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1 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit ist es die Zusammensetzung der T-Zellen sowie die Expression
diverser Oberflachenmolekiile bei Psoriasis-Patienten zu untersuchen und diese mit
Patienten nach systemischer Therapie sowie gesunden Probanden zu vergleichen. Durch die
genaue Beschreibung der beteiligten Immunzellen sowie deren Veranderungen durch eine
Therapie soll ein tieferes Verstandnis (iber das Entziindungsgeschehen und die Pathogenese

der Psoriasis erzielt werden.



2 Einleitung

Psoriasis vulgaris stellt eine hadufige Hauterkrankung dar, die die Menschen seit jeher
begleitet. Schon im Alten Testament und in hippokratischen Schriften wurden die typischen
Effloreszenzen beschrieben. Anfangs noch mit Lepra verwechselt, wurde sie im 19.
Jahrhundert schlieRRlich als eigene Erkrankung benannt (1). Seitdem gibt es in der
Erforschung der Psoriasis grofle Fortschritte, wodurch die Lebensqualitdt der Betroffenen
deutlich verbessert werden konnte. Heute stehen vor allem die immunologischen Prozesse

und ihre moglichen Therapieansatze im Vordergrund.

2.1 Psoriasis

Im Jahr 2013 setzte sich die Weltgesundheitsorganisation dafiir ein, Menschen fiir das
Thema Psoriasis als globales Gesundheitsproblem zu sensibilisieren. Mit einer Pravalenz von
etwa 2,5% in Europa und Nordamerika zahlt Psoriasis namlich zu den haufigsten Dermatosen
weltweit (2). Sie unterscheidet sich nicht zwischen den Geschlechtern, schwere
Auspragungen kommen jedoch haufiger bei Mannern vor (3). Neben den Symptomen der
Erkrankung selbst, sind es vor allem auch die Komorbiditdten, die mit einer Psoriasis
einhergehen und die Lebensqualitdt der Patienten stark einschranken (4). So haben
Patienten mit Psoriasis ein hoheres kardiovaskulares Risiko und leiden zum Beispiel haufiger
an einer chronischen Niereninsuffizienz, nicht-alkoholischen Fettleber, Adipositas oder
chronische entziindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn (5). Nicht zuletzt geht die
Erkrankung wegen ihres immer sichtbaren Erscheinungsbildes mit einer starken psychischen
Belastung und der Entwicklung von Depressionen oder Angststérungen einher (6, 7). Die
Pathogenese der Psoriasis ist bis heute Gegenstand der Forschung und es eréffneten sich in

den letzten Jahren immer wieder neue Therapieoptionen zur systemischen Behandlung.

2.1.1 Klinik

Keratinozyten der Epidermis werden im Stratum basale gebildet, wandern wahrend ihrer
Teilung und Differenzierung in Richtung Oberfliche und flachen so lange ab, bis sie
schliefRlich im Stratum corneum eine Schicht von flachen toten Zellen ohne Zellkern bilden.
Dieser Zyklus dauert bei Gesunden 13 Tage und ist bei Psoriatikern aufgrund eines
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entziindlichen Geschehens in der Haut um ein vielfaches beschleunigt (3, 8), sodass man in
histologischen Schnitten betroffener Haut eine Akanthose (Verdickung der Epidermis),
Hyperkeratose (verstarkte Verhornung der Haut) und Parakeratose (Zellen mit Zellkernen im

Stratum corneum als Zeichen inkompletter Differenzierung) beobachtet (9-11).

Klinisch zeigen sich schlielllich sogenannte erythemato-squamose Plaques, bei denen scharf
begrenzte Plaques mit groblamelldaren Schuppungen auf gerétetem Grund vorliegen. Die
Hauterscheinungen gehen mit unterschiedlichen Ausprdagungen einher, wobei die Plaque-
Psoriasis, auch Psoriasis vulgaris genannt, mit etwa 90% die haufigste ist (10). Bevorzugte
Pradilektionsstellen dieser Plaques stellen Streckseiten der Extremitaten, die periumbilicale
und perianale Region, aber auch die behaarten Kopfhaut dar (7). Sie kdnnen vereinzelt oder
flachig konfluierend auftreten und gehen mit einem Juckreiz (Pruritus) einher. Die Schuppen
lassen sich leicht abtragen (Kerzentropfphdanomen) und kénnen punktférmige Blutungen
(Auspitz-Phanomen) hinterlassen (12). Bis zu 30% der Patienten entwickeln auch eine
Psoriasisarthritis mit sehr variablem klinischen Bild (13). Sowohl kleine als auch groRe
Gelenke konnen symmetrisch oder asymmetrisch betroffen sein. Auch eine Beteiligung der
Fingergelenke kann im Sinne einer Daktylitis vorliegen (14). Fast die Halfte aller Patienten
mit psoriatischen Hauterscheinungen und fast 90% all derer mit Psoriasisarthritis zeigen
auch eine Nagelbeteiligung mit subungualen Hyperkeratosen, die zur Abhebung

(Onycholyse) und Dystrophie des Nagels fihren kénnen (15-17).

Da sich eine familiare Haufung beobachten und diese in Zwillingsstudien mit erhohter
Konkordanz fiir eineiige gegeniber zweieiigen Zwillinge beweisen ldsst, scheint es eine
gewisse genetische Pradisposition zu geben (18). Tatsdchlich wurden mehrere genetische
Regionen beschrieben, darunter das am besten beschriebene PSORS1 (psoriasis
susceptibility 1), welches mit dem HLA-Risikotyp HLA-Cw6 assoziiert ist (19). Sie allein
reichen jedoch zum Ausbruch der Erkrankung nicht aus. Eine Vielzahl von Umweltfaktoren
und duleren Einflissen triggern die Bildung von neuen Plagues. Neben Medikamenten
konnen auch Infektionen, besonders Streptokokken- oder HIV-Infektionen, solche Trigger
darstellen. Auch chemische oder mechanische Irritationen (Kratzen, Verletzung, Tattoo,
Sonnenbrand) kdnnen in Phasen hoher Bereitschaft das Entstehen neuer Herde beglinstigen.

Weiterhin wurde auch Stress als wichtiger Ausléser beschrieben (20-22).



Neben der beschriebenen Psoriasis vulgaris gibt es noch weitere Verlaufsformen wie
beispielsweise die Psoriasis guttata mit tropfenformigen Herden oder Psoriasis inversa, die
mit einem Befall von Hautfalten und Koérperbeugen einhergeht. Befinden sich auf den
psoriatischen Herden einzelne eitergefiillte Pusteln spricht man von einer Psoriasis
pustulosa. Die Maximalvariante stellt schliefllich die erythrodermische Psoriasis dar, die
nahezu das gesamte Integument bedeckt und potenziell lebensbedrohlich ist. Verlauf und
Auspragung der Psoriasis zeigen also eine grol3e Variabilitat, sind individuell verschieden und

treten schubweise mit Phasen von Aggravation und Phasen der Remission auf.

2.1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Psoriasis ist komplex und bis heute nicht vollstandig verstanden. Der
Nachweis von Infiltraten aus DCs und T-Zellen im betroffenen Gewebe (23, 24) und die
Tatsache, dass die Erkrankung bei Stammzelltransplantationen vom Spender auf den
Empfanger Gbertragen werden kann (25), lassen vermuten, dass immunologische Prozesse
fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Psoriasis essentiell sind. Oben genannte
Trigger wie Traumata oder Infektionen (Kébnerphdanomen) (26) kdnnen bei genetischer
Pradisposition dazu flhren, dass Keratinozyten der Epidermis antimikrobielle Peptide wie LL-
37 (Cathelicidin), B-Defensin oder S100A  (Psoriasin) freisetzen (27). Neben ihrer
antimikrobiellen Funktion dienen sie auch als Chemokine und sind in der Lage, weitere
Zellen zu aktivieren (28). LL-37 beispielsweise bildet mit DNS-Fragmenten anderer zerstorter
Zellen einen Komplex, der wiederum von TLR9 plasmazytoider DCs erkannt wird und diese
stimuliert (29). Die daraufhin induzierte Typ-1 Interferon-Sekretion aktiviert DCs, welche
anschlieend in Lymphknoten migrieren, um dort die Aktivierung und Differenzierung naiver
T-Zellen zu Thl- und Thl7-Zellen zu initiieren (30). In dieser ersten Phase werden also die
Grundsteine gelegt, die im weiteren Verlauf fiir ein entzlindliches Milieu in der Haut sorgen.
TLR7/8 Agonisten wie Imiquimod, die das Entstehen oder die Exazerbation einer Psoriasis
herbeifiihren koénnen und daher in experimentellen Mausmodellen der Erkrankung
Verwendung finden, bestatigen dies weiterhin (31). Inwieweit die Psoriasis als
Autoimmunerkrankung gesehen werden kann, wird weiterhin kontrovers diskutiert. Das
oben genannte antimikrobielle Peptid LL37 zum Beispiel gilt als potenzielles Autoantigen. So

wurde sowohl in der Haut als auch im Blut eine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat



und LL37-spezifischen T-Zellen beobachtet (32), die zudem vermehrt Homingrezeptoren der
Haut wie das Cutaneous lymphocyte-associated antigen (CLA) exprimierten (33). Das mit
HLA-C*06:02 assoziierte Peptid ADAMTSL5 der Melanozyten scheint von CD8* T-Zellen
ebenfalls als Autoantigen erkannt zu werden (34), genauso wie die von Keratinozyten
exprimierten Proteine Keratin 17 und PLA2G4D (35, 36). Firr die chronische Inflammation

scheinen also auch autoimmune Prozesse eine Rolle zu spielen.

Gerade im Hinblick auf mogliche Therapieoptionen der Psoriasis gilt ein besonderes
Augenmerk auch dem Zusammenspiel verschiedener Zytokine, die vom angeborenen und
adaptiven Immunsystem sezerniert werden. Keratinozyten beispielsweise werden durch
Interferon y, TNFa, IL-17 oder IL-22 aktiviert und zur Teilung angeregt (7, 29). Sie selbst
sezernieren neben Chemokinen und antimikrobiellen Peptiden auch IL-1, IL-6 und TNFa (26,
37) und haben somit Einfluss auf weitere beteiligte Zellen. Interferon y, TNFa und Typ |
Interferone scheinen fiir das Entstehen des entziindlichen Milieus besonders wichtig zu sein
(38, 39). Vor allem TNF-a wird von vielen Zellen freigesetzt, darunter auch Makrophagen,
Lymphozyten und Endothelzellen. Sie scheinen eine proinflammatorische Wirkung zu
besitzen und induzieren die Produktion weiterer Mediatoren oder Adhasionsmolekile, die
fir das Entziindungsgeschehen von Bedeutung sind (40, 41). Die guten Erfolge der Anti-TNF-
a-Therapie untermauern die zentrale Rolle dieses Zytokins (42). Zum anderen scheint es
jedoch auch eine gewisse anti-inflammatorische Wirkung zu geben, da bei wenigen
Patienten die Anti-TNFa-Therapie zum Ausbruch der Psoriasis fihrte (43). Die Anwesenheit
von Trl-typischen Zytokinen wie TNFa, Interferon-y und IL-12 und die Abwesenheit von Th2-
typischen Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-10) lieBen vermuten, dass es sich bei der Entziindung um
eine Typ-l-Reaktion handeln musste (44, 45). Tatsachlich riickte der Fokus jedoch zusatzlich
auf IL-17 produzierende Th17-Zellen. So wurde beobachtet, dass IL-17-Boten-RNA vermehrt
in lasionalen Hautarealen nachweisbar ist, nicht jedoch in Bereichen mit gesunder Haut (46).
Neben Thl7-Zellen sind auch CD8* T-Zellen, neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
Mastzellen in der Lage, IL-17 zu sezernieren (47-50). IL-17 aktiviert Keratinozyten und
induziert so sowohl die gesteigerte Proliferation und die daraus resultierende Hyperkeratose
bals auch die Sekretion von IL-6, IL-1 oder TNF-a (46, 51-53). IL-22 wird sowohl von Th17-
Zellen als auch von neu beschriebenen Th22-Zellen freigesetzt und hat einen ahnlich
regulierenden Effekt auf die Keratinozyten (53, 54). Da es in betroffener Haut vermehrt

exprimiert wird und nach Remission wieder zuriickbildet, scheint es fiir die Pathogenese der
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Psoriasis ebenfalls von entscheidender Bedeutung zu sein (55). Den Tn17-Zellen
vorgeschaltet scheint das Zytokin IL-23 zu sein, das fiir die Aktivierung, Proliferation und
Aufrechterhaltung der Th17-Zellen verantwortlich ist. Hauptquelle des IL-23 sind vor allem
die durch Interferone aktivierten dendritischen Zellen (56). Diese IL-23/ Th17-Achse dient
auch als Angriffspunkt fiir neure Therapien. Nicht zuletzt gibt es Hinweise, dass bei
Psoriasispatienten auch die supprimierende Funktion der Tregs eingeschrankt ist. So zeigte
sich bei Knockout-Mdusen mit verminderter Treg-Funktion eine Assoziation mit
psoriasiformen Exanthemen (57). Auch eine verminderte Konzentration von IL-10, einem

wichtigen Zytokin der Tregs zur Immunregulierung, wurde bei Psoriatikern beobachtet (58).
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Abbildung 1: Pathogenese
Von Von Keratinozyten sezernierte antimikrobielle Peptide dienen als potentielle Autoantigene und sind in der Lage,
plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) zu aktivieren. Diese regen mit Hilfe von Interferon a und y myeloide dendritische
Zellen (mDCs) dazu an, in Lymphknoten zu wandern und T-Zellen zu stimulieren. Die dadurch gereiften (autoreaktiven) T-
Zellen migrieren anschlieBend zurlick ins betroffene Gewebe und sorgen mit weiteren Zellen fiir die Aufrechterhaltung des
entziindlichen Geschehens. Von besonderer Bedeutung ist die 1L23/T,17-Achse, welche die Aktivierung und Proliferation
der Keratinozyten vorantreibt. Das von T,1-Zellen sezernierte TNF a und Interferon y sowie das IL-22 der Ty17- und Th22-
Zellen unterstltzen zusatzlich die Bildung des entziindlichen Milieus in der betroffenen Haut. Die inhibierende Funktion der
Tregs durch IL-10 ist herabgesetzt.



2.1.3 Therapie

Die Behandlung der Psoriasis richtet sich nach dem Schweregrad der Erkrankung und den
Komorbiditaten des Patienten. Eine milde Psoriasis wird in erster Linie mit lokalen
Therapeutika behandelt. Topische Glucocorticoide werden von den meisten Patienten gut
vertragen und bringen eine schnelle Besserung (59). Oft werden sie mit anderen Wirkstoffen
kombiniert, wie zum Beispiel Salizylsaure, welche eine keratolytische Wirkung besitzt und fir
eine bessere Penetration der Glucocorticoide durch die Haut sorgt (60). Vitamin D3-Analoga
wie Calcipotriol inhibieren T-Zellen und die Aktivitat der Keratinozyten (61). Bei moderater
Psoriasis kann zudem eine Phototherapie mit UVA- oder UVB-Strahlung zum Einsatz

kommen (59).

Die Therapie einer schweren Psoriasis oder einer Psoriasis-Arthritis bedarf in der Regel einer
systemischen Behandlung. Retinoide wie Acitretin sind mit dem Vitamin A-Molekil verwandt
und in der Lage, die Teilungsrate der Keratinozyten zu normalisieren (62). Auch
Fumarsdureester besitzten eine immunmodulierende und anti-inflammatorische Wirkung
(63, 64). Durch die Inhibition der NFkB-Transkription kdnnen sie unter anderem die
Aktivierung von Th1/Thl7-Zellen inhibieren (65, 66). Methotrexat (MTX), ein
Folsdaureanalogon, das durch Blockade der Purin- und Pyrimidinsynthese die DNA-Replikation
hemmt, hat ebenfalls einen immunsupprimierenden Effekt (26). Besonders Patienten mit
dem HLA-Cwe6-Allel scheinen von dieser Therapie zu profitieren (67). Aus der Reihe der
Immunsuppressiva ware schlielllich noch der Calcineurininhibitor Ciclosporin A zu nennen,

der sich vor allem durch einen schnellen Riickgang des Exanthems auszeichnet (59).

Die neusten Errungenschaften der Psoriasistherapie stellen die sogenannten Biologicals dar.
Sie werden in der Regel subkutan oder i.v. verabreicht und greifen gezielt in bestimmte
Entzindungskaskaden ein. TNFa-Inhibitoren waren die ersten dieser Art, die zur
Psoriasistherapie eingesetzt wurden. Sowohl monoklonale Antikérper wie Adalimumab oder
Infliximab als auch das Fusionsprotein Etanercept zeigen sehr gute Ergebnisse, wobei es sich
bei Eternacept um einen TNFa-Rezeptor handelt, der an den Fc-Teil eines IgG1-Antikorpers
gebunden ist (68). Die jungsten Wirkstoffe nehmen sich schlieBlich die IL-23/Th17-Achse zum
Ziel. Secukinumab und Ixekizumab binden IL-17, wahrend Brodalumab den IL-17-Rezeptor
blockiert (69, 70). Ustekinumab richtet sich gezielt gegen die von DCs sezernierten Zytokine

IL-23 und IL-12 und verhindert so die Aktivierung von Th17-Zellen (71). Einige Jahre nach
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Beginn der Therapie wird jedoch in einigen Fallen die Bildung koérpereigener Anti-Drug-
Antikorper (ADA) beobachtet, die sich gegen die monoklonalen Antikérper richten und so die
Wirksamkeit des Medikaments abschwachen. Nicht selten muss daher im Verlauf entweder
die Dosis des Medikaments erhéht werden oder sogar ein Wechsel des Medikaments

stattfinden (72).

2.2 Das adaptive Immunsystem

Das Immunsystem der Wirbeltiere zeichnet sich durch das Zusammenspiel eines
angeborenen und adaptiven Immunsystems aus. Zellen des angeborenen Immunsystems
besitzen spezielle Mustererkennungsrezeptoren (PRR) wie Toll-like-Rezeptoren (TLR), NOD-
like-Rezeptoren (NLR) oder RIG-1-like-Rezeptoren (RLR) und sind mit diesen in der Lage
Pathogene, Uber sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPS) oder
schadigungsassoziierte molekulare Muster (DAMPS), zu erkennen. So gelingt zundchst eine
Registrierung bakterieller und viraler Antigene und setzt unspezifische Abwehrmechanismen
in Gang (73). Davon abzugrenzen ist die Fahigkeit des adaptiven Immunsystems Antigene
spezifisch zu erkennen, so dass sie sowohl eine gezielte zellulare und humorale Abwehr als
auch ein immunologisches Gedachtnis gegen das Pathogen entwickeln (74). Im Folgenden
sollen nun die Mechanismen des adaptiven Immunsystems, spezieller die der T-Zellen, im

Vordergrund stehen.

Kommen in einem Gewebe Zellen des Immunsystems in Kontakt mit einem korperfremden
Antigen, wird dieses auf dem Haupthistokompatibilitdtskomplex I (MHC 1l) an der
Zelloberflache prasentiert. MHC sind polymorphe Molekiile auf der Zelloberflache und
lassen sich in zwei Klassen unterteilen. Wahrend Haupthistokompatibilitaitskomplex der
Klasse | auf nahezu allen Zellen exprimiert wird, um endogene Antigene zu préasentieren,
wird die Klasse Il nur von Zellen exprimiert, die in der Lage sind, exogene Antigene zu
prasentieren (75). Die potentesten Vertreter dieser antigenprdsentierenden Zellen sind
neben Makrophagen, Monozyten und B-Zellen vor allem als professionelle
antigenprasentierenden Zellen die dendritischen Zellen (DCs), welche fir die T-
Effektorzellantwort bedeutend sind (76). DCs dienen als Bindeglied zwischen dem
angeborenen und adaptiven Immunsystem und kénnen als einzige Zellen des Immunsystems

naive T-Zellen aktivieren (77). Durch Aufnahme von Pathogenen oder anderer exogener
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Substanzen (z.B. Allergene) werden die Antigenprasentierenden Zellen aktiviert, so dass u.a.
die Expression von kostimulierenden Molekiilen und von Homing-Rezeptoren fir
Lymphknoten wie CCR7 (Chemokine Receptor Type 7) induziert wird(78). Das betroffene
Gewebe wird von der Lymphe, einem Plasmafiltrat, durchspiilt und fiihrt so unter anderem
DCs liber afferente LymphgefdBe zu den nachstgelegenen regionalen Lymphknoten. Hier
treffen die DCs in der Parakortikalzone der Lymphknoten dann auf T-Zellen, die ihrerseits
standig Gber efferente LymphgefaRe ins Blut und von dort tGber hochendotheliale Venolen

zurlick in die Lymphknoten zirkulieren (79).

T-Zellen haben gemeinsam mit den B-Zellen ihren Ursprung im Knochenmark und reifen im
Thymus zu naiven T-Zellen (80). Man unterscheidet im Wesentlichen CD4* (Cluster of
Differenciation 4) und CD8* T- Zellen, wobei CD4* T-Zellen lber ihren T-Zell-Rezeptor mit
MCH 1l Molekilen und CD8" zytotoxische T-Zellen mit MHC | Molekilen der
antigenprasentierenden Zellen in Interaktion treten und Antigen-spezifisch aktiviert werden
(81). T-Zell-Rezeptoren bestehen aus einer a- und einer B-Kette, die wahrend der T-Zell-
Entwicklung durch zufdllige Kombination verschiedener Gene generiert werden. Dieser als
somatische Rekombination oder V(D)J-Rekombination bezeichnete Prozess gewahrleistet
eine hohe Variabilitat dieser Rezeptoren, sodass sichergestellt werden kann, dass jedes

prasentierte Antigen durch einen passenden T-Zell-Rezeptor erkannt werden kann (82, 83).

2.3 T-Zellaktivierung

Die Bindung eines passenden T-Zell-Rezeptors an den MHC-II-Peptid-Komplex von DCs als
professionelle antigenprasentierenden Zellen ist schlielich der erste von drei Schritten zur
Aktivierung einer naiven T-Zelle, dem sogenannten ,priming”“ (83). Damit es zur
Differenzierung und Proliferation der naiven T-Zelle zur T-Effektorzelle kommt, bedarf es
jedoch noch weiterer kostimulierender Signale. Fir das zweite Signal spielen
Oberflachenmolekiile der B7-Familie wie CD80 und CD86 eine wichtige Rolle (84). Diese
befinden sich auf den antigenprasentierenden Zellen und binden CD28, welches konstitutiv
auf der Oberfliche von T-Zellen exprimiert wird. So unterstiitzen sie das Uberleben und die
Proliferation der T-Zelle (84, 85). Ein Fehlen dieses zweiten Signals wiirde die T-Zell-Reaktion
unterdriicken und letztlich zur Anergie fithren (86). Zusatzlich wird durch die Kostimulation
auch die Expression von Interleukin-2 induziert, welches wiederum die Proliferation der

bereits aktivierten T-Zellen fordert. Wahrend vor der Aktivierung Interleukin-2 Rezeptoren
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(auch: CD25) mit niedriger Affinitat exprimiert werden, ist nach der Kostimulation die
Affinitat fir den Liganden um ein Vielfaches hoher. Dies wiederum fordert den

verstarkenden Effekt des Interleukin-2 auf die Proliferation (87-89).

Ein direkter Gegenspieler dieses kostimulierenden Signals ist das CTLA-4 (Cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4), welches sich auf der Oberflache von T-Zellen befindet und
strukturell mit CD28 verwandt ist. Wahrend CD28 konstitutiv exprimiert wird, wird die
Expression des CTLA-4 erst nach Aktivierung der T-Zelle hochreguliert (86). Es bindet
ebenfalls CD80 / CD86, jedoch mit einer vielfach hoheren Affinitat als CD28 (86, 90) und
besitzt einen gegenteiligen Effekt: wahrend CD28 die Proliferation der T-Zelle fordert,
verhindert CTLA-4 vielmehr die Stimulation, indem unter anderem die Interleukin-2 Synthese
unterdrickt wird (91). CTLA-4 und CD28 konkurrieren also um CD80 / CD86 als Liganden,
sodass CTLA-4 eine immunregulierende Aufgabe zukommt. CTLA-4-defiziente Mause

unterstltzen mit der Entwicklung ausgepragter Autoimmunitat diese These (92, 93).

Einen dhnlich hemmenden Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung hat der Rezeptor PD-1
(Programmed Cell Death Protein 1) der T-Zellen. Der Ligand dieses Rezeptors, PDL-1
(Programmed Cell Death Ligand 1) wird konstitutiv auf der Oberfliche von
antigenprasentierenden Zellen und anderen nicht-hdmatopoetischen Zellen exprimiert (94).
Die Expression des PD-1 selbst jedoch wird erst nach Aktivierung der T-Zelle hochreguliert
(95). Ihre Bindung l6st in der T-Zelle intrazelluldre Kaskaden aus, die die Proliferation und
Differenzierung der T-Zelle einschranken (96, 97). Wie CTLA-4 hat also auch PD-1 eine
regulierende Funktion, welche sich durch PD-1-defiziente Mausen mit autoimmunen
Reaktionen belegen Ilasst (98, 99). Beide Molekiile regulieren so die induzierte

Immunantwort, damit diese nicht GberschieBend wird (Negatives Feedback).

2.3.1 T-Zell Differenzierung

Das dritte Signal geht schlieRlich von humoralen oder membrangebundenen Faktoren aus,
die zur Differenzierung der naiven T-Zellen zu Subtypen der T-Effektorzellen beitragen und
dementsprechend variabel sind (85). Welcher Weg der Differenzierung letztlich
eingeschlagen wird, ist von der spezifischen Zusammensetzung der Zytokine abhangig, die
auf die T-Zelle einwirken. So kdnnen sich durch Zytokine antigenprasentierender Zellen bzw.
aktivierter Zellen des angeborenen Immunsystems naive CD4* T-Zellen zu Thl-, Th2-, Thl7-,

Trw- oder induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg-Zellen) entwickeln (29). Fir die
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Differenzierung zur Thl-Zelle missen vor allem IFN-y (Interferon y) und IL-12 (Interleukin 12)
auf die Zelle einwirken. Sie starten eine Signalkaskade, bei der die Transkriptionsfaktoren
STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1) und STAT4 phosphoryliert
werden, welche dann den Transkriptionsfaktor T-bet aktivieren. Dieser setzt letztlich das
Differenzierungsprogramm der Thl-Zellen in Gang, das durch eigene IFN-y-Produktion im
Sinne einer positiven Riickkopplung wiederum geférdert wird (100). Die Mediatoren der Th1-
Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Bekampfung von Viren oder anderen intrazellularen

Bakterien (101).

Naive T-Zellen

TCR

CcD4a

IL-12
IFNy IL-21
IL-4 IL-6
IL-2 TGF-B
T,1-Zellen T,2-Zellen Tey-Zellen
-T-bet I:E !’
IFNy IL-4 IL-4
TNF IL-13 IL-21

Abbildung 2: T-Zelldifferenzierung

Das Zytokinmilieu, das auf die naive T-Zelle wahrend der T-Zellaktivierung einwirkt, stellt das dritte Signal dar und fiihrt
zur Differenzierung unterschiedlicher Subtypen von T-Effektorzellen. Die Zytokine l6sen Signalkaskaden aus und
aktivieren jeweils verschiedene Transkriptionsfaktoren, die letztlich die Differenzierung zu Tp1-, Th2-, Th17- oder Tey —
Zellen induzieren.

Bei Anwesenheit von IL-4 und IL-2 wird ein anderer Differenzierungsweg eingeschlagen.
Durch Aktvierung der Transkriptionsfaktoren STAT6 und GATA3 kommt es zur Entwicklung
von IL-4 und IL-13 produzierenden Tn2-Zellen (102, 103). Tn2-Zellen dominierte
Immunreaktionen, die auch Typ-2-Reaktionen genannt werden, spielen eine entscheidende
Rolle bei der Bekdampfung von extrazelluldren Parasiten, in der Wundheilung und

unterstitzen B-Zellen beim Immunglobulin-Klassenwechsel zu IgE. Auch die Reaktionen der

eosinophilen Granulozyten oder Mastzellen wird unterstiitzt, sodass eine Beteiligung bei der
14



Pathogenese von Allergien oder Asthma vermutet wird (104, 105). Um die Polarisation zu
einem bestimmen Subtypen aufrecht zu halten, werden Signalwege der jeweils anderen T-
Zell-Differenzierungen unterdriickt. So hemmt beispielsweise GATA-3 zusatzlich den fir die
Th1-Differenzierung wichtigen Transkriptionsfaktor STAT4 und umgekehrt. Auch die von den
T-Effektorzellen produzierten Zytokine verstarken ihre eigene Differenzierung und hemmen
die der anderen Subtypen (106). Lange Zeit ging man von der Dichotomie dieser zwei
Subtypen aus, wobei inzwischen weitere Differenzierungsgruppen der T-Zellen entdeckt
wurden. Th17-Zellen entwickeln sich, nachdem TGF-B (Transforming Growth Factor B) und IL-
6 die Trankriptionsfaktoren STAT-3 und RORyT (RAR-related Orphan Receptor Gamma
Thymus) induzieren. Mit ihren sezernierten Entziindungsmediatoren IL-17 und IL-22
beteiligen sie sich an Entziindungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen (107, 108). Auch
follikuldre T-Helferzellen (Teu-Zellen) zeichnen sich durch ein eigenes Zytokinprofil aus.
Induziert durch den Transkriptionsfaktor Bcl-6 (B-cell Lymphoma 6 Protein) setzen sie 1L-21
frei. lhnen kommt die Aufgabe zu mit B-Zellen zu interagieren und den Immunglobulin-
Klassenwechsel anzuregen (109). Ob sie eine eigene Subpopulation der T-Effektorzellen oder
nur einen Zustand der (brigen Subtypen darstellt, wird in der Literatur noch diskutiert (110).
Die Differenzierung der T-Zelle ist namlich keineswegs in Stein gemeilelt. Neure Daten
zeigen vielmehr auf, dass T-Zellen eine gewisse funktionelle Plasitzitat besitzen und ihre
Differnzierung unter dem Einfluss extrazellularer Signale andern kénnen. So kénnen Tp17-
Zellen beispielsweise durch Einwirkung von IL-12 und IL-23 und Aktivieren des
Transkriptionsfaktors STAT1 ihre IL-17 Expression verlieren und sich zu Tpl-Zellen

differenzieren (108).

2.3.2 Periphere Toleranz durch regulatorische T-Zellen

Damit sich das Immunsystem nicht gegen korpereigene Antigene oder kommensale
Bakterien richtet, entwickelten sich Mechanismen, um Uberschiefende Immunreaktionen
und letztlich die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen oder Allergien zu limitieren.
Jeder Mensch besitzt einen gewissen Prozentsatz autoreaktiver Zellen, die der
Thymusselektion entgangen sind. Die Frequenz dieser Zellen wird durch
Regulationsmechanismen begrenzt. Diese als immunologische Toleranz bezeichneten

Mechanismen lassen sich prinzipiell in eine zentrale und periphere Toleranz unterteilen
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(111). Die zentrale Toleranz entwickelt sich bereits wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus.
Im Sinne einer positiven Selektion werden hier all jene T-Zellen selektiert, die in der Lage
sind, MHC-Molekilezu erkennen und mit mittlerer Affinitdt zu binden. Binden diese in einem
zweiten Schritt, der sogenannten negativen Selektion, von Thymozyten prasentierte
korpereigene Antigene, kommt es zur Deletion von Zellen mit hoher und geringer Affinitat,
um potentiell autoreaktive T-Zellen zu verhindern (112). Da nicht gewahrleistet werden
kann, dass trotz zentraler Toleranz potentiell autoreaktive T-Zellen den Thymus in Richtung
Peripherie verlassen, greifen zur weiteren Kontrolle periphere Toleranzmechanismen. Hierzu
zahlt neben Deletion, Ignoranz und Anergie vor allem auch die Kontrolle durch

regulatorische T-Zellen (113).

Bereits 1970 wurde zum ersten Mal von T-Zellen gesprochen, denen eine regulierende
Funktion in der Immunantwort beikdme (114). 25 Jahre spéater, im Jahr 1995, wurden
schlieBlich CD4*CD25* Lymphozyten als regulatorische T-Zellen (Tregs) (zuvor als
Suppresorzellen) von Sakaguchi et al. definiert (115). Etwa 5-10% der im Blut zirkulierenden
CD4* T-Zellen sind Tregs und regulieren das AusmaR der Immunreaktion (113, 116). Sie
exprimieren konstitutiv und in groRen Mengen den hochaffinen IL-2-Rezeptor CD25. Obwohl
ein Zusammenhang zwischen der Stirke der CD25-Expression (CD25Me") und der
immunsupprimierenden Wirkung der Tregs beschrieben wurde (117), reicht dieser Marker
zur alleinigen Beschreibung der Tregs jedoch nicht aus. Auch aktivierte konventionelle T-
Zellen exprimieren namlich CD25, wenn auch nicht konstitutiv (118). Regulatorische T-Zellen
zeichnen sich zur weiteren Abgrenzung durch ihren intrazellularen
Mastertranskriptionsfaktor Forkhead Box P3 (Foxp3) aus. Experimente an Mausen mit
fehlendem oder mutiertem Foxp3-Gen zeigten, dass Foxp3 fir die immunregulierenden
Eigenschaften der Tregs eine wesentliche Rolle spielt. Bei nicht voll funktionstlichtigem
Foxp3 wadren Autoimmunerkrankungen wie das lymphoproliferative Autoimmunsyndrom
oder IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
syndrome) die Folge (119, 120). Da eine inverse Korrelation zwischen der CD127- (IL-7-
Rezeptor) und Foxp3-Expression herrscht, dient zusatzlich auch eine niedrige CD127-
Expression (CD127"°%) als weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen Tregs und
konventionellen T-Zellen, die den IL-7-Rezeptor wiederum in hohem MaRe exprimieren
(121). Da Experimente gezeigt haben, dass eine verminderte Foxp3-Expression auch die

immunsupprimierende Eigenschaft der Tregs herabsetzt und diese sich sogar zu T-
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Effektorzellen umwandeln kénnen, wird diskutiert, ob es sich bei Tregs nicht vielmehr um die
supprimierende Form eines bereits bekannten T-Zell-Subtyps handelt als um eine eigene
Zellreihe (122, 123). Unabhangig davon, wo genau die Tregs zugeordnet werden, ist jedoch
festzuhalten, dass CD4*CD25*Foxp3*CD127'°% T-Zellen immunregulierende Aufgaben

zukommen.

Natlrliche Tregs entstehen im Thymus und erhéhen bzw. erhalten ihre supprimierende
Funktion in der Peripherie durch den Einfluss von IL-2 und TGF-B. Neben den natirlichen
Tregs (nTregs) wurden auch induzierbare Tregs (iTregs) beschrieben. iTregs haben ihren
Ursprung nicht im Thymus, sondern lassen sich in der Peripherie aus konventionellen T-
Zellen bilden. In Anwesenheit von TGF-B oder IL-10 beginnen T-Zellen Foxp3 zu exprimieren
und entwickeln sich so zu induzierten regulatorischen T-Zellen (124-126). IL-10 und TGF-B
selbst werden wiederum von Tregs sezerniert und haben zusammen mit IL-35 eine
supprimierende Wirkung auf T-Effektorzellen (127). IL-2 hingegen wird von aktivierten T-
Zellen in die Umgebung freigesetzt und dient eigentlich autokrin ihrer eigenen Aktivierung
im Sinne eines positiven Feedbacks. Tregs fangen das IL-2 jedoch mit ihren hochaffinen IL-2-
Rezeptoren CD25 ab, konkurrieren also mit den T-Effektorzellen um das IL-2 und ddmmen so
diesen verstarkenden Effekt ein (123, 128, 129). Das IL-2 kann in den Tregs die Bildung von
Adenosiden induzieren, die sezerniert werden, an Aja-Rezeptoren der T-Effektorzellen
binden und diese ebenfalls inhibieren (128, 129). Regulatorische T-Zellen sind auch dazu in
der Lage durch Sekretion von Granzym A / Granzym B und Perforin die T-Zell-Aktivitat durch
Zytolyse einzudammen (2). In direktem Zellkontakt Gber gap junctions konnen Tregs
aullerdem cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) auf T-Effektorzellen (ibertragen und
aktivierende Signalkaskaden verhindern (124, 130). SchlieRlich haben Tregs auch einen
Einfluss auf DCs, die einen wesentlichen Beitrag zur T-Zellaktivierung leisten. Der oben
beschriebene inhibierende Mechanismus durch CTLA-4 und PD-1 greift auch bei Tregs. Sie
exprimieren beispielsweise konstitutiv CTLA-4 und kdénnen so das costimulierende Signal

durch CD80/CD81 der DCs abschwéachen (125).

2.4 Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit soll schlieBlich ein Beitrag zum besseren Verstandnis des

Entziindungsgeschehens geleistet werden. Die Pathogenese der Psoriasis wird maRgeblich
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durch das Zusammenspiel von T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen bestimmt. Zur
genaueren Untersuchung ihrer Zusammensetzung, Funktionalitdt sowie der Veranderungen
durch eine systemische Therapie erfolgte an der Hautklinik der Universitdtsmedizin Mainz
die Rekrutierung von Psoriasis Patienten mit einem PASI > 10. Vor sowie drei Monate nach
Beginn einer systemischen Therapie wurden aus dem Vollblut dieser Patienten periphere
mononukldare Zellen (PBMC) isoliert, welche im Anschluss durch Farbung intra- und
extrazellularer Marker mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht wurden. Selbiges
wurde mit gesunden Probanden als Vergleichsgruppe durchgefiihrt. Dabei zeigte die Gruppe
der Psoriasis-Patienten in der FACS-Analyse eine deutliche Erhéhung von Thl-, Th2- sowie
Thl7-Zellen, welche den skin-homing Rezeptor kutanes Leukozyten-Antigen (CLA)
exprimieren. Hierdurch wurde deutlich, dass bei erkrankten Patienten verstarkt T-Zellen im
Entziindungsgeschehen der Haut involviert sind als in den Kontrollgruppen. Vor allem Tp17-
Zellen prasentieren sich bei hoher Expression des Oberflachenmolekiils CD45R0O in einem
aktiven Zustand. Der hohe Anteil von naiven CD45RA* Zellen unter den CD4* T-Zellen bei
Psoriasis-Patienten hingegen lasst eine Rekrutierung weiterer unreifer T-Zellen vermuten,
welche in die Entzlindungsreaktion der Haut involviert werden sollen. Auch regulatorische T-
Zellen prasentierten sich mit einer erhéhten Expression von CD45R0 und lassen so einen
aktivierten Zustand dieser Zellen vermuten. Ihr Anteil korreliert zudem mit der Zahl der Tn1
und Th17-Zellen. Somit ist in Zusammenschau mit der Tatsache, dass bei Psoriasis-Patienten
mehr Tregs nachgewiesen werden konnten als in den U(brigen Gruppen, ein positiver
Feedbackmechanismus zu diskutieren, welcher der autoimmunen Reaktion durch T-
Effektorzellen Einhalt gebieten soll. Auch die gesteigerte Expression von inhibierenden
Faktoren wie PD-1 und CTLA-4 durch die regulatorischen T-Zellen in der Gruppe der

betroffenen Patienten kann als positiver Feedbackmechanismus gewertet werden.
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3 Material

3.1 Laborgerdte

Autoklav

Durchflusszytometer

Software
Lichtmikroskop
Sterlibank

Wasserbad

Zahlkammer

Zentrifuge

H + p Labortechnik GmbH, OberschleiRheim,
Deutschland

FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
LSR 1l, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Diva 6.0, BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Dialux, Leitz, Wetzlar, Deutschland

HeraSafe, Thermo Fischer Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Julabo TW 12, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Neubauer-Zdhlkammer, Merck, Wiesbaden,
Deutschland

Multifuge 3L-R, Thermo Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

3.2 Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Glaspipette
Pipettenspitzen

Einmalspritzen
Wellplatte

3.3 Allgemeine Reagenzien

Aqgua dest.
Ethanol 70%
Ficoll

HSA (20%)

Trypanblau
Heparin-Natrium
25000 I.E./5ml

10ml Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland
10pl/100ul1/200u1/1000ul, Greiner GmbH,
Drickenhausen, Deutschland

Braun Omnifix 10ml/20ml, Melsungen, Deutschland
Greiner bio-one, PS-Microplate, 96well

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Lymphozytenseparationsmedium, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich

Humanes Serum Albumin, Pharmacia, Erlangen,
Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Ratiopharm, Ulm, Deutschland
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DMSO
Fixation/Permeabilization
Concentrate

Fixation/Permeabilization
Diluent

Permeabilization Buffer 10X

Lymphozytenseparationsmedium

3.4 Puffer und Losungen

1x PBS-Puffer

FACS-Puffer

Trypanblau-L6sungen

HSA/DMSO-Losung

Fixierungs-/Permeabilisierungs-
Losung

Permeabilisierungspuffer

Dimethylsulfoxid,
eBioscience, San Diego, CA

eBioscience, San Diego, CA

eBioscience, San Diego, CA

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

137 mM NaCl
2,7 mM KClI
8,1 mM Na;HPO,

1,5mM KH,PQO4 in Auga dest., pH-Wert 7,2

1x PBS-Puffer
2,5 % HSA (20 %)
3mM EDTA

1x PBS-Puffer
0,4 % Trypanblau

HSA (20 %)
20 % DMSO

25 % FP-Konzentrat
75 % FP-Dilurent

Aqua dest.
10 % Permeabilisierungspuffer
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3.5 Antikorper

3.5.1 Direkt konjugierte FACS-Antikérper

Spezifitat Konjugat Klon Antikorper- Verdiinnung | Bezugsquelle
Human Klasse
CD3 APC-Cy7 HIT3a Maus 1:20 BioLegend
1gG2a,k #300317
CD4 PerCP-Cy5.5 OKT4 Maus 1:20 BioLegend
IgG2b,k #317428
CD25 Brilliant Violet 421 | BC96 Maus 1:10 BioLegend
IgG1,k #302630
CD45R0O APC Cy7 UCHL1 Maus 1:20 BioLegend
1gG2a, K #304228
CD45R0O Brilliant Violet 510 | UCHL1 Maus 1:3 BiolLegend
1gG2a,K #304246
CD45RA Brilliant Violet 711 | HI100 Maus 1:200 BiolLegend
1gG2b,k #304138
CD45RA PE-Cy7 HI100 Maus 1:5 BioLegend
1gG2b,k #304125
CD152 FITC 14D3 Maus 1:4 eBioscience
(CTLA-4) IgG2a,K #11-1529-42
CD127 APC-eFluor 780 eBioRDR5 | Maus 1:10 eBioscience
IgG1,k #47127842
CD183 FITC GO25H7 Maus 1:10 BioLegend
(CXCR3) IgG1,k #353704
CD19%4 PE-Cy7 L291H4 Maus 1:5 BioLegend
(CCR4) 1gG1,k #359409
CD196 Brilliant Violet 510 | GO34E3 Maus 1:5 BioLegend
(CCR6) IgG2b,k #353424
CD279 Brilliant Violet 711 | EH12.2H7 | Maus 1:10 BioLegend
(PD-1) lgG1,k #329928
CCR10 APC 6588-5 Armenian 1:5 BioLegend
Hamster #341506
IgG
CLA PE HECA-452 Ratte 1:5 Miltenyi
IgM #130091635
CLA APC HECA-452 | Ratte 1:4 Miltenyi
IgM #130098573
Foxp3 PE PCH101 Ratte 1:2 eBioscience
1gG2a,k #12477642
Tabelle 1

Auflistung direkt konjugierter Antik6rper mit verwendeter Verdiinnung
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3.5.2 Direkt konjugierte Isotyp-Antikorper

Spezifitat Konjugat Klon Verdiinnung | Bezugsquelle
Human
ms-1gG1,k PECy7 MOPC-21 | 1:5 BioLegend
#400126
mslgG1,k FITC MOPC-21 | 1:10 BiolLegend
#400110
mslgG2b,k | Brilliant Violet 510 | MPC-11 1:5 BioLegend
#400345
hamlgG,k APC HTK888 1:5 BioLegend
#400911
ratlgG2a PE R35-95 1:2 BD Pharmingen
Tabelle 2

Auflistung direkt konjugierter Isotyp-Antikorper mit verwendeter Verdiinnung
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4 Methoden

4.1 Versuchsablauf

Die Studie wurde nach Genehmigung der Ethikkommission und der Unterstitzung durch
Pfizer Inc. in der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt. Um die
Zusammensetzung und Verdanderungen der T-Zell Subpopulationen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie zu bestimmen, wurde das Blut von Psoriasis-Patienten vor und drei
Monate nach Beginn einer systemischen Therapie untersucht. Zudem wurden auch gesunde
Probanden in die Studie aufgenommen, um das Blut Gesunder und betroffener Patienten
miteinander vergleichen zu kénnen und um zu klaren, ob sich die Ergebnisse nach
systemischer Therapie denen gesunder Probanden angleichen. Im Folgenden sollen nun die
Rekrutierung der Patienten und Probanden sowie der genaue Studienablauf erldutert

werden.

4.1.1 Patienten- und Probandenrekrutierung

Die Patienten filir die Studie wurden durch die Privat- und Psoriasis-Sprechstunde der
Hautklinik Mainz rekrutiert. Ein entsprechendes Ethikvotum der Ethikkommission Rheinland-
Pfalz lag vor. In Frage kamen hierfir volljdhrige Manner und Frauen, die zu diesem Zeitpunkt
eine Psoriasis vulgaris aufwiesen und systemisch behandelt werden sollten. Die letzte
systemische Therapie sollte dabei mindestens drei Monate zuvor beendet worden sein.
Damit sollte sichergestellt werden, dass die spater untersuchten T-Zellen keinem Einfluss
von immunmodulierenden Wirkstoffen ausgesetzt sind. Der bisherige Krankheitsverlauf
sowie die bis dahin erfolgte lokale und systemische Therapie der Patienten wurden in einem
Fragebogen festgehalten. Weiterhin wurden auch Nebendiagnosen dokumentiert, wobei
besonders auf Psoriasis assoziierte Erkrankungen wie chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen, Malignome, kardiovaskuldre oder psychiatrische Erkrankungen geachtet
wurde. Besonderes Augenmerk galt zudem Erkrankungen, die in irgendeiner Form Einfluss
auf das Immunsystem besitzen und die spateren Ergebnisse somit verzerren kénnten. Dazu
zahlten neben Autoimmunerkrankungen oder Allergien auch aktuelle
Infektionserkrankungen, die schliefRlich allesamt zu einem Ausschluss aus der Studie flhrten.
Patienten mit allergischen Erkrankungen, die saisonbedingt zum Zeitpunkt der Rekrutierung
keine Krankheitsaktivitdt aufzeigten (z.B. im Dezember rekrutierte Patienten mit

Pollenallergie), konnten allerdings unter Vorbehalt an der Studie teilnehmen. Neben
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Erkrankungen, die mit einer gesteigerten Aktivitdit des Immunsystems einhergehen, galt
auch eine immunsupprimierende Medikation als Ausschlusskriterium. Die genaue Erfassung
des Medikamentenplans sollte weiterhin moégliche Psoriasis auslosende Wirkstoffe wie ACE-
Hemmer, Betablocker oder NSAR ins Blickfeld riicken. Gesunde Probanden wurden
zusatzlich rekrutiert, wobei fiir sie dieselben Bestimmungen beziiglich Medikation und
Begleiterkrankungen galten wie fiir die Psoriasis-Patienten. Beim Einschluss der Probanden
wurde weiterhin darauf geachtet, dass die Gruppe der gesunden Proband Hinblick auf Alter
und Geschlecht der Gruppe der Psoriatiker dhnelt, um ein entsprechendes ,Matching” zu
erzielen. So gab es unter den gesunden Probanden neun Manner und elf Frauen mit einem
Altersdurchschnitt von 46 Jahren, bei den Psoriasis-Patienten 12 Manner und sieben Frauen

und einem Altersdurchschnitt von 48 Jahren.
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Probanden Geschl. | Alter | PASI Therapie PASI, falls Follow-up
stattgefunden hat

mit Psoriasis

AG25 m 37 28,6 Adalimumab -

AL28 w 63 11,7 Adalimumab 0

AT19 w 58 24,0 Adalimumab 24

BL18 m 54 11,6 MTX 0

CA24 w 39 16,7 Adalimumab 5

EG31 m 70 24 - -

FE37 m 71 22,3 MTX 0

FT20 m 56 15,4 MTX 0

HM32 m 57 34,4 - -

S35 m 22 15,1 - -

LJ33 w 47 13,8 - -

MS22 m 35 10,8 Adalimumab 0

MS34 m 24 14 MTX 0

MT23 m 31 13,2 Adalimumab 0

RK27 w 57 27 Ciclosporin A 0

RM26 m 59 36,9 MTX 0

RZ36 w 51 15 - -

SS21 w 39 10,9 Adalimumab 0

AD29 m 56 50 MTX

Gesunde Geschlecht | Alter

Probanden

h#1 m 31

h#2 w 53

h#3 w 35

h#4 w 69

h#5 m 68

h#6 w 55

h#7 m 18

h#8 m 25

h#9 m 29

h#10 w 66

h#11 m 50

h#12 w 45

h#13 m 49

h#14 w 72

h#15 w 35

h#16 m 43

h#17 m 33

h#18 w 53

h#19 w 45

h#20 w 46
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Tabelle 3: Tabellarische Auflistung der Probanden mit Psoriasis (n=19) und der gesunden Probanden (n=20). m=
mannlich, w= weiblich.

4.1.2 PASI

Um die T-Zellen der Patienten mit denen gesunder Probanden gut vergleichen zu kénnen
und um nach systemischer Therapie einen messbaren Unterschied ermitteln zu kénnen,
sollten die Patienten vor der Therapie einen gewissen Schweregrad der Erkrankung
aufweisen. Um diesen objektiv beurteilen zu kénnen wurde der PASI (Psoriasis Area and
Severity Index) herangezogen. Hierbei werden die Symptome Erythem, Schuppung und
Infiltration fur die vier Korperregionen Kopf, Rumpf, Arme und Beine ermittelt, wobei fiir das
jeweilige Symptom zwischen null Punkten (keine Beteiligung) und maximal vier Punkten
(schwere Beteiligung) vergeben werden kénnen. Die Punkte werden fir jeweils alle drei
Symptome bestimmt und fiir jede Korperregion getrennt summiert. Parallel erfolgt auch
eine Abschatzung der betroffenen Oberflache der jeweiligen Kérperregionen. Auch hier
werden null (keine Beteiligung) bis maximal sechs Punkte (90 bis 100 % befallen) verteilt.
Diese Punktzahl wird fiir jede Korperregion getrennt mit der Summe der Symptome
multipliziert, wobei anschlieRend jedes Produkt mit einem speziellen Gewichtungsfaktor
multipliziert wird (Kopf: 0,1; Arme: 0,2; Rumpf: 0,3; Beine: 0,4). Die Summe der so fir jede
Korperregion erhaltenen Zahl entspricht schlielich dem PASI. Der Maximalwert des Scores
betragt 72, fir die Studie wurden jedoch Patienten gesucht, die einen PASI von mindestens

10 oder mehr besaRen.

4.1.3 Studienablauf

Nach der Erhebung aller relevanten Daten und der Errechnung des PASI wurden 19
Patienten 80 bis 100 mL Vollblut entnommen, um PBMC zu isolieren und T-Zellen mit Hilfe
der Durchflusszytometrie zu untersuchen. Selbiges galt auch fiir die gesunden Probanden
(n=20). Drei Monate nach Beginn der systemischen Therapie wurden die Patienten erneut
vorstellig, wobei von den 19 Patienten nur noch 12 untersucht wurden. Griinde waren
hierfir jeweils ein Umzug des Patienten und der vorzeitige Abbruch oder stark verzogerter
Beginn der Therapie. Bei den meisten Patienten zeigte sich eine komplette Remission des
Psoriasisschubs. Nach Ermittlung eines neuen PASI, wurde der Prozess wiederholt, sodass

ein Vergleich mit den drei Monate zuvor erhobenen Daten angestellt werden konnte.
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Beginn

Therapie 1 Monat 2 Monate
] ] 1

i Durchflusszytometrie (FACS)

|
Th1-Zellen
Tn2-Zellen
T,17-Zellen
T,22-Zellen
Tregs

80 - 100 mL Isolation PBMC (\ 80— 100 mL
Vollblut Vollblut

I

80—-100mL
Vollblut

gesunder Psoriasis- therapierter
Proband Patient Patient
Abbildung 3: Versuchsaufbau

Entnahme von 80 — 100 mL Vollblut von gesunden Probanden (n=20), Psoriasis-Patienten mit einem PASI 2 10 vor Beginn
einer systemischen Therapie (n=19) und drei Monate nach der Therapie (n=12). Mit den daraus isolierten PBMC wurden
schlieBBlich Subpopulationen der T-Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht.

3 Monate




4.2 Isolation peripherer mononukleérer Zellen (PBMC) aus Vollblut

Den Patienten und Probanden wurden mit 10 ml Spritzen (200 ul Heparin pro Spritze) jeweils
80 ml venoses heparinisiertes Vollblut abgenommen. Dieses wurde gleichmalig in vier 50 ml
Zentrifugationsrohrchen auf 15 ml Lymphozytenseparationsmedium Gberschichtet. Nach 25-
minltiger Zentrifugation (25 °C, 350 g, ohne Bremse) lieRen sich dann mehrere Phasen
unterscheiden: Ganz unten befanden sich die durch ihre hohe Dichte herabzentrifugierten
Erythrozyten und Granulozyten (z.B. eosinophile oder neutrophile Granulozyten) und
darliber das Lymphozytenseparationsmedium. Die ringférmige Interphase dariiber enthielt
die interessierten Lymphozyten und weitere mononukledre Zellen (PBMC; engl. peripheral

blood mononuclear cells), wahrend die oberste Schicht schlieflich das Blutplasma bildete.

Blutplasma

PBMC
Lymphozyten-

separationsmedium

Erythrozyten & Granulozyten

Abbildung 4: Isolation der PBMC
Verschiedene Phasen nach Zentrifugation des Vollblutes.

Die Interphase wurde vorsichtig abgenommen und in ein separates 50 ml
Zentrifugationsrohrchen Uberfihrt, welches dann mit eiskaltem 1 x PBS (4 °C) aufgefullt
wurde. Nach Zentrifugation (10 min, 350g, 4 °C, mit Bremse) und anschliefendem
Dekantieren (1. Waschen) wurde der Waschvorgang so oft wiederholt, bis der Uberstand
klar und frei von Thrombozyten war. Die so aufgereinigten PBMC konnten dann zur Farbung

verwendet werden.
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4.3 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypanblau-Farbung

Die Ubrig gebliebenen Zellen wurden nach dem letzten Waschvorgang mit 15 mL PBS (4°)
aufgenommen. Sowohl die Zellzahl als auch die Viabilitat der Zellen lieBen sich mit Hilfe der
Trypanblau-Farbung bestimmen. Wahrend die Zellmembran bei lebenden Zellen noch intakt
ist und den sauren Farbstoff Trypanblau nicht durchlasst, ist die Durchlassigkeit bei toten
Zellen erhdht. So erschienen unter dem Mikroskop tote Zellen dunkelblau gefarbt, lebende
Zellen hingegen weiR-durchsichtig. Fiir die Farbung der PBMC wurde eine Verdiinnung von
1:10 angesetzt. 20 ul der Zellsuspension wurden also mit 180 ul Trypanblau-L6sung in einer
96 well-Platte vermischt und 10 pl davon in eine entsprechende Zahlkammer gefiillt. Die

Bestimmung der Zellzahl erfolgte dann anhand folgender Formel:

Gesamtzellzahl = X *Y * Z = 10*

X = Lebendzellzahl in einem Quadranten
Y = Verdiinnung
Z = Volumen der Zellsuspension

Durch die Ermittlung der Gesamtzellzahl konnte nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
so viel FACS-Puffer hinzugegeben werden, sodass sich in 100 pl Zellsuspension genau 1x10°

Zellen befanden. Dies erleichterte schlieRlich die darauffolgenden Pippetierschritte.

4.4 Farbung der Zellen

4.4.1 Charakterisierung der T-Zell Subtypen

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, koénnen naive T-Zellen abhadngig vom
Zytokinmilieu, das auf sie einwirkt, verschiedene Differenzierungswege einschlagen. Dabei
unterscheiden  sich  die jeweiligen  T-Zell-Subtypen nicht nur in ihren
Mastertranskriptionsfaktoren oder freigesetzten Entziindungsmediatoren, sondern auch
durch exprimierte Selektine, Chemokinrezeptoren und Integrine. Diese Homing-Rezeptoren
spielen eine wichtige Rolle in der Migration der Zellen in das jeweilige Zielorgan und kénnen
wegen ihrer individuellen Expression als weiteres Unterscheidungsmerkmal der
Subpopulationen herangezogen werden (131). So wirden Th1l-Zellen CXCR3 exprimieren,
nicht jedoch CCR4 oder CCR6. Th2- und Thl7-Zellen exprimieren hingegen kein CXCR3 und
seien im Falle der Th2-Zellen CCR4*CCR6™ und Th17-Zellen CCR4*CCR6* (132-134). Auch Th22-

Zellen lassen sich durch diese Chemokinrezeptoren charakterisieren. So exprimieren sie zwar
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CCR10 und CCR4, nicht jedoch CXCR3 (135). Die regulatorischen T-Zellen zeichnen sich im
Wesentlichen durch eine hohe Expression von CD25 und dem intrazelluldren

Transkriptionsfaktor Foxp3, sowie durch eine niedrige CD127-Expression aus.

cD3'/cDa
T-Zellen \ /
CXCR3" —> | T,22-Zellen | —> CCR4* CCR10*
T[T 17 zellen

CXCR3* —> | T,,1-Zellen | =—> CCR4 CCRé&

T,2-Zellen | =—> CCR4* CCR6

0dSPad ‘wvdsrad vio

—> CCR4* CCR6*

Tregs | > CD25hish CD127'°“FoxP3+

T-ad

Laalle]

Abbildung 5 Charakterisierung der T-Zell-Subpopulationen
Schematische Darstellung der individuellen Expression von Oberflichenmolekiilen und Transkriptionsfaktoren, die zur
Charakterisierung der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen herangezogen wurden.

Zur genaueren Beschreibung der einzelnen Subpopulationen wurde ferner das ,cutaneous
lymphocyte-associated antigen“ CLA angefarbt. Dieses Adhdsionsmolekil befindet sich auf
der Oberflaiche von Immunzellen, ist fiir die Zellmigration von Zellen in die Haut
verantwortlich und erlaubt somit eine Zuordnung zu T-Zellen, die tatsachlich die Haut
infiltrierten (136). Weiterhin wurde bei allen Zellen noch die Tyrosinphosphatase CD45,
auch ,leukocyte common antigen” genannt (137), gefarbt. Sie spielt eine wichtige Rolle in
der Stimulierung der T-Zellen und gibt Aufschluss (iber den Aktivierungs- und
Differenzierungszustand der T-Zellen. Man unterscheidet dabei zwei Isoformen, CD45RA und
CD45R0O, wobei CD45RA (berwiegend von naiven T-Zellen exprimiert wird, welches dann
nach Aktivierung der Zelle durch alternatives Splicing durch CD45R0O ersetzt wird (138).

Um ein genaueres Bild Uber die immunregulierende Funktion der Tregs zu bekommen,
wurden zusatzlich noch die Marker PD-1 und CTLA-4 untersucht, wobei CTLA-4 intrazellular
angefarbt wurde. Denn fast 90% des CTLA-4 befindet sich in intrazellularen Vesikeln von

Foxp3* Tregs oder aktivierten konventionellen T-Zellen (139, 140).

4.4.2 Extrazelluldre Farbung
Die aufgereinigten PBMC wurden schlieBlich auf eine Mikrotiterplatte Gbertragen, wobei fir
die Farbung der T-Effektorzellen drei Vertiefungen 4 1 x 10® Zellen verwendet wurden, fiir
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die der regulatorischen T-Zellen fiinf 4 2 x 10° Zellen. Die doppelte Zellzahl fur die Farbung
der Tregs begriindet sich in der zuséatzlichen intrazelluldren Farbung und soll nach Abschluss
aller Farbungsschritte eine ausreichende Zellzahl gewahrleisten. Nach dreiminitiger
Zentrifugation bei 350 g und 4 °C mit Bremse konnte der (berschiissige Puffer dekantiert
werden, sodass die verbliebenen Zellen mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert
werden konnten. Fir die T-Effektorzellen wurden hierfiir jeweils 20 pL eines Antikérper-Mix
verwendet, der CD4 (PerCP-Cy5.5), CD3 (BV650), CD25 (BV421), CLA (PE) und FACS-Puffer
zur Aufflllung verbleibender Volumina beinhaltete. Auch in die fiinf Vertiefungen der Tregs
wurden jeweils 20 pL eines Antikorpermix hinzugefiigt. Neben den oben aufgelisteten
Markern CD3, CD4 und CD25 sind weiterhin CD127 (eFluor780) und CLA (APC) Bestandteil
gewesen. Zur spateren Auswertung mit sogenannten Fluoreszenz minus one (FMO)-
Kontrollen wurden von den fiinf Vertiefungen jeweils eines mit einem Mix ohne CLA und ein
weiteres ohne CD127 inkubiert. Nach 20-minltiger Inkubation bei 4°C und unter
Lichtabschluss wurden allen Zellen jeweils 150 pyL FACS-Puffer dazugegeben, um nach
erneuter dreiminiitiger Zentrifugation (4 °C, 350g, mit Bremse) den Uberstand zu

dekantieren.

Dieser Schritt wiederholte sich mit einem zweiten Mix an Antikérpern. Die drei Vertiefungen
fir die T-Effektorzellen bekamen jeweils 20 pL einer anderen Zusammensetzung von
Antikorpern. Eine beinhaltete nun alle Antikorper fiir die Chemokinrezeptoren wie CCR4
(PECy7), CXCR3 (FITC), CCR6 (BV510) und CCR10 (APC) sowie die Marker CD45RO (APC Cy7)
und CD45RA (BV711). Eine weitere Vertiefung wurde zur FMO ohne CD45R0O und CD45RA
inkubiert und der Mix fir die letzte Vertiefung beinhaltete schliefllich statt der Antikorper
flir Chemokinrezeptoren die entsprechenden Isotyp-Kontrollantikérper mit entsprechender
Fluoreszenz. Die Isotypkontrollen spielen eine wichtige Rolle in der spateren Gating-Strategie
bei der Auswertung der Ergebnisse. Da Antikérper auch unspezifisch mit ihrem Fc-Anteil an

III

Zellen binden kdnnen, kdnnen sie als ,Hintergrundsignal” falsch positive Ergebnisse liefern.
Durch die Spezifizitat der Isotypkontroll-Antikdrper fir Antigene, die in den Zellen nicht
vorhanden sind, kdnnen sie somit als Negativkontrolle dienen. Eine unspezifische Bindung
wirde also mit einer Antikérperbindung derselben Fluoreszenz angezeigt, wohingegen FMO-
Kontrollen, keine Antikoérperbindung und dadurch keine Fluoreszenz anzeigen und somit

einer ungefarbten Kontrolle gleichzusetzen sind. Da in der Trypanblau-Farbung kaum tote

Zellen nachzuweisen waren, ist auf einen Totfarbstoff verzichtet worden.
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Die regulatorischen T-Zellen wurden ebenfalls in einem zweiten Schritt mit weiteren
Antikorpern inkubiert. Hierzu zahlten CD45R0O (BV510), CD45RA (PECy7) und PD-1 (BV711),
wobei auch hier zur Negativkontrolle einzelne Vertiefungen jeweils ohne PD-1 und ohne
CD45RA/CD45RO inkubiert wurden. Auch nach diesem zweiten Farbeschritt wurden T-
Effektorzellen und regulatorische T-Zellen unter Lichtabschluss fir 20 Minuten inkubiert und
anschliefend mit 150 pL FACS-Puffer gewaschen. Im Anschluss dieser dreimindtigen
Zentrifugierung und Dekantierung konnten die Zellen, die zur Farbung der T-Effektorzellen
bestimmt waren, in 120 uL FACS-Puffer tberfihrt werden und fiir die Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie verwendet werden. Die Zellen zur Farbung der Tregs unterzogen sich

in weiteren Schritten einer im Folgenden beschriebenen intrazelluldren Farbung.
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T-Effektorzellen
1 2 3
CLA PE
CD4 percP-Cy5.5
1. Farbung CD3 BvV&50
CD25 Bv421
CCR4 Pecy7 mslgG PECy7 CCR4 pPECy7
CXCR3 FITC mslgG1 FITC CXCR3 fITC
CCR6 BVS10 mslgG2b Bv510 CCR6 BV510
2. Farbung
CCR10 Arc ham IgG apc CCR10 APC
CD45RO ApPccy7? CD45RO ApPc cy7 X
a) CD45RA Bv711 CD45RA BvV711 X
b) Regulatorische T-Zellen
Oberflache 1 2 3 4 5
CLA APC X CLA APC X
CD4 PerCP-Cy5.5
1. Farbung CD3 BV650
CD25 Bv421
CD127 eFluor 780 X
Oberflache
CD45RA PE cy7
CD45RO0 BvV510
. PD-1 Bv711 X
2. Farbung Puffer
X X X
X X X X
X X X X
Intrazellular
. rat IgG2a PE Foxp3 PE Foxp3 PE CTLA-4 FITC
3.Farbung PermP
X CTLA-4 FITC X X
Tabelle 4

Tabellarische Darstellung der Farbung auf einer Mikrotiterplatte mit drei Napfchen fiir die Farbung der T-Effektorzellen
(a) und fiinf fiir die der regulatorischen T-Zellen (b). Dabei werden beide in den ersten beiden Farbeschritten extrazellular
gefarbt. Die letzte und dritte Farbung ist intrazelluldr und betrifft nur die Farbung der regulatorischen T-Zellen.
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4.4.3 Intrazellulare Farbung

Zur weiteren Differenzierung der Tregs wurden die bereits angefarbten Zellen zunachst mit
150 ul einer Fixierlésung 30 Minuten lang unter Lichtabschluss bei 4 °C inkubiert. Nach
anschlieBender Zentrifugation (4 °C, 5 min, 350 g, mit Bremse) wurden je 150 pl des
Permeabilisierungspuffers (PermP) beigemischt, um die Membrandurchlassigkeit der Zellen
flir die spateren Antikorper zu gewahrleisten. Ohne diesen inkubieren zu lassen, wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (4 °C, 5 min, 350 g, mit Bremse) und dekantiert, sodass
schlieBlich die eigentliche Farbung der intrazellularen Molekiile Foxp3 (PE) und CTLA-4 (FITC)
mit FMO und Isotypkontrollen stattfinden konnte. Hierflir wurden von der Antikérperldsung
jeweils 20 ul pro Vertiefung hinzugegeben und bei 4 °C unter Lichtabschluss 30 Minuten lang
inkubiert. In  einem letzten Schritt wurden schlieflich weitere 150 pl des
Permeabilisierungspuffers auf die Zellen gegeben, diese zentrifugiert (4 °C, 5 min, 350 g, mit
Bremse), dekantiert und die so gereinigten Zellen mit 120 ul FACS-Puffer in ein FACS-

Rohrchen tGberfuhrt.

4.5 Durchflusszytometrie

Die zur Farbung verwendeten Antikorper sind alle mit einem Fluorochrom konjugiert, sodass
die Zellen mit Hilfe der Immunfloreszenz untersucht werden kénnen. Die
Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting) ermoglicht es, die Zellen so
anhand ihrer Oberflaichenmolekiile, aber auch anhand gebundener intrazellularer Molekiile
genau zu unterscheiden und zu identifizieren. Durch hydrodynamische Fokussierung werden
die Zellen wie in einer Perlenkette nacheinander durch eine Kapillare geleitet und durch den
Messbereich eines Laserstrahls geflihrt. Dabei wird das Licht gestreut und in verschiedene
Richtungen abgelenkt. Nach vorne abgelenkte Strahlen, auch Vorwartsstreulicht genannt
(FSC, Forward Scatter), sind ein MaR fiir die ZellgroBe, das im rechten Winkel gebrochene
Licht hingegen, auch Seitwartsstreulicht genannt (SSC, Side Scatter), ein MaR fiir die
Granularitat der Zellen. Gleichzeitig kdnnen die Fluoreszenzfarbstoffe durch einen
monochromatischen Laserstrahl auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Fallen
sie im Anschluss wieder auf ihr Normalniveau herab, emittieren sie dabei Licht in einer fir
den Farbstoff spezifischen Wellenlange, welches dann durch spezielle Detektoren
aufgefangen werden kann. Je mehr Fluorochrom-Molekiile also Bindungen auf der Zelle

vorhanden sind, desto starker letztlich das Signal. Die Fluoreszenzintensitat ist also positiv
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korreliert mit der Hohe der Molekilexpression auf der Zelle. Da jeder Fluoreszenzfarbstoff
sein eigenes Emissionsspektrum besitzt, ist eine Farbung durch mehrere Farbstoffe und
Anregung mit mehreren Lasern méglich. Uberlappungen der Emissionsspektren konnten
verhindert werden, indem alle Farbstoffe gegeneinander kompensiert und unterschiedliche
Laser verwendet wurden. Die detektierten Lichtimpulse konnten mit einem
Datenbearbeitungsprogramm (Diva 6.0, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) ausgewertet
werden und so jede Zelle in einem Punktdiagramm dargestellt werden. Zur Analyse wurde
ein BD LSRIlI Zytometer mit Rot-Blau-Violet (RBV)-Laser-Konfiguration und 12 Detektoren

verwendet.

4.5.1 T-Effektorzellen

Durch die GroBe und Granularitat der Zellen konnte in der SSC-FFC-Darstellung abgegrenzt
werden, bei welchen Zellen es sich prinzipiell um Lymphozyten handeln kénnte. Um den
Zellverlust durch Waschen zu kompensieren, wurde die Zellpopulation grof3ziigiger
eingegrenzt (Abbildung 6). Innerhalb der CD3*CD4* T-Zellen wurde dann eine Population
eingegrenzt, die keine High-Expression von CD25 aufweisen, um Tregs auszuschlieflen. Diese
wurde wiederum in einem nachsten Schritt in CXCR3* und CXCR3" Zellen unterteilt. Denn nur
durch diese Abgrenzung war eine genaue Charakterisierung der T-Zell-Subpopulationen
moglich. Thl-Zellen beispielsweise exprimieren CXCR3, nicht jedoch die Chemokinrezeptoren
CCR4 und CCR6. So konnten innerhalb der CXCR3* Population CCR4'CCR6  Thl-Zellen
differenziert werden. Schaut man sich die Zellen an, die kein CXCR3 exprimieren, kénnen
ebenfalls mit Hilfe der oben genannten Chemokinrezeptoren Th2- und Thl7-Zellen
charakterisiert werden. Wahrend Th17-Zellen beide Chemokinrezeptoren in hohem Male

exprimieren, exprimieren Tn2-Zellen zwar CCR4, nicht jedoch CCR6.
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Abbildung 6: T-Effektorzellen

CD3+*CD4* T-Zellen (ohne CD25 High Expression)(a), lassen sich in CXCR3* und CXCR3- Zellen unterteilen (b). Innerhalb der
CXCR3* T-Zellen lassen sich so CCR4-'CCR6" Th1-Zellen differenzieren, in der CXCR3- Population CCR4*CCR6" Th2-Zellen und
CCR4*CCR6* Th17-Zellen (c).
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Innerhalb der CXCR3" Zellen sollten CCR4*CCR10* Th22-Zellen dargestellt werden. Wie in
Abbildung 7 sichtbar ist, konnten jedoch nur vereinzelte Zellen dargestellt werden, sodass
eine weitere Untersuchung der Th22-Zellen nicht moglich war und die Expression von

CD45R0O/RA und CLA nicht mehr beurteilt wurde.
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Abbildung 7: T,22-Zellen

Charakterisierung von CXCR3-CCR10*CCR4* T,22-Zellen. Wie auf der Abbildung zu sehen ist, konnten keine T,22-Zellen
eingegrenzt werden.

Bei den Ubrigen T-Zell-Subpopulationen wurde in einem weiteren Schritt die Expression von
CD45RA und CD45RO untersucht, um einen Eindruck tber den Aktivierungszustand dieser

Zellen zu gelangen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: CD45RA/RO
Farbung von CD45R0O* und CD45RA* Tp1-, Th2- und Tp17-Zellen
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SchlieBlich wurde bei allen T-Effektorzellen auch die Expression des Skin-Homing-Rezeptors

CLA untersucht (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Expression des Skin-Homing-Rezeptors CLA
CLA-Expression von Tp1, Tp2 und Th17 Zellen innerhalb der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen

4.5.2 Regulatorische T-Zellen

Auch bei den regulatorischen T-Zellen wurden die Zellen zunachst in der SSC/FSC-Darstellung
aufgetragen, wobei durch die Einwirkung des Permeabilisierungspuffers (Zytoplasma-
Verlust, schrumpfen eine genaue Abgrenzung der Lymphozyten nicht moglich ist und aus
diesem Grund alle Zellen eingegrenzt wurden (Abbildung 10a). Nachdem CD3*CD4* Zellen
identifiziert wurden (Abbildung 10b), konnte innerhalb der CD25"&" Zellen eine kleine
Zellpopulation abgegrenzt werden, die vermehrt CD25 exprimieren und geringfligig weniger
CD4 exprimieren (Abbildung 10c). Zur besseren Charakterisierung der Tregs wurde innerhalb
dieser Population noch zwischen Zellen mit niedriger geringer und hoher CD127-Expression
unterschieden (Abbildung 10d). Innerhalb der CD127"°% Zellen wurden schlieRlich all jene
abgegrenzt, die den intrazelluldren Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimierten (Abbildung 10e).
Die so differenzierten CD3*CD4*CD25*CD127'°“Foxp3* Zellen charakterisieren demnach die

regulatorischen T-Zellen.
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Abbildung 10: Eingrenzungsstrategie der regulatorischen T-Zellen

Innerhalb der CD3*CD4* Zellen (b) lieBen sich Zellen mit einer hohen CD25-Expression abgrenzen (c). Auch diese
Population lieR sich durch eine geringe CD127-Expression (d) genauer identifizieren. SchlieBlich konnten dann mit
Nachweis vom Transkriptionsfaktor Foxp3 CD3*CD4*CD25*CD127'°"Foxp3* Tregs charakterisieren (e).

Wie bei den T-Effektorzellen wurde auch bei den Foxp3* regulatorischen T-Zellen die

Expression von CLA und CD45RA/RO dargestellt (Abbildung 11).
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Innerhalb der FoxP3* Tregs
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Abbildung 11: Weitere Differenzierung der Tregs
Foxp3* regulatorische T-Zellen und ihre CLA-Expression (a) sowie die Expression von CD45RO/CD45RA (b)

In Abbildung 12 und 13 ist die Expression der immunregulierenden Proteine CTLA-4 und PD-
1 zu sehen. Als Ausgangspopulation dienten zum einen Foxp3* Tregs, zur weiteren
Spezifizierung auch CD45RO*Foxp3* Tregs. Aufgrund der geringen Zellzahl (<500) wurde hier

die Darstellung im Histogramm gewahlt.
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Abbildung 12: CTLA-4

Abgebildet sind die CTLA-4-Expression von Foxp3* Tregs (a), sowie von Tregs, die CD45RO* sind (b).
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Abbildung 13: PD-1
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Expression von PD-1 an Foxp3* Tregs (a) und CD45RO* Tregs (b).
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4.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit Microsoft Excel durchgefiihrt. Alle statistischen
Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test flir paarige Stichproben berechnet. Neben dem
Mittelwert zeigen die Graphen auch den berechneten Standardfehler, Korrelationskoeffizienten
wurden nach Pearson berechnet. Die Werte werden, dann als signifikant angesehen, wenn p < 0,05
ist (* = p <0,05; ** = p <0,005; *** = p < 0,0005; **** = p < 0,00005). Fiur die Korrelationsanalysen
wurde der Korrelationskoeffizient ,,r“ nach Pearson berechnet. Je ndher dieser bei 1 bzw -1 liegt,
desto starker die Korrelation. Zusatzlich ist auch hier die statistische Signifikanz mit dem student’s t-

test berechnet worden.
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5 Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht sind die Werte der Psoriasis-Patienten vor der Therapie in rot und
Werte drei Monate nach systemischer Therapie in griin dargestellt. Die Ergebnisse gesunder
Patienten sind blau hinterlegt. Zur genaueren Betrachtung wurden die Ergebnisse in
unterschiedlicher Weise dargestellt. Bei der Darstellung in Prozent ist der Bezugspunkt in der
jeweiligen Grafik angegeben. Um die absolute Zellzahl zu ermitteln, wurde von der

Gesamtzahl aller PBMCs in 80 mL Vollblut ausgegangen.

5.1 Zusammensetzung von PBMC und T-Zellen

5.1.1 Zusammensetzung CD3* Zellen

Zundachst wurde bei allen Gruppen die Zusammensetzung der CD3* Zellen untersucht. Schaut
man sich im Punktdiagramm alle CD3* Zellen an, so lassen sich zwei unterschiedliche
Populationen differenzieren, wobei nur eine der beiden eine hohe Expression von CD4
aufweist (Abbildung 14) Wahrend diese eindeutig als CD3*CD4* T-Zellen charakterisiert wird,
kann die jeweils andere Population also nur indirekt als CD8* beschrieben werden. Abbildung
14a gibt einen guten ersten Eindruck, wie alle CD3* Zellen zusammengesetzt sind. Erst der
Vergleich dieser T-Zell-Populationen der einzelnen Gruppen zeigt jedoch die wesentlichen
Unterschiede. So ist der Anteil CD4* Zellen innerhalb aller CD3* T-Zellen bei Gesunden mit im
Schnitt 64% signifikant hoher als bei Psoriasis-Patienten vor der Therapie mit einem Anteil
von 53% (p= 0,0399). Ein merklicher Anstieg CD4* T-Zellen nach der Therapie konnte nicht
verzeichnet werden, auch ihr Anteil ist mit 59% niedriger als bei Gesunden (p= 0,0384). Mit
dem Anteil CD8* T-Zellen verhalt es sich entsprechend antiproportional zum Anteil der CD4*

Zellen.
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Abbildung 14: Zusammensetzung der CD3+ Zellen

(a) Getrennte Darstellung der Zusammensetzung CD3* Zellen fiir Psoriasis-Patienten vor und nach der Therapie, sowie fiir
gesunde Probanden. (b) Direkter Vergleich aller drei Gruppen mit signifikant hherem Anteil CD4* T-Zellen bei Gesunden
gegeniiber Psoriasis Patienten sowohl vor (p= 0,0339) als auch nach der Therapie (p= 0,0384).

Deutlichere Unterschiede lassen sich beobachten, wenn man den Anteil CD4* T-Zellen an
allen PBMCs misst (Abbildung 15). So ist der Unterschied zwischen Patienten vor der
Therapie mit etwa 20% und gesunden Probanden mit 32% hoch signifikant (p=0,000036).
Auch steigt der Wert bei Psoriasis-Patienten nach der Therapie um etwa 6% (p=0,039) und
ndahert sich dem Wert gesunder Probanden an, wenn auch noch ein signifikanter
Unterschied zu den Gesunden zu sehen ist (p=0,01). Diese Anndherung der Werte nach der
Therapie an Werte gesunder Probanden wird bei der Betrachtung der absoluten Zellzahl
CD4* T-Zellen an allen PBMCs deutlicher. Hier besteht zwischen Gesunden und Patienten

nach der Therapie kein signifikanter Unterschied mehr und liegen deutlich héher als die

Werte der Patienten vor systemischer Therapie (p= 0,021 bzw. p=0,00009).
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Abbildung 15: Anteil CD4* Zellen

Prozentualer Anteil CD4* T-Zellen an allen PBMCs und CD4* Zellen in absoluten Zellzahlen. Gesunde zeigen dabei einen
deutlich hoheren Anteil CD4* Zellen als Patienten vor der Therapie (p=0,000036 fiir die prozentualen und p=0,00009 fiir
absoluten Werte). Des Weiteren ist ldsst sich bei Psoriasis-Patienten ein signifikanter Anstieg durch die Therapie
beobachten (p=0,039 bzw. p=0,021).

5.1.2 CLA* Zellen

Interessanterweise exprimierten in der Gruppe der unbehandelten Psoriasis-Patienten 20-
25% aller CD4* T-Zellen den Skin-Homing-Rezeptor CLA, bei gesunden Probanden waren es
mit knapp 5% deutlich weniger (p < 0,00005). Fast ein Viertel aller Zellen scheinen also
aufgrund der entziindeten Hautareale in Kontakt mit der Haut gekommen zu sein. Durch die
Therapie sinkt dieser Anteil wieder deutlich auf Werte um die 7% (p < 0,00005). Die absolute
Zellzahl dieser CLA*CD4* Zellen unterschied sich nicht. Dies mag jedoch auch daran liegen,
dass Patienten nach der Therapie sowie gesunde Probanden generell mehr CD4* T-Zellen
besallen als unbehandelte Patienten und so sich so die unterschiedlichen prozentualen

Anteile wieder ausglichen.
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Abbildung 16: CLA* CD4* Zellen

CLA* T-Zellen: Vorher n=19, Nachher n=12, Gesunde n=20. Links ist der prozentuale Anteil CLA* Zellen innerhalb aller
CD4* T-Zellen dargestellt. Dabei wird deutlich, dass Gesunde und Patienten drei Monate nach systemischer Therapie
deutlich weniger CLA* exprimierende CD4* T-Zellen besitzen (**** p<0,00005). Die absolute Zellzahl dieser Zellen
unterschied sich nicht.
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5.1.3 PASI-Korrelationen

Unter Einbeziehung des vor Therapiebeginn gemessenen PASI ist eine positive Korrelation
zwischen dem prozentualen Anteil von CD4* T-Zellen an PBMC bzw. der absoluten Zellzahl
CD4* Zellen bei Psoriasis-Patienten vor der Therapie und dem PASI erkennbar (Abbildung
17). Eine statistische Signifikanz dieser Korrelationen kann jedoch nur bei den absoluten
Zellzahlen CD4* T-Zellen beobachtet werden (p= 0,0007). Mit Anstieg des PASI und damit
Schwere der Auspragung steigt also auch die absolute Zellzahl von CD4* Zellen, wahrend die

Zusammensetzung der PBMC und der prozentuale Anteil dieser Zellen unverandert bleibt.
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Abbildung 17: PASI-Korrelation

(a) Korrelation zwischen vor Therapie gemessenem PASI und dem prozentualen Anteil CD4* T-Zellen in PBMC.
Korrelationskoeffizient nach Pearson r= 0,3775, p= 0,111, n= 19. (b) Sehr signifikante positive Korrelation zwischen vor
Therapie gemessenem PASI und der absoluten Zellzahl CD4* T-Zellen aller gezahlten PBMC in 80mL Vollblut.
Korrelationskoeffizient nach Pearson r=0,7033, p=0,0007, n=19

5.2 Subpopulationen der T-Zellen

5.2.1 T-Effektorzellen und regulatorische T-Zellen

Vergleicht man die verschiedenen Subpopulationen der einzelnen Gruppen miteinander, so
konnte bei den Trhl-Zellen (definiert als CD3*CD4*CXCR3*CCR4°CCR6’) weder ein Unterschied
zwischen Patienten und Gesunden noch eine merkliche Veranderung durch die Therapie

verzeichnet werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ty1- und Ty17-Zellen

Vergleich aller Th1-Zellen: vorher n=19, nachher n=12, Gesunde n=20. Links ist der prozentuale Anteil der Th1-Zellen an
allen CD4* T-Zellen dargestellt, rechts die absolute Zellzahl, die in 80 mL entnommenem Vollblut enthalten sind. Es
konnten weder Unterschiede zwischen Psoriasis-Patienten und Gesunden noch eine Veranderung durch die Therapie
beobachtet werden.

Anders verhalt sich dies bei zirkulierenden Tn2-Zellen. Der prozentuale Anteil von Th2-Zellen
(definiert als CD3*CD4*CXCR3'CCR4*CCR6’) an allen CD4*Zellen ist bei Gesunden mit circa 8%
signifikant hoher als bei Patienten nach der Therapie (p= 0,048), unterscheidet sich aber
nicht von Psoriasis-Patienten vor der Therapie (Abbildung 19). Betrachtet man jedoch die
absolute Zellzahl von Th2-Zellen in 80 mL Vollblut, wird ein sehr signifikanter Unterschied
zwischen nicht-therapierten Patienten und gesunden Probanden sichtbar (p= 0,0008).
Wahrend Gesunde also in absoluten Zahlen deutlich mehr Th2-Zellen besitzen als
unbehandelte Patienten mit Psoriasis, ist die prozentuale Zusammensetzung CD4* T-Zellen
und speziell der Anteil der Tn2-Zellen zwischen diesen beiden Gruppen unverandert. In
einem weiteren Schritt wurden in der Gruppe der Patienten nach der Therapie die drei

Patienten ausgeschlossen, die keine vollstindige Remission zeigten, die signifikanten

Unterschiede zwischen dieser Gruppe und den gesunden Probanden entfielen dabei.
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Abbildung 19: T,2-Zellen

Vergleich aller Th2-Zellen: vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=9 in (b), Gesunde n=20. In (a) ist links der prozentuale
Anteil der T2-Zelln an allen CD4* T-Zellen, rechts die absolute Zellzahl in 80mL Vollblut dargestellt. Dabei zeigte sich in
beiden Abbildungen ein signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe nach Therapie und Gesunden (beide
p=0,048). Die prozentuale Zusammensetzung zwischen unbehandelten Patienten und Gesunden unterschied sich nicht,
dafiir besaBen gesunde Probanden in absoluten Zahlen signifikant mehr T,2-Zellen als Patienten vor der Therapie (p=
0,0008). (b) Der beschriebene Unterschied zwischen Patienten vor der Therapie und Gesunden entfillt, sobald die drei
Patienten, die keine komplette Remission zeigten, aus den Berechnungen ausgeschlossen werden.

In Abbildung 20 ist die absolute Zellzahl von Thl7-Zellen zu sehen (definiert als
CD3*CD4*CXCR3 CCR4*CCR6"). Sie konnte sich durch die systemische Therapie von circa 1,5 x
10° auf etwa 3,5 x 108 steigern (p=0,0025) und niherte sich dem Wert gesunder Probanden
an, welche ebenfalls signifikant mehr Th17-Zellen besalen als Psoriasis-Patienten (p=
0,00056). Diese Steigerung durch die systemische Therapie zeigte sich durch Ausschluss aller
Patienten ohne vollstandige Remission nach der Therapie sogar noch etwas starker (p=
0,0009). Interessanterweise hatten gesunde Probanden zwar mehr Th17-Zellen in absoluten
Zahlen, die prozentuale Zusammensetzung der CD4* T-Zellen beziiglich der Th17-Zellen
unterschied sich hingegen kaum. Gesunde Menschen scheinen also insgesamt mehr Th17-
Zellen im Blut zu haben, was jedoch nicht dariiber hinwegtduschen darf, dass ihr Anteil
innerhalb der CD4* T-Zellen unverandert bleibt. Signifikant erhéht hingegen war ihr Anteil
aber bei erfolgreich therapierten Patienten mit vollstandiger Remission, und zwar sowohl

gegenilber den unbehandelten Psoriasis-Patienten (p= 0,006) und den gesunden Probanden
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(p= 0,0009). Eine systemische Therapie gegen Psoriasis vulgaris erhdht also den Anteil von
Thl7-Zellen im Blut und ihre absolute Zellzahl.

Absolute Zellzahl von T 17-Zellen
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Abbildung 20: T,17-Zellen

Vergleich aller Ta17-Zellen: vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=10 in (b). Betrachtet man die Ergebnisse in (b) unter
Beriicksichtigung einer vollstandigen Remission nach systemischer Therapie, so wird eine deutliche Steigerung sowohl
des prozentualen Anteils von T,17-Zellen an allen CD4* T-Zellen (p= 0,006) als auch der absoluten Zellzahl (p=0,0009).
Gesunde Probanden besitzen zwar eine deutlich héhere Anzahl an T,17-Zellen als unbehandelte Psoriasis-Patienten (p=
0,00056), ihr prozentualer Anteil innerhalb aller CD4+ T-Zellen weist jedoch keinen merklichen Unterschied auf.

Die Zellzahl derer Zellen, die als CXCR3"CCR4*CCR10* Th22-Zellen charakterisiert wurden, war
zu gering um eine statistische Auswertung anfertigen zu kénnen. Es konnten also weder im
Blut von Psoriasis-Patienten noch von gesunden Probanden Th22-Zellen nachgewiesen
werden. Ob sie tatsachlich nicht vorhanden waren, oder diese Ergebnisse auf eine

fehlerhafte Charakterisierung zuriickzufiihren sind, bleibt zu diskutieren.

Die absolute Zellzahl von regulatorischen T-Zellen verhalt sich ahnlich wie die der Th17-Zellen
(Abbildung 22). Gesunde besitzen demnach in absoluten Zahlen nicht nur mehr Th17-Zellen
als Psoriasis-Patienten vor der Therapie, sondern auch signifikant mehr Tregs (p= 0,014). Die
systemische Therapie erhoht zudem signifikant ebenfalls die Zellzahl (p= 0,043). Durch die
systemische Behandlung der Psoriasis kann also die Zellzahl der Tregs wieder der von

Gesunden angeglichen werden. Der prozentuale Anteil von Tregs an allen CD4* T-Zellen
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unterschied sich jedoch nicht zwischen Patienten und Gesunden. Dies wurde auch schon bei
den Thl7-Zellen beobachtet. Trotz allem scheint die Therapie den prozentualen Anteil von
regulatorischen T-Zellen etwas zu erhéhen, sodass er bei Patienten nach erfolgreicher

Therapie signifikant héher ist als der Anteil bei gesunden Probanden (p=0,026).
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Abbildung 22: Regulatorische T-Zellen

Vergleich aller Tregs: vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=12 in (b), Gesunde n=20. In (b) sind diejenigen Patienten,
die nach der Therapie keine vollstandige Remission zeigten, aus der Statistik ausgeschlossen worden. Ihre Ergebnisse
dhnelten denen von (a). Psoriasis-Patienten besitzen signifikant weniger Tregs in absoluten Zahlen als Gesunde (p=
0,014), eine systemische Therapie erhdhr diese Zellzahl wieder (p=0,043). Der prozentuale Anteil der Tregs unterschied
sich nicht zwischen Gesunden und noch nicht therapierten Patienten. Nach der Therapie zeigte sich jedoch ein signifikant
erhdhter Anteil an Tregs gegeniiber der Gruppe gesunder Probanden (p=0,023).

5.2.2 Korrelation von T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen

Um zu analysieren, ob in den einzelnen Gruppen die Anzahl bzw. der prozentuale Anteil von
T-Effektorzellen mit denen der regulatorischen T-Zellen korrelieren, wurden in Abbildung 23
und 23 Korrelationen aufgezeichnet. Dabei konnte gezeigt werden, dass Patienten vor der
Therapie absolut mehr regulatorische Zellen besaBen, wenn es mehr Thl-Zellen gab
(p=0,002). Der Korrelationskoeffizient liegt bei r=0,67, wobei ein r-Wert von 1 bzw -1
starkere Korrelation angibt. Je naher der Wert bei Null liegt, desto schwacher die

Korrelation. Dies konnte beispielsweise in der Analyse des prozentualen Anteils beobachtet
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werden. Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,02 bei Patienten vor der Therapie
konnte keine starke Korrelation beobachtet werden. Drei Monate nach systemischer
Therapie ein dhnliches Ergebnis: Je mehr Tregs der Patient in absoluten Zahlen hatte, desto
mehr Thl-Zellen konnten nachgewiesen werden (r=702; p= 0,011). Auch hier wurde bei
Betrachtung des prozentualen Anteils keine gute Korrelation beobachtet werden (r=0,292).
Bei Gesunden bestand in absoluten Zahlen keinerlei Korrelation, wohingegen der

prozentuale Anteil von Tregs und Th1-Zellen eine maRige Korrelation aufwies.
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Abbildung 23 Korrelationen T,1-Zellen zu regulatorischen T-Zellen
Korrelation zwischen T,1-Zellen und Tregs in absoluten Zahlen (links) und Prozent (rechts). Vorher n=19, nachher n=12,

Gesunde n=20. Korrelationskoeffizienten nach Pearson angegeben. Eine signifikante positive Korrelation konnte bei der
absoluten Zellzahl in der Gruppe der Nicht-therapierten (a) (p= 0,002) und therapierten Patienten (b) (p=0,011) gezeigt

werden.
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Eine signifikante Korrelation zwischen der absoluten Zellzahl regulatorischer T-Zellen und

Thl7-Zellen konnte zwar bei Patienten nach der Therapie, nicht jedoch bei Patienten mit

einer aktiven Psoriasis Erkrankung vor der Therapie beobachtet werden. Bei Betrachtung des

prozentualen Anteils ergab sich weder bei unbehandelten noch bei behandelten Patienten

eine Korrelation. Anders bei den gesunden Probanden: Hier konnte eine signifikante

Korrelation des prozentualen Anteils von regulatorischer T-Zellen und Th17-Zellen beobachtet

werden,

bei Betrachtung der
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Abbildung 24: Korrelation T,17-Zellen zu regulatorischen T-Zellen

Korrelation zwischen T,17-Zellen und Tregs in absoluten Zahlen (links) und Prozent (rechts). Vorher n=19, nachher n=12,
Gesunde n=20. Korrelationskoeffizienten nach Pearson angegeben. Eine signifikante positive Korrelation konnte bei der
absoluten Zellzahl in der Gruppe der therapierten Patienten beobachtet werden (p= 0,0003). Ebenfalls stieg mit
steigender absoluten Treg-Zellzahl auch die Zellzahl der T,17-Zellen (p= 0,041).

5.2.3 Vergleich von CLA* T-Effektorzellen

Als nachstes wurde untersucht, wie viele T-Effektorzellen den Skin-Homing-Rezeptor CLA
exprimierten, um so Aufschluss dariiber zu geben, welche der T-Zellen tatsachlich einen
Bezug zur Haut hatten. Dabei fiel auf, dass die absolute Zellzahl dieser CLA* Zellen keinen
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen aufwies. Wahrend in Kapitel
6.2.1 gezeigt wurde, dass auch der prozentuale Anteil von Th1-Zellen an allen CD4* T-Zellen
keine Unterschiede zeigte, konnte nun aber gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil von
CLA* Zellen an allen gemessenen Th1-Zellen bei Psoriatikern vor der Therapie héher ist als bei

gesunden Probanden (p= 0,006). Psoriasis-Patienten vor der Therapie besitzen also nicht

unbedingt mehr Th1-Zellen als gesunde Probanden; die Tnl-Zellen, die sie besitzen,
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exprimieren aber mehr CLA. Daraus lasst sich schlieRen, dass durch die psoriatische

Entziindung in der Haut mehr Th1-Zellen in die Haut migrieren (Abbildung 24).
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Abbildung 24: CLA* Tp1-Zellen

Vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=9 in (b), nachher n=20. Links ist der prozentuale Anteil von CLA* Zellen in Bezug
zu allen Tp1-Zellen. Schaut man sich in (b) die Ergebnisse an, bei denen alle Patienten aus der Statistik ausgeschlossen
wurden, die nach der Therapie keine vollstindige Remission zeigten, so bleibt der signifikante Unterschied zwischen dem
Anteil von CLA* Zellen bei Gesunden und Erkrankten vor der Therapie (p=0,006).

Ein dhnlicher Effekt konnte auch bei Th2-Zellen beobachtet werden (Abbildung 25). Die
absolute Zellzahl von CLA* Th2-Zellen zeigte keine groBen Unterschiede, jedoch exprimierten
die vorhandenen Th2-Zellen von Psoriasis-Patienten sowohl vor als auch nach der Therapie
signifikant mehr CLA als gesunde Probanden (p= 0,0006 und p=0,008). Gesunde Probanden
scheinen also genau so viele CLA* Th2-Zellen zu haben wie betroffene Patienten, jedoch
exprimieren von allen Th2-Zellen der Gesunden prozentual deutlich weniger Zellen CLA als
die der Psoriasis-Patienten. Eine signifikante Reduktion durch die systemische Therapie
konnte nicht beobachtet werden, wenn auch ein leichter Trend zu weniger CLA durch die

Therapie zu verzeichnen ist.

54



Prozentualer Anteil CLA* T,2-Zellen Absolute Zellzahl von CLA* T, 2-Zellen
450000

_—
[]
=

* % P=0,0006

400000

350000
* ¥ P=0,003

5 -
0

vorher nachher Gesunde vorher nachher Gesunde

£ 300000
250000
: 200000 T
150000
100000

50000

% CLA* Zellen an allen T, 2-Zellen
5]
—
Zellzahl der CLA* T, 2-Zellen in 80 mL Vollblut

Prozentualer Anteil CLA* T,2-Zellen Absolute Zellzahl von CLA* T, 2-Zellen
(nur mit vollstindiger Remission nach der Therapie) (nur mit vollstindiger Remission nach der Therapie)

-
o
_—

* % P= 0,0006 600000

500000
* P= 0,008

400000
4 300000
200000

100000

% CLA* Zellen an allen Ty, 2-Zellen
15
=
Zellzahl der CLA* T, 2-Zellen in 80 mL Vollblut

5 i
1]
vorher nachher Gesunde vorher nachher Gesunde
Abbildung 25: CLA* T,2-Zellen
Vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=9 in (b), Gesunde n=20. Die absolute Zellzahl von CLA* T;,2-Zellen bleibt durch die
Therapie unveridndert und unterscheidet sich auch nicht zur Zellzahl von gesunden Probanden. Allerdings ist der

prozentuale Anteil CLA-exprimierender Zellen bei gesunden Probanden signifikant niedriger als bei Psoriasis-Patienten
vor der Therapie (p=0,0006) und nach der Therapie (p=0,008).

SchlieBlich gilt selbiges auch fir Th17-Zellen (Abbildung 26). Die absolute Zellzahl bleibt
unverandert, von allen Th17-Zellen exprimieren bei Psoriasis-Patienten vor der Therapie
signifikant mehr Zellen CLA als Zellen von gesunden Probanden (p=0,007). Es lasst sich also
daraus schliellen, dass der prozentuale Anteil von CLA-exprimierender Zellen bei allen T-

Effektorzellen deutlich hoher ist, wenn eine unbehandelte Psoriasis vorliegt
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Abbildung 26: CLA* T,17-Zellen

Vorher n=19, nachher n=12 in (a) und n=9 in (b), Gesunde n=20. In (b) wurden alle Patienten, die nach der Therapie keine
vollstandige Remission zeigten, von der Statistik ausgeschlossen. Wahrend die absolute Zellzahl der CLA* T,17-Zellen sich
zwischen den Gruppen nicht unterschied (rechts), war der prozentuale Anteil von CLA* Zellen unter allen T,17-Zellen bei
Patienten vor der Therapie signifikant hoher als bei Gesunden (p=0,007).

5.2.4 PASI-Korrelationen

In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, ob der prozentuale Anteil der T-
Effektorzellen an CD4* T-Zellen und deren absolute Zellzahl bei Patienten vor Beginn der
systemischen Therapie mit dem PASI korrelierten (Abbildung 27). Leider konnte dabei fir
keine der T-Effektorzellen eine signifikante Korrelation gezeigt werden. Mit steigendem PASI
konnte also weder eine Reduktion oder Steigerung der T-Zell-Subpopulation beobachtet
werden. Gleiches gilt auch fir die CLA* T-Effektorzellen (Abbildung 28). Auch ihre Anzahl

blieb durch einen steigenden PASI unbeeinflusst.
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Abbildung 27: PASI-Korrelation T-Effektorzellen

Korrelationen von PASI und T-Zell-Subpopulation fiir T,1-Zellen (a), Th2-Zellen (b), Tn17-Zellen (c) und regulatorische T-
Zellen (d) in Prozent und in absoluten Zahlen. Dargestellt sind die Messwerte von Psoriasis-Patienten vor der
systemischen Therapie, n=19. Eine signifikante Korrelation konnte bei keinen der Subpopulationen beobachtet werden.
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Abbildung 28: PASI-Korrelation CLA* T-Effektorzellen
Korrelation von PASI und CLA* Thl-Zellen (a), Th2-Zellen (b) und Tn17-Zellen (c) von Patienten vor Beginn der
systemischen Therapie. Links ist der prozentuale Anteil dieser Subpopulationen an allen CD4* Zellen, rechts die absolute
Zellzahl in 80 mL Vollblut dargestellt. Eine signifikante Korrelation zum PASI konnte bei keiner der Subpopulationen
nachgewiesen werden.
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5.2.5 Aktive T-Effektorzellen

Da T-Effektorzellen bei Aktivierung vermehrt CD25 exprimieren, zur Charakterisierung der
Subpopulationen jedoch nur Zellen mit verminderter CD25-Expression eingeschlossen
wurden (siehe Gating-Strategie Kapitel 5.5.1) sollten nun auch all diejenigen Zellen
berlicksichtigt werden, die eine hohere CD25-Expression aufwiesen. So wurden also auch

aktive T-Effektorzellen in die Statistik mit aufgenommen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Gating aktive T-Effektorzellen

Unter allen CD3*CD4* T-Zellen wurden nun zur Charakterisierung von T-Effektorzellen nun auch Zellen mit erhohter
CD25-Expression eingeschlossen (also alle).

Unter Ausschluss der CD25"8" Zellen wurde in Kapitel 6.2.1. gezeigt, dass es zwischen den
Gruppen keinen Unterschied gab in der absoluten Zellzahl der Tnl-Zellen oder deren
prozentualer Anteil an allen CD4* T-Zellen. Beriicksichtigt man nun jedoch zusatzlich auch die
CD25Meh Zellen, so wird ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten vor der Therapie
und gesunden Probanden sichtbar. Gesunde besitzen den Ergebnissen nach unter
Berlicksichtigung der aktiven Thl-Zellen in absoluten Zahlen mehr Th1-Zellen als erkrankte
Patienten (p= 0,014). Auch das Einbeziehen aktiver CD25* T,1-Zellen dndert aber nicht den
prozentualen Anteil an allen CD4* T-Zellen. Auch hier konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen dargestellt werden (Abbildung 30a). Beziiglich der
Thl7-Zellen zeigten sich nahezu die gleichen Ergebnisse wie unter Ausschluss der CD25Meh
Zellen: Die absolute Zellzahl der Th17-Zellen war bei Patienten vor der Therapie signifikant

niedriger als bei Patienten nach der Therapie (p= 0,035) oder Gesunden (p=0,0017).
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(a) Prozentualer Anteil von T, 1-Zellen mit CD25* Absolute Zellzahl der T, 1-Zellen mit CD25*

-
=
c 20 £ 9000000 * P="0,014
213 1 <]
3 S 8000000
N 16 =
E T E 7000000
g & 6000000
e s T
5.0 § 5000000
® s & 4000000 -
P & 3000000 -
= <
T 4 § 2000000 |
a2 'EN“ 1000000 |
X 0 E o -
Vor Therapie Nach Therapie Gesunde Vor Therapie Nach Therapie Gesunde
(b) Prozentualer Anteil von T,17-Zellen mit CD25* Absolute Zellzahl der T, 17-Zellen mit CD25*
16 * P-0023 8000000 | k% P=0,0017
5 *  P=0,035
c -_— =
24 2 7000000 -
o o -
N =
s -
5 12 + £ 6000000
8 8
g 10 2 5000000
c -
2 c
T 8 = 4000000
(- 7
© N
§6° ™ 3000000
= =
N4 £ 2000000 -
- =
=2 = |
S § 1000000
0 g o .
Vorher Nachher Gesunde Vorher Nachher Gesunde

Abbildung 30: Aktive T-Effektorzellen (CD25Mieh)

Vergleich aller Ty1-Zellen (a) und Th17-Zellen (b) unter Einbeziehung aller Zellen mit hoher CD25-Expression: Vorher n=20,
nachher n=9, Gesunde n=19. Patienten, die nach der Therapie keine vollstindige Remission zeigten, wurde aus der
Statistik ausgeschlossen. Die Ergebnisse der Th1-Zellen (a) zeigten, dass gesunde Probanden in absoluten Zahlen mehr
Thl-Zellen besaBen wenn man die aktiven T,1-Zellen miteinbezieht (p=0,014). Die Ergebnisse der T,17-Zellen verdnderten
sich durch die Einbeziehung CD25. aktiver T,17-Zellen nicht: Auch hier konnte im Vergleich zu Patienten vor der
Behandlung eine signifikant hohere absolute Zellzahl von T,17-Zellen bei Gesunden (p=0,00017) und Patienten nach der
Therapie (p=0,035) gezeigt werden.

5.3 CDA45-Isoformen auf T-Zellen

5.3.1 CD45RA/RO* CD4* T-Zellen

Die Zellen wurden weiterhin hinsichtlich ihrer Expression von CD45RA und CD45RO
untersucht, um ein genaueres Bild Uber ihren Aktivitdtszustand zu bekommen. CD45RA
findet man auf ,naiven”, geringgradig aktivierten T-Zellen und CD45RO auf aktivierten T-
Zellen und Gedachtnis- T-Zellen. Zundchst wurde dafiir die Population CD4* T-Zellen
betrachtet. Dabei konnte gezeigt werden, dass gesunde Probanden sowohl prozentual als
auch in absoluten Zellzahlen deutlich mehr naive CD45RA* Zellen besalRen, als Psoriasis-
Patienten vor der Therapie. Der Anteil CD45RA* Zellen an allen CD4* T-Zellen stieg nach
dreimonatiger Therapie deutlich an (Abbildung 31a). Bei psoriatisch verdnderten
Hauterscheinungen scheint es also weniger naive/geringgradig aktivierte T-Zellen im Blut zu

geben als bei nicht betroffener Haut. Es konnte jedoch nicht bewiesen werden, dass sich im
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Gegensatz die Anzahl oder der prozentuale Anteil aktiver CD45RO* T-Zellen in gleichem
Malle reduzierte wie der verzeichnete Anstieg inaktiver CD45RA* Zellen. Wirft man einen
Blick auf die FACS Dotblots (siehe Abbildung 8) der CD45RA* und CD45R0O* Zellen, so wird
deutlich, dass die einzelnen Populationen ineinander tbergehen, also auch doppelt positive
und doppelt negative Zellen vorhanden sind. So lieBe sich erkldaren, wieso es zwar bei
Gesunden und therapierten Patienten mehr inaktive CD45RA* Zellen gab als bei Erkrankten,
es jedoch nicht zu einer gegensatzlichen Reduktion von aktiven T-Zellen, die nur CD45RO

exprimieren, kam.

CD45RA* CD4* T-Zellen (absolute Zellzahl)

(a) CD45RA* CD4* T-Zellen (Prozent)

=

2 * %k P=0,0018 5 * P=0,013

335 S 10000000

: - 3

530 ¥ P-0048 £ 9000000 ¥
-

8 E 3000000

s
(-]

=25 T = 7000000

a [

3 20 £ 6000000

.E U

g R 5000000

= +

£15 2 4000000

2 © T

T 10 T s 3000000

b

< s 2000000

g s a

F G 1000000

(=)

2 0 0

Vorher Nachher Gesund Vorher Nachher Gesund

(b) CD45RO* CD4* T-Zellen (Prozent) CD45RO* CD4* T-Zellen (absolute Zellzahl)

s

= 5

.vf',’ 80 *P=0.032 £ 25000000

L >

g 70 z

o I & 20000000

2 60 &

= £

- =

E =0 2 15000000

= [

E 40 o

£ =

5 30 g 10000000

= h

N o

N0 Q

gm g 5000000

g 9

)

R 0 0

Vorher Nachher Gesund Vorher Nachher Gesund

Abbildung 31: CD45RA/RO CD4* T-Zellen:

Darstellung der CD45RA/RO-Expression bei CD4* T-Zellen: Vorher n= 7, nachher n=10, Gesunde n=20. In (a) ist links der
prozentuale Anteil CD45RA-exprimierender Zellen an allen CD4* T-Zellen dargestellt. Gesunde hatten einen deutlich
hoheren Anteil als Patienten vor der Therapie (p= 0,0018), auch die systemische Therapie zeigte einen merklichen
Anstieg (p=0,048). Die absolute Zellzahl (rechts) ist ebenfalls bei Gesunden hoher als bei vortherapierten Patienten
(p=0,013). Eine Reduktion aktiver CD45RO* T-Zellen (b) konnte jedoch nicht bewiesen werden.

5.3.2 Aktivierungsstatus von T-Effektor und regulatorische T-Zellen
In einem weiteren Schritt wurde auch die CD45RA/RO-Expression der jeweiligen T-Zell-
Subpopulationen ermittelt. Abbildung 33 zeigt den prozentualen Anteil CD45RO und
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CD45RA-exprimierender Zellen innerhalb der jeweiligen Subpopulation, aufgeteilt nach den
drei Gruppen. In dieser Darstellung wird zunachst deutlich, dass alle drei Gruppen deutlich
mehr aktive CD45R0O* Zellen besitzen als CD45RA* Zellen. Vor der Therapie waren besonders
Th17-zellen aktiv, war der Anteil CD45R0* Th17-Zellen doch deutlich hoher als von Th1-zellen
(p=0,021) oder Tregs (p=0,023). Selbiges galt auch fir Patienten nach der Therapie. Hier
waren die Unterschiede zwischen Thl17-Zellen und Thl-Zellen (p=0,0008) bzw. Tregs
(p<0,00005) sogar noch groRer. Schlielich wurde die dominierende Rolle aktiver Th17-zellen
auch bei gesunden Probanden deutlich. Innerhalb dieser Subpopulation exprimierten
namlich auch bei Gesunden deutlich mehr Zellen CD45R0 als Thl-Zellen (p=0,0004), Tn2-
Zellen (p=0,0001) oder Tregs (p<0,00005).

Interessanterweise fanden sich bei allen drei Gruppen so gut wie keine CD45RA*
regulatorischen T-Zellen (Abbildung 32). Dies mag auch daran liegen, dass in der
Eingrenzungsstrategie alle CD25'°" T-Zellen ausgeschlossen wurden. Es wurden somit nur
Zellen mit hoher CD25-Expression betrachtet, also Zellen mit ohnehin hoher Aktivitat. Eine
verminderte Expression von CD45RA scheint also schlissig. In allen drei Gruppen konnte
beobachtet werden, dass Thl- und Th2-Zellen signifikant mehr CD45RA* Zellen besaRen als
Thl7-Zellen oder Tregs. Die Tatsache, dass besonders Th17-Zellen eine hohe Expression von

CD45RO0 aufweist, macht den niedrigen Anteil CD45RA* Th17-Zellen plausibel.
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Abbildung 32: Gating fiir CD45RA und CD45RO

Im direkten Vergleich der CD45-Expression fiir T-Effekorzellen (a) und Tregs (b) wird die fehlende Expression von CD45RA
der Tregs deutlich, welche sich durch den vorherigen Ausschluss CD25low T-Zellen erkldren ldsst. Im Gegenzug besitzen
Tregs (b) deutlich mehr CD45RA/CD45RO doppelt positive Zellen als T-Effektorzellen (a).
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Abbildung 33: CD45RA und CD45RO

Abbildung des prozentualen Anteils CD45RO (links) oder CD45RA (rechts) exprimierender Zellen innerhalb der einzelnen
Subpopulationen. In Rot sind die Werte der Patienten vor Therapie dargestellt (n= 7), nach der Therapie in griin (n=10),
gesunde Probanden in blau (n=20). Bei allen Gruppen und allen Subpopulationen waren deutlich mehr CD45RO* Zellen
als solche mit hoher CD45RAExpression zu sehen. Waihrend bei allen Gruppen Th17-Zellen die meisten Zellen mit
CD45RO-Expression besaBen, hatten im Gegensatz Th1 und Th2-Zellen einen Anteil an CD45RA* Zellen als Th17-Zellen.
Regulatorische Zellen besaBen so gut wie keine CD45RA* Zellen.

63



In einer zweiten Darstellung (Abbildung 34) soll der direkte Vergleich der drei Gruppen fiir
die jeweilige T-Zell-Population verdeutlicht werden. Dabei scheint es beziiglich der CD45R0O-
Expression zwischen den Gruppen keinen Unterschied zwischen gesunden Probanden und
nicht therapierten Patienten bzw. eine Veranderung durch die Therapie zu geben. Einzig der
Anteil inaktiver CD4RA* Th2-Zellen scheinen nach systemischer Therapie gegeniber den
Patienten vor Therapie aber auch gesunden Probanden signifikant reduziert zu sein (p=0,048

bzw. p=0,035).
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Abbildung 34: Vergleich zwischen Gruppen der CD45RA/RO-positiven Zellen

Vergleich der Expression von CD45RO (a) und CD45RA (b) zwischen den drei Gruppen Patienten vor der Therapie (n=7),
nach der Therapie (n=10) und Gesunde (n=20). Aufgezeichnet ist der prozentuale Anteil CD45RA/RO* Zellen innerhalb
aller Tpl-, Th2-, Th17-Zellen oder Tregs. Fiir die CD45RO-Expression der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt werden. Lediglich der Anteil CD45RA* Ty2-Zellen war bei
Patienten drei Monate nach systemischer Therapie signifikant niedriger als bei Patienten vor der Therapie (p=0,048) oder
Gesunden (p= 0,035).

5.4 CTLA-4 und PD-1* Zellen

Die regulatorischen T-Zellen wurden zusatzlich noch hinsichtlich ihrer Expression der
immunmodulierenden Proteine CTLA-4 und PD-1 untersucht. Wahrend die Expression des
PD-1 keinen Unterschied zwischen den Gruppen verzeichnete, konnte doch gezeigt werden,
dass der Anteil CTLA-4* Tregs innerhalb aller gemessenen Foxp3* Tregs bei Psoriasis-

Patienten signifikant hoher ist, als bei Gesunden (p= 0,02). Interessanterweise schien sich
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der Anteil CTLA-4* Tregs durch die Therapie wieder auf das Niveau gesunder Probanden zu
bringen (p= 0,02). Bei hoher Krankheitsaktivitdt scheinen regulatorische T-Zellen also
inhibierende Molekiile wie CTLA-4 also vermehrt zu exprimieren, wahrend dies bei

Gesunden und therapierten Patienten weniger der Fall ist.
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Abbildung 35: CTLA-4* und PD-1*Tregs

Darstellung des prozentualen Anteils CTLA-4-exprimierender (a) und PD-1-exprimierender Tregs (b): Vorher n=7, nachher
n=10, Gesund n=20. W&hrend keine nennenswerte Unterschiede in der PD-1-Expression beobachtet werden konnten,
zeigte sich, dass betroffene Patienten signifikant mehr CTLA-4* Tregs besaBlen als Patienten nach der Therapie (p= 0,048)
oder gesunde Probanden (p=0,02).

Weiterhin sollte ermittelt werden, ob sich auch die CTLA-4-Expression der T-Effektorzellen
verandert hat. Daflir wurden CD3*CD4*CD25 T-Zellen untersucht. Durch die gezielte
Eingrenzung von CD25 T-Zellen sollten die CD25* Tregs aus der genaueren Betrachtung
ausgeschlossen werden. Auch in der Gruppe CD25" T-Zellen konnte beobachtet werden, dass
Patienten mit psoriatischen Hautveranderungen einen wesentlich héheren Anteil CTLA-4-
exprimierender zirkulierender Zellen hatten als gesunde Probanden (p= 0,011). Des

Weiteren fuhrte auch hier die systemische Therapie zu einer Reduktion (p=0,015).
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Abbildung 36: CTLA-4* und PD-1*T-Zellen in CD25 T-Zellen

Prozentualer Anteil CTLA-4-exprimierender Zellen innerhalb aller CD3*CD4*CD25- T-Zellen: Vorher n=7, nachher n=10,
Gesunde n=20. Der Anteil von CTLA4+ T-Zellen ist bei gesunden Probanden signifikant niedriger als bei betroffenen
Patienten (p= 0,011). Auch die Therapie fiihrte zu einer signifikanten Reduktion (p= 0,015).
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6 Diskussion

In dieser Studie erfolgte die Charakterisierung der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen anhand
ihres vermuten Chemokinrezeptorprofils nach dem Vorbild der Arbeit von Sallusto et al.
(131). Um die Ergebnisse nun richtig einzuordnen, muss zunachst auf die schwierige
Vergleichbarkeit der jeweils beschrieben Zellen eingegangen werden. Ein Vergleich mit
ahnlichen Studien ist vor allem deshalb schwierig, da die T-Zell-Subpopulationen je nach
Autor unterschiedlich definiert und bestimmt werden. Beispielsweise beruhen sich Autoren
wie Luan et al. auf die Spiegel sezernierter Interleukine, wie beispielsweise IL-17 fir Th17-
Zellen (141). Da diese jedoch nur einen indirekten Nachweis der T-Zellen darstellen und
Interleukine keineswegs nur von einer bestimmten Subpopulation sezerniert werden, wurde
in dieser Studie auf diese Form des Nachweises verzichtet. Transkriptionsfaktoren, die mit
den jeweiligen T-Zellen in Verbindung gebracht werden, wurden von Luan et al. ebenfalls
bestimmt (141). Wahrend jedoch beispielsweise mit Hilfe des Rezeptorenprofils signifikante
Unterschiede in der Gruppe der Thl-Zellen ermittelt wurden, konnte dies bei der
Bestimmung des fiir Thl-Zellen charakteristischen Transkriptionsfaktor Tbet bei Luan et al.
nicht beobachtet werden. Ein Vergleich mit der aktuellen Studie greift im Grunde
genommen nur bei genauerer Betrachtung der gefarbten Oberflachenrezeptoren. Luan et al.
farbten zum Nachweis von Th1-Zellen neben CD4 auch IFN-y bzw. fiir Th17-Zellen IL-17 an

und bezogen sich somit auf das typische Zytokinprofil der jeweiligen Subpopulation (141).

In dieser Studie erfolgte die Charakterisierung der CD3*/CD4* T-Zellen anhand ihrer
Chemokinrezeptoren mit Bezug auf den Ergebnissen von Sallusto et al (131). Durch Anfarben
von CXCR3, CCR4, CCR6 und CCR10 erfolgte so eine Selektion genau derjenigen Zellen,
welche auf die in der Literatur vorzufindenden Beschreibungen der T-Zellsubpopulationen
zutreffen. Die Tatsache, dass in der Literatur unterschiedliche Nachweisverfahren der
jeweiligen T-Zellen zu finden sind, macht deutlich, dass die eindeutige Identifizierung von T-
Zell-Subpopulationen keineswegs klar definiert ist. Tatsachlich ist eine klare Abgrenzung
dieser Zellen und der Versuch einer Gruppierung nicht mit letzter Sicherheit moglich. Wenn
in dieser Studie also von Tnl-, Th2- oder Th17-Zellen die Rede ist, handelt es sich hier nicht
zwangslaufig um die gleichen Zellen, die in anderen Studien nachgewiesen wurden. Ein

Vergleich wird so nur bedingt moglich. Mit simultaner Farbung von insgesamt acht
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Oberflaichenmolekiilen ist in dieser Studie der Versuch erfolgt, mit Hilfe der
Durchflusszytometrie eine maoglichst exakte Eingrenzung der gesuchten Zellen
durchzufiihren. Das Einbeziehen mehrerer Marker sollte hier die Spezifitat der
Zellidentifizierung erhéhen. An dieser Stelle muss jedoch einmal die exakte Abgrenzung und
Benennung von T-Zellsubpopulationen in Frage gestellt werden. Einige Autoren verzichten
bereits auf diese Namensgebung und wenden sich eher einer beschreibenden Darstellung
dieser Zellen zu. Anstatt beispielsweise von Th17-Zellen zu sprechen, ware im aktuellen
Beispiel die exaktere Bezeichnung also eine CD3*/CD4*/CD25'°¥/CXCR3"/CCR4*/CCR6* T-
Zelle. Dies macht es natirlich fir Modelle zur Abbildung der Pathogenese der Psoriasis
schwieriger, ermoglicht jedoch letztlich eine genauere Abgrenzung und damit
Vergleichbarkeit der Zellen. Weiterhin erlaubt diese Darstellung zudem die Abbildung einer
gewissen Fluiditat zwischen den jeweiligen Subpopulationen und macht deutlich, dass die
Grenzen zwischen den T-Zellgruppen nicht eindeutig gesetzt sind. So wird bereits in der
Literatur von Th1Th17-Zellen gesprochen, Zellen also, deren Beschreibung sowohl auf Tp1- als
auch auf Th17-Zellen zutreffen. So sollen sie zwar CCR6, nicht aber CCR4 exprimieren und
neben IL-17 auch IFN-y produzieren (142). Insgesamt bleibt es also trotz aller Bemiihungen
einer einheitlichen Definition nicht eindeutig ob Zellen, die zunachst als neue eigenstandige
Gruppe definiert wurden, in Wahrheit eine alternative Zustandsform einer bereits

vorhandenen Zellpopulation darstellen konnten.

Bei einem Blick auf die Punktdiagramme (Dotblots) der Durchflusszytometrie in der aktuellen
Studie wird die Schwierigkeit einer genauen Grenzziehung deutlich. Die Population der
CD3*/CD4* T-Zellen beispielsweise lasst sich hier eindeutig abgrenzen. Kommt es jedoch zur
Eingrenzung der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen, so ist eine klare Grenzziehung nur noch
mit Hilfe eines Isotyps moglich. Besonders deutlich wird dies in der Gruppe der Th22-Zellen.
Diese zeichnen sich durch die Produktion von IL-22 mit Abwesenheit von IL-17 oder IFN-y
aus. Jedoch besitzen sie wie die Th17-Zellen ebenfalls den Chemokinrezeptor CCR4 und Th17-
Zellen sind wiederum ebenfalls in der Lage IL-22 zu produzieren (143). Die schwierige
Abgrenzbarkeit dieser Zellen zeigte sich ferner in der durchgefiihrten FACS-Analyse, in der
nur einige wenige Th22-Zellen abgegrenzt werden konnten. Die wichtige Rolle der IL23-
Th17/Th22-Achse in der Entstehung und Behandlung der Psoriasis ist ausreichend belegt. Die
Tatsache jedoch, dass im Gegensatz zu Th17-Zellen nur ein marginaler Nachweis von Th22-

Zellen im Blut moglich war, lasst vermuten, dass der Beitrag dieser Zellen zum
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Entziindungsgeschehen deutlich kleiner ausfallt, als der der Th17-Zellen. Mdglich ist jedoch
auch, dass die Darstellung der Th22-Zellen mit der durchgefiihrten Farbung nicht gelungen
ist. In dieser Studie sollte durch Farbung des Chemokinrezeptors CCR10 eine Selektion von
Th22-Zellen angestrebt  werden. Die Beschreibung  der  Tnl7-Zellen als
CD4*/CD3*/CD25'°%/CXCR3/CCR4*/CCR6* trifft jedoch streng genommen auch auf Tn22-
Zellen zu, da auch Tn22-Zellen eine gewisse Expression von CCR6 aufweisen (143). Letztlich
wurde allerdings auch in anderen wissenschaftlichen Abhandlungen beobachtet, dass sich
nur wenige Th22-Zellen in PBMC nachweisen lielen und hier eine Untersuchung der Haut

erfolgversprechender sei (144).

In einigen Studien wurde bereits der Einfluss unterschiedlicher Therapieoptionen auf diverse
T-Zellsubpopulationen sowie der Unterschied zwischen gesunden Probanden und Psoriasis-
Patienten hinsichtlich ihrer T-Zellen untersucht. Luan et al. beispielsweise konnten eine
signifikante Erhéhung von Thl- und Thl7-Zellen im Blut von unbehandelten Psoriasis-
Patienten beobachten (141). Diese wiirden zudem mit dem Schweregrad der Psoriasis
korrelieren. Nach einer mehrmonatigen Therapie mit Adalimumab sei es zur deutlichen
Reduktion dieser Zellen gekommen. Auch Piaserico et al. erzielten dhnliche Ergebnisse,
wobei hier lediglich die IL-17 Sekretion untersucht wurde und nicht die Frequenzen der
Zellen anhand von CCR Expressionen von PBMC (145). Ob in der von ihnen beschriebenen
Zellpopulation auch IFNy produzierende Tnw1Thl7-Zellen dabei sind, ist nicht sicher
auszuschlieBen. Aber auch Studien, die sich auf eine dhnlichen Nachweis mit Hilfe der
Chemokinrezeptoren stiitzen, verzeichnen eine erhohte Frequenz von Thl7-Zellen bei
Psoriatikern im Vergleich zu Gesunden (146). Dies steht nun im Gegensatz zu den
Ergebnissen der aktuellen Studie. Wahrend hinsichtlich der Th1-Zellen keinerlei Unterschiede
zwischen den Gruppen beobachtet werden konnte, scheint sowohl die absolute Anzahl als
auch der prozentuale Anteil der Tnl7-Zellen bei Psoriasis-Patienten vor der Therapie
signifikant niedriger zu sein als bei behandelten Patienten und den gesunden Probanden.
Dies spiegelte sich ebenfalls in den Zahlen der CD4* Zellen nieder. So zeigten gesunde
Probanden sowie behandelte Patienten einen signifikant hoheren Anteil CD4* Zellen an allen
PBMC als unbehandelte Psoriasis-Patienten (p=0,000036 und p=0,039). Schon allein die
Tatsache, dass Patienten mit einer aktiven Psoriasiserkrankung einen geringeren Anteil an
CD4* Zellen haben, erklart, weshalb die absoluten Zahlen der jeweiligen T-

Zellsubpopulationen in dieser Gruppe niedriger ausfallen. Doch wie ldsst sich die
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Beobachtung erklaren, dass sich bei entziindlichen Hautverdanderungen weniger CD4* Zellen
im Blut befinden? Ein moglicher Grund, weshalb der Anteil dieser Zellen im Blut bei
gesunden Probanden hoher ist als bei unbehandelten Patienten, kénnte eine Migration
dieser Zellen vom Blut ins betroffene Gewebe sein. So kdnnten die CD4* Zellen sich bei
Patienten mit erythematosquamdsen Plaques vermehrt in den betroffenen Hautarealen
aufhalten, am Ort des entziindlichen Geschehens also. Der Anteil dieser Zellen im Blut ware
so gegenlber Probanden ohne Plaques niedriger. Nach Therapie und Abklingen der
Entziindungsreaktion konnten dann durch fehlende Zytokine aus der Haut wieder weniger T-
Zellen in die Haut migrieren und dementsprechend vermehrt im Blut zu finden sein. Dies
konnte wiederum den hoéheren Anteil von Thl7-Zellen bei Gesunden und Genesenen
erklaren. Eine parallele Untersuchung von CD4* Zellen in der Haut konnte diese These
untermauern. Dagegen spricht jedoch die Tatsache, dass der vor Therapie gemessene Anteil
CDA4* Zellen positiv mit dem PASI-Score korreliert. Je ausgepragter die Psoriasis, desto hoher
der Anteil dieser Zellen an allen PBMC. Dies widersprache also der These, dass CD4* Zellen
mit zunehmendem Entzindungsgeschehen in die Haut migrieren. Auch andere Studien wie
beispielsweise Langewouters et al. konnten bei Patienten mit einer schwer ausgepragten
Psoriasis einen hoheren prozentualen Anteil CD4* Zellen feststellen, als bei Patienten mit
milder Psoriasis oder der Kontrollgruppe (147). Die Datenlage ist also nicht ganz klar. Da die
CD4* Zellen jedoch eine heterogene Gruppe an Zellen abbilden und die Schwere der
Entziindung nicht allein auf CD4* Zellen sondern auf Zytokine der entziindeten Haut und
deren ,,Pull” in die Haut zurtickzufiihren ist, lohnt sich hier nun eine genauere Betrachtung.
Schaut man sich namlich CLA exprimierende CD4* Zellen an, welche sich auf dem Weg zur
Haut befinden oder von der Haut ins Blut (ibergingen, so sieht man einen deutlich héheren
Anteil bei unbehandelten Psoriasis-Patienten als bei Gesunden oder therapierten Patienten
(beide p<0,00005). Unbeachtet der Tatsache also, dass Psoriatiker einen kleineren Anteil
CD4* Zellen im Blut haben, liefert die genauere Betrachtung dieser Zellen die wichtige
Information, dass bei erkrankten Patienten mehr T-Zellen im entziindlichen Geschehen der
Haut involviert sind als in den beiden Ulbrigen Gruppen. Autoren wie Jokai et al.
beispielsweise machen von dieser guten Korrelation CLA* Zellen mit dem entziindlichen
Geschehen der Haut Gebrauch, um CLA exprimierende Zellen als friihen Erkennungsmarker
einer wiederaufflammenden Entziindung unter systemischer Therapie zu diskutieren (148).

Insofern lohnt es sich zur Beurteilung der Zellen im Zusammenhang mit einer Psoriasis auf
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diejenigen Zellen zu achten, welche diesen Skin-Homing-Rezeptor exprimieren. Die von
Psoriasis betroffene Haut sorgt also fir ein Zytokinmilieu, welches zur einer Migration von
CLA* Zellen in die Haut flhrt, die IL-17 produzieren und damit ihren Beitrag zum
Entziindungsgeschehen leisten (136). Der Anteil CLA* Zellen innerhalb der einzelnen
Subpopulationen ist sowohl fir Thl-, Th2-, als auch fir Th17-Zellen bei unbehandelten
Patienten signifikant héher als bei gesunden Probanden (p=0,006; p=0,0006; p=0,007). Auch
in der Literatur konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer aktiven Psoriasis
einen hoheren Anteil CLA* Zellen haben als die Kontrollgruppe (149). Zwar sind hier nicht
exakt die gleichen Zellen nachgewiesen, es untermauert jedoch die die herausragende Rolle
dieses Skin-Homing-Rezeptors im Entziindungsgeschehen. Nach systemischer Therapie
scheint dieser Anteil zu sinken, wenn auch nicht signifikant. Zwar wurden Patienten, welche
drei Monate spater keinen Therapieerfolg zu verzeichnen hatten, in einer zweiten
Darstellung aus der Statistik ausgenommen, jedoch dnderte sich hierbei nichts am
Signifikanzniveau. Ein sichtbarer Therapieerfolg in Form von sinkenden CLA* T-Zellen nach
Therapie kdnnte eventuell bei hoherer Probandenzahl erreicht werden. Eysteinsdottir et al.
konnten in ihrer Studie bereits eine signifikante Reduktion CLA* T-Zellen (Th1Th1l7 sowie

Tc1Tcl17) bei klinischer Besserung nachweisen (150).

In der aktuellen Studie erfolgte auBerdem die Bestimmung von CDA45, einer bestimmten
Rezeptor-Tyrosinphosphatase, welche auf der Oberflache aller zellkernhaltigen Zellen
hamatopoetischen Ursprungs exprimiert wird. lhre Expression bestimmter Isoformen des
CDA45 ist dabei abhangig vom Grad der Aktivierung, Reifung und Differenzierung der Zelle.
Wahrend naive Zellen eine Isoform namens CD45RA exprimieren, wird durch Aktivierung der
Zelle die extrazellulaire Doméane dieses Molekils in Teilen ersetzt, sodass die aktivierte Zelle
nun CD45R0O an ihrer Oberfldche prasentiert (138). Es ldsst sich also zusammenfassen, dass
naive T-Zellen eine vermehrte Expression von CD45RA und T-Gedachtnis-Zellen von CD45R0
aufweisen. Bei der Untersuchung CD4* Zellen im Blut von Patienten und Probanden konnte
in dieser Studie beobachtet werden, dass in der Gruppe der unbehandelten Psoriatiker
signifikant mehr CD4* Zellen CD45RA exprimierten als Gesunde. Gesunde hatten aber nicht
zwangsweise mehr CD45RO exprimierende CD4* Zellen, da sie einen hohen Anteil
CD45RA/CD45R0O-doppelpositiver Zellen aufwiesen. Bei einem aktiven
Entziindungsgeschehen in der Haut lieRe sich zunachst vermuten, dass die nachgewiesenen

T-Zellen im Blut eine erhdhte Expression von CD45RO aufweisen und sich in einem
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aktivierten Zustand befinden. Dennoch scheint es, dass bei Patienten mit Psoriasis vermehrt
naive CD45RA* T-Zellen im Blut zirkulieren. Mdglich ist eine Rekrutierung naiver T-Zellen,
welche in die betroffenen Hautareale migrieren und von antigenprasentierenden Zellen erst
aktiviert werden missen, um auch aktiv zum Entziindungsgeschehen beitragen zu kénnen.
Auch Zhang et al. beobachteten namlich sowohl bei PBMCs als auch bei hamatopoetischen
Stammzellen eine erhdhte CD45-Expression (151). Diese korrelierte sogar leicht mit dem
PASI-Score. Bei der Untersuchung der jeweiligen T-Zell-Subpopulationen wiesen jedoch alle
untersuchten Subpopulationen eine deutlich hohere Expression von CD45RO gegeniiber
CDA45RA auf. Besonders Th17-Zellen stachen im Vergleich zu den anderen Subpopulationen
hervor und wiesen einen signifikant hoheren Anteil CD45RO* Zellen auf. Dies unterstreicht
die Tatsache, dass die nachgewiesenen Thl7-Zellen, welche in der Pathogenese der Psoriasis
eine herausragende Rolle spielen, sich auch in einem aktiven Zustand befinden und
vermutlich aktiv im Entziindungsgeschehen involviert sind. Ein signifikanter Unterschied
zwischen Gesunden und Erkrankten oder Psoriasis-Patienten vor und nach der Therapie
konnte allerdings nicht beobachtet werden. Dies mag daran liegen, dass so differenzierte
Zellen wie Tnl, Th2- oder Thl7-Zellen zwangsldufig alle schon eine T-Zellaktivierung erfahren
haben, ganz unabhangig ob akut erkrankt oder gesund. AuRerdem liegt auch hier die
Vermutung nahe, dass CD45R0* ausdifferenzierte T-Zellen eher in der Haut zu finden sind.
Langewouters et al konnten in ihrer Studie zeigen, dass mit steigendem PASI mehr CD45RA*
T-Zellen in den PBMC zu finden sind und der Anteil CD45RO* mit steigendem PASI eher
abnimmt. Auch hier wird diskutiert, ob bei hoher Krankheitsaktivitdt die ausdifferenzierten
T-Zellen, welche CD45R0 exprimieren, eher in der Haut als im peripheren Blut zu finden sind

(147).

Zudem muss bedacht werden, dass in den zitierten Studien der Effekt einer einzelnen
Therapieoption, wie z.B. die der TNF-a Inhibitoren, analysiert wurde. In der aktuellen Studie
lag der Fokus jedoch in der Untersuchung des allgemeinen Effekts einer systemischen
Therapie und den Verdanderungen nach Abklingen der Symptome. Die Patienten, welche zum
Follow-up erschienen, erhielten zum einen Adalimumab (n=6), welches den
Entziindungsmediatior TNF-a abfing und so die Inflammation eindammte. Andere wiederum
wurden mit Metothrexat behandelt (n=5), einem Immunsuppressivum, welches als Folsaure-
Antagonist die Zellteilung der Immunzellen hemmt. Ein Patient erhielt Ciclosporin A, welches

durch verminderte IL-2-Produktion letztlich die Aktivierung von T-Lymphozyten hemmt.
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Insgesamt wurden also unterschiedlichste Signalwege angesprochen, weshalb ein Vergleich
der T-Zell-Veranderungen nach Therapie mit anderen Studien nur begrenzt moglich ist. Ein
gleicher Einfluss auf die Zusammensetzung der T-Zell-Subpopulationen ist bei
unterschiedlicher Therapie nicht zwingend zu erwarten. Da sich die angewendeten
Therapeutika in der Studie zu heterogen zeigten, konnte bei Aufteilung der Probanden je
nach erhaltener Therapie keine ausreichend grofe Anzahl an Probanden erreicht werden,
um signifikante Unterschiede darzustellen. Ungeachtet dessen untermauert jedoch schon
das Ergebnis dieser Studie, dass der Anteil CLA* Th1-, Th2, und Th17-Zellen bei unbehandelten
Patienten hoher ist als bei Gesunden, deren wichtige Rolle in der Pathogenese der Psoriasis.
Gerade Thl7-Zellen und deren Signalwege sind jingst in den Fokus neuerer Therapien
geriickt (70) . Durch die Sekretion von Interleukinen wie IL-17 leisten sie einen wichtigen
Beitrag zur Aktivierung der Keratinozyten und der nachfolgenden Hyperkeratose, welche zu
den charakteristischen squamdésen Plaques fihrt (46). Zudem scheint IL-17 die Bildung
antimikrobieller Peptide zu induzieren, welche ebenfalls das Entzlindungsgeschehen
aufrechterhalten (152) . Zusammenfassend decken sich also die gemessenen Zahlen der CLA*
Thl7-Zellen mit diesen Beobachtungen und bestatigen deren zentrale Rolle in der
Pathogenese der Psoriasis. Innerhalb der Gruppe unbehandelter Psoriasis-Patienten
korrelierte die Zahl CLA* Th17-Zellen jedoch nicht mit dem Schweregrad der Psoriasis.
Moglicherweise reicht auch hier die Anzahl von 20 Patienten nicht aus, um eine signifikante
Korrelation darzustellen. Zudem ist fraglich, ob sich Zellen des peripheren Blutes generell
eignen, um eine solche Korrelation mit dem Entziindungsgeschehen der Haut abzubilden.
Um dieser Frage nachzugehen, ware neben der Bestimmung der Zellen im Blut eine parallele
Untersuchung betroffener Hautareale interessant. In jingsten Studien wurde aullerdem eine
verminderte Haufigkeit von Tnl7-Zellen bei alteren Patienten gegeniber jlingeren
beobachtet (153). Ob diese Tatsache die Ergebnisse dieser Studie mit einer
Probandenrekrutierung von Patienten unterschiedlichen Alters beeinflusst, ist nicht sicher

auszuschlieRen.

Neben T-Effektorzellen wurden in dieser Studie auch regulatorische T-Zellen untersucht,
welche als CD4*/CD3*/CD25"e"/CD127'°%/Foxp3* Zellen definiert wurden. An dieser Stelle ist
zu erwdhnen, dass anders als im murinen System im humanen System auch aktivierte T-
Zellen Foxp3 exprimieren kénnen und eine exakte Abgrenzung von Tregs erschwert. lhnen

kommt in der Pathogenese der Psoriasis eine entscheidende Rolle zu. Bereits in einigen
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Studien konnte bewiesen werden, dass die Homodostase zwischen T-Effektorzellen, welche
das Entziindungsgeschehen in der Haut vorantreiben, und der hemmenden und
regulierenden Wirkung durch regulatorische T-Zellen, gestort ist (154). Dabei haben
regulatorische T-Zellen nicht nur einen direkten Einfluss auf die T-Effektorzelle, sondern
verhindert durch Einflussnahme auf die Aktivierung der antigenprasentierenden Zelle (DC)
von vornherein die Aktivierung und Differenzierung der jeweiligen T-Effektorzelle (155). Wie
schon bei den vorherigen Ergebnissen zeigte sich auch bei den regulatorischen T-Zellen eine
verminderte absolute Zellzahl bei unbehandelten Psoriasis-Patienten gegeniber den
anderen Gruppen. Dies begriindet sich abermals durch den wesentlich geringeren Anteil
CD4* T-Zellen in dieser Gruppe. Betrachtet man jedoch den prozentualen Anteil der Tregs an
allen CD4* T-Zellen wird deutlich, dass der Anteil wiederum bei gesunden Probanden
deutlich niedriger liegt als bei akut erkrankten oder genesenen Psoriasis-Patienten. Zhang et
al konnten bei der Untersuchung padiatrischer Patienten dhnliche Ergebnisse beobachten
(156). In einer anderen Studie konnte sogar gezeigt werden, dass die Frequenz der Tregs mit
dem PASI der Patienten positiv korreliert (157). Patienten mit einer Psoriasis wiesen
prozentual mehr Tregs auf als Gesunde. Die Ergebnisse dieser Studien stiitzen deren
Hypothese, dass die Erhohung der Tregs als eine Art positiver Feedback-Mechanismus zu
werten ist. Um gegen die ausschreitende Entziindung durch Tpl-, Th2- und Tnhl7-Zellen
anzugehen, kénnte es zu einer reaktiven Erhéhung der regulatorischen T-Zellen kommen. Da
sich der Anteil an Tregs zwischen akut erkrankten und genesenen Psoriasis-Patienten nicht
signifikant unterscheidet, liegt die Vermutung nahe, dass sich auch nach Remission nichts an
den Verhiltnissen dndert. Eine mogliche Hypothese fiir die weiterhin erhohte Zellzahl nach
Therapie ware, dass die Empfindlichkeit der T-Effektorzellen gegeniiber Tregs auch nach
Remission unverandert niedrig bleibt. So bleibt die Zahl der Tregs nach Therapie unverandert
hoch, um die Homostase so gut es geht aufrecht zu erhalten. Wie auch bei den T-
Effektorzellen wurde auch bei den regulatorischen Zellen die Expression von CD45RO und
CD45RA gemessen. Bei den nachgewiesenen Tregs handelte es sich in allen drei Gruppen
fast ausschlieflich um CD45RO* aktivierte T-Zellen. Auffallend wenige Tregs zeigten eine
reine Expression von CD45RA. Bei den nachgewiesenen Tregs handelte es sich also nicht um
naive Zellen, sondern um Tregs, die bereits mit anderen Zellen in Kontakt gekommen sein
missen und ihrer regulierenden Aufgabe nachkommen. Ein signifikanter Unterschied

zwischen erkrankten Patienten und Gesunden konnte aber auch hier nicht ermittelt werden.
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Da bei der Betrachtung von regulatorischen T-Zellen auch die zu regulierenden Zellen mit
einbezogen werden miissen, erfolgte auch eine Bestimmung der Korrelation dieser Zellen.
Betrachtet man die Korrelation der Zellzahl regulatorischer T-Zellen und derer von Th1- oder
Thl7-Zellen, so lasst sich bei Psoriasis-Patienten vor und nach der Therapie eine positive
Korrelation erkennen. Je mehr T-Effektorzellen nachgewiesen wurden, desto hoher die
Zellzahl der regulatorischen T-Zellen. Lediglich in der Gruppe der gesunden Probanden
konnte eine solche Korrelation nicht beobachtet werden. Dies unterstiitzt die These, dass
selbst die erfolgreiche Therapie der Psoriasis an dieser Situation nichts dandert und die
Empfindlichkeit gegeniiber regulatorischen T-Zellen unverandert niedrig bleibt und zu einer
Erhéhung derselben fihrt. Mogliche Rezidive selbst nach erfolgreicher initialer Therapie
konnten sich dadurch erklaren lassen. Bei gesunden Probanden scheint es diesen positiven
Feedback-Mechanismus nicht zu geben. Hier kommt es mit steigender Anzahl der T-
Effektorzellen nicht zu einem Anstieg regulatorischer T-Zellen. An dieser Stelle muss betont
werden, dass die Datenlage in der Literatur hinsichtlich einer gesteigerten oder
verminderten Zahl der Tregs nicht eindeutig ist. So konnten in anderen Studien im Gegensatz
zu den Ergebnissen dieser Studie oder den oben genannten von Zhang et al. tatsachlich
weniger Tregs bei Psoriasis-Patienten nachgewiesen werden als bei Gesunden (158, 159).
Dies mag zum einen in unterschiedlichen Nachweismethoden begriindet sein. Nicht zuletzt
kann jedoch auch eine fehlende Einheitlichkeit beziiglich des Bestimmungszeitpunkts der
Grund fiur diese Unregelmaligkeiten sein. Eine dynamische Veranderung der Zellzahl von
Beginn bis zum Abklingen der Inflammation ist nicht unwahrscheinlich. So ware auch in
dieser Studie eine Betrachtung in mehreren Zeitpunkten wdhrend des akuten
Entziindungsgeschehens und an weiteren Punkten nach Remission interessant. Betrachtet
man nun die Korrelation zwischen regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen, so miissen auch
juingste Erkenntnisse bezliglich einer gewissen Fluiditat zwischen diesen beiden Zellen in die
Diskussion miteinbezogen werden. Bovenshen et al wiesen Foxp3* Zellen nach, welche
dhnlich wie Thl7-Zellen auch IL-17 synthetisierten (160). Die Hypothese lautet, dass
regulatorische T-Zellen das Ausmall der Foxp3-Expression vermindern, wenn sie einem
Zytokinmilieu ausgesetzt sind, welches dem der Psoriasis dhnlich ist. Die Expression vom
Transkriptionsfaktor RORyT und IL-17 hingegen wiirden gesteigert werden. Es kdme also zu
einer Verschiebung von regulatorischen T-Zellen hin zu Tw17-Zellen. Der Nachweis von Foxp3

und RORyT co-exprimierenden Zellen legt nahe, dass die Uberginge flieRend sind. IL-23 steht
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im Verdacht diese Konversion voranzutreiben. Diese Beobachtungen kdonnten die fehlende
Regulation zwischen Tregs und T-Effektorzellen erklaren, welche letztlich die Pathogenese
der Psoriasis beschleunigen und einen neuen Therapieansatz darstellen wiirde. Vor diesem
Hintergrund stellt sich bei Betrachtung der aktuellen Studie die Frage, ob unter den
nachgewiesenen Foxp3* regulatorischen T-Zellen nicht auch solche darunter sind, welche
eine Coexpression von Foxp3 und RORyT aufweisen. Eine zusatzliche Bestimmung dieses flr
Thl7-Zellen typischen Trankspritionsfaktors kénnte in weiteren Versuchen das Verhaltnis

dieser beiden Zellen genauer abbilden.

Ungeachtet dessen lohnt sich jedoch die Frage, inwieweit weitere Mechanismen die
Homoostase zwischen T-Effektorzellen und Tregs beeintrachtigen konnten. Wie von Zhang et
al. geschildert koénnte die durch das Zytokinmilieu gesteigerte Proliferation der T-
Effektorzellen zu einer gewissen Resistenz gegeniliber Tregs flihren (157), andererseits
konnte jedoch auch eine verminderte Aktivitat von regulatorischen T-Zellen selbst
nachgewiesen werden. Sugiyama et al. beispielsweise beobachteten eine verminderte
Proliferation der Tregs von Psoriasis-Patienten nach Stimulation (161) und auch Zhang et al.
fihrten in einem Experiment regulatorische T-Zellen betroffener Patienten mit T-
Effektorzellen gesunder Probanden zusammen und wiesen eine eingeschrankte Inhibition
der T-Zellen durch Tregs nach (157). Eine Hyperproliferation von T-Effektorzellen als
alleiniger Grund der fehlgeleiteten Regulation scheint also unwahrscheinlich. Als mogliche
Ursache dieser eingeschrankten Aktivitat von Tregs kommt eine verminderte Produktion von
I6slichen Entziindungsmediatoren, die in der Inhibition der T-Effektorzellen eine tragende
Rolle spielen, in Frage. Auch eine verminderte Expression von Oberflaichenmolekiilen wie
CTLA-4 oder PD-1 ist moglich. Das Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4) zum
Beispiel bindet CD80/86 und verhindert so die Bindung dieses Komplexes an CD28 (125). Das
kostimulierende Signal zur Aktivierung der T-Zelle wird also unterbunden. Das Programmed
Cell Death Protein 1 (PD-1) hat ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf die Produktion von
IL-2 und damit die Aktivierung von T-Zellen (125). Dass sie eine wichtige Rolle in der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen, ist ausreichend belegt. So haben zum
Beispiel PD-1-knock-out-Maduse ein erhodhtes Risiko Autoimmunerkrankungen wie
Kardiomyopathien, Lupus oder Diabetes mellitus Typ | zu entwickeln (162). Ebenso gibt es
Fallberichte von onkologischen Patienten, welche mit PD-1-Inhibitoren behandelt wurden

und bei denen ein Wiederaufflammen von psoriatischen Plaques verzeichnet wurde (163).
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So liegt also die Vermutung nahe, dass bei Patienten mit Psoriasis eine verminderte
Expression von PD-1 zu erwarten ware. Die nachgewiesenen Tregs der aktuellen Studie
wiesen jedoch bei Psoriasis-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden eine erhdhte
Expression von PD-1 auf. Gleiches gilt auch fiir die Expression von CTLA-4. Auch Peled et. al.
konnten in T-Zellen von Patienten mit Psoriasisarthritis eine signifikant hohere Expression
von PD-1 nachweisen als bei gesunden Probanden (164). Sie sehen in PD-1 einen Marker fur
die Aktivitdit der T-Zellen, auch wenn sich dies auf den ersten Blick nicht mit der
inhibierenden Funktion dieses Rezeptors in Einklang bringen lasst. Eine mogliche Erklarung
flir die erhbhte Expression konnte ein positiver Feedbackmechanismus sein, um eine
Uberschiefende Aktivierung und letztlich die Entstehung von Autoimmunitat zu verhindern.
Sie konnten ebenfalls beobachten, dass die Expression negativ mit der Krankheitsaktivitat
korreliert. Je geringer die Expression von PD-1 war, desto ausgepragter war die
Psoriasisarthritis (164). Es scheint also so, dass die inhibierende Funktion von PD-1 und CTLA-
4 eine wichtige Rolle spielt, um Uberschiefende Immunreaktionen und schlielich die
Entstehung von Psoriasis zu verhindern. Eine Korrelation mit dem PASI wurde in der
aktuellen Studie nicht bestimmt. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass das allgemeine Niveau
der PD-1 und CTLA-4 Expression bei erkrankten Patienten deutlich hoher liegt als bei
Gesunden. Dies bestatigt die Theorie, dass die vermehrte Expression dieser
Oberflachenmolekile einen Versuch darstellt, um im Sinne eines positiven Feedbacks dem
unkontrollierten Treiben der T-Effektorzellen entgegenzustehen. Eine richtige Dysfunktion
der regulatorischen T-Zellen lasst sich daraus jedoch nicht ableiten. Ob die Expression von
CTLA-4 und PD-1 gesteigert wird, weil die inhibierende Funktion ineffektiv ist, lasst sich nicht
mit letzter Sicherheit sagen. Die Dysbalance zwischen T-Effektorzellen und regulatorischen T-
Zellen sowie die Frage, ob die Inflammation der Haut letztlich durch ein Versagen der
inhibierenden Funktion der Tregs oder durch die Uberstimulation von T-Zellen zustande
kommt, bleibt noch Gegenstand weiterer Untersuchungen. Letztendlich kann die Expression
von CTLA-4 beispielsweise auch ein Aktivierungszustand der Zelle darstellen. Diese Marker
sind vor allem auch dann von Bedeutung, wenn man sich die Funktion der regulatorischen T-
Zellen anschaut. Nicht alle regulatorischen T-Zellen haben namlich eine rein inhibierende
Funktion. Sanchez et al. beispielsweise betracheten regulatorische T-Zellen in der Haut
(sogenannte memory T-cells), welche vermehrt CTLA-4 und IL-17 exprimieren (165). Ob

diese Zellen letztlich aus regulatorischen T-Zellen differenzierte Th17-Zellen sind und ob sie
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zum weiteren Entziindungsgeschehen beitragen oder gar Teil der Genesung sind, bleibt

offen.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass die in dieser Studie eine Erhéhung von CLA*-
Zellen sowie der Thl7- und CD45RO* Zellen beobachtet wurde. Dies legt nahe, dass im
Rahmen des entziindlichen Geschehens in der Psoriasis T-Helfer-Zellen ausdifferenziert
werden, welche schlieRlich in die Haut migrieren. Diese Beobachtungen korrelieren zum Teil
mit den Aussagen anderer Untersuchungen. Aber man muss bedenken, dass
unterschiedliche Studiendesigns, insbesondere die Zusammensetzung der
Studienpopulation, dazu fihren kénnen, dass die Charakterisierung der jeweiligen T-Zell-

Subtypen von Studie zu Studie eine hohe Variation aufweisen kann. .
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7 Limitationen der Studie

Zum Abschluss lohnt sich ein kritischer Rickblick in Bezug auf die Datenerhebung und die
Limitationen der Interpretation, die damit einhergehen. Sie dienen als Vorschlage fir
weitere Folgestudien. So fehlt beispielsweise in der Betrachtung aller CD3* Zellen ein
Outgate fir Naturliche Killerzellen, die ebenfalls CD3 exprimieren, nicht aber Gegenstand der
Untersuchung in Bezug auf Psoriasis sind. Schlieflich ist eine Charakterisierung der T-Zellen
allein anhand ihres Chemokinrezeptorprofils nur eigeschrankt moglich. Fir die
Subpopulation typische Transkriptionsfaktoren beispielsweise sind nicht untersucht worden.
Eine Multiparametermessung mit fliinfzehn oder mehr Farbstoffen kénnte fiir eine exaktere
Charakterisierung der jeweiligen Zellen sorgen und genauere Abgrenzungen erlauben. Um
die Ergebnisse in die Pathogenese der Psoriasis ganzheitlich einordnen zu kdénnen, sollten
sich die Untersuchungen schlielich nicht nur auf periphere T-Zellen im Blut beschranken,
sondern durch Hautstanzen betroffener Areale auch die Zusammensetzung der Zellen in der

Haut betrachtet werden.
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