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1. Einleitung

Erstmalig 1809 von Willan beschrieben, ist die Psoriasis vulgaris eine hdufige, chronisch
entziindliche und hyperproliferative Erkrankung der Haut. Die Préavalenz dieser Erkrankung
wird in der Literatur mit ca. 2-3% angegeben (Gelfand, Weinstein et al. 2005). Sie zeigt ein
charakteristisches klinisches Hautbild, das auf verschiedenen pathologischen Vorgéngen
basiert. Es kommt zu scharf begrenzten erythematosquamdsen Plaques vor allem an
Prédilektionsstellen wie den Streckseiten der Extremitdten, dem lliosakralbereich und der
behaarten Kopfhaut.

Neben den kutanen Veranderungen ist eine Beteiligung von N&geln und Gelenken mdglich.
Mit einer H&aufigkeit von 5 bis 30 % tritt eine spezifische Arthropathie (Psoriasisarthritis) bei
Patienten mit bekannter Psoriasis auf (Christophers und Mrowietz 2005).

Die héufigste Psoriasisform ist die Psoriasis vulgaris, von der die Mehrheit der Patienten
betroffen ist. Zu den sonstigen Formen gehdren Ps. guttata und Ps. erythrodermica. Davon
unterschieden werden die pustuldsen Formen Ps. pustulosa generalisata, Ps. pustulosa
palmoplantaris, Impetigo herpetiformis und Acrodermatitis continua suppurativa
(Christophers und Mrowietz 2005).

Bis in die 90er Jahre betrachtete man Psoriasis vulgaris aufgrund ihrer klinischen und
histologischen Merkmale als eine Erkrankung, die im Wesentlichen durch gestorte
Keratinozytenproliferation und —differenzierung entsteht. In der Folge wurde klar, dass
Psoriasis und die damit assoziierten Hautveranderungen durch eine T-lymphozytére
Immunreaktion induziert werden. Neuere Erkenntnisse weisen auf die besondere Rolle einer
erst kirzlich entdeckten Form Interleukin-17-sezernierender T-Helfer-Zellen (Th17) hin
(Lynde, Poulin et al. 2014).

Seit mehr als 40 Jahren werden Assoziationen zwischen dem Human Leucocyte Antigen
(HLA) — System und Psoriasis beschrieben (Henseler 1998). Vor allem HLA-Klasse I-
Varianten wurden im Hinblick auf ein gehduftes Auftreten bei Psoriasis gefunden. Trotz teils
starker Assoziationen mit bestimmten HLA-Markern konnte bisher keine vollstandige
Korrelation zwischen einem HLA-Antigen und Psoriasis vulgaris nachgewiesen werden.
Daher nimmt man an, dass bestimmte HLA-Komponenten weder absolut notwendig, noch fur
sich alleine ausreichend flir das Entstehen der Erkrankung sind (Gudjonsson, Karason et al.
2003).



Um bei komplexen Erkrankungen wie Psoriasis vulgaris mogliche Verdachtsregionen
innerhalb des Genoms zu identifizieren, bedient man sich unter anderem so genannter
Kopplungs- und Assoziationsanalysen. Mit solchen Analysen kann eine ungefahre
Lokalisation mdglicher Verdachtsregionen innerhalb des Genoms ermittelt werden, wahrend
die genaue ldentifizierung krankheitsverursachender Gene eine komplexe Aufgabe mit
préziser genetischer Sequenzierung und funktionellen Untersuchungen darstellt.

1.1 Hintergrund

1.1.1 Psoriasis vulgaris: Das Krankheitsbild

Bei Psoriasis vulgaris kommt es in den betroffenen Hautpartien zu entzlndlichen und
schuppenden Plaques, denen verschiedene pathogenetische Prozesse zugrunde liegen. Hierzu
zdhlen Hyperproliferation der Keratinozyten mit gestorter Differenzierung (Parakeratose) der
Epidermis, Verbreiterung des Stratum spinosum (Akanthose) bei fehlendem Stratum
granulosum, Erweiterung der dermalen Blutgefdle und Eindringen eines gemischtzelligen
entzindlichen Infiltrats in Epidermis und Dermis. Haufig kommt es zu einer Beteiligung der
Né&gel und Gelenke. Eine spezifische Arthropathie (Psoriasisarthritis) kommt bei ca. 15% der
Patienten mit bekannter Psoriasis vor (Christophers und Mrowietz 2005).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Entgegen der  ursprunglich  vorherrschenden Hypothese einer  gestorten
Keratinozytendifferenzierung weisen neuere Erkenntnisse darauf hin, dass Psoriasis und die
damit assoziierten Hautverdnderungen durch eine pathologische Autoimmunreaktion in der
Haut induziert werden. Trotz fehlendem Nachweis spezifischer autoreaktiver Zellen geht man
aktuell davon aus, dass Psoriasis vulgaris eine T-Zell-vermittelte inflammatorische und im
weitesten Sinne autoimmune Erkrankung ist (Lynde, Poulin et al. 2014).

In psoriatischen Hautl&sionen findet man aktivierte CD4+ und CD8+ T-Zell Subtypen in
Kombination mit Akkumulationen von Makrophagen. Weiterhin findet man eine deutliche
erhdhte Anzahl von dendritischen Zellen. Dieses Zellprofil fuhrte zu der Vermutung, dass bei
Psoriasis eine chronisch entzlindliche Situation in der Haut besteht, die mdoglicherweise
aufgrund einer persistierenden Stimulation von T-Zellen epidermalen Ursprungs entsteht

(Bos, Hulsebosch et al. 1983). Diese Hypothese wurde vor allem durch verschiedene



Klinische Studien gestutzt, in denen besonders die spezifisch an T-Zellen wirkende
Immunsuppressiva wie z. B. Cyclosporin oder Tacrolimus eine Besserung der Erkrankung
bewirkten (Ellis, Gorsulowsky et al. 1986; Baker, Griffiths et al. 1987, ; Tigalonowa, Bjerke
et al. 1989; Jegasothy, Ackerman et al. 1992).

In Tiermodellstudien konnten erstmals Wrone-Smith et al. zeigen, dass sich durch Injektion
von CD4+ T-Zellen aus nichtlasionaler Haut von Psoriatikern in Severe Combined
Immunodeficiency (SCID) Méusen psoriatische Lésionen hervorrufen lassen (Wrone-Smith
and Nickoloff 1996). Ein Auftreten der Erkrankung konnte bei diesen Mausen durch einen
spezifischen CD3-Antikorper oder TNF-Antagonisten geblockt werden (Boyman, Hefti et al.
2004).

Ein weiterer Hinweis auf eine entscheidende immunologische Komponente in der
Pathogenese der Psoriasis ist die Tatsache, dass die Erkrankung bei
Knochenmarkstransplantationen von Psoriatikern auf Empfanger ohne ein bekannt erhohtes
Risiko fiir Psoriasis Ubertragen werden kann. Ebenso kam es bei Psoriatikern, die sich einer
Knochenmarkstransplantation unterziehen mussten, zur Ausheilung der Erkrankung
(Kaffenberger, Wong et al. 2013; Li et al. 2015).

Am Anfang des pathogenetischen Prozesses steht vermutlich die Aktivierung plasmazytoider
dendritischer Zellen, die (ber Typ-1-Interferone die Aktivierung der Entziindungskaskade
bewirken. Auch andere in psoriatischen Lasionen produzierte Zyto- und Chemokine spielen
eine Rolle in der Pathogenese der Psoriasis. Die aktivierten T-Zellen produzieren vermehrt
die klassischen T-Helfer 1 Zytokine Tumor Nekrose Faktor (TNF) und Interferon y (IFNYy),
die als ,,Schliisselzytokine* fiir die Keratinozytenaktivierung gelten (Banno, Adachi et al.
2003; Banno, Gazel et al. 2004). Ebenso vermehrt in lasionaler Haut nachgewiesen wurden
Interleukin 17 (IL-17), dass synergetisch mit TNF und IFNy IL-6, -8 und weitere
inflammatorische Produkte in Keratinozyten induziert (Teunissen, Koomen et al. 1998), und
IL-23, welches wiederum die 1L-17 Produktion stimuliert.

Neuere Daten weisen auf IL-17 als Schlusselzytokin in der Pathogenese der Psoriasis vulgaris
hin (Lynde, Poulin et al. 2014). Durch IL-23 kommt es zur Aktivierung bestimmter T-Zellen,
sogenannter Th17-Zellen, die durch IL-17 die Gewebeinflammation und Autoimmunantwort
regulieren (Harrington, Hatton et al. 2005; Park, Li et al. 2005; Lee, Trepicchio et al. 2004).
Dadurch entstand die Hypothese, dass die T-Zell-Differenzierung zu funktionellen T-Zell-
Untergruppen durch Zytokine gesteuert wird und somit naive CD4+-Zellen zu Effektorzellen
werden (Leung, Liu et al. 2010). Die Th17-Zellen treten in l&sionaler Haut bei Psoriasis

gehduft auf. Weitere Quellen von IL-17 sind Neutrophile und Mastzellen, welche ebenfalls in
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erhohter Anzahl in l&sionaler Haut bei Psoriasispatienten nachgewiesen werden konnten (Lin,
Rubin et al. 2011). IL-17 stimuliert die Expression von antimikrobiellen Peptiden und somit
die angeborene Immunabwehr (Liang, Tan et al. 2006; Nograles, Zaba et al. 2008), die
Hyperproliferation der Epidermis und verringert die Hautbarriere durch erhéhte Expression
von Keratin 17 (Shi, Jin et al. 2011), reduzierte Expression von Filaggrin und veranderter
Expression multipler in die Zelladh&sion involvierter Gene (Gutowska-Owsiak, Schaupp et al.
2012). Durch die therapeutische Effizienz von Anti-IL-17-Antikdrpern wurde die Bedeutung
von IL-17 in der Pathogenese von Psoriasis weiter gestutzt ( Caproni, Antiga et al. 2009;

Papp, Leonardi et al. 2012; Papp, Leonardi et al. 2012; Rich, Sigurgeirsson et al. 2013).

1.1.3 Epidemiologie

Psoriasis vulgaris ist eine hdaufige und weit verbreitete Erkrankung. Die Prévalenz dieser
Erkrankung in Deutschland wird in der Literatur mit ca. 2-3% angegeben (Gelfand, Weinstein
et al. 2005). Wahrend in der kaukasischen Bevdlkerung die Pravalenz zwischen 1,5% in
europdischen und 4,6% in nordamerikanischen Populationen liegt, liegen die Prévalenzraten
in anderen Populationen zwischen 0% auf Samoa und 11,8 % in Arctic-Kasach’ye
(Christophers 2001). Eine ausgepragte Geschlechterpréferenz ist bei Psoriasis nicht
nachweisbar (Farber and Nall 1974).

Auf eine genetische Disposition in der Pathogenese der Psoriasis lassen die Ergebnisse
verschiedener Familien- und Zwillingsstudien schlielen. So fanden sich bei 36 bis 91% der
untersuchten Psoriatiker weitere Erkrankungsfalle innerhalb der Verwandtschaft (Lomholt
1963; Farber and Nall 1974). Brandrup zeigte eine Konkordanzrate von 64% bei
monozygoten Zwillingen gegenuber 14% bei dizygoten Zwillingen (Brandrup, Holm et al.
1982; Brandrup 1984) Zuséatzlich lieBen sich bei monozygoten Zwillingen Ahnlichkeiten in
Alter bei Beginn der Erkrankung, klinischem Typ, Schwere und Verlauf der Erkrankung
feststellen (Brandrup, Holm et al. 1982).

Anhand des Verlaufs der Erkrankung und des Entziindungsgrades der Lé&sionen erfolgt eine
Einteilung in verschiedene Phanotypen: den akut eruptiven Typ und den chronisch stationdren
Typ (Griffiths, Christophers et al. 2007). Eine weitere Einteilung ist die aus
epidemiologischen Studien abgeleitete Einteilung in Typ I und Typ Il Psoriasis. Der Typ I ist
durch einen Krankheitsbeginn vor dem 40. Lebensjahr, eine positive Familienanamnese,

zumeist schwereren Krankheitsverlauf und starke Assoziation mit bestimmten HLA-Markern
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charakterisiert. Der Typ Il beginnt nach dem 40. Lebensjahr, zeigt eine nur schwach
ausgepragte HLA-Assoziation und ein sporadisches Auftreten (Henseler et al. 1985).

Segregationsanalysen verschiedener solcher Familien lassen keinen eindeutigen monogenen
Erbgang erkennen, so dass man zusammenfassend von einem multifaktoriellen polygenen

Erbgang ausgeht.

1.1.4 Psoriasis vulgaris und das Human Leukocyte Antigen (HLA) — System

Assoziationen zwischen dem Human Leucocyte Antigen (HLA) — System und Psoriasis
vulgaris werden seit mehr als 40 Jahren immer wieder berichtet (Henseler 1998).

Das HLA-System ist ein komplexes autosomal-kodominant erbliches System wvon
Histokompatibilitatsantigenen, die auf nahezu allen kernhaltigen Zellen des Menschen
vorkommen (So 1993). Diese hochgradig polymorphen Gewebsantigene werden von den
Genen des Major Histocompatibility Complex (MHC) codiert, der auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 im Bereich von 6p21.3 liegt (Shiina, Tamiya et al. 1999). Er umfalit einen
Bereich von ca. 4 Mega Base Pairs (Mbp). Die HLA-Molekiile werden von T-Lymphozyten
erkannt, spielen eine zentrale Rolle fir die Erkennung von ,,k6rpereigen und ,,kérperfremd*
und gehoéren zu den Haupthindernissen bei Organtransplantationen (So 1993).

Man unterscheidet drei Klassen der HLA-Molekile, die auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 von telomer nach zentromer in der Reihenfolge Klasse I, 111 und Il liegen.
Klasse | HLA (HLA-A, -B, -C) -Molekiile befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen des
menschlichen Koérpers. Durch die Bindung CD8+ zytotoxischer T-Lymphozyten dienen sie
vor allem der Erkennung und Vernichtung infizierter oder neoplastischer Zellen. Klasse Il
HLA-Molekile (HLA-DQ, -DR, -DP) findet man vorrangig auf dendritischen Zellen,
aktivierten T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen. Sie binden CD4+ T-Helfer-
Lymphozyten und dienen somit der Antigenprésentation extrazelluldrer Antigene. Im
Gegensatz zu den Gewebsantigenen der Klasse I und Il sind die Molekiile der Klasse Il
Serumproteine, wie u. a. Komplementkomponenten C2, C4 und Bf, Stressproteine und
Tumornekrosefaktoren (TNF). Aufgrund eines hohen genetischen Polymorphismus innerhalb
des MHC kommt es zu einer Vielzahl von HLA-Ph&notypen (So 1993).

Ein statistisch signifikant htheres Auftreten von bestimmten HLA-Antigenen bei Psoriatikern
im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen wurde erstmals 1972 fiir die HLA-Klasse |-
Molekiile B13 und B17 beschrieben (Russell, Schultes et al. 1972). Weitere Studien fanden

auflerdem Assoziationen mit HLA-B37 (Karvonen, Tilikainen et al. 1976; Brenner, Gschnait
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et al. 1978). Die bisher starkste Assoziation zwischen HLA-Molekulen und Psoriasis vulgaris
zeigte sich jedoch in multiplen Studien mit HLA-Cw6 (Baurecht, Hotze et al. 2015).

Auch HLA-Klasse I1-Gene wurden im Hinblick auf ein gehduftes Auftreten bei Psoriasis
untersucht. Zwar zeigten sich auch hier Assoziationen mit zum Beispiel HLA-DR7
(Marcusson, Johannesson et al. 1981), DR6 (Nini, Bianchi et al. 1989), DRB1*0701 als
Subtyp von DR7 (Boehncke, Schmitt-Egenolf et al. 1993) und DQB1*0303 als Subtyp von
DQ9 (Jenisch, Henseler et al. 1995), allerdings kommen diese Allele gehduft in Kombination
mit HLA-Cw6 vor, so dass vermutlich nur in gleichzeitiger Gegenwart von HLA-Cw6 eine
erhohte Wahrscheinlichkeit flr Psoriasis vulgaris gegeben ist (Jenisch, Henseler et al. 1995).
Trotz dieser gesicherten Assoziationen mit bestimmten HLA-Markern wurde die urséchliche
Beziehung zwischen HLA-Antigenen und Psoriasis vulgaris bislang nicht aufgeklart
(Bowcock 2005).

1.1.5 Genetische Analysen

Um bei komplexen Erkrankungen wie Psoriasis vulgaris mogliche Verdachtsregionen
innerhalb des Genoms zu identifizieren, bedient man sich so genannter Kopplungsanalysen
sowie zunehmend genomweiter Assoziationsanalysen (GWAS).

Kopplungsanalysen stellen Haplotypenanalysen dar, bei denen durch einen genetischen
Marker dessen Kopplung mit dem potentiell krankheitsverursachenden Gen uberprift bzw.
die Transmission von Markern und krankheitsassoziierten Genen innerhalb von
Stammbé&umen untersucht wird. Zugrunde gelegt wird hier, dass Allele zweier sich auf einem
Chromosom befindlicher Loci, aufgrund ihrer physikalischen Nahe zueinander gemeinsam
vererbt bzw. miteinander gekoppelt werden. Mit zunehmendem Abstand der Loci
voneinander, angegeben in centi-Morgan (cM), steigt die Wahrscheinlichkeit fur ein
Crossing over, also ein Uberkreuzen von mitterlichen und viaterlichen Chromosomen
wéhrend der Meiose; es kommt zum Austausch der Chromosomensegmente und zur
Rekombination. Bei vollstandiger Kopplung betrégt die sogenannte Rekombinationsfraktion e
= 0, das heil’t es findet de facto keine Rekombination statt. Bei fehlender Kopplung betrégt
das maximale e = 0,5. Ein Mal} fur die statistische Wahrscheinlichkeit genetischer Kopplung
ist der Lod-Score Z (Logarithm of the odds), der den Logarithmus (log®) des Quotienten von
Wahrscheinlichkeit der Kopplung und Wahrscheinlichkeit der Nicht-Kopplung darstellt
(Henseler 1998).
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Um das Genom auf mogliche Verdachtsbereiche zu untersuchen, verwendet man als
spezifische Marker fur Kopplungsanalysen Mikrosatelliten und fur GWAS Single Nucleotide
Polymorphismen (SNPs). Mikrosatelliten sind Sequenzen kurzer Tandemwiederholungen mit
einer Lange von meist 1-4 Basenpaare, die Uber das gesamte Genom verteilt liegen. SNPs
verteilen sich in durchschnittlichen Abstdnden von 100-1000 Basenpaaren ber das gesamte
Genom (Lander and Schork 1994).

Das Kopplungsungleichgewicht stellt ein Problem bei der Eingrenzung bestimmter
Verdachtsregionen im Genom dar. Dieses auch Linkage Disequilibrium bezeichnete
Phanomen bedeutet, dass bestimmte Allele zweier Gene bzw. Genloci, haufiger oder seltener
gemeinsam vererbt werden als nach ihrer individuellen Haufigkeit zu erwarten ware. Dieses
Ph&nomen ist vor allem in der fur Psoriasis wichtigen HLA-Region auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 ausgepragt.

Mit Kopplungsanalysen kann eine ungefahre Lokalisation moglicher Verdachtsloci innerhalb
des Genoms erreicht werden. Alternativ konnen Assoziationsstudien in Form von
populationsbezogenen Fall-Kontroll-Studien oder familienbasierten Studien genutzt werden.
Héufig wird hierzu ein familienbasierter Transmissions-Disequilibriumtest verwendet, bei
dem anhand sogenannter Trios bestehend aus einem erkrankten Nachkommen und seinen
Eltern, die Transmission des assoziierten Allels untersucht wird. Assoziationsstudien
uberprifen innerhalb einer Population den Zusammenhang zwischen bestimmten Allelen
eines Markers und der untersuchten Erkrankung (allelische Assoziation) oder dienen der
Feinkartierung zuvor identifizierter Verdachtsregionen (Spielman, McGinnis et al. 1993).

In den letzten Jahren fuhrten unabh&ngige Genom-weite Kopplungsanalysen und
Assoziationsstudien dazu, dass multiple Suszeptibilitatsgenloci fiir Psoriasis identifiziert
werden konnten (Okada, Han et al. 2014). Unter den bisher berichteten Psoriasis-
Suszeptibilitatsgenloci ist der Locus innerhalb des MHC auf Chromosom 6p21.3, auch
PSORS1 (Psoriasis Susceptibility 1) genannt, durchgehend repliziert und bestatigt (Liu,
Krueger et al. 2007).

1.1.6 Die Kandidatengene

1.1.6.1 Psoriasis Susceptibility 1 (PSORS1) auf Chromosom 6p21.3

Dieser Verdachtslocus mit dem bisher starksten Effekt auf das Erkrankungsrisiko fur

Psoriasis vulgaris liegt auf Chromosom 6 innerhalb des 4 Mb umspannenden MHC. Er
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beinhaltet sowohl exprimierte Gene als auch Pseudogene. Durch ausgedehntes Linkage
Disequilibrium ist das Eingrenzen dieser Verdachtsregion erschwert, was zu
unterschiedlichen Ergebnissen beziglich der genauen Lokalisation von PSORS1 gefihrt hat.
Bisher schatzt man, dass die PSORS1-Region ca. 35-50% der Erblichkeit der Psoriasis
vulgaris verantwortet (Bowcock 2005).

Seit Uber 40 Jahren wird die allelische Assoziation zwischen HLA Genen und Psoriasis
untersucht (Russell, Schultes et al. 1972). Das HLA-Cw*0602 Allel stellte sich als der Marker
mit der hochsten Signifikanz fur die Vorhersage eines Erkrankungsrisikos heraus (Nair,
Duffin et al. 2009; Strange, Capon et al. 2010; Tsoi, Spain et al. 2012). Diese Assoziation
zeigt sich vor allem bei Patienten mit einem frihen Erkrankungsalter und bei an Psoriasis
guttata erkrankten Patienten (Nair, Stuart et al. 2006). In den verschiedenen Versuchen
PSORSL1 auf eine Region innerhalb des MHC einzugrenzen, schien HLA-C initial vielfach
nicht in dem wahrscheinlichsten PSORS1-Intervall zu liegen (Balendran, Clough et al. 1999;
Oka, Tamiya et al. 1999; Nair, Stuart et al. 2000; Orru, Giuressi et al. 2005). Aus diesem
Grund und weil man HLA-Cw6 bislang keine definierte funktionelle Rolle in der Psoriasis
zuordnen kann, wird HLA-Cwé6 alternativ als Marker in starkem Linkage Disequilibrium zu
dem eigentlichen PSORS1-Gen anstatt als Suszeptibilitatsgen selbst betrachtet (Allen, Veal et
al. 1999; Asumalahti, Laitinen et al. 2000; Nair, Stuart et al. 2000).

Nair et al. grenzten in einer deutsch-amerikanischen Studie die Verdachtsregion ein auf eine
ca. 298 kb umfassende Region telomer zu HLA-B als das PSORS1 beinhaltende Areal (Nair,
Stuart et al. 2006). Innerhalb dieses Areals liegen mindestens 10 bereits identifizierte und mit
Psoriasis assoziierte Gene (Horton, Wilming et al. 2004). Bei den meisten dieser Gene konnte
eine HLA-Cw6 unabhangige Assoziation nicht nachgewiesen werden. Nair et al. verglichen
in ihrer Studie bestimmte Risikohaplotypen fiir Psoriasis (HLA-Cw6-B57, HLA-Cw6-B50)
mit Nicht-Risikohaplotypen (Cw12-B38, Cw7-B7, Cw7-B8, Cw8-B65, Cw3-B62) und
zeigten, dass nur die Gene HLA-C und Corneodesmin (CDSN) in dem untersuchten Areal flr
bestimmte Risikovarianten kodieren. Spezifische darauf folgende Untersuchungen an
rekombinanten Haplotypen, die sowohl die Risikoallele HLA-Cw6 als auch CDSN*TTC
tragen, zeigten, dass nur die Haplotypen, die HLA-Cw6 beinhalten, ein erhéhtes Risiko fir
Psoriasis tragen. Rekombinante Haplotypen, die CDSN*TTC, aber nicht HLA-Cw6
beinhalteten, zeigten keine Assoziation. Diese Ergebnisse erlauben derzeit den Schluf3, dass
HLA-Cw6 das PSORS1-Hauptkrankheitsallel bei Typ 1 Psoriasis ist (Helms, Saccone et al.
2005, Nair, Stuart et al. 2006, Okada, Han et al. 2014).
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1.1.6.2 Weitere Verdachtsloci aulRerhalb Chromosom 6

Als erster auflerhalb des MHC gelegener Suszeptibilitatslocus wurde PSORS2 auf
Chromosom 17925 identifiziert (Tomfohrde, Silverman et al. 1994; Hwu, Yang et al. 2005;
Birnbaum, Zvulunov et al. 2006). Innerhalb PSORS2 liegt das Psoriasis-Suszeptibilitatsgen
Solute Carrier Family 9, Isoform 3, Regulator 1 (SLC9A3R1), welches in verschiedenen
Protein-Protein-Interaktionen involviert ist, sowie die N-Acetyltransferase 9 (NAT9). Beide
Gene codieren flr Proteine mit einer negativen Regulatorfunktion in der
Immunzellaktivierung. Ein hdufiger Haplotyp, der sowohl SLC9A3R1 als auch NAT9 trégt,
ist mit einem geringfiigig erh6hten Erkrankungsrisiko fur Psoriasis assoziiert (Helms, Cao et
al. 2003). Ein zweiter assoziierter Locus innerhalb PSORS2 codiert fir das RAPTOR-Protein
(Regulatory associated protein of Mammalian Target of Rapamycin), eine Proteinkinase, die
Zellwachstum bzw. Proliferation als Reaktion auf bestimmte Umweltfaktoren reguliert und
Ziel immunsuppressiver Medikamente wie Tacrolimus und Rapamycin ist (Hara, Maruki et
al. 2002; Kim, Sarbassov et al. 2002). Eine Assoziation dieses Gens unklarer Signifikanz mit
Psoriasis wurde berichtet (Helms, Cao et al. 2003; Capon, Helms et al. 2004; Liu, Krueger et
al. 2007).

PSORS3 wurde auf Chromosom 4q identifiziert und beinhaltet das mogliche Kandidatengen
SLC12A8 (Solute Carrier Family 12, Member 8). Es codiert fur Kationen-Chlorid-gekoppelte
Cotransporter mit bisher unbekanntem Transportprodukt und wurde vor allem in
schwedischen Familien nachgewiesen (Hewett, Samuelsson et al. 2002). 2005 konnte es in
einer deutschen Fall-Kontroll-Studie repliziert werden (Huffmeier, Lascorz et al. 2005).

Der PSORS4-Locus wurde erstmals in italienischen Familien auf Chromosom 1g21
identifiziert (Capon, Novelli et al. 1999) und beinhaltet die Gene LCE3C und LCE3B. Eine
bei asiatischen und europdischen Psoriasispatienten gehauft vorkommende Alleldeletion ist
zusatzlich mit rheumatoider Arthritis, Psoriasisarthritis und systemischem Lupus
erythematodes assoziiert (Bassaganyas, Riveira-Mufioz et al. 2013). PSORS4 liegt innerhalb
des Epidermal Differentiation Complex (EDC), der mehr als 2 Mb umfasst und mehrere Gene
beinhaltet, die an der epidermalen Differenzierung beteiligt sind. Dass die Produkte dieser
Gene, wie z.B. das Protein Psoriasin, in psoriatrisch veranderter Haut vermehrt exprimiert
werden, lasst darauf schliefen, dass Veranderungen von Genen, die an der
Epidermiskonstruktion beteiligt sind, zur einem erhOhten Erkrankungsrisiko beitragen
(Henseler 1998; Baurecht, Hotze et al. 2015).
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Anhand einer Mehrzahl von Kopplungsanalysen wurden  mittlerweile  zwolf
Verdachtsregionen bestatigt (Lowe, Suarez-Farifias et al. 2014), hierunter Chromosom 3qg21
(PSORS5) (Huffmeier, Lascorz et al. 2005), Chromosom 19p13 (PSORS6) (Huffmeier,
Lascorz et al. 2009), Chromosom 1p (PSORS?7) (Veal, Clough et al. 2001), Chromosom 16q
(PSORSS) (Vascu, Bienertova et al. 2009) und Chromosom 4q28-32 (PSORS9) (Yan, Huang
et al. 2007). Mit den durch neue genomweite Assoziationsstudien gefundenen Loci kommt

man mittlerweile auf mehr als 35 Genorte (Okada, Han et al. 2014).

1.1.7 Weitere Differenzierung des PSORS1-Locus

Da bisher fir den PSORS1-Locus und die darin befindlichen Gene die starkste Assoziation
mit Psoriasis vulgaris nachgewiesen werden konnte, konzentrieren sich viele Studien auf die

Untersuchung und weitere Differenzierung der Gene dieses Locus.

1.1.7.1 Kandidatengene innerhalb des PSORS1-Verdachtslocus

Innerhalb des PSORS1-Verdachtslocus wurden neben HLA-C zwei weitere Gene genauer
untersucht hinsichtlich ihrer potentiellen Rolle fur die Psoriasis-Suszeptibilitat:
Corneodesmosin (CDSN) und Coiled coil a-helical rod protein 1 (CCHCR1).

Corneodesmin liegt 160 kb telomer von HLA-C, kodiert fir ein in Kohéasion und
Desquamation terminaler Keratinozyten involviertes desmosomales Protein (Oji, Eckl et al.
2010) und wird von terminal differenzierten Keratinozyten und in der inneren Wurzelscheide
von Haarfollikeln exprimiert. Extrakutane Expression findet man in der Plazenta und im
Thymus (Gallinaro, Jonca et al. 2004). Psoriatrische Lasionen sind charakterisiert durch ein
defektes Stratum corneum mit unreifen Corneozyten und hohem transepidermalem
Wasserverlust (Goon, Yosipovitch et al. 2004). Corneodesmin wird in psoriatrisch
verénderter Haut bereits in den oberen Lagen des Stratum spinosum sezerniert, wéhrend in
gesunder oder nichtldsionaler Haut die Expression und Sekretion erst bei Erreichen des
Stratum granulosums erfolgt. Weiterhin lieR sich eine Uberexpression des Gens in psoriatisch
veranderter Haut nachweisen (Allen, Ishida-Yamamoto et al. 2001).

Eine Assoziation von CDSN mit Psoriasis vulgaris konnte in verschiedenen Studien und
Populationen nachgewiesen werden (Orru, Giuressi et al. 2002; Ameen, Allen et al. 2005;
Chang, Chou et al. 2006). Die Assoziation von CDSN und Psoriasis scheint zumindest partiell
unabhéngig von der HLA-C Assoziation (Schmitt-Egenolf, Windemuth et al. 2001; Orru,
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Giuressi et al. 2005), wahrend auch diskutiert wird, dass sowohl HLA-C und CDSN fir die
Psoriasisentstehung notwendig sind (Asumalahti, Veal et al. 2002; Capon, Toal et al. 2003).
Das CCHCR1-Gen liegt ca. 110kb telomer zu HLA-C, ist hochgradig polymorph und wird in
fast allen menschlichen Geweben exprimiert. Asumalahti et al. wiesen nach, dass in
psoriatischen Hautldsionen CCHCR1 von Keratinozyten im Vergleich zu gesunder Haut
vermehrt exprimiert wird (Asumalahti, Laitinen et al. 2000; Asumalahti, Veal et al. 2002).
Weiterhin lieRen sich in der Haut von Mausen durch Uberexpression von CCHCR1
psoriasiforme Lé&sionen provozieren (Elomaa, Majuri et al. 2004). Die Assoziation von
CCHCRL1 mit Psoriasis scheint jedoch deutlich schwécher als die Assoziation von HLA-C zu
sein (Chia, Stuart et al. 2001; O'Brien, Holm et al. 2001). Weitere Studien ergaben wiederum
eine starke Assoziation bestimmter CCHCR1-Polymorphismen mit sowohl Typ | — als auch
Typ IlI- Psoriasis (Allen, Ameen et al. 2005; Prieto-Pérez, Solano-L06pez et al. 2015).

Neben CCHCR1 und CDSN befinden sich innerhalb des PSORS1-Verdachtsbereiches noch
weitere exprimierte Gene wie ERVK, HCG27, PSORS1C3, OTF3, TCF19, SPR1 und SEEK1
(Lowes, Bowcock et al. 2007). Auch diese wurden in verschiedenen Studien hinsichtlich ihrer
Suszeptibilitat untersucht, jedoch scheint keines dieser Gene vollstandig die erforderlichen
genetischen und funktionellen Kriterien fiir PSORSL1 zu erfullen (Niwa, Miyazaki et al. 2000;
Chang, Tsai et al. 2003).

Eine weitere Studie zeigte Hinweise flr einen Verdachtslocus innerhalb des erweiterten HLA
Komplexes (Chromosom 6p21). Das Gen TRAF3IP2 kodiert das TRAF3 Interacting Protein
2, welches in die T-Zell-Immunantwort eingreift. Eine Dysregulation von TRAF3IP2 scheint
einen Einflu® auf den IL-17-Signalweg und somit die Hochregulation von
proinflammatorischen Faktoren zu haben (Ellinghaus, Ellinghaus et al. 2012).

Weitere Verdachtsloci beinhalten neben HLA-C drei Gene, die den Signalweg von IL-23
regulieren (IL-23A, IL-23R und IL-12B), zwei den NF-kB-Signalweg regulierende Gene
(TNIP1, TNFAIP3) und zwei Gene involviert in die Modulation von T-Zell-Immunantworten
(IL-4, 1L-13) (Nair, Duffin et al. 2009).

Stuart et al. identifizierten in einer Metaanalyse der zuvor genannten beiden genomweiten
Studien (Ellinghaus, Ellinghaus et al. 2012; Nair, Duffin et al. 2009) drei weitere
Verdachtsregionen, welche die Gene NOS2, FBXL19, PSMA6 und NFKBIA enthalten. Auch
diese Gene kodieren Genprodukte, die in den Signalweg von NF-kB und IL-17 eingreifen und
somit die mogliche Wichtigkeit dieser Signalwege in der Pathogenese der Psoriasis

unterstreichen.
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1.1.7.2 Weitere HLA-Loci

Da die Genetik der Psoriasis vulgaris und der Einfluss der MHC-Region auf das Risiko an
Psoriasis vulgaris zu erkranken weiterhin ungeklart sind, wurden neben HLA-Cw*0602 als
bisheriges Hauptrisikoallel auch weitere HLA Klasse I- und 11-Gene untersucht.

Das HLA Kilasse | Gen HLA-B liegt 85 kb telomer von HLA-C und wurde in verschiedenen
Studien mit Psoriasis assoziiert (Feng, Sun et al. 2009). Die bisher identifizierten Risikoallele
HLA-B13 und 57 stehen jedoch in starkem Linkage Disequilibrium zu HLA-C und konnten
somit nicht als unabhéngige Risikoallele verifiziert werden (Dorak, Shao et al. 2006).

In Bezug auf die Risikoheterogenitat zwischen einem rein kutanen Befall der Psoriasis und
der Psoriasisarthritis konnten Okada et al. einen Aminosaurenpolymorphismus
(Glutaminsdaure an Position 45) in HLA-B nachweisen, welcher das Risiko an einer
Psoriasisarthritis zu erkranken erhoht (Okada, Han et al. 2014). Diese Beobachtung konnte
friher nachgewiesene Assoziationen der Psoriasisarthritis mit HLA-B27 erklaren (Buxton,
Benjamin et al. 1992). Das mit der Risikoheterogenitat zwischen kutaner Psoriasis und
Psoriasisarthritis assoziierte HLA-Gen scheint sich von dem Allel, das mit dem Gesamtrisiko
fur Psoriasis vulgaris assoziiert ist, zu unterscheiden (Okada, Han et al. 2014).

Weiterhin wurden Assoziationen der HLA-B-Aminosdurepolymorphismen Position 67 und 9
nachgewiesen. Diese Polymorphismen wurden zuvor bereits mit anderen autoimmunen
Erkrankungen wie z. B. rheumatoider Arthritis assoziiert (Han, Diogo et al. 2014).

Auch HLA-DRB1, HLA-DQA1 und HLA-DQB1 wurden mit Psoriasis vulgaris assoziiert
(Chandran, Bull et al. 2013; Knight, Spain et al. 2012). Trotz ihres zum Teil groRRen
Abstandes zu HLA-C wird auch hier von einer Assoziation durch Linkage Disequilibrium im
Rahmen der Extended Haplotype Musters der MHC-Region ausgegangen (Feng, Sun et al.
2009).

1.1.7.3 Die MIC-Genfamilie

Die meisten Studien favorisieren eine Region in der Nahe der HLA-Klasse | Antigene HLA-B
und —C, in der eine grofle Zahl an Nicht-HLA-Genen liegt, als PSORS1-Bereich. Da es
weiterhin als schwierig erscheint zum Einen Genloci, zum Anderen die Zahl der
moglicherweise involvierten Gene zu definieren, wurden auch zentromer von HLA-C
liegende Gene hinsichtlich ihrer moglichen Kandidatenrolle untersucht. Der hohe Grad an

Linkage Disequilibrium zwischen MICA- und HLA-B Allelen sowie die Expression von
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MICA im Gewebe fuhren zu vermehrtem Interesse fur MIC als mdgliches Kandidatengen bei
HLA assoziierten Erkrankungen wie Psoriasis (Groh, Steinle et al. 1998).

Die MHC class | chain-related (MIC) genes (ehemals auch Perb11 genannt) gehdren zu einer
Genfamilie in der Region der HLA Klasse | Gene. Bisher wurden sieben MIC Gene dieser
Multigenfamilie identifiziert, von denen nur MICA und MICB transskribiert werden, wahrend
MICC, MICD, MICE, MICF und MICG Pseudogene sind (Bahram, Mizuki et al. 1996;
Bahram 2000).

MICA und MICB liegen ca. 46 bp bzw. 141 bp zentromer von HLA-B entfernt (Fodil, Pellet
et al. 1999; Yao, Volgger et al. 1999; Perez-Rodriguez, Arguello et al. 2002). MICA und das
zu 90% homologe MICB kodieren fiir Polypeptide bestehend aus 383 Aminoséuren,
zusammengesetzt aus drei extrazellularen Doménen (al-3), einem Transmembransegment
und einem zytoplasmatischen Segment mit terminaler Carboxylgruppe. Obwohl MIC
homologe Merkmale mit den klassischen HLA-Molekilen aufweist, sind MIC-Molekiile
nicht in der Lage, B2-Microglobulin zu binden, Peptide zu présentieren und antigene
Strukturen zu erkennen. Man geht daher davon aus, dass die MIC-Gene eine zweite Linie der
MHC Klasse | Gene darstellen, die bei Sdugetieren weitgehend konserviert vorkommen, bei
Mausen allerdings scheinbar voéllig fehlen (Bahram, Mizuki et al. 1996; Zwirner, Fernandez-
Vina et al. 1998).

MIC-Proteine werden nicht ubiquitdr exprimiert, sondern restriktiv auf Fibroblasten,
Keratinozyten, gastrointestinalem Epithel, endothelialen Zellen und Monozyten. Nicht
exprimiert werden MIC-Proteine auf CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie B-Lymphozyten
(Groh, Bahram et al. 1996; Zwirner, Fernandez-Vina et al. 1998; Zwirner, Dole et al. 1999).
Die von den MICA und -B Genen kodierten Glykoproteine sind Marker fir epithelialen
Stress. lhre Oberflachenexpression kann durch zelluldaren oder gentoxischen Stress (Groh,
Bahram et al. 1996) bzw. in malignen oder virusinfizierten Zellen hochreguliert werden
(Eagle, Jafferji et al. 2009; Raulet, Gasser et al. 2013). Anders als die klassischen MHC
Molekiile sind MIC-Proteine nicht durch Interferone reguliert. Sie sind als NKG2D-Liganden
darauf spezialisiert, Zellstress zu signalisieren ohne dafur Peptide oder andere Liganden zu
bendtigen. Uber einen gemeinsamen Rezeptor, NKG2D/DAP10, der auf allen humanen NK-
und CD8+ T-Zellen vorkommt, interagieren die MIC-Proteine auch mit NK-Zellen. Sie
konnen natiirliche Killer- (NK-) Zellen und T-Zellen direkt zu verdnderten Zellen leiten.
Durch Aufhebung der KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptor)-vermittelten NK-/T-
Zell-Hemmung kommt es zur Aktivierung der zytotoxischen Zellantwort (Cerwenka, Baron et
al. 2001; Diefenbach, Jensen et al. 2001; Watzl 2003). Die MIC Molekiile werden von einem
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Untertyp von CD8+ y5-T-Zellen erkannt, der vor allem in intestinalem und epithelialem
Gewebe vorherrscht. Die MIC-Oberflachenproteine werden auch auf transformierten Zellen
epithelialen Ursprungs Gberexprimiert (Bauer, Groh et al. 1999; Groh, Rhinehart et al. 1999;
Raulet, Gasser et al. 2013).

Die MIC-Molekile sind hochgradig polymorph (Isernhagen, Malzahn et al. 2015). Die
extreme Allelvariation von MICA beeinflut die Affinitdt und Effektivitat der
Ligandenbindung zwischen MICA und NKG2D in vitro, wobei die funktionelle Relevanz
noch weiter erforscht werden muss. Maglicherweise spielt diese Variation aber eine Rolle in
der T-Zell vermittelten Antigenerkennung (Gao, Single et al. 2006). Sowohl fir MICA als
auch fur MICB befinden sich viele der Polymorphismen in den extrazellularen Doménen, vor
allem in den kodierenden Exons 2,3 und 4. Zusatzlich findet man in der Transmembranregion
des MICA Proteins (Exon 5) einen Triplet Repeat Polymorphismus, bei dem man je nach der
Zahl der Kopien des GCT Triplets 5 Allele unterscheidet: A4, A5, A6, A9 und A5.1 (Fodil,
Laloux et al. 1996; Ota, Katsuyama et al. 1997).

Verschiedene Studien konnten bisher eine Assoziation bestimmter MICA-Allele mit Psoriasis
vulgaris nachweisen, jedoch stellten sich viele dieser Verdachtloci als HLA-abhangig heraus,
da MICA in starkem Kopplungsungleichgewicht mit HLA-B steht (Romphruk, Romphruk et
al. 2004).

Neben Psoriasis vulgaris wurden in weiteren Studien auch Assoziationen von MIC-Genen mit
anderen autoimmunen Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1 (Raache, Belanteur et al.
2012; Van Autreve, Koeleman et al. 2006; Gambelunghe, Brozzetti et al. 2007), Z6liakie
(Rueda, Pascual et al. 2003), rheumatoider Arthritis (Kirsten, Petit-Teixeira et al. 2009),
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Glas, Martin et al. 2001; Seki, Sugimura et al. 2001;
Sugimura, Ota et al. 2001; Ahmad, Marshall et al. 2002; Fdez-Morera, Rodrigo et al. 2003;
Ding, Xia et al. 2005; Allez, Tieng et al. 2007) berichtet. Auch hier stellten sich viele der
initial festgestellten Assoziationen als eher primare Assoziationen mit HLA-B als mit MICA
oder MICB selbst heraus (Romphruk, Romphruk et al. 2004; Field, Nejentsev et al. 2008).
Fernandez-Morera et al. konnten allerdings eine HLA-unabhé&ngige Assoziation des
MICB*004-Allels mit Multipler Sklerose in einer kleinen Population nachweisen (Fernandez-
Morera, Rodriguez-Rodero et al. 2008). Auch Morris et al. wiesen eine HLA-A-unabhdngige
Assoziation eines MICB-Allels mit systemischem Lupus erythematosus nach (Morris, Taylor
etal. 2012).

Trotz der Tatsache, dass MICB eine sehr &hnliche Struktur und Funktion hat wie MICA,

wurde MICB bisher wesentlich weniger untersucht. Das Ausmall des MICB-
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Polymorphismus, seine Verteilung in der Bevolkerung und somit auch potentielle
Assoziationen mit Erkrankungen sind unklar. Da MICA und MICB in einer Entfernung von
nur 83 bp zueinander liegen und in Linkage Disequilibrium zueinander stehen (Fischer,
Arguello et al. 2000), ist es sinnvoll, die fir MICA berichteten Assoziationen fur MICB
erneut zu evaluieren (Gonzalez, Rodriguez-Rodero et al. 2003).

Verschiedene Befunde deuten an, dass die MIC-Produkte mit Psoriasis vulgaris, aber auch
anderen autoimmunen Erkrankungen assoziiert sind. Die mdglicherweise damit verbundene
Rolle der MIC-Proteine verbleibt bisher unklar. Durch das starke Linkage Disequilibrium
bleibt es schwierig, diese Rolle durch genetische Analysen herauszuarbeiten, so dass

maoglicherweise funktionelle Analysen genauere Erkenntnisse liefern kdnnen.
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1.2 Zielsetzung

Im Zusammenhang mit der Genetik der Psoriasis vulgaris wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt
zahlreiche Verdachtsbereiche auf verschiedenen Chromosomen identifiziert. Als Bereich mit
der am stérksten ausgepréagten Assoziation gilt weiterhin der als PSORS1 bezeichnete Bereich
6p21 auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 innerhalb und in der nahen Umgebung des
humanen HLA-Komplexes. Entsprechend den Assoziationen der Erkrankung mit bestimmten
HLA-Genen wurde das Klasse-I-Gen HLA Cw6 in weitergehenden Analysen als das
entscheidende Psoriasis-assoziierte Gen identifiziert (Nair, Stuart et al. 2006). Verschiedene
Arbeiten deuten allerdings darauf hin, dass in der MHC-Region weitere Gene das assoziierte
Psoriasis-Risiko beeinflussen durften (Knight, Spain et al. 2012; Feng, Sun et al. 2009). Die
in dieser Arbeit untersuchten Nicht-HLA-Gene der MIC-Genfamilie liegen ebenfalls in der
Umgebung des HLA-Komplexes und sind hinsichtlich ihrer Assoziation mit Psoriasis vulgaris

bisher nur wenig erforscht.

Deshalb hat diese Arbeit zum Ziel,
- mdoglichen Hinweisen auf eine bestehende Rolle der MIC-Expression mit Psoriasis
vulgaris nachzugehen,
- die kutane Verteilung der exprimierten Oberflachenmolekile darzustellen und
- diese mogliche Expression an verschiedenen Hautproben von Psoriasispatienten zu
untersuchen, um die Assoziation mit Psoriasis vulgaris in Abhangigkeit von klinischen

Faktoren zu charakterisieren.

Hierbei wurden die Proben mit immunhistochemischen Farbemethoden bearbeitet, um eine

maogliche Expression nachzuweisen und zu vergleichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Im Zeitraum von November 2005 bis November 2006 wurde stationdren und ambulanten
Patienten der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitatsklinik
Kiel bioptisch Material zur Untersuchung entnommen. Die Pat. wurden vor Entnahme der
Biopsien sowohl Uber Risiken und mogliche Komplikationen der Biopsieentnahme als auch
uber deren Verwendungszweck aufgeklart. Untersucht wurden Proben von l&sionaler Haut
und nicht l&sionaler Haut bei Patienten mit Psorias vulgaris, Proben ekzematds veranderter
Haut und Proben von Patienten ohne entzlindliche Hauterkrankungen. Es wurden Hautstanzen
mit einem Durchmesser von 5 mm entnommen, bei den Proben gesunder und nicht
entziindlich verénderter Haut kamen auch kleinere Anteile von Operationspraparaten zur
Anwendung, sofern dieses nicht die Routinediagnostik behinderte. Diese Anteile von
Operationspraparaten waren zum Einen Ausgleichsdreiecke im Rahmen von Lappenplastiken
bei der Entfernung epithelialer Tumoren (n=3), zum Anderen Proben aus grof3ziigigen
Sicherheitsabstanden beim Malignen Melanomen (n=3). Zur Auswertung kamen insgesamt 34
Proben: 16 lasionale Psoriasisproben, 5 nicht lasionale Proben von Psoriatikern, 6 Proben
nicht entziindlicher Haut und 7 Ekzemproben.

Aus dem gewonnenen Material wurden ausschlieBlich Gefrierschnitte hergestellt, da die
Oberflachenantigene durch die niedrigen Temperaturen besser erhalten werden und es nicht
zu einer Maskierung der Antigenstruktur durch enzymatische Vernetzung kommt.

Die Proben wurden nach Entnahme in OCT (Optimal Cutting Temperature)-Medium
eingebettet und in flissigem Stickstoff schockgefroren. OCT dient hier bei als Tragermedium,
dass beim Gefrieren des Materials annéhernd die gleiche Konsistenz wie das Probenmaterial
erreicht und damit den Schneidevorgang des Gefriermaterials erleichtert. Das Einbetten
erfolgte in Kunststoffbehéltern, in denen die fertigen Gefrierblécke bei Minus 80 Grad
Celsius gelagert wurden. Mithilfe eines Kryostaten wurden die Blécke auf Minus 20 bis
Minus 10 Grad Celsius erwérmt und Schnitte mit einer Dicke von 10 um hergestellt.
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2.2 Methoden

Prinzip der Immunhistochemie ist es, antigene Strukturen, wie zum Beispiel Rezeptoren,
Transmitter oder Enzyme, mithilfe spezieller gegen diese gerichteten Antikdrper
nachzuweisen und im mikroskopischen Bild darzustellen. Wesentlich fiir die Aussagekraft
dieser Methode ist die Spezifitat der verwendeten Antikorper sowie die Stabilitat der

antigenen Komponenten im zu untersuchenden Gewebe.

2.2.1 Spezifische Antikorper

Als zentrales Reagenz der Immunhistochemie gelten Antikérper, wobei monoklonale von
polyklonalen Antikdrpern unterschieden werden.

Bei der Herstellung polyklonaler Antikérper wird ein Versuchstier durch Injektion des
Antigens immunisiert. Das injizierte Antigen besitzt mehrere Epitope bzw. antigene
Determinanten auf seiner Oberflache. Im Blut des Tieres reagieren somit B-Zellen mit den
verschiedenen Epitopen des Antigens mit dem Resultat von Antikdérper unterschiedlicher
Spezifitat. Hierbei besteht die Gefahr von Kreuzreaktionen mit anderen sehr &hnlichen
Antigenstrukturen, wodurch falsch positive Ergebnisse entstehen kdnnen. Ein Vorteil ist die
geringere Anfalligkeit fur Veranderungen am Epitop, da mehrere Epitope des Antigens
erkannt werden.

Bei der Herstellung der monoklonalen Antikdrper erfolgt nach der Immunisierung des
Versuchstieres das Herausfiltern von Plasmazellklonen, die gegen das spezifisches Antigen
gerichtet sind. Hierzu werden Milz und Lymphknoten als Plasmazellproduzenten des Tieres
entfernt und eine Lymphozytensuspension hergestellt. Um ein langes Uberleben der
Lymphozyten im Kulturmedium zu ermdglichen, fusioniert man die Zellen mit maligne
entarteten, nicht sekretorischen Plasmazellen, sogenannten Myelomzellen. Das
Fusionsprodukt bezeichnet man als Hybrid. Der gesuchte Hybrid wird selektiert, kultiviert
und im Kulturmedium oder in der Peritonealhohle eines Versuchstieres vermehrt. Alle aus
dem Hybrid entstehenden Zellen produzieren identische spezifische Antikdrper gegen das
gewlinschte Epitop. Neben einer hohen Spezifitat liegt der Vorteil der monoklonalen
Antikorper in einer garantierten Reproduzierbarkeit und dem geringen Risiko einer
Kreuzreaktion. Nachteile sind die hohe Empfindlichkeit bei pH-Schwankungen und
Veranderungen des Epitops, z.B. durch Denaturierung. Die entstehenden Antikérper sind

meistens Immunglobuline der Klasse G.
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2.2.2 Sekundarantikorper

Der Sekundarantikdrper ist in der immunhistochemischen Reaktion entweder die Verbindung
zwischen Primarantikdrper und enzymatischem Komplex oder einem Tertiarantikdrper. Der
Sekundarantikorper ist auf der Seite des Primdrantikdrpers gegen dessen Tierspezies
gerichtet, wird aber selbst aus einer anderen Tierspezies gewonnen. In dieser Arbeit wurde
folgende Konstellation benutzt:

e Primarantikorper: Maus

e Sekundarantikérper: Kaninchen-Anti-Maus

e Enzymkomplex
Der Sekundarantikdrper muss im Uberschuss zur Reaktion zugegeben werden, damit in jedem
Fall ein Fab-Fragment des Antikorpers vom Primérantikorper gebunden wird und das andere

Fragment fur die Bindung mit dem Enzymkomplex verfligbar bleibt.

2.2.3 Enzyme

Aufgabe der Enzyme ist es, die Antikdrper-Antigen-Reaktion mikroskopisch sichtbar zu
machen. Hierbei werden sowohl mit dem Sekundérantikdrper konjugierte Enzyme sowie
unkonjugierte Enzyme, die (ber einen Enzymkomplex mit hoher Affinitdt zum
Sekundarantikdrper an den Ort der Reaktion gebracht werden, verwendet.

Hier wurde das Enzym Peroxidase verwendet, welches in dem untersuchten Gewebe
hauptsachlich in Granulozyten, Mastzellen und Erythrozyten vorhanden ist. Wird die
endogene Peroxidase-Aktivitdt vor Beginn der immunhistochemischen Reaktion nicht
ausreichend blockiert, kommt es zu einem vermehrten Umsetzen des verwendeten Farbstoffes

mit verstarkter Hintergrundfarbung.

2.2.4 Farbstoff

Fir die Reaktion mit Meerrettichperoxidase konnen verschiedene chromogene Substanzen
angewendet werden. Hier wurde 3,3 Diaminobenzidin (DAB) als Substrat verwendet, welches
mithilfe des Substratpuffers und dem als Katalysator dienenden H20O2 ein braunliches
Farbprodukt bildet.
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2.2.5 Die Avidin-Biotin-Methode

Alle Avidin-Biotin-Methoden basieren auf der starken Affinitat des Glykoproteins Avidin zu
dem Vitamin Biotin. Die fir das Verfahren verwendeten Reagenzien sind dabei der
spezifische Primdrantikorper, an den ein biotinylierter, d.h. mit Biotin konjugierter,
Sekundarantikorper bindet. Zu dieser Antikorperbindung wird das mit Peroxidase gekoppelte
Streptavidin gegeben. Das Glykoprotein Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen pro
Molekdil, jeweils eine ist in dem Komplex mit Peroxidase gebunden. Die restlichen drei
Bindungsstellen kénnen durch das hoch affine Biotin an den Sekundarantikdrper gebunden
werden. Zur Sichtbarmachung der Kaskade wird die DAB-L6sung verwendet, wobei die

Peroxidase das zunachst farblose Chromogen in ein braunliches Farbprodukt umwandelt.

2.2.6 Verwendete Substanzen

Tris Buffered Saline (TBS):
NaCl 8,763 g (0,15 M)
Tris/ HCL 7,88 g (0,05 M)
NaOH 6,5 ml (1 M)

1000 ml H20

pH 7,4-7,6

Fixierung der Schnitte: Reines Aceton
Blockieren der Peroxidase- Aktivitat: Methanol und 30% H20?
Normal Rabbit Serum, Firma Dako Diagnostics, Hamburg (DAKO X0902)

Monoklonale Antikdrper:

- Anti-human MICA/B Antikérper aus der Maus, Firma R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota (Catalogue number MAB13001, clone 159207)
- Spezifisch fir humanes MICA/B
- Anti-human MICA Antikorper aus der Maus, Firma Immatics Biotechnologies GmbH,
Tubingen (Catalogue number IMA-310-0-C200, clone AMO1)
- Spezifisch fiir die al/a2-Superdoméne von MICA*01,*04,*07,*08, bindet nicht an
MICB*02
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Da zum Zeitpunkt der Untersuchung kein spezifischer Antikorper fur MICB zur Verfligung
stand, wurde ein MICA/B-spezifischer Antikdrper in seinem Férbeergebnis mit einem
spezifischen MICA-Antikorper verglichen. Hierdurch sollte eine Differenzierung zwischen
MICA und MICB erreicht werden.

Sekundarantikorper:
- Biotinyliertes Rabbit Anti-Mouse 1gG, Firma DAKO Diagnostics, Hamburg (DAKO
E0354)

Streptavidin-Ldsung, Strept AB Complex/HRP, Firma DAKO Diagnostics, Hamburg (DAKO
K0377)
Rezept: 1000 ul TBS

9 ul Streptavidin

9 ul Biotin — HRP (Horse Radish Peroxidase)

Peroxidase-L6sung und DAB-Substrat, BioGenex Kit Liquid DAB
Rezept: 1125 pl H20
125 ul Substrat Buffer
22,5 ul H20?2 2,5%
1 Tropfen 3,3 Diaminobenzidin (DAB)

Gegenfarbung: Mayers Hamalaunldsung

Eindeckmedium: DAKO Faramount, ageous mounting medium

2.2.7 Durchfihrung der Farbung mittels der Labeled Streptavidin — Biotin — Methode

Zur Vorbereitung werden die Schnitte in reinem Aceton fir 10 Minuten fixiert. Die

angegebenen Substanzen werden jeweils in einer Menge von 100 pl pro Schnitt aufgebracht.

1. Loschen der endogenen Peroxidase-Aktivitat in 0,6% H202? in Methanol fir 5 Minuten.
2. Spulen der Schnitte mit H20, Waschen mit TBS fiir 5 Minuten.
3. Normal Rabbit Serum 1:5 in TBS verdiinnt, Inkubationszeit 20 Minuten.
4. Primé&rantikorper in TBS verdinnt
MICB: 1:5, Konzentration: 10 pl/ml
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MICA: 1:2,5, Konzentration: 20ul/ml
Negativkontrolle: 100pl TBS
Inkubationszeit 60 Minuten bei Raumtemperatur
5. Waschen flr 5 Minuten mit TBS.
6. Biotinylierter Sekundarantikorper in TBS verdiinnt:
Rabbit Anti-Mouse 1gG: 1:250
Inkubationszeit 30 Minuten
7. Waschen flr 5 Minuten mit TBS.
8. Streptavidin—Horse Radish Peroxidase Komplex aufbringen, Inkubationszeit 30 Minuten.
9. Waschen fir 5 Minuten mit TBS.
10. Peroxidase-Losung und Substrat (BioGenex Kit) ansetzen. Braunfarbung der Préparate
unter dem Mikroskop kontrollieren. Inkubationszeit je nach Farbung 5-15 Minuten.
11. Spulung und Waschen in H20.
12. Gegenfarbung der Schnitte.
13. Spulung in H20. Trockentupfen der Schnitte.
14. Eindecken der Schnitte.

2.3 Auswerten der Schnitte

Sowohl MICA als auch MICA/B zeigten eine Anfarbung in der Epidermis bevorzugt in der
direkt subcornealen Schicht. Eine alleinige Anfarbung der dermalen Drisenepithelien wurde
nicht als positive Reaktion im Sinne der Auswertung gewertet (s. Abb. 8). Eine Anfarbung
von weiteren dermalen Strukturen wie Bindegewebe, Endothel oder Infiltrat konnte nicht
festgestellt werden.

Ausgewertet wurde die Anfarbung und deren Intensitat in drei Schichten der Epidermis:
subcorneale, mittlere und basale Epidermis sowie im subepithelialen Infiltrat.

In manchen Praparaten kam es unter anderem durch die Féarbetechnik bedingt zu minimalen
als unspezifisch interpretierbaren Anférbungen. Diese nur schwach ausgepragten
Anfarbungen wurden ebenfalls nicht als positive Reaktion betrachtet und in der folgenden

Auswertung nicht beriicksichtigt bzw. als negative Farbreaktion behandelt.
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2.4 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Softwarepaket SAS 9.2 (SAS, Minchen)
durchgefihrt. Die deskriptive Statistik folgt Standardmethoden (Sachs 1990, Gardner 1989).
Hier kamen fiir die Darstellung repréasentativer Zentralwerte je nach Verteilung arithmetische
Mittelwerte oder Medianwerte zur Anwendung, erganzt durch die Angabe von
Standardabweichungen und/oder 95%-Vertrauensbereichen. Die Darstellung kategorisierter
Merkmale in der beschreibenden Statistik geschah unter Angabe von absoluten Zahlen,
Prozentsatzen sowie Mehrfeldertafeln. Unterschiede in den Haufigkeiten wurden anhand des
Chi-Quadrat-Tests auf  Signifikanzen  geprift. Fir alle Tests wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 % festgelegt.
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3. Ergebnisse

Mittels der durchgefiihrten immunhistologischen Farbungen wurde die Expression von MIC-
Proteinen auf Keratinozyten bei Psoriasis vulgaris untersucht. Hierbei wurden die beiden
Antikdrper MICA und MICA/B hinsichtlich ihrer Farbreaktion in den verschiedenen Proben
verglichen. Verwendet wurden Proben lasionaler und nicht l&sionaler psoriatrischer Haut
sowie Proben ekzematds veranderter Haut und Haut von Personen ohne entziindliche

Hauterkrankungen.

Insgesamt wurden 34 Patientenproben immunhistologisch angeféarbt und ausgewertet. Zur
Verfligung standen 6 Biopsien nicht entziindlicher Haut, 16 Biopsien aus lasionaler
psoriatrisch veranderter Haut, 5 Biopsien aus nichtlasionaler Haut von Psoriasispatienten, und
7 Ekzembiopsien. Hierzu wurde Patienten der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie der Universitatsklinik Kiel nach vorheriger Aufklarung und
Einverstandniserklarung mittels einer 5mm Stanzbiopsie die jeweilige Probe entnommen, in
flissigem Stickstoff schockgefroren, in Aceton fixiert und mittels der Avidin-Biotin-
Methode gefarbt (siehe Material und Methoden).

Im Folgenden wird zunéchst das Patientenkollektiv mit den jeweiligen Diagnosen dargestellt.

Darauf folgt die Darstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbungen.



3.1 Patientenkollektiv

Tabelle 3.1.1: Proben lasionale Haut von Psoriasispatienten (Pso)

Patient | Alter | Geschlecht | Alter bei | Form der Entnahmeort der | R6tung | Schuppung | Infiltration | Bemerkung
Beginn Psoriasis Probe

11 54 Weiblich 50 Palmoplantar | Fullrand li. + 0 +

12 40 mannlich 6 Guttata Unterarm Ii. +++ 0 + Hochakut

13 76 Weiblich 66 Plaque Schulter re. ++ + + Lokaltherapie

14 32 mannlich 16 Plaque Nacken ++ + + Lokaltherapie

15 76 mannlich 66 Plaque Oberarm re. + + +

16 29 mannlich k. A. Guttata Rucken ++ +++ +++

17 38 mannlich 24 Plaque Rucken + + +

18 24 weiblich 23 Plaque Oberschenkel re. + + +

19 64 mannlich 9 Plaque Unterschenkel re. ++ +++ +

110 67 mannlich 58 Plaque Unterschenkel Ii. ++ +++ ++

111 47 Weiblich 40 Plaque Oberarm re. +++ +++ +++

112 42 mannlich 21 Plaque Schulter re. +++ ++ ++

114 46 mannlich 18 Plaque Rucken ++ +++ ++

115 51 Weiblich 49 Plaque Nacken + ++ + Lokaltherapie

116 55 méannlich 45 Plaque Ricken + + +

0 = keine Rotung/Schuppung/Infiltration, + = geringe RAtung/ Schuppung / Infiltration, ++ = maRige Rétung/Schuppung/Infiltration,
+++ = starke Rotung/ Schuppung/Infiltration, k. A. = keine Angabe




Hinsichtlich der Lokalisation der Probenentnahme und des Geschlechts der Probanden lieRen

sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich des Farbeergebnisses feststellen.

Tabelle 3.1.2: Proben nicht lasionaler Haut von Psoriasispatienten (Pso)

Patient | Alter | Geschlecht | Form der Entnahmeort Bemerkung
Psoriasis der Probe

i1 47 weiblich Plaque Oberarm rechts | Entspricht Patient 111
l&sionale Psoriasis

112 77 weiblich Plaque Nacken Entspricht Patient 13
l&sionale Psoriasis

113 30 méannlich Plaque Riicken

114 55 méannlich Plaque Riicken Entspricht Patient 116
l&sionale Psoriasis

115 62 méannlich Plaque Oberschenkel re.

Tabelle 3.1.3: Proben klinisch gesunder Haut ohne entziindliche Erkrankung

Die 6 Hautproben von Personen ohne entziindliche Hauterkrankungen stammen aus den
gesunden Anteilen von Operationspraparaten wie Ausgleichsdreiecken bei Lappenplastiken

im Rahmen der Entfernungen von Hauttumoren (n=6).

Patient | Alter | Geschlecht | Entnahmeort der Probe | Bemerkung
11 62 mannlich Glutealbereich

12 74 mannlich Rucken

13 40 mannlich Rucken

114 87 weiblich Retroaurikular re.

15 84 mannlich Gesicht

116 51 mannlich Rucken




Tabelle 3.1.4: Proben Ekzem

33

Die Proben ekzematts veranderter Haut entstammen Pat. mit allergischen Kontaktekzemen

im Rahmen von Epikutantestungen (n=3) und sonstigen ekzematdsen Hauterkrankungen

(n=4).
Patient | Alter | Geschlecht | Diagnose Entnahmeort | Bemerkung
der Probe

V1 33 weiblich Allergisches Riicken Epikutantestung
Kontaktekzem

IvV2 27 weiblich Allergisches Riicken Epikutantestung
Kontaktekzem

V3 51 mannlich Ekzematdser Herd Rucken

V4 71 mannlich Allergisches Unterarm li.
Kontaktekzem

V5 54 mannlich Generalisiertes Oberarm li. Hochakut
prurigindses Ekzem

V6 81 mannlich Asteatotisches Ekzem Oberarm re.
bei atopischer Diathese

Iv7 43 weiblich Allergisches Riicken Epikutantestung

Kontaktekzem
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3.2 Farbreaktionen der Antikorper

3.2.1 Farbreaktion des Antikdrpers Anti-MICA/B

Bei dem priméren Antikdrper Anti-MICA/B wurden Préparate mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Antikorpers gefarbt, um ein optimales Féarbeergebnis zu erzeugen. Er
wurde in den Konzentrationen 10 pg/ml und 20 pg/ml verwendet. Bei 10 pg/ml zeigte sich
bereits ein gutes Farbergebnis. Die Anfarbung in der hdheren Konzentration von 20 pg/ml
war deutlich kréftiger, bewirkte jedoch bereits eine leichte Uberfarbung des Praparates,
weshalb wir uns fir die niedrigere Konzentration von 10 pg/ml entschieden. Der primére
Antikorper Anti-MICA/B wurde deshalb bei allen Proben in einer Konzentration von 10
pg/ml verwendet.

Der sekundére Antikorper wurde in den zwei Verdunnungen 1:250 und 1:400 getestet. Da
die Verdunnung 1:250 eine kraftigere Farbreaktion ausloste, wurde diese bei allen Praparaten

angewendet.

Zeigte sich bei den mit Anti-MICA/B geféarbten Praparaten eine positive Reaktion, so war
diese in allen Féllen direkt subcorneal lokalisiert, reichte jedoch meistens bis in die mittlere
Schicht der Epidermis und nahm in ihrer Intensitat nach basal ab (siehe Abb. 1). Eine positive

Anfarbung des subepithelialen Infiltrats war in keinem Préparat festzustellen.

3.2.2 Farbreaktion des Antikdrpers Anti-MICA

Um auch fir diesen priméren Antikdrper die optimale Konzentration zu finden, wurden
Praparate mit den Konzentrationen von 10 pg/ml, 20 pg/ml und 50 pg/ml gefarbt. Bei den
Féarbungen mit 10 pg/ml erhielten wir eine deutlich schwéachere Anfarbung als bei einer
Konzentration von 20 pg/ml. Bei Anwendung der Konzentration von 50 pg/ml waren die
Praparate deutlich Gberfarbt, so dass wir uns fir die mittlere Konzentration 20 pug/ml
entschieden. Der primére Antikdérper Anti-MICA wurde also bei allen Proben in einer
Konzentration von 20 pg/ml verwendet.

Ebenso wurde der sekunddre Antikorper in einer Verdiinnung von 1:250 und 1:400
verwendet. Hierbei stellte sich die Verdinnung von 1:250 als geeignet heraus, da sich in der

hoheren Verdiinnung ein zu schwaches Farbbild ergab.
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Fur MICA zeigte sich allenfalls eine schwache Anfarbung direkt unterhalb des Stratum
corneum, die sich schmal und bandformig darstellt (siehe Abb. 3). Insgesamt war die Farbung
fir MICA eher schwach ausgeprégt, so dass wir diese Farbreaktion aufgrund ihres

Anféarbungsmusters als maglicherweise artifiziell und somit negativ werteten.

a) b)

TS,

Ee ; : F N S
a) Abbildung Nr. 1 (10fache VergrofRerung):

Expression von MICA/B bei lasionaler Haut (Pso) 114 (Plaque-Psoriasis, Entnahmeort
Rucken)

b) Abbildung Nr. 2 (10fache VergréRerung):

Farbreaktion von Anti-MICA bei lasionaler Haut (Pso) 114 ((Plaque-Psoriasis, Enthahmeort
Rucken)
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c) Abbildung Nr. 3 (10fache Vergroferung)
Farbreaktion von Anti-MICA bei lasionaler Haut (Pso) 14 (Plaque-Psoriasis, Entnahmeort
Nacken)

d) Abbildung Nr. 4 (10fache VergréRerung):

Expression von MICA/B bei lasionaler Haut (Pso) 14 (Plaque-Psoriasis, Entnahmeort Nacken)

3.3 Farbeverhalten der Antikorper in der Haut von Patienten ohne entzindliche

Hauterkrankung

Tabelle 3.3.1: Expression von MICA/B in der Haut von Patienten ohne entziindliche

Hauterkrankung
Patient | Farbreaktion | Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
Epidermis | Epidermis | Epidermis | Infiltrat

11 Negativ 0 0 0 0

112 Positiv ++ ++ 0 0

13 Negativ 0 0 0 0

114 Negativ 0 0 0 0

15 Negativ 0 0 (+) 0

116 Negativ 0 0 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis
Positiv: + = leichte Anférbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anfarbung
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Bei den Proben ohne entziindliche Hauterkrankung zeigte eine von 6 Proben (16,6%) eine

positive Anfarbung (siehe Abb. 5). Im Fall der positiven Probe 112 kam es zu einer starken

Féarbung im Bereich der subcornealen und mittleren Epidermis. Das subepitheliale Infiltrat

war negativ (0%).

Der Patient 112, bei dem es zu einer positiven Farbreaktion kam, war zum Zeitpunkt der

Biopsie 72 Jahre alt und mannlichen Geschlechts. Wie sich eruieren liel3, stammte die

verwendete Probe in diesem Fall aus einem Ausgleichsdreieck in der Néahe einer

entzlindlichen Lappennekrose nach Entfernung eines epithelialen Tumors.

Tabelle 3.3.2: Expression von MICA bei klinisch gesunder Haut ohne entziindliche

Hauterkrankung
Patient | Farb- Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
reaktion Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat
11 Negativ 0 0 0 0
12 Negativ 0 0 0 0
13 Negativ 0 0 0 0
114 Negativ 0 0 0 0
15 Negativ 0 0 0 0
116 Negativ 0 0 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis

Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anférbung

MICA zeigte bei keiner der 6 Hautproben ohne entziindliche Erkrankung eine spezifische

Anfarbung der Epidermisschichten oder des subepithelialen Infiltrats (0%) (siehe Abb. 6 und

7).

Das Alter dieser Patienten lag zwischen 40 und 87 Jahren; eine Patientin war weiblich, funf

Patienten méannlich.
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c) d)
a) Abbildung Nr. 5 (10fache Vergrolierung):

Expression von MICA/B bei Haut ohne entziindliche Hauterkrankung 112 (Ausgleichsdreieck
in der Nahe einer entzundlichen Lappennekrose, Entnahmeort Riicken)

b) Abbildung Nr. 6 (10fache VergrofRerung):

Negative Expression von MICA bei Haut ohne entzlindliche Erkrankung 115
(Ausgleichsdreieck, Entnahmeort Gesicht)

¢) Abbildung Nr. 7 (10fache VergroRRerung):

Farbreaktion fur MICA (a. e. artifiziell) bei Haut ohne entziindliche Erkrankung 113
(Ausgleichsdreieck, Entnahmeort Riicken)

d) Abbildung Nr. 8 (10fache VergroRRerung):

Solitare Anfarbung von Drisenepithel mit MICA/B bei Haut ohne entztiindliche Erkrankung
111 (Ausgleichsdreieck, Entnahmeort gluteal)



3.4 Farbeverhalten der Antikorper bei Psoriasis

3.4.1 Expression von MICA/B bei lasionalen Hautproben (Pso)

Tabelle 3.4.1a: Expression von MICA/B bei ldsionaler Haut (Pso)

39

Patient | Farb- Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
reaktion | Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat
11 Negativ | 0 0 0 0
12 Negativ |0 0 0 0
13 Positiv | +++ ++ + 0
14 Positiv | ++ 0 0 0
15 Positiv | ++ + 0 0
16 Positiv | +++ ++ 0 0
17 Negativ | (+) 0 0 0
18 Negativ | 0 0 0 0
19 Negativ | 0 0 0 0
110 Negativ | (+) 0 0 0
111 Negativ | 0 0 0 0
112 Positiv | +++ + 0 0
113 Positiv | ++ ++ 0 0
114 Positiv | ++ ++ 0 0
115 Positiv | +++ (+) 0 0
116 Negativ | (+) (+) 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis

Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anfarbung

Fur MICA/B zeigte sich in acht der insgesamt 16 Proben eine positive Anférbung (50%). Die

Farbreaktion fur MICA/B war deutlich starker ausgepragt und wie im Folgenden dargestellt

weiter in der Epidermis ausgebreitet als flir MICA. Die Farbung war in allen Fallen in der
subcornealen Epidermis lokalisiert (100%) (siehe Abb. 9), in allen der acht Félle (100%)
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ebenfalls in der mittleren Epidermisschicht und in einem Fall (12,5%) in der basalen
Epidermis festzustellen. Im subepithelialen Infiltrat war in keinem Fall eine Farbreaktion zu
sehen (0%).

Von den entsprechenden acht Probanden mit positiver Farbreaktion war ein Proband an
Psoriasis guttata erkrankt, die Ubrigen an Psoriasis vulgaris vom Plaquetyp. Das Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme lag zwischen 29 und 76 Jahren; zwei Patienten
waren weiblich, sechs mannlich. Das Alter bei Beginn der Erkrankung lag zwischen dem 16.
und 66. Lebensjahr. 3 Félle waren bei der Probenentnahme kurzfristig (<24 Stunden)

lokaltherapeutisch anbehandelt gewesen (37,5%).

3.4.2 Expression von MICA/B bei nicht lasionalen Hautproben (Pso)

Tabelle 3.4.2a: Expression von MICA/B bei nicht lasionaler Haut (Pso)

Patient | Farb- Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
Reaktion | Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat

i1 Negativ |0 0 +) 0

112 Negativ |0 0 0 0

13 Negativ | O 0 0 0

14 Negativ |0 0 0 0

15 Positiv + ++ 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis
Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anférbung, +++ = sehr starke Anfarbung

Von 5 nicht lasionalen Hautproben (Pso) war bei einer Probe (20%) eine positive Farbung zu
sehen. Bei der Probe 1115 war sowohl in der subcornealen Epidermis als auch in der mittleren
Schicht der Epidermis eine Farbreaktion lokalisiert (siehe Abb. 10). Das subepitheliale
Infiltrat war nicht angefarbt.

Der Proband 1115 war an Psoriasis vom Plaquetyp erkrankt und zum Zeitpunkt der Biopsie 62

Jahre alt und mannlichen Geschlechtes.
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Abbildung Nr. 9 (10fache VergroRRerung):

Expression von MICA/B in einer Psoriasislasion Patient 13 (Plaque-Psoriasis, rechte Schulter)
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Abbildung Nr. 10 (10fache Vergroferung):
Expression von MICA/B bei nicht lasionaler Haut Patient I115 (Plaque-Psoriasis, rechter
Oberschenkel)



3.4.3 Expression von MICA bei lasionalen Hautproben (Pso)

Tabelle 3.4.3.1a: Expression von MICA bei lasionaler Haut (Pso)
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Patient | Farbreaktion | Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat
11 Negativ 0 0 0 0
12 Negativ 0 0 0 0
13 Negativ (+) 0 0 0
14 Negativ (+) 0 0 0
15 Negativ (+) 0 0 0
16 Negativ 0 0 0 0
17 Negativ (+) 0 0 0
18 Negativ 0 0 0 0
19 Negativ 0 0 0 0
110 Negativ 0 0 0 0
111 Negativ 0 0 0 0
112 Negativ (+) 0 0 0
113 Negativ (+) (+) 0 0
114 Negativ 0 0 0 0
115 Negativ 0 0 0 0
116 Negativ 0 0 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis

Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anférbung

MICA zeigte bei 6 von 16 Proben (37,5%) lasionaler Haut (Pso) eine schwache subcorneale

Farbreaktion, die als unspezifische Reaktion gewertet wurde. Somit kam es bei keiner

lasionalen Probe (Pso) zu einer positiven Farbreaktion (0%).

Die 16 l&sionalen Hautproben (Pso) stammen von Patienten mit Psoriasis vulgaris vom

Plaquetyp (13), Psoriasis guttata (2) und Psoriasis pustulosa palmoplantaris (1). Das Alter der

Patienten lag zwischen 24 und 76 Jahren. 11 der Patienten waren mannlich, finf Personen

weiblich. Das Alter zu Beginn der Erkrankung lag bei den Patienten zwischen dem 6. und 66.
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Lebensjahr. 3 der 16 Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Probeentnahme unter
kurzfristiger (<24 Stunden) Lokaltherapie (33,3%).

3.4.4 Expression von MICA bei nicht lasionalen Hautproben (Pso)

Tabelle 3.4.4.1a: Expression von MICA bei nicht lasionaler Haut (Pso)

Patient | Farbreaktion | Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat

i1 Neg. 0 0 0 0

112 Neg. 0 0 0 0

113 Neg. 0 0 0 0

14 Neg. 0 0 0 0

115 Neg. 0 0 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis

Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anfarbung

In den flinf Proben nicht befallener Haut von Psoriasispatienten kam es in keinem Fall zu
einer positiven Anfarbung der drei Schichten der Epidermis oder des subepithelialen
Infiltrates (0%).

Alle Proben stammten von Patienten mit Psoriasis vulgaris vom Plaque Typ. Das Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme lag zwischen 47 und 77 Jahren; zwei

Probanden waren weiblich, drei Probanden mannlich.
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3.5 Farbeverhalten der Antikorper bei Ekzemerkrankungen

3.5.1 Expression von MICA/B bei Ekzemen

Tabelle 3.5.1a: Expression von MICA/B bei Ekzemen

Patient | Farb- Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
reaktion | Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat
V1 Negativ 0 0 0 0
IvV2 Negativ 0 0 0 0
V3 Negativ 0 0 0 0
V4 Positiv ++ + 0 0
V5 Positiv ++ ++ 0 0
IV6 Negativ 0 0 0 0
V7 Positiv ++ + 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis
Positiv: + = leichte Anfarbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anfarbung

Bei den Ekzemproben zeigten 3 von 7 Proben (42,9%) eine positive Reaktion. Auch bei
diesen Proben zeigte sich die starkste Reaktion in der subcornealen Epidermis (100%). Die
mittlere Epidermis war ebenfalls in allen drei positiven Proben mitangefarbt (100%), jedoch
nahm die Intensitéat bei den beiden Kontaktekzemen in Richtung der basalen Epidermis ab,
wahrend die mittlere Epidermis bei der Probe aus dem generalisierten Ekzem ebenso stark
angefarbt war wie subcorneal (siehe Abb. 11). Die basale Epidermis und das subepitheliale
Infiltrat war in keiner Probe positiv (0%).

Das Alter der 3 Patienten mit positivem Ergebnis lag zwischen 43 und 71 Jahren. Davon
waren 2 Patienten méannlich, eine Probandin weiblich. 2 der 3 Proben entstammten

allergischen Kontaktekzemen, die dritte Probe einem generalisierten prurigindsen Ekzem.
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Abbildung Nr. 11 (10fache Vergroflierung):

Expression von MICA/B bei ekzematts veranderter Haut Patient 1V4 (Allergisches

Kontaktekzem, linker Unterarm)

3.5.2 Expression von MICA bei Ekzemen

Tabelle 3.5.2a: Expression von MICA bei Ekzemen

Patient | Farbreaktion | Subcorneale | Mittlere Basale Subepitheliales
Epidermis Epidermis | Epidermis | Infiltrat
(VAN Negativ 0 0 0 0
V2 Negativ (+) 0 0 0
V3 Negativ 0 0 0 0
V4 Negativ 0 0 0 0
V5 Negativ 0 0 0 0
V6 Negativ 0 0 0 0
V7 Negativ (+) 0 0 0

Negativ: keine (0) oder schwache (+) Anfarbung der Epidermis

Positiv: + = leichte Anférbung, ++ = starke Anfarbung, +++ = sehr starke Anférbung
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Bei den Proben ekzematos verédnderter Haut kam es in keiner von 7 Biopsien zu einer
positiven Reaktion (0%). In zwei Fallen zeigte sich eine schwache Anfarbung subcorneal, die
als unspezifisch gewertet wurde (siehe Abb. 12). Eine Farbreaktion in den beiden unteren
Schichten der Epidermis sowie des subepithelialen Infiltrates konnte nicht festgestellt werden
(0%).

Die sieben Ekzemhautproben stammten aus allergischen Kontaktekzemen (5), aus einem
asteatotischem Ekzem (1) und aus einem generalisiert pruriginésem Ekzem (1). Die Patienten

waren zwischen 27 und 81 Jahre alt; drei waren weiblichen und 4 mannlichen Geschlechts.

Abbildung Nr. 12 (10fache Vergrolzerung):
Anfarbung fir MICA bei ekzematds veranderter Haut Patient 1V7 (Allergisches
Kontaktekzem bei Epikutantestung, Rlcken)
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Diagramm Nr. 1: Verteilung der Expression von MICA und MICA/B in den vier Kategorien

3.6 Vergleich der Expression von MICA und MICA/B

Zwar zeigte sich bei beiden Antikorpern eine Anfarbung der oberen Epidermisschichten,
jedoch war diese von unterschiedlicher Auspragung.

Generell zeigte sich fiir MICA eine geringere Anfarbung der Praparate. Es féarbte sich ein
direkt subcorneales Band an, welches sich nur sehr schmal und haufig mit Unterbrechung
zeigte. Diese wurde nicht als positive Farbreaktion gewertet, da eine solche Farbreaktion
maoglicherweise artifiziell entstanden sein konnte. Im Gegensatz dazu kam es bei MICA/B zu
einer deutlich ausgeprégteren Farbreaktion. Diese war am Starksten subcorneal festzustellen,
jedoch reichte sie bis in die mittlere Epidermis mit meist geringer werdender Intensitat nach
basal. In der basalen Schicht der Epidermis konnte fir MICA in keiner Probe eine Anfarbung
festgestellt werden (0%), fur MICA/B in einer von insgesamt 34 Proben (2,9 %). Sowohl fur
MICA als auch fiir MICA/B war in keiner Probe eine Anfarbung des subepithelialen Infiltrats
festzustellen (0%).

Weiterhin zeigte sich fur MICA/B in einigen Fallen eine deutliche Anfarbung dermaler
Drisen (29,4%). Dieses wurde fir MICA in keiner Probe beobachtet (0%). Eine alleinige
Farbung der Drisenepithelien der Dermis wurde nicht als positive Farbreaktion gewertet.

Von den 11 lasionalen Proben, in denen MICA/B eine positive Farbreaktion erzeugte, kam es

fir MICA in keiner zu einem positiven Ergebnis (0%).
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Von den drei Ekzemhautproben, in denen MICA/B eine positive Anfarbung zeigte, war keine
Probe auch fir MICA positiv (0%).

3.7 Korrelation der klinischen Auspragung der Psoriasis und der Expression von
MICA/B

Tabellen 3.7.1: Klinische Auspragung und Expression

Klinik | MICA/B | MICA/B Klinik MICA/B | MICA/B
positiv negativ positiv | negativ
Rotung |1 2 Schuppung | 1 1
0/+ 0/+
Rotung | 7 6 Schuppung | 7 7
++/+++ ++/+++
OR=2,33 (p=0,52) OR=1,0 (p=1,00)
Klinik MICA/B | MICA/B
positiv | negativ
Infiltration | 4 6
0/+
Infiltration | 4 2
++/+++

OR=3,0 (p=0,30)

Bei der Betrachtung der Psoriasis typischen Hauterscheinungen Rétung, Schuppung und
Infiltration und deren Ausprégung bei den einzelnen Patienten sowie dem Vergleich mit den
Resultaten der Farbungen fir MICA/B l&sst sich keine signifikante Korrelation (p>0,05)
zwischen der klinischen Auspragung und der Farbreaktion herleiten. Zumindest fir R6tung
und Infiltration l&sst sich jedoch aufgrund der Odds Ratio (OR) >1 eine hohere

Wahrscheinlichkeit flr eine Expression der MIC-Proteine bei ausgepréagter Klinik herleiten.
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4. Diskussion

Die Psoriasis vulgaris ist eine weit verbreitete, chronisch-entziindliche Hauterkrankung, deren
Pathogenese nach wie vor nicht vollstandig geklart ist. Belastbare Daten lassen bei der
Psoriasis vulgaris eine T-Zell-vermittelte autoimmune Erkrankung vermuten. Seit vielen
Jahren ist eine Assoziation mit Genen des Human Leukocyte Antigen Systems (HLA)
bekannt (McMichael, Morhenn et al. 1978; Laurentaci, Lomuto et al. 1982; Henseler und
Christophers 1985; Henseler und Kietzmann 1985). Eine vollstdndige ursdchliche Korrelation
zwischen HLA-Cw6 und Psoriasis vulgaris konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Auch
weisen neuere genomweite Assoziationsstudien auf weitere HLA-C-unabhéngige Genorte im
MHC-Bereich hin. Dieses lenkt den Blick auf mdglicherweise mit Psoriasis assozierte und in

der Nahe der HLA-Gene liegende Genloci.

Das Ziel unserer Untersuchung war es, mogliche Hinweise auf eine bestehende Rolle der MIC
Gene mit der Psoriasis vulgaris zu finden. Die MHC Class | Chain Related Genes (MIC),
ehemals PERB11 genannt, gehdren zu einer Genfamilie in der HLA Klasse | Region auf
Chromosom 6. Die von den MIC-Genen A und B kodierten Glykoproteine sind Marker fir
epithelialen Stress und fungieren als NKG2D-Liganden. lhre Expression kann durch virale
Infektionen, maligne Transformationen und Zellstress induziert werden (Raulet, Gasser et al.
2013). Die MIC-Gene weisen ein hohes Linkage Disequilibrium mit HLA-Genen, einen
hochgradigen Polymorphismus ihrer Proteinstruktur, eine Expression in verschiedenen
epithelialen Geweben und eine Interaktion mit Zellen der Immunabwehr auf (Romphruk,
Romphruk et al. 2004; Isernhagen, Malzahn et al. 2015). Hierdurch ist in den letzten Jahren
ein vermehrtes Interesse an einer moglichen Beteiligung der MIC-Proteine in der Pathogenese

von HLA-assoziierten Erkrankungen wie Psoriasis vulgaris entstanden.

Es stellt sich die Frage, ob die MIC -Expression eine spezifische Rolle bei der Psoriasis spielt
oder eher eine generelle Funktion bei entziindlichen Hauterkrankungen innehaben konnte.
Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, zun&chst zu klaren, ob die durch MICA und MICB kodierten
Glykoproteine in l&sionaler Haut bei der Psoriasis vulgaris exprimiert werden. Eine
Expression in nicht l&sionaler Haut kdnnte ein Indiz fir eine primére Rolle der MIC-
Expression bei Psoriasis darstellen. Um zu klaren, inwieweit die Expression von MIC-
Proteinen spezifisch flr Psoriasis sein konnte, sollten die epitheliale Expression bei Ekzemen

sowie bei nicht entzlindlich veranderter Haut untersucht und die Ergebnisse miteinander
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verglichen werden. Beurteilt wurden hierbei sowohl die Epidermis als auch dermale
Strukturen. Das untersuchte Patientenkollektiv wurde in vier Kategorien eingeteilt, deren
Ergebnisse im Folgenden diskutiert werden sollen.

Das Glykoprotein MICA wurde in allen 16 Proben lasionaler und den 5 Proben nicht
lasionaler Haut nicht nachgewiesen. Bei den sechs Proben klinisch gesunder Haut ohne
entzindliche Hauterkrankung und den sieben Ekzemproben zeigte sich ebenfalls keine
Expression. Im Falle einer Farbreaktion zeigte sich nur ein schwaches Farbergebnis in Form
eines schmalen subcornealen Bandes bzw. einer schwachen Anfarbung der mittleren

Epidermis, was nicht als Expression gewertet wurde.

Mit dem MICA/B-Antikdrper konnte in allen vier Probengruppen ein positives Ergebnis
erzeugt werden. In den lasionalen Psoriasisproben wurde MICA/B in acht von 16 psoriatrisch
veranderten Hautproben exprimiert. Weiterhin zeigte sich eine Expression bei einer von fiinf
nicht lasionalen Hautproben.

In den Proben nicht entziindlich veranderter Haut ergab sich eine Expression bei einer von
sechs Hautproben. Bei den Ekzemproben zeigte sich eine positive Farbreaktion bei drei von
sieben Proben. Im Falle eines Expressionsnachweises zeigte sich im Gegensatz zu MICA ein
breites epidermales Anfarbungsband.

Die MIC-Genprodukte wurden bisher bereits in verschiedenen Geweben wie Haut, Niere,
Epithelien des Gastrointestinaltraktes und Gonaden nachgewiesen (Groh, Bahram et al. 1996;
Leelayuwat, Hollingsworth et al. 1996) . Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde die kutane
Expression von MIC Genprodukten bei Psoriasis vulgaris in nur wenigen Studien genauer
untersucht. Tay et al. wiesen MICA (in der Studie mit PERB11.1 benannt) mittels indirekter
Immunfluorenszenz in l&sionalen Psoriasisproben bei Psoriasis vom familidren Early Onset
Typ nach (Tay, Hui et al. 2000). Allerdings zeigte sich hier im Gegensatz zu unserer Arbeit
eine hauptséchliche Expression in den unteren Schichten der Epidermis mit starker
zytoplasmatischer Anfarbung, wahrend sich in unserer Arbeit bei MICA eine eher schwach
ausgepragte Anfarbung der kranialen Epidermis oder ein schmales subcorneales Band zeigte;
was aufgrund einer moglicherweise artefiziell entstandenen Anfarbung nicht als Expression
gewertet wurde. Bei dem MICA/B-Antikorper zeigte sich ein breites epidermales Band mit

Intensitatsabnahme nach basal und ein membranéses Anfarbungsmuster.
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Reischl et al. wiesen eine verminderte Expression von MICA in lasionaler Haut im Gegensatz
zu nicht lasionaler Haut von Psoriatikern nach. Dieses Phanomen I&sst sich mit unseren
Ergebnissen nicht bestatigen, da wir sowohl in lasionaler als auch nicht lasionaler Haut keine
Expression von MICA nachweisen konnten (Reischl, Schwenke et al. 2007). Unsere
Ergebnisse kdnnten jedoch daraufhin weisen, dass nicht das bisher weitaus haufiger
untersuchte MICA ein Kandidat fir eine immunologisch funktionelle Rolle bei der Psoriasis
vulgaris ist, sondern moglicherweise MICB, da MICA in unserer Arbeit nicht relevant

exprimiert wird.

Tay et al. wiesen zudem einen Expressionsunterschied zwischen den MIC-Proteinen und den
HLA-KIlasse I-Molekiilen nach. Bei HLA Klasse | zeigten alle kernhaltigen Zellen innerhalb
der Epidermis eine membrandses oder interzelluléres Expressionsmuster, wéahrend die MIC-
Proteine ein zytoplasmatisches Muster in der basalen Epidermis aufwiesen (Tay, Hui et al.
2000). In unserer Arbeit zeigte sich im Falle einer Expression im Gegensatz dazu ein
membrandses Anfarbungsmuster in der kranialen bis mittleren Epidermis.

Der Unterschied in der Expression der HLA Klasse | Molekiile und der MIC-Proteine kénnte
darauf hindeuten, dass diese eine unterschiedliche Bedeutung in der Pathogenese der Psoriasis
vulgaris haben. Dieses lasst sich allerdings durch unsere Ergebnisse nicht verifizieren. Die
Expression des weiterhin am Stérksten mit Psoriasis vulgaris assoziierten HLA-C wurde
ebenfalls hauptséchlich suprabasal in der Epidermis mit einem membrandsen Farbemuster
nachgewiesen. Weiterhin zeigte HLA-C eine deutliche Anfarbung von Leukozyten und
dendritischen Zellen (Carlen, Sakuraba et al. 2007). Mit MICA- bzw. MICA/B lief3 sich in
unserer Arbeit in keinem Préaparat eine Anfarbung des dermalen Infiltrates nachweisen.

Globale Expressionsstudien beziiglich HLA-C gehen davon aus, dass bei Psoriasis vulgaris
keine erhohte oder verminderte kutane Expression festzustellen ist im Vergleich zu nicht
lasionaler oder gesunder Haut (Zhou, Krueger et al. 2003; Bowcock 2005; Carlen, Sanchez et
al. 2005), was tendentiell gegen HLA-C als alleiniges Suszeptibilitatsgen spricht.

Dieses Ergebnis ist vor allem von Interesse, da HLA-C bisher als ein Suszeptibilitatsgen
selbst oder als ein genetischer Marker betrachtet wird, der in Linkage Disequilibrium mit

einem bisher nicht identifizierten Psoriasisgen (Helms, Saccone et al. 2005) steht.

Zur Beurteilung der Aussagefahigkeit unserer Ergebnisse ist wichtig, dass bei den MIC-
Proteinen ein ausgepragter Polymorphismus nachgewiesen wurde (Robinson, Waller et al.
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2003; Choy, Phipps et al. 2010). Dieser manifestiert sich v. a. in den extrazellularen
Doménen der Proteinstruktur, jedoch auch in der Transmembranregion (Fodil, Laloux et al.
1996; Ota, Katsuyama et al. 1997). Die hohe Allelvariation der MIC-Gene beeinfluf3t die
Ligandenbindung durch eine verénderte Affinitat und Effektivitat (Gao, Single et al. 2006).
Bisher konnte fur verschiedene MICA-Allele eine Assoziation mit Psoriasis vulgaris
nachgewiesen werden.

Tay et al. fanden eine signifikante Assoziation mit dem A9-Allel der Transmembranregion bei
Patienten mit Typ | Psoriasis. In dieser Studie konnte eine MIC-Expression in lasionaler und
nicht lasionaler Haut der Patienten nachgewiesen werden (Tay, Hui et al. 2000). Gonzalez et
al. fanden weiterhin eine von HLA-Cw6 unabhéngige Assoziation des A9-Allels mit Psoriasis
Arthritis. Allerdings war in dieser Studienpopulation das A9-Allel nicht mit Psoriasis ohne
begleitende Arthritis assoziiert (Gonzalez, Brautbar et al. 2001; Gonzalez, Martinez-Borra et
al. 2002).

Es wurde ein signifikanter Anstieg des MICA-Allels MICA*010 bei thaildndischen
Psoriasispatienten (Typ | und II) gefunden, jedoch das zeigte das Risikoallel ein starkes
Linkage mit einem bestimmten HLA-Cw-Haplotypen. Diese Beobachtung konnte darauf hin
deuten, dass die Assoziation von MICA-Allelen mit Psoriasis vulgaris nur als ein
Haplotypenmarker der HLA-Cw-Haplotypen besteht, also keine HLA-unabhangige
Assoziation besteht. Eventuell ist ein bestimmtes Gen, markiert durch MICA und HLA-Cw
innerhalb Risikohaplotypen, verantwortlich flr die Entstehung von Psoriasis vulgaris
(Romphruk, Romphruk et al. 2004) .

Feng et al. konnten weiterhin einen Verdachtslocus zwischen HLA-B und MICA nachweisen,
letztlich die festgestellte Assoziation jedoch nicht sicher HLA-B oder MICA zuordnen (Feng,
Sun et al. 2009), wéhrend Okada et al. in einer genom-weiten Studie keine HLA-unabhéngige
Assoziation von MICA mit Psoriasis nachweisen konnten (Okada, Han et al. 2014). Somit
besteht der Verdacht, dass bisher nachgewiesene Assoziationen von MICA mit Psoriasis
durch Linkage Desequilibrium entstanden sein konnten und MICA kein eigenstandiges
krankheitsverursachendes Allel darstellt. Diese Annahme wird durch unsere Ergebnisse
gestitzt, da wir in keiner Hautprobe eines Psoriasispatienten (lasional und nicht l&sional) eine

MICA-Expression nachweisen konnten.

Fir Assoziationen von Psorasis vulgaris oder Psoriasisarthritis mit MICB beziehungsweise
MICA/B ergeben sich in der bisherigen Literatur keine Hinweise. Eine genomweite
Assoziationsstudie von Knight et al. ergab jedoch drei neue Verdachtsloci in der N&he von
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MICB, HLA-A und HCG9, einem nicht kodierenden RNA-Gen (Knight, Spain et al. 2012).
Aufgrund seiner ahnlichen Struktur und Funktion sind weitere Evaluationen bezlglich der
Rolle von MICB in der Pathogenese der Psoriasis vulgaris sinnvoll.

Inwieweit beschriebene Polymorphismen jedoch einen EinfluR auf unsere Ergebnisse haben,
ist durch die von uns erhobenen Daten nicht zu beantworten. Auch die vorliegende Literatur
liefert hiertiber keine klaren Schlussfolgerungen bzw. liefert nur Anregungen fir weitere

bisher nicht erfolgte Studien.

Mit den Ergebnissen unserer Untersuchung lie3 sich keine spezifische Assoziation der
Proteinexpression der MIC-Proteine mit Psoriasis vulgaris nachweisen. Sowohl in der
lasionalen und nicht l&sionalen Haut von Psoriatikern, in ekzematds veranderter Haut und in
einem Fall auch nicht entzlindlich verénderter Haut war eine Expression von MICA/B
nachzuweisen. Die hohe Expressionsintensitat von MICA/B in lasionaler Psoriasishaut bzw.
in akut ekzemattser Haut konnte jedoch auf eine Hochregulation der Genaktivitat durch
epithelialen Stress hinweisen. Passend dazu liel? sich in unserer Studie bei einer
Normalhautprobe eine deutliche Expression nachweisen, die im Randbereich einer
entzlindlichen Lappennekrose entnommen wurde. Diese Beobachtung bestatigt
Beschreibungen in der Literatur zur Rolle der MIC-Proteine als Marker fiir epithelialen Stress
(Groh, Steinle et al. 1998; Raulet, Gasser et al. 2013).

In einer groRen genomweiten Studie wurde sowohl die Genetik der Psoriasis als auch der
atopischen Dermatitis als zwei der haufigsten immunvermittelten und entziindlichen
Hauterkrankungen untersucht. Bei einer Pravalenz von 2-3% fur die Psoriasis und 10-20% fur
die atopische Dermatitis treten beide Erkrankungen nur selten parallel in einem Patienten auf.
Dieses Phanomen konnte darauf hindeuten, dass sich gegensatzliche immunologischen
Vorgénge hinter der Pathogenese der beiden Erkrankungen verbergen (Parisi, Symmons et al.
2013; Deckers, McLean et al. 2012; Eyerich, Onken et al. 2011). Hierflr sprechen deutliche
Unterschiede im dermalen Zytokinmuster der beiden Erkrankungen (Hijnen, Knol et al.
2013).

Der Epidermale Differentiation Complex (EDC) auf Chromosom 1g21.3 beinhaltet nahe
beieinander gelegene Verdachtsloci sowohl flr die Psoriasis vulgaris als auch fur die
atopische Dermatitis (Ellinghaus, Baurecht et al. 2013; Tsoi, Spain et al. 2012). Weiterhin
konnte ein Verdachtslocus fiir die atopische Dermatitis innerhalb des MHC auf Chromosom
6p21.3 identifiziert werden, der weniger als 2,4 kb von HLA-Cwe6 entfernt liegt (Strange,
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Capon et al. 2010). Eine Assoziation von MICA mit atopischer Dermatitis konnte nicht
nachgewiesen werden (Baurecht, Hotze et al. 2015), was zu den Ergebnissen unserer Studie
passt. In den Proben ekzematos veranderter Haut war keine MICA-Expression nachzuweisen.
Ob im Rahmen ekzematdser Erkrankungen wie der atopischen Dermatitis MICB vermehrt

exprimiert wird, verbleibt zum aktuellen Zeitpunkt unklar.

Von Interesse ist ferner der Nachweis von MIC-Assoziationen bei anderen chronischen und
autoimmunen Erkrankungen wie z. B. Diabetes mellitus Typ | (Gambelunghe, Brozetti et al.
2007, Raache, Belanteur et al. 2012), rheumatoider Arthritis (Kirsten, Petit-Teixeira et al.
2009) und chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (Glas, Martin et al. 2001; Seki,
Sugimura et al. 2001; Ding, Xia et al. 2005). Es ware von grol3em Interesse, diese

Beobachtung fir die Situation epithelialen Stresses weiter zu erharten.

Neuere genomweite Assoziationsstudien liefern Hinweise fur eine Assoziation von Psoriasis
mit diversen weiteren Verdachtsloci (Ellinghaus, Ellinghaus et al. 2012; Ellinghaus,
Ellinghaus et al. 2010; Stuart, Nair et al. 2010; Sun, Cheng et al. 2010; Nair, Duffin et al.
2009). Viele der identifizierten Verdachtsloci sind bereits als Suszeptibilitatsloci anderer
chronischer Erkrankungen wie z. B. M. Crohn und Colitis ulcerosa, deren Inzidenz bei Pat.
mit Psoriasis vulgaris erhoht ist, bekannt (Yates, Watkinson et al. 1982). Die identifizierten
Verdachtsloci kodieren vorrangig flir Gene, die in die Signalwege bestimmter Interleukine
(IL) und NF-kb (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) eingreifen.
Der 1L-23-Signalweg fordert Uberleben und Vermehrung einer bestimmten T-Zell-
Untergruppe, welche Epithelien gegen mikrobielle Pathogene schiitzt (Bettelli, Oukka et al.
2007). Eine Dysregulation des I1L-23-Kaskade kdnnte somit eine unangemessene chronische
Autoimmunantwort ausldsen und zu chronischen Erkrankungen wie Psoriasis fuihren (Nair,
Duffin et al. 2009). TNFAIP3 (TNFa induced protein 3) und TNIP1 (TNFAIP3 interacting
protein 1) beeinflussen den NF-kB-Signalweg. Die Antikdrpertherapie gegen TNFa, 1L-12
und -23 stellen schon seit Langerem eine effiziente Therapiestrategie bei Psoriasis vulgaris
dar (Krueger, Langley et al. 2007; Chaudhari, Romano et al. 2001).

Ein weiterer Verdachtslocus kodiert fir IL-4 und -13, welche Th2-vermittelte
Immunantworten modulieren. Eine Suppression dieser Immunantworten kénnte zu einer
vermehrten Produktion von Interferon y fiihren. In psoriatrischen L&sionen wurde ein
gehduftes Auftreten von IL-17 produzierenden T-Zellen festgestellt, was durch diese
Dysregulation erklart werden konnte (Kryczek, Bruce et al. 2008; Lowes, Kikuchi et al.
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2008). Das TRAF3IP2-Protein wird als Signaladapter fiir IL-17 vermittelte T-Zell-
Immunantworten benétigt und wurde als eine Schlusselkomponente im 1L-17-Signalweg
identifiziert. Bei fehlendem TRAF3IPs ist die IL-17-gesteuerte Genexpression komplett
aufgehoben (Qian, Liu et al. 2007). Die wichtige Rolle von IL-17 in der Pathogenese der
Psoriasis vulgaris wird weiterhin dadurch gestutzt, dass es im Rahmen einer TNF-a-
Antikorpertherapie zu einer deutlichen Herabregulation von I1L-17-Signalen kommt (Zaba,
Suarez-Farinas et al. 2009).

Hinweise, dass die MIC-Proteine in den Signalweg von IL-17 eingreifen, finden sich in der
bisherigen Literatur nicht. Allerdings greifen die MIC-Proteine als NKG2D-Liganden in die
T-Zell-vermittelte Immunantwort ein und kénnen ohne spezielle Liganden oder Peptide zu
benotigen, epithelialen Stress im Rahmen von Infektionen oder malignen Transformationen
signalisieren und dementsprechend T-Zellen und NK-Zellen zu transformierten Zellen leiten,
um eine Zytolyse auszulésen. Man geht davon aus, dass die Expression von NKG2D-
Liganden in gesundem menschlichem Gewebe streng reguliert wird, um eine
Autoimmunantwort zu verhindern (Nomura, Zou et al. 1996; Spear, Wu et al. 2013).

Die in einigen Studien nachgewiesene Herunterregulation von MICA in psoriatrischen
Léasionen im Gegensatz zu nicht l&sionaler Haut kdnnte dazu fuhren, dass veranderte Zellen
nicht durch NK-Zellen oder CD8+-Zellen zerstort werden, sondern aufgrund ihres Verbleibs
zu vermehrter Entziindung und Keratinozytenproliferation fuhren (Reischl, Schwenke et al.
2007; Feng, Sun et al. 2009). In unserer Studie konnte diese Herunterregulation in befallener

Haut im Vergleich zu nicht befallender Haut nicht gezeigt werden.

Far viele der bisher identifizierten Verdachtsloci konnte eine Assoziation mit Psoriasis
vulgaris nachgewiesen werden. Allerdings lieR sich nicht fur alle bestatigten Loci auch eine
Assoziation mit Psoriasisarthritis nachweisen. Pollock et al. konnten nachweisen, dass
bestimmte MICA-Allele eine alleinige Assoziation mit kutaner Psoriasis vulgaris aufwiesen,
wéhrend andere MICA-Allele nur in Form von Risikohaplotypen in Kombination mit
bestimmten HLA-B oder —C-Allelen eine Assoziation mit Psoriasisarthritis zeigten (Pollock,
Chandran et al. 2011). Okada et al. wiederum konnten in ihrer Studie eine unabhéngige
Assoziation mit MICA sowohl fiir den alleinigen kutanen Befall bei Psoriasis vulgaris als
auch fir die Psoriasisarthritis ausschlieen und fuhrten die bisher beschriebenen
Assoziationen auf ein Linkage Diseliqulibrium mit HLA-B und HLA-C zurick. In dieser
Studie konnten multiple HLA-Cwe6-unabhéngige Risikovarianten identifiziert werden, wobei
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auch hier die die stérkste Assoziation flr Psoriasis vulgaris mit HLA-Cw6 gezeigt werden
konnte. Weiterhin wurde ein Polymorphismus einer Aminoséaurensequenz von HLA-B
identifiziert, welcher einen wesentlichen Faktor in der Auspréagung einer Psoriasisarthritis im
Gegensatz zu einem rein kutanen Befall darstellen konnte (Okada, Han et al 2014). Fir
unsere Fragestellung ware eine genauere Differenzierung beztiglich des Vorliegens einer
Psoriasisarthritis bei einer gréfieren Gruppe untersuchter Pat. sinnvoll, da die fragliche
Assoziation von MICA mit Psoriasis vulgaris bei rein kutanem Befall gegentiber dem

zusatzlichen Gelenkbefall variiert.

Trotz der aktuell identifizierten Verdachtloci verbleibt ein groRer Anteil der Genetik der
Psoriasis vulgaris ungeklart. Weitere Studien sind notwendig, um die bisher bekannten
Assoziationen zu differenzieren und eventuelle Kandidatengene in ihrem Beitrag zur
Psoriasisentstehung zu evaluieren. In einem Teil der Falle von Psoriasis sowie bei anderen
entzindlichen Hauterkrankungen scheint die — bislang wenig untersuchte - Expression von
MICB maoglicherweise einen stressbedingten pathogenetischen Mechanismus darzustellen.

Inwieweit dies an bestimmte Genvarianten gekoppelt ist, bleibt zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Psoriasis vulgaris ist eine haufige, chronisch verlaufende Erkrankung der Haut mit einer
starken genetischen Komponente. Unter den verschiedenen Verdachtsloci weist der MHC-
Locus auf Chromosom 6p mit HLA-Cw6 die stirkste Assoziation auf. VVerschiedene Studien
weisen jedoch darauf hin, dass es in diesem Locus neben HLA-C weitere mit der Psoriasis
assoziierte Faktoren gibt. Zu den in Frage kommenden Kandidaten z&hlt die MIC-Genfamilie
auf Chromosom 6p. Die dazugehorigen Glykoproteine fungieren als Marker fur epithelialen
Stress und wurden in der Vergangenheit bereits bei Psoriasis vulgaris und anderen chronisch

entzlindlichen Erkrankungen vermehrt exprimiert gefunden.

In dieser Arbeit sollte immunhistochemisch nachgewiesen werden, ob MICA bzw. MICA/B
in lasionaler Haut bei Psoriasis vulgaris regelhaft exprimiert werden, ob diese Expression auf
aktive Entziindungsherde beschrankt ist und ob die Expression spezifisch flr die Psoriasis ist.

In der Studie konnte eine Expression von MICA/B in etwa der Hélfte der Félle nachgewiesen
werden, wahrend die spezifische Farbung fir MICA durchweg negativ blieb. Daraus lasst sich
schlielen, dass MICB eine Relevanz in Pathogenese der Psoriasis besitzen kénnte, wéahrend
MICA hier vermutlich keine bedeutsame Rolle spielt.

Das Fehlen jeglicher MIC-Expression bei den tibrigen 50% der Lésionen deutet jedoch darauf

hin, dass MIC-Expression nicht essentiell in der Pathogenese der Psoriasis ist.

Die fehlende Expression von MICA/B in nicht aktiv betroffener Haut von Psoriasispatienten
lasst den Schluss zu, dass die in aktiven Herden gefundene MIC-Expression kein konstitutives

Phénomen in der Haut von Psoriasispatienten ist.

Ferner konnte die Expression von MICA/B auch bei einem Teil von Ekzemherden
unterschiedlicher Genese nachgewiesen werden. Daher ist eine Mitbeteiligung von MIC in
epithelialen Entziindungsprozessen der Haut moglicherweise ein allgemeines Phdnomen und

damit nicht spezifisch flr Psoriasis.

Weitere Untersuchungen mussen zeigen, welche Faktoren an der Induktion von MIC in der
Epidermis beteiligt sind und welche Bedeutung diese Faktoren bei der Ausldsung oder
Aufrechterhaltung von chronisch entziindlichen Hauterkrankungen haben kdnnten.
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