-positiven Keratinozyten im
Stratum corneum nachgewiesen. Diese Angaben decken sich mit Angaben aus der Lite-
ratur zur Expression von Psoriasin. Psoriasin wird konstitutiv von gesunder Haut expri-
miert, die Expression schwankt jedoch stark in Abhdngigkeit von der Korperlokalisation
(Glaser et al. 2005). In der Psoriasis hingegen ist Psoriasin stark induziert, was zur erst-
maligen Isolierung und weiteren Charakterisierung aus psoriatischen Keratinozyten
fiihrte (Celis et al. 1990; Madsen et al. 1991). Die Funktionen des AMP sind dabei
vielfiltig. Auflerst wichtig fiir den Schutz der gesunden Haut und besonders der
barrieregestorten Psoriasishaut ist die antimikrobielle Funktion von Psoriasin. Bereits in
sehr geringen Konzentrationen wirkt Psoriasin bakterizid gegen Escherichia coli, in
hoheren Konzentrationen aufderdem gegen Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus
aureus. Auf Psoriasin wird, da es von gesunder Haut konstitutiv gebildet wird, die natiir-
liche Resistenz der Haut auf die Besiedlung von und Infektionen mit E. coli zuriick-
gefiihrt (Glaser, Harder et al. 2005). Neben der antimikrobiellen Funktion werden

Psoriasin auch chemotaktische Wirkungen auf Granulozyten, Monozyten und Lympho-
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zyten zugeschrieben (Wolf et al. 2008). Psoriasin stimuliert neutrophile Granulozyten
zur Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen und proinflammatorischer Zytokine
wie IL-6, IL-8 und TNF-a (Zheng et al. 2008). Die Produktion von Psoriasin kann
wiederum selbst durch proinflammatorische Zytokine induziert werden: IL-17A, IL-22
und TNF-a (Hegyi et al. 2012). Eine Hemmung von Psoriasin konnte somit theoretisch
einen moglichen therapeutischen Nutzen darstellen. Denkbar ist dabei jedoch, dass
neben der proinflammatorischen Wirkung auch die antimikrobielle Wirkung vermindert
wiirde, was die Psoriasisldsionen gegebenenfalls anfilliger machen konnte fiir Infektio-
nen.

RNase 7 konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls sowohl in Psoriasislasionen als
auch in nichtldsionaler Psoriasishaut sowie in gesunder Haut detektiert werden, wobei
die Immunreaktivitit in der lasionalen Psoriasishaut am stirksten war. Diese
konstitutive Expression von RNase 7 in gesunder Haut und die induzierte in Psoriasis-
lasionen wurden in der Literatur ebenfalls beschrieben (Harder et al. 2002). RNase 7
kennzeichnet eine starke antimikrobielle Aktivitat sowohl gegen Gram-positive Erreger
(Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes) als auch gegen Gram-negative Erreger
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecium (einen vancomycin-
resistenten Stamm)) sowie den Hefepilz Candida albicans (Harder und Schréder 2002).
Die Konzentrationen, bei denen RNase 7 in vitro bereits antimikrobiell wirkt, sind
aufderst gering, was RNase 7 zum potentesten bisher bekannten AMP macht (Harder und
Schroder 2002; Harder und Schréder 2005).

Induzierbar ist RNase 7 durch IL-1f3, TNF-a, IFNy, IL-17A und iiber den Kontakt mit
Bakterien (Harder und Schroder 2002; Simanski, Rademacher et al. 2013). Inwiefern
RNase 7 weitere immunmodulatorische Funktionen erfiillt und zur Pathogenese der

Psoriasis beitragt, ist bisher unklar.

hBD-2 und hBD-3

Die humanen B-Defensine hBD-2 und hBD-3 wurden nur in der Haut der Psoriasis-
patienten nachgewiesen - in der lasionalen Psoriasishaut war die Immunreaktivitat
deutlich starker als in der nichtldsionalen. Diese Ergebnisse decken sich mit Angaben
der Literatur, wonach hBD-2 und hBD-3 in Psoriasisldsionen stark induziert sind
(Harder, Bartels et al. 1997; Harder et al. 2001). Die Funktionen der Defensine sind

dabei vielfaltig. Zum einen haben sie antimikrobielle Wirkungen: HBD-2 wirkt vor allem
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bakterizid gegen Gram-negative Bakterien wie Escherichia coli und Pseudomonas aerugi-
nosa. Auflerdem zeigt es eine antimikrobielle Wirkung gegen Candida albicans, gegen
Gram-positive Bakterien hingegen wirkt hBD-2 nur in hohen Konzentrationen bakterio-
statisch (Harder, Bartels et al. 1997). Im Gegensatz dazu zeigt hBD-3 bakterizide Wir-
kung gegen sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien, darunter auch
multiresistente Erreger wie Methicillin-resistente Staphylococcus-aureus-(MRSA)-Stam-
me und Vancomycin-resistente Enterococcus-faecium-(VRE)-Stimme (Harder, Bartels et
al. 2001). Besonders in Hinblick auf die Pathogenese der Psoriasis zeigen hBD-2 und
hBD-3 weitere interessante immunmodulatorische Funktionen: Sie wirken chemo-
taktisch auf T-Zellen und dendritische Zellen, hBD-2 zusitzlich auf Mastzellen und hBD-3
zusatzlich auf Monozyten/Makrophagen (Oppenheim et al. 2005). Dazu stimulieren
hBD-2 und hBD-3 Keratinozyten sowohl zur Differenzierung als auch zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-10 und MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein 1) (Niyonsaba et al. 2007). Dartiber hinaus stimulieren hBD-2 und -3 wie auch
LL-37 die Aufnahme von eigener DNA in Komplexen durch plasmazytoide dendritische
Zellen, die dadurch aktiviert werden und die Pathogenese der Psoriasis weiter voran-
treiben (Tewary et al. 2013; Lande et al. 2014). Die vielfaltigen immunmodulatorischen
Funktionen der (3-Defensine spiegeln sich in der klinischen Beobachtung wieder, dass
erhohte Serumwerte von hBD-2 mit einer erhohten Krankheitsaktivitat der Psoriasis,
gemessen am PASI-Score (Psoriasis Area and Severity Index), assoziiert sind (Jansen et
al. 2009). Somit zeigen sich, wie auch bei Psoriasin, Vor- und Nachteile der Induktion der
B-Defensine: Auf der einen Seite konnen sie die Psoriasisldsionen mit ihrer antimikro-
biellen Wirkung schiitzen, auf der anderen Seite konnen sie mit ihren proinflamma-

torischen Funktionen die Pathogenese vorantreiben.

4.6. Vergleich Haut - Gelenk

Im Vergleich der Expression der antimikrobiellen Peptide in der Haut der Psoriasis vul-
garis mit der Expression in der Synovialis der Psoriasis-Arthritis finden sich sowohl
Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten.

Auffallend ist, dass Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 nur in der Psoriasis der Haut

detektiert wurden. In den PsA-Proben hingegen wurde keinerlei Immunreaktivitat
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gegeniiber diesen AMP nachgewiesen. In der Betrachtung der Induktionsmechanismen
dieser AMP in der Haut fallt auf, dass neben verschiedenen proinflammatorischen
Zytokinen alle durch den Kontakt der Keratinozyten mit Bakterien induziert werden
konnen (Harder und Schréoder 2002; Glaser, Harder et al. 2005; Harder und Schréder
2005). Da die Gelenkhohle jedoch steril ist und die Synoviozyten somit keinen
Bakterienkontakt haben, ist dieser Induktionsmechanismus in der Psoriasisarthritis
nicht méglich. Interessant ist bei dieser Uberlegung die Betrachtung der Unter-
suchungen von Varoga et al.: Hier wurde eine Expression von hBD-2 in Synovialisproben
von Patienten mit pyogener Arthritis beschrieben (Varoga, Klostermeier et al. 2009). Bei
allen Patienten wurde Staphylococcus aureus oder Staphylococcus epidermidis in der
Gelenkho6hle nachgewiesen - die nunmehr infizierte Synovialis wurde durch den
Bakterienkontakt zur Expression von hBD-2 stimuliert. Synoviozyten sind demnach in
der Lage, B-Defensine zu exprimieren. Ob dies auch fiir Psoriasin und RNase 7 zutrifft, ist
weiterhin unklar. Fiir Psoriasin beispielsweise ware es denkbar, pyogene Arthritiden, die
durch Escherichia coli hervorgerufen wurden, zu untersuchen, da dieses Bakterium in
Keratinozyten die Expression von Psoriasin induziert (Glaser, Harder et al. 2005).

Neben Bakterien sind auch proinflammatorische Zytokine in der Lage, die Expression
von AMP zu induzieren, wie beispielsweise IL-17, das in Keratinozyten die hBD-2- und
die Psoriasin-Expression stimuliert (Liang, Tan et al. 2006). IL-17 wird zwar auch in der
PsA in hohem Mafd von CD-8+-T-Zellen produziert (Menon, Gullick et al. 2014), nur
bleibt hier die Induktion von hBD-2 und Psoriasin aus. Dieses Beispiel zeigt die Kom-
plexitit der AMP-Induktion. Betrachtet man IL-17 weiter, so fallt auf, dass es neben
hBD-2 und Psoriasin weitere AMP in Keratinozytenkulturen induziert: S100 A8 und
S100 A9. Diese beiden AMP wiederum wurden nicht nur in der Epidermis der Psoriasis
vulgaris, sondern auch in der Synovialis der Psoriasis-Arthritis in mehreren Proben
nachgewiesen. Wahrend die Immunreaktivitat in der Haut sowohl in der Epidermis als
auch in der Dermis stark war, zeigte sich in der Synovialis die Expression von S100 A8
und S100 A9 vor allem im Synovialstroma in eingewanderten Leukozyten. Synoviozyten
zeigten hingegen nur in einem Prdparat Immunreaktivitit. In jedem Fall ist die Induk-
tion von S100 A8 und S100 A9 besonders interessant zu betrachten, da sich diese AMP in
der Pathogenese der Psoriasis als stark proinflammatorisch wirkende Zytokine gezeigt
haben (Vergleich S100 A8 und S100 A9, S. 64). Demnach stellt sich die Frage, inwiefern

sie auch in der Pathogenese der PsA proinflammatorisch wirken. Erste Hinweise darauf
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gibt es bereits, da in experimentell induzierten Arthritiden S100 A8 und S100 A9 die
Produktion von knorpeldestruierenden MMP (Matrixmetalloproteinasen) stimulierten
und zudem S100 A8 und S100 A9 mit einer vermehrten Krankheitsaktivitat in der RA in
Verbindung gebracht werden (van Lent et al. 2008; Kang, Woo et al. 2014). Aufierdem
vermindert Methotrexat bei Psoriasispatienten die Expression von $100 A8 und S100 A9
(Kane, Roth et al. 2003), was ebenfalls indirekt flir eine proinflammatorische Wirkung
der AMP im Gelenk sprechen kéonnte. Dennoch sind genaue Induktionsmechanismen in
den Leukozyten der PsA und auch in den Synoviozyten bisher unbekannt und sollten in
der Zukunft weiter erforscht werden.

HNP1-3 und LL-37, die vor allem von neutrophilen Granulozyten exprimiert werden,
wurden ebenfalls in der Psoriasis der Haut und in der Synovialis der PsA detektiert.
HNP1-3 wurde vor allem von Leukozyten, die in vielen Fallen aufgrund ihrer typischen
Morphologie als neutrophile Granulozyten identifiziert werden konnten, exprimiert. In
der Haut wurde zusitzlich in einem Prdparat Immunreaktivitit in Keratinozyten
nachgewiesen und auch in der Psoriasisarthritis zeigte sich in einer Probe eine In-
duktion in Synoviozyten. Auch HNP1-3 wird eine Induktion knorpeldestruierender MMP
zugeschrieben (Ahn, Huang et al. 2013), wobei diese Untersuchungen bisher nur an RA-
Proben gemacht wurden.

LL-37 wurde ebenfalls in der Psoriasis der Haut sowie der Synovialis der PsA detektiert.
Wahrend die Immunreaktivitdt in der Haut sowohl auf neutrophile Granulozyten in
Stratum corneum und Dermis als auch auf Keratinozyten selbst zuriickging, zeigten in
der Synovialis der PsA nur einzelne eingewanderte Leukozyten im Synovialstroma eine
LL-37-Expression. Da LL-37 in der Pathogenese der Psoriasis in der Haut mit der Akti-
vierung plasmazytoider dendritischer Zellen eine wichtige, initiale Rolle zugeschrieben
wird (Vergleich HNP1-3 und LL-37, S. 66), ist es von grofdem Interesse durch weitere
Untersuchungen zu verstehen, inwiefern LL-37 auch in der Psoriasisarthritis zur Patho-

genese beitragt.

4.7. Zusammenfassung und Ausblick

Psoriasis wird nach heutigem Kenntnisstand als chronisch inflammatorische System-

erkrankung angesehen, zu der neben den Hautldsionen verschiedene assoziierte Er-
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krankungen gehoren, u.a. die Psoriasis-Arthritis (PsA). Da 30% der Psoriasis-Patienten
in Deutschland zusitzlich zu Hautlasionen eine Psoriasis-Arthritis entwickeln, ist die
Erforschung von Unterschieden und Gemeinsamkeiten der beiden Auspragungen von
hohem Interesse.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Expression antimikrobieller Peptide
(AMP) in der Epidermis von Psoriasislasionen und der Synovialis von Psoriasis-Arthritis
(PsA). Um die Ergebnisse der AMP-Expression besser interpretieren zu kdnnen, wurden
neben den PsA-Proben (n=10) auch Proben von Patienten mit rheumatoider Arthritis
(RA, n=8), Osteoarthrose (OA, n=4) sowie gesunden Kontrollen (n=5) gewonnen und
von den Patienten der Psoriasis-Hautlasionen (n=4) zusatzlich Proben aus makro-
skopisch gesunder Haut sowie Proben von Hautgesunden gleichen Alters, gleichen
Geschlechts und gleicher Lokalisation der Biopsie. Die arthroskopisch gewonnenen
Synovialisproben (n=27) und die bioptisch gewonnenen Hautproben (n=12) wurden
mithilfe der Immunhistochemie auf die Expression verschiedener Klassen von AMP
untersucht: Psoriasin (§100 A7), Ribonuklease 7 (RNase 7), die humanen (-Defensine
hBD-2 und hBD-3, das Cathelicidin LL-37, S100 A8 (Calgranulin A), S100 A9 (Calgra-
nulin B) und die humanen a-Defensine HNP1-3 (humane neutrophile Peptide 1-3). Die
Praparate wurden lichtmikroskopisch von 2 unabhangigen Gutachtern analysiert. Zur
Beurteilung der Hautproben wurde ein Epidermisscore, der die Inmunreaktivitit in den
einzelnen Schichten der Oberhaut bewertete, verwendet. Weiterhin wurde die Immun-
reaktivitit in der Dermis beurteilt. Die Synovialisproben wurden nach 3 Gesichts-
punkten analysiert: 1. Immunreaktivitit in Synoviozyten der Membrana synovialis,
2. Immunreaktivitat in eingewanderten Leukozyten im Synovialstroma und 3. Immun-
reaktivitdt in Leukozyten, die in Blutgefdfien zu erkennen waren. Zudem wurde licht-
mikroskopisch von einem weiteren unabhdngigen Gutachter verblindet fiir jede Probe

ein Synovitisscore zur Beurteilung der Entziindungsaktivitat bestimmt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten eine mitunter starke Induktion von S100 A8,
S100 A9, HNP1-3 und LL-37 in den Hautldsionen der psoriatischen Epidermis und in der
Synovialis der PsA, die auch eine Expression von $100 A8, S100 A9 und HNP1-3 in Syno-
viozyten der Membrana synovialis einschloss.

Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 hingegen wurden nur in der Epidermis der Pso-

riasis detektiert, die Synovialisproben zeigten keine Immunreaktivitiat. Die Synovialis-
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proben der rheumatoiden Arthritis zeigten ein dhnliches Expressionsmuster wie die der
PsA: §100 A8, S100 A9 und HNP1-3 wurden mitunter stark exprimiert, sowohl im Syno-
vialstroma als auch in der Membrana synovialis. In der Osteoarthrose und den gesunden
Kontrollen war die Expression der AMP schwacher und nur vereinzelt in Leukozyten im
Synovialstroma zu detektieren.

In der Literatur wurde bereits berichtet, dass S100 A8 und S100 A9 mit ihren
proinflammatorischen Funktionen wie der Induktion der IL-6-, IL-8- und TNF-a-
Produktion in Keratinozyten vorantreiben kénnen. Im Gelenk kénnen AMP ebenfalls
proinflammatorisch wirken: S100 A8, S100 A9 und HNPI-3 koénnen die Produktion
knorpeldestruierender Proteinasen sowie proinflamma-torischer Zytokine in
experimentellen Arthritiden induzieren.

Aufgrund der in dieser Arbeit nachgewiesenen Expression von S100 A8, S100 A9 und
lasst sich daher spekulieren, dass S100 A8, S100 A9 und HNP1-3 auch die Pathogenese
der PsA mit ihren vielfdltigen proinflammatorischen Funktionen vorantreiben kénnten.
Da die Konzentrationen von S100 A8 und S100 A9 im Serum von Psoriasispatienten vor
allem mit der Krankheitsaktivitat der PsA und weniger mit der Starke des Hautbefalls
(gemessen am PASI-Score) assoziiert sind, ist von grofdem Interesse herauszufinden, wo
und durch welche Zellen diese AMP gebildet werden. Hier liefert die vorliegende Arbeit
aufderst interessante Hinweise, da gezeigt werden konnte, dass die Immunreaktivitat
gegeniiber S100 A8 und S100 A9 vor allem auf verschiedene, entziindungsbedingt in das
Synovialstroma eingewanderte Leukozyten zuriickzufiihren war und auch vereinzelt in
Synoviozyten in der Membrana synovialis eine Expression der AMP detektiert wurde.
Ein dhnliches Expressionsmuster wurde fiir die vorwiegend von neutrophilen Granulo-

zyten exprimierten AMP HNP1-3 nachgewiesen.

Wie in der PsA wurde auch in der RA Immunreaktivitat gegeniiber S100 A8, S100 A9 und
HNPI1-3 in vorwiegend entziindungsbedingt eingewanderten Leukozyten im Synovial-
stroma nachgewiesen, wobei ebenfalls auch in Synoviozyten der Membrana synovialis
eine Expression detektiert wurde. Statistisch signifikante Unterschiede in der AMP-Ex-
pression der PsA und der RA wurden nicht festgestellt. Auffallig war jedoch, dass PsA
und RA als hochgradige Synovialitiden stirkere Immunreaktivitit gegeniiber den

genannten AMP zeigten als die Osteoarthrose und die gesunden Kontrollen.
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Eine Assoziation zwischen Immunreaktivitat und Synovitisscore oder Immunreaktivitat

und Therapie der Patienten war in keiner Gelenkentziindung erkennbar.

Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 wurden nur in der Haut der Psoriasis detektiert. In
keiner der untersuchten Arthritiden der vorliegenden Arbeit wurden diese AMP ex-
primiert. Da bereits bekannt ist, dass im Falle einer bakteriellen Infektion des Gelenkes
hBD-2 induzierbar ist, lasst sich vermuten, dass in der sterilen PsA die Induktion der
AMP durch Mikroorganismen ausbleibt und Bakterien nicht wie an der Haut als potente

Induktoren fungieren kénnen.

Die Erforschung der Pathogenese der Psoriasis an der Haut und am Gelenk hat unter
anderem zum Ziel, neue Verfahren zu entwickeln, um bei Patienten mit einer Psoriasis
der Haut, wie sie typischerweise in der Krankheitsgeschichte zunachst viele Jahre allein
auftritt, eine beginnende zusatzliche PsA friihzeitig diagnostizierbar zu machen und die
Patienten einer effektiven Therapie zuzufiihren. Idealerweise wiirde man dabei die
Diagnose stellen wollen, bevor erste Beschwerden und damit verbundene Schiaden am
Gelenk entstehen. Eine Moglichkeit ware die der ,Screeningmarker”, die die PsA charak-
terisieren und von der Psoriasis der Haut abgrenzen kénnten. In regelmafdigen Ab-
stinden kénnten diese Marker aus dem einfach zu gewinnenden Blutserum von Pso-
riasispatienten bestimmt werden, um die Entwicklung einer PsA friihzeitig anzuzeigen.
Zum Nachweis von Serumproteinen als Frithmarker einer PsA gibt es bereits erste
Studien. Bis zur klinischen Anwendbarkeit von AMP als Screeningmarker ist der Weg
jedoch noch weit: Weitere Untersuchungen sollten angestrebt werden, da weiterhin un-
klar ist, welche Funktionen AMP in der Pathogenese der PsA spielen und fiir welche
Entziindungsmechanismen sie stehen. Erst wenn dazu weitere Erkenntnisse vorliegen,
kann deutlich werden, was eine Erhéhung eines AMP im Serum im Sinne eines
Screeningmarkers bedeutet. Im nachsten Schritt miissten Untersuchungen zeigen, dass
eine Erhohung der Screeningmarker mit einer erh6hten Krankheitsaktivitat, einer be-
stimmten Komorbiditat o. a. assoziiert ist. Flir S100 A8 und S100 A9 beispielsweise
konnte bereits gezeigt werden, dass die Konzentrationen im Serum vor allem von der
Krankheitsaktivitit der PsA abhidngen und weniger von der Stiarke des Hautbefalls.
Demnach konnten S100 A8 und S100 A9 als Screeningmarker geeignet sein oder auch als

Marker zum Therapiemonitoring.
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Ein weiteres Ziel der Erforschung von AMP und ihrer Wirkungen ist der Er-
kenntnisgewinn zur therapeutischen Nutzbarkeit der Molekiile. Da fiir mehrere AMP
eine proinflammatorische Wirkung in Gelenken beschrieben ist, ware es interessant zu
untersuchen, inwiefern eine Hemmung die Entziindung und damit die Krankheits-
aktivitat mildern konnte. Kritisch zu beachten ist dabei die gleichzeitige, fiir die Immun-
abwehr dufderst wichtige antimikrobielle Funktion der AMP, deren Hemmung schwere

Infektionen zur Folge haben konnte.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Systemerkrankung Psoriasis nicht nur zu
einer Induktion von AMP an der Haut fihren kann, sondern in der Psoriasisarthritis
ebenfalls zu einer Induktion von S100 A8, S100 A9, HNP1-3 und LL-37 in der Synovialis.
Gleichzeitig zeigen sich Unterschiede zwischen Haut und Gelenk: Die AMP Psoriasin,
RNase 7, hBD-2 und hBD-3, die in hohem Maf3 in der Haut der Psoriasis exprimiert wer-
den, lief3en sich nicht in der Synovialis der Psoriasisarthritis detektieren. So gibt die Ar-
beit Hinweise auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten der hochaktiven und komplexen
AMP, die mit ihren vielfdltigen Funktionen nicht nur wichtige Rollen in der Psoriasis der

Haut, sondern ebenfalls in der Psoriasisarthritis einnehmen konnen.
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