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1. Einleitung

1.1 EinfGhrung zu psoriatischen Erkrankungen

Psoriasis ist eine dermatologische Erkrankung, die umgangssprachlich als
Schuppenflechte Bekanntheit erlangt hat. Bereits vor 150 Jahren wurde sie
beschrieben und von Seuchen wie Lepra klar abgegrenzt (1). Die Haut der
betroffenen Patienten zeichnet sich durch schuppende Herde aus, welche
oftmals einen Pruritus mit sich ziehen (2, S. 364). Dies erklart den Namen
Psoriasis, welcher sich vom altgriechischen ,pséra“ herleitet, was mit Kratze
Ubersetzt werden kann.

Als autoimmunologisch bedingte, genetisch pradisponierte Erkrankung ist die
Psoriasis nicht infektios und kann kontinuierlich oder aber schubweise verlaufen.
Die psoriatischen Plaques zeigen sich als abgegrenzte, erythematose
Hautveranderungen mit silbrig-weiRer Schuppung und entstehen aufgrund einer
UberschieBenden Immunreaktion, die eine stark vermehrte Produktion der
Epidermis nach sich zieht, welche Auswirkung der lokalen Entziindungsreaktion
ist. Zusatzlich findet sich bei 10-30% der Betroffenen eine seronegative
psoriatische Arthritis (3, S. 505).

Aufgrund der sichtbaren Hautveranderungen leiden die Betroffenen oftmals
unter  Stigmatisierung, da  Mitmenschen ungerechtfertigter Weise
Ansteckungsgefahr beflirchten. Komorbiditatsbedingt ist dadurch die Pravalenz
von Depressionen und Angststorungen erhoht. Aber auch physische
Komorbiditaten sind mit Psoriasis assoziiert, wie das metabolische Syndrom und
weitere kardiovaskuldre Erkrankungen (4).

Obwohl sich Psoriasis selten ab Geburt oder im hohen Lebensalter
erstmanifestiert, kann sie in jedem Alter auftreten. Die Halfte der Betroffenen
erkrankt vor dem 22. Lebensjahr und neun von zehn Patienten haben
Schuppenflechte erstmals vor dem 50. Lebensjahr. Weiterhin differenzieren
kann man hier zwei Typen, die sich im Alter ihrer Erstmanifestation
unterscheiden und denen unterschiedliche Atiologien zugrunde liegen. Beim
haufigeren, familiar vermehrten, als Frihtypen bezeichneten Typ 1, liegt der
Erkrankungsbeginn zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahrzent, wahrend
die Krankheit bei Typ 2 erst 20 bis 30 Jahre spater beginnt (2, S. 362, 5).



Zur Gruppe der psoriatischen Hauterkrankungen zahlt neben der Psoriasis
vulgaris (PV) auch die Psoriasis pustulosa generalisata und palmoplantaris, kurz
PPG und PPP. PPG, die 1910 erstmals durch Zumbusch beschrieben wurde, ist
daher auch als Typ Zumbusch bekannt (6). Auf ihr liegt der Fokus des
experimentellen Teils dieser Arbeit.

Bei der PPG handelt es sich um eine besonders schwerwiegende, durchaus
lebensbedrohliche Form der Schuppenflechte, die sich im Gegensatz zur
Psoriasis pustulosa palmoplantaris an allen Korperstellen aulRer Hand- und
FuBflachen manifestierten kann. Obwohl sie mit der Psoriasis vulgaris assoziiert
ist, steht in der Diskussion ob die PPG nicht eigene Entitat hat. Die genaue
Beziehung zwischen PPG und PV ist noch nicht ganzlich geklart.

Es treten eitrige, sterile Pusteln auf geroteter, 6dematdser Haut auf, die von
Fieber und generellem Krankheitsgefiihl begleitet werden, was stationare
Behandlung im akuten Schub n6tig machen kann (2, S. 382, 3, S. 510).

Eine PPG kann auch nur in der Schwangerschaft auftreten und heit dann
Impetigo herpetiformis. Meist manifestiert sie sich im dritten Trimenon und
klingt postpartal wieder ab (7).

Komorbiditaten die speziell mit der pustuldésen Form einhergehen kdnnen, sind
entzindliche Erkrankungen der Augen. Im Speziellen Conjunctivitis, Iritis sowie
Uveitis, aber auch eine lingua geographica (8).

1.2 Epidemiologie

Die weltweite Pravalenz von Psoriasis betragt 2%, eine Haufung zeigt sich
allerdings in der WeiRen, Kaukasischen und Skandinavischen Bevdlkerung, in
Norwegen 8,5%, wahrend sich in der Asiatischen und Afrikanischen Bevoélkerung
eine verringerte Pravalenz zeigt, so zum Beispiel 0% in Taiwan (9). Dies ist auf die
genomischen Ahnlichkeiten innerhalb einer Ethnizitat zuriickzufiihren.

Diese hohe Pravalenz macht Schuppenflechte zu einer der haufigsten
Hauterkrankungen. Damit einhergeht eine grolRe finanzielle und
soziobkonomische Last im Gesundheitssystem. So verursacht ein Psoriasis
Patient 116% mehr Ausgaben als ein Patient aus der Kontrollgruppe in einer
danischen nationalen Studie (10).



Wahrend die Psoriasis vulgaris mit einer Pravalenz von 1,5-2,5% eine haufige
dermale Erkrankung ist, von der das weibliche Geschlecht etwas weniger
betroffen ist als das mannliche, ist die Psoriasis pustulosa generalisata eine
weitaus seltenere Erkrankung, bei der eine Inzidenz von 0,2/100.000 vorliegt.

Studien berichten Uiber einer Pravalenz von 1,76/Million in Frankreich und bis zu
7,46/Million in Asien, was gegensatzlich zur generellen Pravalenz von
psoriatischen Erkrankungen ist, die in der kaukasischen Bevolkerung am
hochsten ist (2, S. 362 u. 382, 11, 12).

0,7% - 7% aller psoriatischen Erkrankungen von Kindern und Jugendlichen lassen
sich auf PPG zurickfihren, auch hier sind Jungen Oofter betroffen. Bei
Erwachsenen sind es 5% (6, 13, S. 56). Mehr als 59% der an PPG erkrankten sind
gleichzeitig auch von PV betroffen, ein Zusammenhang der Erkrankungen ist
trotz der eigenen Entitdat also wahrscheinlich (14). Zwischen dem ersten
Auftreten von PV und PPG kdnnen bis zu 20 Jahre vergehen. Diese Zeit nennt
man prapustuldre Dauer (7).

1.3 Pathogenese und Genetik

Dass der Ausbruch der Schuppenflechte eine genetische Komponente innehat,
wird klar, wenn man Studien betrachtet, die sich mit dem intrafamilidren
Auftreten von Psoriasis beschaftigen. Zwillingsstudien konnten zeigen, dass
unter monozygoten Zwillingen eine Korrelation der Erkrankung von 70% besteht,
bei dizygoten Zwillingen 15-30% und jeder dritte Betroffene einen nahen
Verwandten mit der Erkrankung hat. Die Vererbung ist multifaktoriell (15-18).

Wenn eine genetische Disposition vorhanden ist, muss es nicht zwingend zum
Ausbruch kommen. Als solche genetische Disposition zahlt das Allel HLA-
Cw*0602. Liegt es bei Individuen homozygot vor, haben sie ein dreifach erhohtes
Risiko zu erkranken, verglichen zu eben solchen, bei denen das Allel heterozygot
vorliegt. Ebenso manifestiert sich die Erkrankung bei den homozygoten
Genotypen in friheren Lebensjahren (19).

Kommen Risikofaktoren hinzu, wird ein Ausbruch von PPG wahrscheinlicher. Zu
diesen gehoren beispielsweise:



- Infektionen mit dem Varizella-Zoster-Virus oder Epstein-Barr sowie
Pilzerkrankungen der Haut und dies betreffende Erkrankungen durch
einen Staphylococcus aureus,

- plotzliches Absetzen von Glucocorticoiden,

- Schwangerschaft, hier heiRt es Impetigo herpetiformis,

- Medikamente wie Lithium, Jod aber auch Antibiotika wie Penicillin,
- Strahlen- und Phototherapien,

- Impfungen,

- Elektrolytentgleisungen, insbesondere jene, die den Calziumhaushalt
betreffen (6, 8, 20, 21).

Obwohl die Genese von psoriatischen Erkrankungen noch nicht ganzlich klar ist,
weild man, dass ihnen eine Vielzahl von Dysregulationen im kutanen Gewebe
zugrunde liegen. Die Entzlindungsreaktion wird zwar hauptsachlich Gber T-
Lymphozyten vermittelt, aber auch Makrophagen und Neutrophile Granulozyten
tragen zu der stark tGberschieBenden Proliferation der Keratinozyten bei, die das
klinische Bild pragen. Diese Komplexitat an Beteiligung der verschiedenen
immunologisch aktiven Zellen erschwert die Differenzierung der Pathogenese
weiterhin (1, 2, S. 368, 22).

Bereits 1979 konnte durch den Einsatz von Cyclosporin A als immunsuppressiv
wirksames Medikament gegen Psoriasis nachgewiesen werden, dass Psoriasis
nicht nur den Keratinozyten betrifft, sondern eine Erkrankung des gesamten
Immunsystems ist, auch wenn bislang kein Autoantigen gefunden werden
konnte (23).

Wie anfangs erwahnt, existiert ein familiar gehaufter Frihtyp der Erkrankung.
Vornehmlich bei diesem konnten bisher 19 verschiedene Genloci entdeckt
werden, sogenannte ,psoriasis susceptibility loci“ (PSORS), die mitunter fir das
Krankheitsgeschehen verantwortlich gemacht werden (24).

PSORS1, der auf Chromosom 6p21 liegt, wird hier die bislang grofSte Rolle
zugeschrieben. Einigkeit besteht, dass dieser fiur Teile des major
histocompatibility complex (MHC) codiert (25). Hierbei handelt es sich um ein
System aus Glykoproteinen und dazugehorigen Rezeptoren, die es dem



gesunden, unspezifischen Immunsystem ermaglichen, fremde oder kranke von
eigenen, gesunden Zellen zu entscheiden.

Wenn an Psoriasis erkrankte Menschen ihr Knochenmark und somit auch ihre
Th-Zellen fir Menschen spendeten, die dieses aufgrund anderer Ursachen
bendtigten, kam es zum Ausbruch der Schuppenflechte bei vorher nicht
Betroffenen. Andersherum konnten Betroffene dieser Hauterkrankung aber
auch koinzidentiell, durch Knochenmarkspende Gesunder, von Psoriasis geheilt
werden, was durch die Beteiligung der Th-Zellen erklarbar ist (26, 27).

Es handelt sich um eine T1-Helferzellen vermittelte Erkrankung, denn von CD4*
T1-Helferzellen exprimierte proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y,
TNF-a und IL-12 konnten aus psoriatisch veranderter Haut gewonnen werden,
wahrend flur Th2-Zellen spezifische Zytokine nicht gefunden werden konnten.
Thl-Zellen vermitteln allerdings nicht die sichtbare Proliferation der
Keratinozyten (22, 28).

Flr die Proliferation der Keratinozyten zustandig sind mitunter die Th17-Zellen
und ihre produzierten Zytokine. Gesunde Epidermis erneuert sich alle 26-28
Tage. Psoriatische Haut hingegen benotigt dazu, getriggert unter anderem durch
IL-6, IL-8, IL-17 und vor allem IL-22, nur 3-4 Tage. Die Mitose wird gesteigert,
Keratinozyten hyperplasieren und gelangen schneller an die Hautoberflache (22,
29, 30).

Obwohl die Vermutung besteht, dass PV und PPG Krankheiten unterschiedlicher
Entitat sind, findet man auch beim Vergleich der Serumspiegel der Zytokine
Gemeinsamkeiten.

Signifikant erhohte INF-y Konzentrationen finden sich also auch im Blut der
Patienten. Unterschiede findet man hier zwischen den verschiedenen Typen der
Psoriasis. In der Kontrollgruppe liegt die INF-y Blutkonzentration bei 0.91+0.38
pg/mL. Bei PV ist die Konzentration des INF-y mit 2.15+0.30 pg/mL am hochsten,
wahrend sie bei der Psoriasis Pustulosa am wenigsten erhéht ist, mit 1.08+0.21

pg/mL (31).

Bei der PV sind die Serum Konzentrationen von IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12p70, IL-
17, 1L18, IL-23, IL-36, TNF-a, IFN-y und VEGF erhoht. Bei der PPG findet man
ebenso erhohte Spiegel an TNF- a, IFN-y, IL-17A/F, IL-23, wenngleich auch nicht
so stark wie bei der PV. (32, 33) Dahingegen sind die IL-1 und IL-36
Serumkonzentrationen bei PPG hoher als bei der PV (20).
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Fir die PPG gilt, dass nicht nur der Serumspiegel des IL-36 erhoht ist, sondern
sich ebenso eine erhohte Konzentration im betroffenen Hautgewebe zeigt. Es
konnte eine missense Mutation im Gen, welches flir diesen Antagonisten des
Rezeptors kodiert, den IL-36RN, detektiert werden (34). Dadurch kommt es zum
Funktionsverlust des Rezeptorantagonisten und damit einhergehend zu einer
zligellosen IL-36 Aktivitat (35).

Die proinflammatorische Wirkung des Zytokins wird durch eine Anlockung
weiterer Neutrophiler Granulozyten und verstarkter Expression von IL-1, IL-6
und IL-8 erreicht. 81% der untersuchten PPG Patienten stellten sich als
homozygot fiir die Mutation dar (36).

1.4 Das Krankheitsbild samt Komorbiditaten

Das klinische Bild einer Psoriasis pustulosa generalisata kann unterschiedlich
sein, da die Krankheit in synchronen Schiiben verlauft.

Wahrend eines Schubs entstehen erst makroskopisch sichtbare, oberflachliche,
sterile Pusteln mit stecknadelkopfgroRer GroBe auf 6dematds geschwollener
und erythematos veranderter Haut, die einen GroRteil der Korperoberflache
betreffen konnen, vgl. Abb.1. Wahrend diese anfangs noch gut abgrenzbar sind,
kann es im Verlauf zu einem Verschmelzen der Pusteln kommen, was zu
grof¥flachigen eitrig, schmerzhaften Arealen fihrt (7, 37).

Die Pusteln enthalten eine Vielzahl an Neutrophilen Granulozyten. Auftreten
konnen sie mit und ohne psoriatischen Plaques, vgl. Abbildung 3a-e. Patienten
klagen Uber Schmerzen und Juckreiz (2, S. 382, 3, S. 510, 37). Zwar kdnnen die
Pusteln am ganzen Korper auftreten, begrenzen sie sich aber auf Hand- und
Fultflachen, spricht man von der palmoplantaren Psoriasis pustulosa, die einen
eigenen Krankheitswert hat, vgl. Abb. 2c.

Die PPG begrenzt sich aber nicht ausschliellich auf die Haut. Die Erkrankung
verlauft systemisch, sie wird von starkem Fieber, Appetitlosigkeit und damit
einhergehendem  Gewichtsverlust, generellem Unwohlsein, Myalgien,
Arthralgien, erhohter Blutsenkungsgeschwindigkeit, Hypoalbuminamie und
einer ausgepragten Leukozytose begleitet. Weitere Komplikationen kdnnen
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Hyperthermie, Elektrolytentgleisungen, Leber- und Nierenversagen sein (7, 38,
39).

Diese Begleiterscheinungen sind gefiirchtet und machen stationare Aufnahme
oft unumganglich, da unbehandelt ein Tod durch Herzversagen eintreten kann.
Durch die systemische Beteiligung kann der geschwachte Patient Pneumonien
und Sepsen entwickeln (3, S. 510, 40).

PPG ist somit eine der schwerwiegendsten mit Schuppenflechte assoziierten
Erkrankungen.

Oftmals dauern die Schiibe zwischen Tagen und Wochen an, bevor es zur
Spontanremission kommt. Die Pusteln platzen und hinterlassen von
Desquamation gepragte, gerotete Areale, die eine epidermale Nekrose nach sich
ziehen konnen und das Risiko einer Sepsis erhohen (7). Zwischen den einzelnen
Schiiben kénnen einige Jahre bis Jahrzehnte vergehen.

Wie bereits in der Einflihrung erwahnt gibt es haufige Komorbitaten, denen
Gehor geschenkt werden muss, da sie auch mit dem Erscheinungsbild des
Patienten einhergehen und behandlungswiirdig sein konnen.

Signifikant ist die body-mass-index (BMI) Erhohung, verglichen zur
Kontrollgruppe. Zudem ist nachgewiesen, dass sich starke Adipositas zusatzlich
negativ auf das Krankheitsbild auswirkt, ein circulus vitiosus also (41, 42).

Damit geht ein erhdhtes Risiko flir das metabolische Syndrom einher, also auch
fir Diabetes mellitus Typ2, erhohte Blutfette, Hyperurikdamie, aber insbesondere
kardiovaskuldare Probleme und Arteriosklerose, welche mit der generalisierten
Inflammation korrelieren (43, 44).

Einen Blick sollte man auch auf die Psyche werfen, denn nicht nur das kérperliche
Wohlbefinden des psoriatischen Patienten kann leiden. Der Leidensdruck ist
hoch, die Hautveranderungen sind oft offensichtlich, das Selbstbewusstsein
schwindet. Patienten versplren den Drang ihre Symptome zu verstecken, was
die Tendenz zur sozialen Distanzierung mit sich bringt und auf vielen Ebenen des
taglichen Lebens Einfluss nimmt (45). Bei einem Drittel der Erkrankten
entwickeln sich dadurch, also komorbiditatsbedingt, Depressionen oder
depressiven Verstimmungen (46, 47).
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Abbildung 1 Akuter Schub einer PPG; International Journal of Dermatology, Volume: 53, Issue: 6, Pages: 676-684, First
published: 22 August 2013, DOI: (10.1111/ijd.12070)

Abbildung 2 Generalized pustular psoriasis (a), Acrodermatitis continua of Hallopeau (b), Palmoplantar pustulosis (c) and an
unclear case of a single episode of a sterile, localized pustular eruption that would be classified as undifferentiated pustulosis

(d).

Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology, Volume: 31, Issue: 11, Pages: 1792-1799, First published:
06 June 2017, DOI: (10.1111/jdv.14386)
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GPP alone

GPP with PV

Abbildung 3 Representative clinical features of the two subtypes of generalized pustular psoriasis (GPP): GPP alone and GPP
with psoriasis vulgaris (PV). (a, b) GPP alone patient (Patient 2). Pustules on background erythema are seen on the trunk. (c—
e) GPP with PV patient (Patient 12). Both pustular lesions (c, d) and psoriatic plaques (e) are observed on the trunk at different
times.

J Invest Dermatol 2013 1332514-2521DOI: (10.1038/jid.2013.230) Copyright © 2013 The Society for Investigative
Dermatology, Inc

1.5 Histologie

Unterhalb des stratum corneum finden sich bei der PPG im mikroskopischen Bild
Anhdaufungen von mit Neutrophilen Granulozyten geflllten Pusteln. Als
Kardinalsymptome der Psoriasis tragen sie die Namen ,Kogoj’s spongiform
pustules” und ,Munro's subcorneal microabscesses” (48, 49). Das klassische Bild
zeigt eine sterile Entziindung, also keine Infiltration von Bakterien oder Pilzen,
auch wenn diese zusatzlich als Superinfektion auftreten koénnen. Die
Keratinozyten sind geschwollen, hyperplasiert und morphologisch verandert,
vgl. Abbildung 4a. In der oberen Dermis sind Monozyten und Makrophagen
eingewandert. Die 0Odematdse Schwellung und Zelleinwanderung von
immunologischen Zellen findet sich zwar ebenso bei der PV, ist bei der PPG aber
noch prominenter. Auch bei der PPG sind die Reteleisten der Epidermis
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verlangert und die versorgenden Kapillaren erweitert, vgl. Abbildung 4 b (8, 14,
37, 38).

Abbildung 4 Histologisches Bild psoriatisch veranderter Haut, a: proliferierte Keratinozyten, b: Leukozyten Infiltration und
Angiogenese

BMJ. 2006 Aug 19; 333(7564): 380-384. doi: 10.1136/bmj.333.7564.380 Copyright © 2006, BMJ Publishing Group Ltd

1.6 Diagnose

Da bislang kein psoriasisspezifischer Antikorper (AK) gefunden wurde, kann man
die Diagnose nicht wie bei anderen Autoimmunerkrankungen durch einen
Antikorpernachweis im Blut durchfiihren. Um eine psoriatische Erkrankung
richtig zu diagnostizieren, ist die Betrachtung des ,grollen Ganzen” von
Bedeutung. Psoriasis und damit assoziierte Erkrankungen sind in ihrem Verlauf
und ihrer Manifestation zwar sehr eigen, trotzdem hat die Blickdiagnose von
spezialisierten Arzten groRe Kredibilitit in der Diagnostik. Wichtig ist es, eine
griindliche Anamnese durchzufiihren und den Verlauf zu dokumentieren, denn
um die Erkrankung sicher zu diagnostizieren, muss ein Schub Uber drei Monate
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persistieren, oder aber es muss mindestens einen zweiten Schub, also einen
Rickfall geben (37).

Zusatzlich kénnen Hautbiopsien entnommen werden um sie histologisch
auszuwerten und um bei Unsicherheit differentialdiagnostisch tatig zu werden
(30, 50).

1.7 Differentialdiagnosen

Nicht jede pustulose Dermatitis ist eine PPG. Darum ist es wichtig die haufigsten
Differentialdiagnosen zu kennen:

e Akute generalisierte exanthematische Pustulose (AGEP)

e Subkorneale Pustulose Sneddon-Wilkinson

e Akute febrile neutrophile Dermatose, Sweet-Syndrom

e Pemphigus vulgaris und foliaceous

e Dermatitis Herpetiformis Duhring

e Sekundar infizierte Mykosen, z.B. Dermatophyten

e Impetigo contagiosa

e Dyshidrosis

e Akuter kutaner Lupus erythematodes

e Pyodermie

e Disseminierter, kutaner Ausbruch des Herpes simplex virus (2, S. 383, 3, S.
511, 13, S. 56, 20, 51)

Insbesondere eine AGEP hat klinisch sehr groRe Ahnlichkeiten mit einer PPG,
weshalb die richtige Diagnose oftmals nur bei gleichzeitiger histologischer
Untersuchung und sorgfaltiger Anamnese gestellt werden kann. Bei der AGEP
treten ebenso stecknadelgroBe Pusteln auf Erythemen auf (vgl. Abb.5), die von
Fieber und Allgemeinsymptomen begleitet werden kénnen. Hier handelt es sich
aber um eine drug hypersensitivity reaction und keine Autoimmunerkrankung
(2,S.214).
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Abbildung 5 Acute generalized exanthematous pustulosis (AGEP) induced by azithromycin

Contact Dermatitis, Volume: 76, Issue: 6, Pages: 363-364, First published: 11 May 2017, DOI: (10.1111/cod.12717

1.8 Therapie und Prognose

Die Behandlungsoptionen von Psoriasis sind so vielfaltig wie das Krankheitsbild
selbst und missen daher an die Beschwerden und Symptome der Betroffenen
angepasst werden. Auch wenn es bislang keine Therapie gibt, die die Ursachen
komplett bekdmpft und Psoriasis heilt, hat die Medizin in den letzten Jahrzenten
sehr grolle Fortschritte in der Behandlung und Prophylaxe gemacht, sodass
vielen Erkrankten Hilfe bei ihren Symptomen zukommt, diese sich abschwachen
oder Patienten sogar Uber langeren Zeitraum komplett symptomfrei werden.
Auch zur Therapie der PPG wird das Repertoire der fiir PV zur Verfligung
stehenden Medikamente genutzt.

Grob kann man die Therapieoptionen in drei Kategorien einteilen, die
miteinander kombiniert werden: Die &aulere, topische, die physikalische
Lichttherapie und die systemische Therapie.

Im letzten Jahrzehnt haben sich Biologica, insbesondere monoklonale Antikorper
in der systemischen Therapie etabliert. Die im Folgenden genannten Antikorper
Etanercept, Infliximab und Adalimumab richten sich alle gegen das bei Psoriasis
verstarkt exprimierte Zytokin TNF-a. Angriffspunkte weiterer Antikorper sind die
Th-Zellen, IL-12, IL-17 A/F und 1L-23 (52).
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Als first-line Therapie fiir die Symptome der Haut eignen sich Retinoide wie das
Acitretin, Cyclosporin, Methorexate, systemische Glukocorticoide, und Psoralen,
gef. kombiniert mit UV-Licht als PUVA-Therapie sowie Infliximab (7, 20, 51, 53).

Zu Second-line Empfehlungen gehoren insbesondere die Biologica Adalimumab
und Etanercept aber auch topische Glucocorticoide und Calciprotriene (54).

Abgegrenzt werden hier Schwangere. Mittel erster Wahl sind fiir die Graviden
vor allem topische Medikamente um die Leibesfrucht zu schiitzen. Zum Einsatz
kommt als Mittel erster Wahl ein Glucocorticoid, gefolgt von einem Vitamin D3
Praparat oder lokaler PUVA-Therapie. Hilft all das nicht, kdnnen systemische
Glucocorticoide und Cyclosporin in Betracht gezogen werden (8).

Fir Kinder wird aufgrund guter Wirksamkeit insbesondere das Retinoid Acitretin
empfohlen (54).

Die Begleiterscheinungen der PPG, wie Fieber, Arthritis und generell Schmerzen
sollten auch behandelt werden. Antirheumatika und fiebersenkende Mittel wie
etwa Diclofenac, Ibupropfen und Acetylsalicylsaure sind hier geeignet. Bei den
besonders schweren Fallen muss natlrlich auch auf den Volumen- und
Nahrungshaushalt geachtet werden.

Die Therapieempfehlungen sind landerabhangig und variieren. Zudem gibt es
immer wieder Diskussionen Uber die teratogenen und organschadigenden
Nebenwirkungen von Retinoiden (7). Das Paradoxon der systemischen
Glukocorticoide macht einheitliche Empfehlungen ebenso schwierig. Auf der
einen Seite wirken sie sehr gut beim akuten Psoriasis Schub, auf der anderen, ist
ihr Absetzen einer der groBten Risikofaktoren fiir die Entstehung eines PPG
Schubs tberhaupt (51).

Wenn die flr den individuellen Patienten wirksame Therapie gefunden wurde
und die Symptome abklingen, kann versucht werden, die Medikamente
auszuschleichen und abzusetzen. Nicht bei allen Erkrankten ist dies moglich.
Dann muss eine Erhaltungstherapie eingeleitet werden, um Rezidiven
entgegenzuwirken (51).

Um die Prognose zu verbessern und vorbeugend aktiv zu sein, ist es ratsam, den
Lebensstil anzupassen, also den Nikotin- und Alkoholkonsum einzuschranken,
Stress zu umgehen, einer Adipositas entgegenzuwirken oder falls diese bereits
besteht, sie zu bekdmpfen (55, 56). Patienten mit Ubergewicht sprechen
insgesamt auch schlechter auf systemische Therapien mit Biologicals an (57).
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2.Zielsetzung

Die immunhistochemische Analyse ist Kernstlick dieser Arbeit. Mit der Auswahl
von elf verschiedenen zu untersuchenden Antikérpern wird analysiert, welche
Rolle und Relevanz diese bei der Psoriasis Pustulosa Generalisata haben und
inwiefern sich die Expression zur Kontrollgruppe unterscheidet.

Durch die immunhistochemische Farbung kann visuell dargestellt werden, wie
viele Antikorper sich im Schnitt befinden und wie hoch ihre Dichte ist. Die
bebilderte Dokumentation macht die Auszahlung und den anschliefenden
Vergleich erst moglich.

Ausgewahlt wurden 13 Hautbiopsien von an PPG erkrankten Personen und sechs
Kontrollproben aus gesunder Haut. Dies ergibt eine Gesamtzahl von 19
Personen, deren Hautschnitte analysiert wurden.

Bei den elf Antikorpern handelt es sich um eben solche, die in friiheren Studien
Relevanzen bei psoriatrischen Erkrankungen hatten. Ausgewahlt sind: CXCR3
(CD183), FOX-P3, HLA-DR, IL8, IL17A, IL17F, 1L23, IL36G, JAK3, PDE-4B und
Tyrosinkinase. Zur Kontrolle wurden ebenso Kontrollfarbungen ohne Antikorper
durchgefiihrt und ausgewertet. Hierbei handelt es sich um je eine Farbung ohne
Vorbehandlung, eine Kontrolle fiir Citrat und eine fir EDTA.

Dadurch ist es moglich weitere Prinzipien zum immunologischen Geschehen bei
der PPG und dadurch der Pathologie zu entdecken, was Auswirkungen auf die
Behandlung hat.

Ubergeordnetes Ziel ist es, dadurch fiir die Zukunft einen Grundstein fiir weitere
Behandlungsansatze, die die Immunologie targetieren, zu gewinnen und den
Patienten Linderung in ihrer Symptomatik, insbesondere die der Haut, zu
gewadhren. Eine Einddmmung von Nebenwirkungen und allgemein eine
Besserung der schlechteren Lebensqualitat werden dadurch ebenso méglich.

Folgende Fragestellungen werden behandelt:

- Welche Antikorper haufen sich in den Hautschnitten der Patienten mit
Psoriasis Pustulosa Generalisata verglichen zur Kontrollgruppe?
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Wie ist die quantitative Verteilung der verschiedenen Antikorper

innerhalb der Biopsien und wie stehen sie zueinander?

Welche Riickschliisse kann man aus der Antikorperverteilung ziehen unter

Berlicksichtigung der aktuellen Studienlage?

Was lasst sich aus dem Vergleich der Biopsien von Patienten mit Psoriasis

Pustulosa Generalisata und der gesunden Haut schlussfolgern?

3. Material

3.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Alkohole:

o Ethanol 70% vergallt; Carl Roth GmbH + Co. KG

o Ethanol 96% vergallt; Carl Roth GmbH + Co. KG

o Isopropanol 100% GMP; Aug. Hedinger GmbH & Co. KG
Xylol: Xylene Isomerengemisch; PanReac AppliChem
Einbettkassette tlirkis; KABE Labortechnik GmbH
Vakuum-Infiltrationsprozessor: Tissue-TEK® VIP 5 JR; Sarkura Finetek
Ausblocker: Tissue-Tek TEK Sarkura®; Sarkura Finetek
Formalinfixierung: ROTI®Histofix 4,5%, saurefreie (pH7),
phosphatgepufferte Formaldehydl6sung 4,5%; Carl Roth GmbH + Co. KG
Kihlplatte: Tissue-Tek® Cryo Console; Sarkura Finetek
Halbmotorisches Rotationsmikrotom: Leica Biosystems RM2245; Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Klinge: Feather Microtome Blade, Stainless Steel A35; FEATHER®
Objekttrager: Menzel Glaser Superfrost®Plus; Gerhard Menzel GmbH
Wasserbad: GFL 1052; GFL®
Paraffin-Strecktisch: MEDAX 12800; MEDAX Nagel GmBh
Brutschrank: HORO 0353; HORO Dr. Ing. A. Hofmann GmbH
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3.2 Immunhistochemische Farbungen

e Firbe-Kit: Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DABH+,
Rabbit/Mouse; Code K5007
o Flaschchen A: Sekundirantikdrper: Dako REAL™ Envision™/HRP,
Rabbit/Mouse (ENV)
o Flaschchen B: Dako REAL™ Substrate Buffer
o Flaschchen C: Dako REAL™ DAB+ Chromogen
e Glaseindeckautomat: Leica CV5030; Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
e Deckglaser: Menzel-Glaser Micorscope Slides; Gerhard Menzel GmbH
e Eindeckmittel: Entellan®; Merck KGaA
e Demaskierungslésung: Dako REAL™, EnVision FLEX TARGET RETRIEVAL
SOLUTION HIGH pH (50x)
e C(Citrate Buffer 10X pH6 (PT Module); Vitro S.A.
e Unter 3.3 genannte Primarantikorper
e Hamalaun: Mayers Hamalaunldsung; Merck KGaA
e Dako REAL™ Antibody Diluent

e Peroxidase-Blocking Solution, Dako REAL™:; Agilent Dako
e Waschpuffer: EnVision™ Flex WASH BUFFER (20X); Agilent Dako
e leitungswasser
e Dako REAL™ Incubation Container
e Dako REAL™Slide Holder
e Alkohole:
o Ethanol 70% vergallt; Carl Roth GmbH + Co. KG
o Ethanol 96% vergallt; Carl Roth GmbH + Co. KG
o lIsopropanol 100% GMP; Aug. Hedinger GmbH & Co. KG
e Xylol: Xylene Isomerengemisch; PanReac AppliChem

3.3 Antikorperauswahl

In der folgenden Tabelle aufgelistet sind die elf verschiedenen Antikdrper und
der Verdiinnungsgrad, wie der Antikérper vorbehandelt wurde; Citrat low pH
und EDTA high pH.

21



AuBerdem die Produktnummer, unter welcher der AK bei der entsprechenden
Firma zu finden ist, sowie ein kurzes Beispiel zum natirlichen Vorkommen und
Nutzen.

In der letzten Spalte ist dargestellt um welche Art von AK es sich handelt und aus
welcher Spezies er gewonnen wurde. P steht fiir Poly-, M fiir Monoklonal.

AK Name Ver- Vor- Firma NatUrliches Klonalita
dinnun behandlun Vorkommen t M/P
g g

CXCR3 1:100 Citrat BD Phar-  Oberflache von M, Maus
(Cd 183) mingen Th-Zellen, NK-
CXC- 557183 Zellen
Motiv-
Chemokin
-rezeptor
3
HLA-DR 1:100 Keine Dako MHC-2- M, Maus
Human MO775 Oberflachen-R,
Human- Bestandteil des
Leukocyte TCR, markiert B-
Antigen — Zellen, IDZ,
DR isotype Langerhans

Zellen,

Makrophagen
FOX P3 1:250 EDTA Abcam Transkriptions- M, Maus
Forkhead- Ab20034  faktorim Zellkern
Box- von Th-Zellen
Protein
IL-17 A 1:500 Citrat Bioss Proinflamma- P, Kanin-
Inter- Antibodie torisches Zytokin  chen
leukin 17A s aus This-Zellen

Bs2140-R

IL-17 F 1:2500 Citrat Novusbio Proinflamma- M, Maus
Interleuki NBPZ- torisches Zytokin
n17F 27327 aus Thi7-Zellen
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[L-23 1:25
Interleuki
n23

Citrat

PDE 4B
Phospho-
diesterase
4B

1:200 Citrat

L-8 1:300
Interleuki

n 8/ CXCL8

CXC-

Motiv-

Chemokin

8

Citrat

IL-36
Gamma,
[L-1f9
Inter-
leukin-1
family
member

1:250 Citrat

JAK 3
Janus-
kinase 3

1:250 Citrat

Antibody
online
ABIN
614363

Antibody
online
ABIN
4344431

Antibody
online
ABIN
957728

Antibody
online
ABIN
2856607

Bioss
Bs3208R

23

Proinflamma-
torisches Zytokin
aus Th17-Zellen,
dendritischen
Zellen,
Macrophagen,
Monozyten

Universell,
cAMP-specific
3',5'-cyclic
phosphodiesteras
e 4B, hydrolysiert
CAMP zu AMP

Endothelzellen,
Monozyten,
Epithelzellen und
Fibroblasten, als
chemotatktisch
wirksames Zytokin
und
proangionetisch

Proinflamma-
torisches Zytokin
in Keratinozyten

Intrazellularer,
membran-
standiger-R.
Zytokin-R haben
keine eigene
Enzymaktivitat =
JAK-Kinase fir

M, Maus

M, Maus

M, Maus

P, Kanin-
chen

P, Kanin-
chen



intrazellulare
Transduktion

bendtigt
Tyrosin- | 1:100 Citrat USBio- Zelladhasions- P, Kanin-
kinase logical molekul, chen

033359 Tumorpro-
gressions Marker

Tabelle 1 Antikorpereigenschaften

3.4 Auswertung (Auszahlen und Fotografieren)

e Leica Application Suite Software

o Softwareversion: V4.3.0

o Hardwarekonfiguration: IL+DFC320
e Leica DMIL Lichtmikroskop
e Leica DFC295 Mikroskopkamera

4. Methoden

4.1 Patientenauswahl

Als Grundlage der immunhistochemischen Analyse, die im Vordergrund dieser
Arbeit steht, dienen zwei verschiedene Patientengruppen.

Es wurden insgesamt 19 Hautbiopsien verwendet, die alle aus der Haut- und
Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz stammen und dort im Archiv eingelagert
sind. Die genutzten Biopsate lassen sich, wie bereits erwahnt, in zwei Gruppen
einteilen. Die erste beinhaltet die 13 an Psoriasis pustulosa generalisata
erkrankten Menschen, wahrend zur zweiten Gruppe sechs gesunde Hautproben
zahlen, die als Kontrollgruppe ohne PPG dienen.
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4.2 Probengewinn

Die Histologie der Haut- und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz erhalt
Einsendungen von zu untersuchenden Hautproben aus der Klinik selbst, wie auch
von niedergelassenen Dermatologen aus der Region.

Um eine Probeexzision durchzufihren, muss der behandelnde Arzt seinen
Patienten Uiber die Biopsie und mogliche Folgen aufklaren, bevor nach
erfolgreicher Desinfektion die Probe unter Lokalanasthesie entnommen werden
kann.

Die Biopsien der Kontrollgruppe wurden urspriinglich fir andere Zwecke
entnommen und zur Forschung bereitgestellt.

4.3 Herstellung der Paraffinschnitte

1. Formalinfixierung der Biopsate

2. Entwasserung und aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, und Infiltration durch
Paraffin im Tissue-TEK® VIP 5 JR

3. Einbettung mithilfe des Tissue-Tek TEK Sarkura® in der Einbettkassette

4. Kihlung des Paraffinblocks auf der Tissue-Tek® Cryo Console

5. Zuschneiden des Biopsats mit dem Halbmotorischen Rotationsmikrotom
Leica Biosystems RM2245 und der Feather Microtome Blade A35 auf eine
Schnittbreite von 2,5-3 Mikrometer

6. Aufbringen des Schnitts auf den Superfrost®Plus Objekttrager

7. Strecken im GFL 1052 Wasserbad bei 50-55°C

8. Um Schrumpfartefakte zu verhindern, Ablegen des Objekttragers auf den
Paraffin-Strecktisch MEDAX 12800

9. Trocknen im Brutschrank HORO 0353 zur besseren Haftung am
Objekttrager, Zeitansatz: 1h

4.3.1 Fixierung

Damit mit den Biopsien gearbeitet werden kann und die Morphologie
bestmoglich erhalten werden kann, missen die Biopsien entsprechend
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vorbereitet werden. Hierfir Verwendung gefunden hat die Formalinfixierung
von Paraffinschnitten. Dies dient nicht nur zur Konservierung, um die Autolyse
zu stoppen, sondern auch zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

4.4 Einfihrung in die Immunhistochemie

4.4.1 Definition

Die Immunhistochemie wird auch Immun- oder Antikorperfarbung genannt, was
das Verfahren schon im Wort erklart.

Es handelt sich hierbei um eine im Labor angewandte Methode, um zu
untersuchendes Gewebe anzufarben. Sichtbar gemacht werden, unter
Verwendung von markierten Antikorpern als Reagenz, Zellstrukturen wie
Proteine.

4.4.2 Antikorperherkunft

Die, auch in dieser Arbeit, verwendeten Antikérper kann man in zwei groRRe
Gruppen, nach auf Herkunft und Herstellung basierenden Kriterien, einteilen.

Das sind monoklonale und polyklonale Antikorper.

Erstere charakterisieren sich dadurch, dass sie mit ihrem variablen Teil nur ein
einziges Epitop eines Antigens binden.

Dies kann man erreichen, wenn alle produzierten Antikérper in ihrem
molekularen Aufbau gleich sind. Sie sind gleich, wenn sie von einer Plasmazelle
oder eben ihrem Klon produziert werden.

Ebensolche Zellklone kénnen gezilichtet werden. Im ersten Schritt wird hier dem
Versuchstier der Wahl, beim monoklonalen AK oftmals einer Maus, ein Antigen
injiziert. Als Folge der Immunreaktion des Versuchstiers wird nun von einem B-
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Lymphozyten genau ein spezifischer Antikorper gebildet. Durch Entnahme der
Milz kann nun diese Plasmazelle separiert werden.

Um die Zelle unsterblich zu machen, wird sie im Folgenden mit einer
Myelomzelle fusioniert, es entsteht die Hybridomzelle. Wenn sie sich jetzt teilt
erhalt man ganz viele B-Zell-Klone die alle denselben Antikoérper produzieren.

Monoklonale AK sind also in all ihre Eigenschaften immer gleich. In ihrer Affinitat,
in ihrer Bindungsstarke, in ihrer Primarstruktur und in jeder Charge.

Polyklonale Antikorper hingegen unterscheiden sich in dem Epitop, welches sie
binden. Sie entstehen nicht aus einem Zellklon, sondern aus verschiedenen
Plasmazellen. Es ist also, auch auf molekularer Ebene nicht das gleiche
Immunglobulin.  Daraus resultieren unterschiedliche Eigenschaften der
verschiedenen Ak. Gemeinsam ist ihnen nur das Antigen.

Auch hier wird eine Immunantwort durch Antigenexposition erreicht.

Tier erster Wahl ist hier das Kaninchen, aber auch Pferde, Schweine und Schafe
werden verwendet.

Das Kaninchen wird nicht nur wegen seiner 6konomischen Vorteile priorisiert.
Nein, es hat auch weitere Vorteile. Denn wenn man innerhalb einer Charge
polyklonale AK vieler kleiner Tiere hat, sind die chargenspezifischen
Individualitaten kleiner, als wenn man die Antikorper wenigen, groBen Tieren
entnimmt.

Prinzipiell ist es egal, welches Epitop der Antikorper bindet. Wichtig ist hierbei
nur, dass dieses Epitop spezifisch flir das Antigen ist, da sonst mehr als nur ein
Antigen detektiert, bzw. gebunden wird.
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Antigen Antigen

Verschiedene

\ 2 Oberflachenproteine
-
U

Monoklonale Antikérper binden Polyklonale Antikdrper binden viele
genau ein Epitop Epitope

Abbildung 6 Schemazeichnung lber die Bindung von mono- und polyklonalen AK am Antigen

4.4.3 Antikorpernachweis und Anfarbung

Zum Nachweis des AK-AG-Komplexes, gibt es verschiedene Methoden. Wenn
der primare Antikorper am Antigen gebunden ist, kann man dies mikroskopisch
nicht sehen, da sich, sofern wie in dieser Studie, kein enzymmarkierter primarer
AK zum Einsatz kommt, keine Farbung einstellt.

Um den Komplex nun anzufarben, gibt es verschiedene Methoden. Erldutert
wird nachfolgend die Polymerkonjugat-Methode am Beispiel der monoklonalen
primaren Mausantikérper, da diese Methode bei dem verwendeten Farbekit
verwendet wird.

Diese basiert auf einer Sekundarreaktion am Primarantikdrper. Zum Einsatz
kommt ein Polymerkonjugat. Bei diesem handelt es sich um ein langes Molekiil,
dessen Riickgrat aus einer Polysaccharidkette besteht. Der ausgewahlte Zucker
ist Dextran. An diesem konjugiert sind viele sekundare Anti-Maus-AK, die den
unspezifischen, konstanten Teil der primaren AK binden, sowie Enzymmolekiile,
die den Komplex farben, was dann fir den Untersucher detektierbar ist.
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Analog dazu funktioniert dies naturlich fir den konstanten Teil anderer
wirtsspezifischer AK.

Vorteile sind unter anderem, dass eine spezifische Sorte der Polymerkonjugate
universell fuar alle Anti-Maus-AK verwendbar ist und man nicht jeden
antigenspezifischen Primar-AK mit einem eigens hierfir hergestellten
Enzymkomplex anfarben muss, was unwirtschaftlicher ist.

Durch die rdaumliche Nahe der Enzymmolekile entsteht aullerdem eine
Verstarkung der Farbung, sodass diese fur den Untersucher besser erkennbar ist.
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Primérer Maus AK

Antigen

Schritt 1: Der priméare (monoklonale) AK bindet am Antigen

Enzymmolekl

\ / Sekundarer, Anti-Maus AK

Gl
/‘\
Dextranrtickgrat

Schritt 2: Bindung des Polymerkonjugats an Primar-AK-AG Komplexe

Abbildung 7 Polymerkonjugatmethode
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4.4.4 Farben

4.4.4.1 Deparaffinierung

Der erste Schritt im Farbeprozess ist die Deparaffinierung. Ziel ist es, das zur
Fixierung bendtigte Paraffin wieder zu entfernen. Dies geschieht Uber eine
absteigende Alkoholreihe:

1. Xylol

100% Isopropanol
96% Ethanol

70% Ethanol
Aqua dest.

vk wnN

4.4.4.2 Antigendemaskierung/Epitop Retrieval

Um mit den Biopsaten arbeiten zu kdnnen, mussten diese wie unter Fixierung
beschrieben, aufgearbeitet werden. Das ist Voraussetzung, hat aber auch
Schattenseiten. Durch die Bearbeitung mit, in diesem Falle, Formalin kommt es
zu einer Verschlechterung oder einem kompletten Verlust der Immunreaktivitat
als Folge der chemischen Interaktion zwischen den Epitopen und dem Reagenz.
So kann es, je nach Sensitivitat des Epitops auf die verwendete Chemikalie, zu
Konformationsanderungen kommen, die dazu flihren, dass der Antikdrper das
Epitop nicht mehr erkennt und bindet. Die Tertiarstruktur verandert sich und es
kann zu Vernetzungen innerhalb oder zwischen den Molekilen kommen. Intra-
oder Intermolekulare Cross-links sind die Fachbezeichnungen fiir diese
Quervernetzungen.

Das Phanomen wird als Antigenmaskierung bezeichnet, ist strenggenommen
aber eine Epitopmaskierung.

Um diese Maskierung nun vor der Farbung wieder aufzuheben zu konnen,
werden die Praparate vorbehandelt. Qualitatsunterschiede in der Demaskierung
stellen sich durch die Wahl der Temperatur, die Inkubationsdauer und die
Pufferldsung ein.
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Nach der Deparaffinierung wird also eine geeignete Pufferlésung bendtigt, um
das Gemisch im Anschluss thermisch zu behandeln. Diese Pufferlosung muss
epitopspezifisch gewahlt werden.

Fir die Antigendemaskierung zu beachten sind die Herstellerhinweise der
Antikorpervertreiber. Diese geben an, welcher Puffer fiir das targetierte Epitop
am besten geeignet ist, um die spatere AK — AG Interaktion zu optimieren.

Bei den in dieser Studie verwendeten Antikorpern wird ein Citrat- oder EDTA
Puffer benutzt.

Der Citratpuffer ist ein low-pH Puffer, der sein Optimum mit pH 6,0 entfaltet und
gilt damit als sauer. Dahingegen basisch ist der high-pH Puffer EDTA, bei einem
pH von §,0.

4.4.43 Farben gemiR den Anweisungen fiir das Dako REAL™ EnVision™
Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

e Entparaffinierung und Rehydrierung

e Antigendemaskierung

e Einwirkung Peroxidase-Blocking Solution: 5 Min

e 2x spilen mit Waschpuffer: EnVision™ Flex WASH BUFFER (20X)

e Inkubation des Primarantikorpers, Zeitansatz: 1h

e 2x spilen mit Waschpuffer: EnVision™ Flex WASH BUFFER (20X)

e Inkubation des Sekundarantikorpers aus Flaschchen A, Zeitansatz: 30 Min

e 2x spilen mit Waschpuffer: EnVision™ Flex WASH BUFFER (20X)

e Chromogenansatz: 20 Mikroliter Dako REAL™ DAB+ Chromogen aus
Flaschchen C mit 1000 Mikrolitern Dako REAL™ Substrate Buffer aus
Flaschchen B mischen und entwickeln, Zeitansatz: 7 Min

e Spllen mit Leitungswasser

e Gegenfarben mit Hamalaun: Mayers Hamalaunlosung, Zeitansatz: 1 Min

e Mit Leitungswasser bldauen, Zeitansatz: 10 Min

e Spllen mit Aqua dest.

e Schwenken in aufsteigender Alkoholreihe:

o Ethanol 70% vergallt
o Ethanol 96% vergallt
o Isopropanol 100% GMP
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e Xylol: Xylene Isomerengemisch
e Eindecken im Glaseindeckautomat: Leica CV5030 mit Entellan® und
Deckglas Menzel-Glaser Micorscope Slides

4.5 Biopsatanalyse

Um die Biopsate automatisch analysieren zu kénnen kam das Programm Image)
zur Anwendung.

4.5.1 Bilderdokumenation

Um die mikroskopierten Gewebeschnitte fotografisch dokumentieren zu
kénnen, wurden Bilder mithilfe der digitalen Mikroskopkamera Leica DFC295
gemacht. Alle Gewebeschnitte wurden jeweils mit jedem Antikérper angefarbt.
Unter dem Mikroskop Leica DFC295 wurden jetzt in jedem Praparat fiinf Zonen
mit hoher Antikorperzahl gesucht um von diesen im Anschluss eine Fotografie
bei 20-facher VergroBerung anzufertigen. Dies gewahrleistet eine stetige
Bildgrofe von 328x246 Mikrometern. In der nachfolgenden Abbildung ist ein
Beispiel der verschiedenen Zonen bei der Anfarbung mit dem Antikérper CXCR3
gezeigt.
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CXCR3-1

CXCR3-3

CXCR3-4 CXCR3-5
Abbildung 8: Die ausgewdhlten AK am Bsp. von CXCR3 bei Patient 14

4.5.2 Bildanalyse

Die Analyse der Bilder erfolgt wie nachfolgend erlautert:

Als erstes wird das Bild mit dem Imagel Plugin ,IHC Profiler” bearbeitet
(https://sourceforge.net/projects/ihcprofiler/), damit es anschlieRend mit dem
Programm Image) analysiert werden kann (http://imagej.nih.gov/ij/). Bei dieser
ersten Bearbeitung handelt es sich um eine Farb- und Kontrastbearbeitung, die
den Fokus auf die durch die Antikérper angefarbten Bereiche lenkt.

Diese Bildanalyse erfolgt digital und automatisiert. Da dadurch Fehler entstehen
konnen, wird das bearbeitete Bild direkt manuell mit dem Original verglichen.
Sofern hierbei Fehler auffallen, wird das betroffene Bild nochmals manuell
nachbearbeitet.

Im nachsten Schritt erfolgt die Analyse der Anzahl der gefarbten Partikel durch
das Programm. Um auch hier Fehler zu minimieren erfolgt eine stichpunktartige
manuelle Auszahlung der Partikel, um die Ergebnisse zu validieren.
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4.5.2.1 Bearbeitung mit dem Plugin ,,ImagelJ Plugin — IHC Profiler”

Das Plugin ,,Imagel Plugin — IHC Profiler ermoglicht eine einfachere Erkennung
der im Fokus stehenden, braun angefarbten Partikel, da hiermit das Bild
schwarz-weil} gefarbt wird und durch einstellen des Kontrasts die volle
Aufmerksamkeit auf den gefarbten Bereichen liegt.

Bearbeitungsprotokoll:

1. Imagel 6ffnen

2. Bild auswahlen und 6ffnen: File - Open — Datei wahlen — Datei mit ,,open”
offnen

3. Das Plugin wird jetzt auf die gedffnete, sichtbare Datei angewendet:
Plugin — IHC Profiler = Mode: ,Nuclear Stained Image” — Color
Deconvolution 1.5 = Vector: ,H DAB“

4.5.2.2 Analyse der Partikel durch Image)

Im nachsten Schritt wird das bearbeitete Bild durch ImagelJ analysiert. Da es sich
um eine automatisierte Analyse handelt, miissen eigene Makrobefehle gegeben
werden um ein prazises, reproduzierbares Ergebnis zu erhalten.

Dies geschieht unter dem Reiter ,,AnalyzeParticles”

Bearbeitungsprotokoll:

Antikorper setThreshold Size Circularity Show Summarize
(pixel
/\2)

CXCR3 0,100 - BW 70- 0.00-1.00 Outlines Ausgewahlt
Infinity
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HLA-DR
FOX P3
IL-17A
IL-17F
IL-23
PDE 4B
IL-8
IL-36G
JAK3

Tyrosin-
kinase

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

0,100 - BW

Tabelle 2 Makrobefehle in Image)

70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity
70-
Infinity

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00

0.00-1.00
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Ausgewahlt
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Ausgewahlt
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5 Ergebnisse

5.1 Bilder histologischer Schnitte und Antikorperverteilung bei PPG
Patienten

Patient 1

CXCR3 FOX P3 HLA

JAK3 Tyrosinkinase

Abbildung 9: Patient 1; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikérper
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Antikorperverteilung

Patient 1, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 1: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 1, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 2

CXCR3 FOX P3

IL17A IL17F IL23

JAK3 PDE

Abbildung 10: Patient 2; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorper-Anzahl

Antikorperverteilung
Patient 2, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 2: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 2, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 3

CXCR3 FOX P3

HLA IL8

IL17A IL17F IL23 IL36G
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Abbildung 11: Patient 3; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorperverteilung
Patient 3, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 3: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 3, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 4

HLA
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Abbildung 12: Patient 4; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikérper

43



Antikorperverteilung
Patient 4, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 4: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 4, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 5

CXCR3

IL17A

JAK3 PDE

Abbildung 13: Patient 5; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorperverteilung
Patient 5, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 5: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 5, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 6

IL8

HLA

FOX P3

CXCR3

IL36G

IL23

IL17F

IL17A

Tyrosinkinase

PDE

JAK3

Abbildung 14: Patient 6; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorperverteilung
Patient 6, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 6: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 6, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 7

Tyrosinkinase

Abbildung 15: Patient 7; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorper-Anzahl

Antikorperverteilung
Patient 7, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 7: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 7, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler

50




Patient 8

CXCR3 FOX P3 HLA

Abbildung 16: Patient 8; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorperverteilung
Patient 8, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 8: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 8, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 9

CXCR3 FOX P3 HLA IL8

JAK3 Tyrosinkinase
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Abbildung 17: Patient 9; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorper-Anzahl
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Diagramm 9: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 9, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 10

IL17A IL23 IL36G

Tyrosinkinase

JAK3

Abbildung 18: Patient 10; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikérper-Anzahl

Antikorperverteilung
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Diagramm 10: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 10, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 11

Tyrosinkinase

Abbildung 19: Patient 11; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper

57



450

w w b
o U o
o O o

Antikorper-Anzahl
NN
o u
S o

Antikorperverteilung

Patient 11, Psoriasis pustulosa generalisata

a\s D 4 G &
" " S Q
N A A
o <% o
S & O
\% N <
o
A\
*

Antiké‘)rper-Na;zne

Diagramm 11: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 11, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 12

JAK3 PDE Tyrosinkinase

Abbildung 20: Patient 12; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Antikorperverteilung
Patient 12, Psoriasis pustulosa generalisata
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Diagramm 12: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 12, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 13

CXCR3 FOX P3 HLA

IL17A IL36G

JAK3 Tyrosinkinase

Abbildung 21: Patient 13; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Diagramm 13: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 13, PPG; Fehlerindikator: Standardfehler
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5.2 Bilder histologischer Schnitte und Antikorperverteilung der
Kontrollproben

Patient 14

CXCR3 FOX P3 HLA IL8

IL17A IL17F IL23 IL36G
JAK3 Tyrosinkinase
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Abbildung 22: Patient 14; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikorper
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Antikorperverteilung
Patient 14, Kontrollgruppe
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Diagramm 14: absolute Antikorperverteilung bei Patient 14, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 15

CXCR3

IL17A

JAK3 PDE Tyrosinkinase
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Abbildung 23: Patient 15; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Antikorper-Anzahl

Antikorperverteilung
Patient 15, Kontrollgruppe

N N . QD
ooy & &£ ¥ & 0
Y & &
W N <
9
A\
SR
Q‘O

Antikorper-Name

Diagramm 15: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 15, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 16

CXCR3 FOX P3 HLA IL8

IL17A

JAK3 PDE Tyrosinkinase

Abbildung 24: Patient 16; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Diagramm 16: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 16, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 17

CXCR3 FOX P3 HLA

IL17A IL36G

JAK3 PDE Tyrosinkinase
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Abbildung 25: Patient 17; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Antikorper-Anzahl
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Diagramm 17: absolute Antikorperverteilung bei Patient 17, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler
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Patient 18

CXCR3 FOX P3 HLA

IL17A IL17F IL23 IL36G

JAK3 Tyrosinkinase
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Abbildung 26: Patient 18; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper



Antikorper-Anzahl

Antikorperverteilung
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Diagramm 18: absolute Antikorperverteilung bei Patient 18, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler

72




Patient 19

CXCR3 FOX P3 HLA

IL17A IL17F IL36G

JAK3 PDE Tyrosinkinase

Abbildung 27: Patient 19; Histologie, ein Bildausschnitt pro Antikdrper
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Antikorper-Anzahl
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Diagramm 19: absolute Antikdrperverteilung bei Patient 19, Kontrollgruppe; Fehlerindikator: Standardfehler




5.3 Uberblickaufnahmen fiir reprasentative Patienten aus jeder
Gruppe

Um einen besseren Uberblick iber die Mikroskopie der Schnitte zu bekommen,
sind im Folgenden Uberblickaufnahmen zu jedem Antikorper eines
reprasentativen Patienten aus der Kontrollgruppe (Patient 14) und eines an
PPG Erkrankten (Patient 11) angefertigt worden. Hier sieht man in 4-facher
VergréRerung den Ubergang zwischen Epidermis und darunter liegenden
Schichten sowie den verhornenden Anteil des Plattenepithels. Um den
Uberblick zu verbessern ist ebenfalls ein Teil des Randes auf den Bildern zu
erkennen.

CXCR3 FOX P3 HLA IL8

IL17A IL17F IL23 IL36G

JAK3 PDE Tyrosinkinase

Abbildung 28: Uberblickaufnahmen Patient 14
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Abbildung 29: Uberblickaufnahmen Patient 11
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5.4 Antikorperverteilung: Vergleich der gemittelten Werte bei den
verschiedenen Antikorpern
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Diagramm 20: Absolute Antikdrperzahl bei der PPG Gruppe, Fehlerindikator: Standardfehler
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Diagramm 21: Absolute Antikérperzahl bei der Kontrollgruppe, Fehlerindikator: Standardfehler
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Vergleich Antikdrperverteilung
Psoriasis pustulosa generalisata vs
Kontrollgruppe
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Diagramm 22: Vergleich der absoluten Antikdrperzahlen beider Gruppen

T-Test, links der Antikdrpername und rechts der P-Wert. Geordnet in der
Signifikanz absteigenden Reihenfolge:

Antikdrper Name P-Value
Fox P3 5,46627E-06
IL 36G 0,001268784
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IL17F 0,004659964

IL23 0,0099468
IL8 0,03225824
CXCR3 0,156460518
JAK3 0,15673061
IL17A 0,202095607
Tyrosinkinase 0,327664417
HLA 0,581566633
PDE 0,762720996

Tabelle 3 T-Test (Signifikanzen der Unterschiede in den verschiedenen Gruppen; geordnet: Absteigend)
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Experiment besteht aus der immunhistochemischen Analyse der
Antikorperexpression bei Hautbiopsien von 13 Patienten die an PPG erkrankt
sind und sechs gesunden Kontrollpersonen.

Zuerst wurden beiden Gruppen die Hautbiopsien entnommen. Alle Hautbiopsien
und somit auch Patienten wurden von der Haut- und Poliklinik der Johannes-
Gutenberg-Universitat akquiriert.

Dabei entstammen die Biopsien der erkrankten Gruppe direkt aus mit PPG
befallener Haut, wahrend es sich bei der Kontrollgruppe um gesunde
Hautstellen, nicht erkrankter Haut handelt.

Ausgesucht wurden elf verschiedene Antikorper: CXCR3 (CD183), FOX-P3, ILS,
IL17A, IL17F, 1L23, IL36-Gamma, Phosphodiesterase 4B, HLA, Tyrosinkinase und
JAK3.

Nach der immunhistochemischen Anfarbung jedes Hautschnitts, wurden diese
unter dem Mikroskop betrachtet und Bilder gemacht, um diese anschlieffend
Computersoftwareunterstitzt auszuzahlen. Dadurch konnte die absolute
Haufigkeit der an der Immunreaktion beteiligten Zellen ausgezahlt und im
Anschluss mit Hilfe von Rechenoperationen ausgewertet werden.

In folgend absteigender Reihenfolge zeigt sich folgendes Haufigkeitsmuster der
gemittelten, absoluten Antikdrperzahlen in der Gruppe der PPG-Patienten:

IL 17F, IL 36G, HLA, FOX P3, Tyrosinkinase, IL 8, CXCR3, IL 23, JAK3, IL 17A, PDE.

Die Verteilung der absoluten Haufigkeitszahlen bei der Kontrollgruppe wie folgt,
ebenfalls in absteigender Reihenfolge:

IL 23, IL17F, IL 36G, CXCR3, HLA, IL 17A, Tyrosinkinase, IL 8, FOX P3, JAK3, PDE.
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Vergleicht man nun die beiden Gruppen fallen die grofSten Unterschiede fir IL
17F, IL 23 und IL 36G auf. Die Haufigkeit bei den Antikdrpern IL 17F und IL 36G
ist hierbei in der PPG Gruppe Uberlegen, wahrend IL 23 bei der Kontrollgruppe
sehr viel haufiger ist.

Auch fiir FOX P3, IL 8, HLA, Tyrosinkinase und JAK3 ist die Haufigkeit in der PPG
Gruppe hoher, als flr die Kontrollgruppe. Bei CXCR3 und IL 17A ist die Anzahl in
der Kontrollgruppe hoher, wahrend es bei der Phosphodiesterase ungefahr
gleich ist.

Um die Signifikanz zu bestimmen wurden T-Tests durchgefihrt. Anhand des P-
Werts zeigt sich der signifikanteste Unterschied fir Fox P3, gefolgt von IL 36G, IL
17F, IL23 und IL 8.

Weniger signifikant sind die Unterschiede fiir die Tyrosinkinase, HLA und PDE.

Der P-Wert bei FOX P3 liegt bei 5,46627E-06, wahrend er fiir PDE 0,762720996
betragt.

6.2 Diskussion der Methoden

Um die Objekttrager nutzen zu kdnnen, musste das Gewebe erstmal histologisch
aufgearbeitet werden um es anschlieRend immunhistochemisch zu farben.

Der fertige Objekttrager konnte nun mikroskopiert werden. Hierbei wurden 5
Bildausschnitte pro Objekttrager ausgesucht und in 20-facher VergroRerung
fotografiert, um die entstandenen Bilder anschlieBend mithilfe von dem Plugin
ICH-Profiler der Software ImageJ zu bearbeiten, um sie danach auch mit ImageJ
automatisiert auszahlen zu kénnen.

In allen durchgefihrten Schritten kann es nun, trotz aller Vorsicht, zu
unvermeidbaren Fehlern kommen, die im Folgenden diskutiert werden.

Die histologische Aufarbeitung bendtigt viel menschliche Arbeit einer
routinierten Person. Nichtsdestotrotz kann es durch diesen, nicht mechanisiert
und automatisierten Prozess zu personenspezifischen Fehlern kommen. Hierzu
zahlen unter anderem schwindende Konzentration, Zeitdruck und Mudigkeit,
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was zu einer nicht jedes Mal identischen Handhabung der Gerate fihren kann,
nicht immer offensichtlich ist und damit in dem Moment nicht abstellbar ist.
Genauso zu bedenken sind personenunabhangige, systematische Fehler, wie die
Temperatur. Einerseits die der Umgebung, andererseits die der benutzten
Gerate. Aber auch an Einflisse wie Alterung und Abnutzung der Gerate muss
gedacht werden.

Bei den Proben der PPG Patienten ist nicht bekannt, wie schwer der Schub ist
und in welchem Stadium des Schubs der Patient sich gerade befindet, was
Unterschiede bedingen kann. Zudem handelt es sich um verschiedene
Koérperregionen, die in ihrem histologischen Aufbau leichte Unterschiede
aufweisen kdnnen.

Beim Mikroskopieren muss darauf geachtet werden, nach Moglichkeit keine
GefaRe zu fotografieren, da sich die Haufigkeit der Antikorper hier stark zum Rest
der Haut unterscheidet und fir die Fragestellung weniger interessant ist.
Dadurch missen Zonen, die eine hohe Expression an Antikorpern haben, auf
denen aber Gefale zu sehen sind, ausgespart werden und andere Zonen gewahlt
werden, deren Antikorperzahl geringer ist. Folglich zahlt man nicht alle
Antikorper im Prdparat aus, sondern sucht sich fiinf Zonen aus. Genauere
Ergebnisse konnten durch mehr Zonen pro Bild erreicht werden.

Um die Ergebnisse nicht durch unterschiedliche Mikroskopbedingungen zu
verfalschen wurde in einer Sitzung der gleiche Antikorper fiir alle Schnitte beider
Gruppen mikroskopiert.

Durch die Bearbeitung der Bilder mit festgelegtem Algorithmus, kann
sichergestellt werden, dass die Auszahlung, zumindest in der Theorie, gleiche
Voraussetzung hat. Allerdings muss man auch hier jedes Originalbild mit dem
bearbeiteten vergleichen, da das Programm nicht zwischen der, den
Auswertenden interessierenden  Antikdérpern und anderen Plaques
unterschiedlicher Genese unterscheiden kann. Das Bild wurde dann manuell
nachbearbeitet. Um als Untersucher zu wissen, welche Struktur von Relevanz ist,
vergleicht man mit den zu jeder Farbung angefertigten Negativ-Kontrollen.

AuBerdem erlangt man durch das Programm eine Wiederholbarkeit und
Uberpriifbarkeit, die bei manueller Auszdhlung nicht gewihrleistet werden
kann.
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Die genutzte Software bietet des Weiteren gegeniber einer rein manuellen
Auszahlung Zeitvorteil. Durch diesen konnen in gleicher Zeit mehr Daten
ausgewertet werden. Je grofRer die Stichprobe, desto reprasentativer.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

Das menschliche Immunsystem nimmt eine Schlisselstelle ein, wenn es um die
Dysregulationen in von Psoriasis betroffener Haut geht. Eine Vielzahl von
Entziindungszellen, darunter vor allem CD4+ T-Helferzellen,
Monozyten/Makrophagen Keratinozyten und Fibroblasten beteiligen sich an der
Produktion und Wirkung von Zytokinen, insbesondere hier von Interesse die
Interleukine.

Diese, als Mediatoren tatigen Botenstoffe, sorgen unter anderem fir die stark
proliferierende Epidermis, locken aber auch weitere Entziindungszellen
chemotaktisch in das Gewebe, wie etwa neutrophile Granulozyten und wirken
im Generellen proinflammatorisch.

Wie bereits durch vorausgegangene Studien gezeigt, gibt es einen
Zusammenhang zwischen der IL 36G Expression und der PPG. Nicht nur in der
Blutbahn, sondern auch in der betroffenen Haut selbst, konnten erhdhte Spiegel
dieses Zytokins festgestellt werden (34, 58). IL 36G wird hauptsachlich von
Keratinozyten selbst produziert und wirkt auf Fibroblasten Immunzellen wie T-
Helferzellen und Epithelzellen chemotaktisch, proliferativ, proinflammatorisch
und sekretorisch und tragt so zur Entstehung der Pusteln bei (34, 59, 60).

Dies wird unter anderem durch eine Mutation im IL 36RN Gen erklart. Dieses
kodiert fiir den Rezeptorantagonisten IL 36RN, welcher die Wirkung von IL 36G
und IL 36A in gesundem Gewebe antagonisiert (35).

Bei der PPG ist die Expression von IL36G nicht nur hoéher als in gesunder Haut,
sondern auch hoher als bei der Psoriasis vulgaris. Anders stellt sich dies bei IL
17A dar. Hier ist die Expression bei der PV hoher als bei der PPG (34).

Diese Arbeit bestatigt die hohe Relevanz von IL 36G bei der PPG, denn auch hier
zeigt sich IL 36G mengenmaRig als der hochst exprimierte Antikérper und hat
auch den signifikantesten Unterschied zur Normalhaut.

Bereits 2019 gab es erste erfolgreiche Versuche PPG mit einem IL 36-Rezeptor
Antagonisten, dem monoklonalen Antikorper Spesolimab (Bl 655130), in einer
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Phase 1 Studie zu therapieren. Hier zeigten sich bereits nach einmaliger Gabe
Therapieerfolge. Aktuell laufen hierzu Phase 2 und 3 Studien (61-63). Fir die
Psoriasis pustulosa palmoplantaris endete im April 2021 eine Phase 2a Studie
Uber die Wirksamkeit von Spesolimab, die zu der Erkenntnis kam, dass das
Biological hier zwar klinische Besserung brachte, den primaren Endpunkt
aufgrund nicht signifikanter Unterschiede aber nicht erfillt hat. Weitere
Ergebnisse werden hier aus Phase 2b Studien erhofft (64).

Auch Anakinra, ein IL-1 Rezeptor Antagonist und Gevokizumab, ein
monoklonaler Antikorper gegen IL-1beta haben in Studien Wirksamkeit gezeigt,
was durch die Stimulierbarkeit der Produktion von IL36G durch IL1 erklart wird
(65).

Weitere Biologicals die bereits erfolgreich in der Therapie gegen vor allem
therapieresistente Psoriasis vulgaris aber auch PPG und PPP verwendet werden,
richten sich gegen TNF-alphaund IL 17 (65). In dieser Arbeit konnte flr IL17F eine
sehr hohe Expression bei der Patientengruppe verglichen zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden mit ebenso hoher Signifikanz. Betrachtet man die
Expression von IL17A zeigt sich eine hohere Expression in der Kontrollgruppe,
aber mit niedriger Signifikanz.

Die hochste Signifikanz fiir eine Uberexpression im erkrankten Gewebe
verglichen zu Normalhaut ist beim Antikorper FoxP3 zu erkennen. FoxP3 ist ein
Transkriptionsfaktor der gehauft in Zellkernen von CD4+ T-Helferzellen
vorkommt. Hier reguliert es die Expression verschiedener immunologisch aktiver
Gene (66). Auch wenn die genaue Rolle von FoxP3 noch nicht klar ist, haben
Studien Zusammenhange zwischen Mutationen im Intron des FoxP3 Gens und
Psoriasis aufgedeckt (67, 68).

Methotrexat, ein sehr haufig eingesetztes und klinisch gut wirksames
Medikament bei Psoriasis, reguliert die Expression von FoxP3 mRNA und T-
Helferzellen (69). Die Beeinflussung von FoxP3 durch andere Medikamente
kénnte somit weitere Therapieerfolge erzielen.

Auch IL8 zeigt sich in dieser Arbeit als ein signifikant héher ausgepragter
Antikorper in der erkrankten Haut. IL8 ist ein insgesamt bei akuter Inflammation
ausgeschuttetes Zytokin, welches neutrophile Granulozyten rekrutiert und
aktiviert. Diese Neutrophilen sorgen mitunter fiir die Pustelbildung. Bereits bei
anderen Erkrankungen die mit einer sterilen Neutrophilen Inflammation
einhergehen, wie Lipopolysaccharid-induzierte Dermatitis und Arthritis sowie
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Immunkomplex ablagernde Glomerulonephritiden, konnte ein hoch spezifischer
Anti-IL8 Antikorper Gewebeschadigung entgegenwirken und vorbeugen (70, 71).
Denkbar ware ein solcher also auch fir PPG.

7 Zusammenfassung

Psoriasis pustulosa generalisata ist eine schwere, chronisch-entziindliche,
dermatologische Erkrankung die mit der Psoriasis vulgaris assoziiert ist. Sie kann
durch ihre sterilen eitrigen Pusteln, welche am ganzen Korper verteilt
vorkommen konnen und von Fieber und generellem Unwohlsein begleitet
werden, durchaus lebensbedrohlich sein, sodass in schweren Schiiben stationare
Behandlung notwendig ist. Da die Erkrankung nicht nur auf die Haut beschrankt
ist, sondern auch mit vielen weiteren Komorbiditaten wie dem metabolischen
Syndrom, psychischem Leiden und Arthritiden einhergehen kann, stellt sie
ernsthafte soziookonomische und Lebensqualitat betreffende Einschrankungen
dar.

Zwar ist die Pathogenese noch nicht vollstandig verstanden, klar ist aber, dass
genetische Komponenten mitschwingen und verschiedene Risikofaktoren zu der
multifaktoriellen Entstehung beitragen. Darunter verschiedene Genmutationen
in Zytokin codierenden Introns, aber auch infektiose Geschehen und chemische
Noxen.

In dieser Arbeit wurde eine immunhistochemische Analyse von elf Antikdrpern
bei 13 an PPG erkrankten und sechs gesunden Personen durchgefiihrt, um die
quantitative Verteilung innerhalb der Proben auszahlen, auswerten und im
Anschluss interpretieren zu konnen und den Pathomechanismus weiter
verstehen zu kénnen.

Insgesamt hat man so eine Gruppe von 19 Patienten, deren Hautbiopsien je mit
allen Antikoérpern angefarbt wurden. Die sechs gesunden Hautschnitte weisen
somit keine dermatologischen Erkrankungen auf und dienen als Kontrollgruppe.

Die Antikdrperauswahl belauft sich auf folgende elf Antikdrper: CXCR3 (CD183),
FoxP3, IL8, IL17A, IL17F, 1L23, IL36G, Phosphodiesterase 4B, HLA DR,
Tyrosinkinase und JAK3.
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Im ersten Schritt wurden die Gewebeschnitte histologisch bearbeitet, damit die
daraus resultierenden Paraffinschnitte immunhistochemisch mit den
auserwahlten Antikérpern und negativ Kontrollen angefarbt werden konnten.
Pro Paraffinschnitt ein Antikorper. Im Anschluss konnten die entstandenen
Objekttrager dann beschriftet und mikroskopiert werden. Dabei wurden finf
Bildzonen mit maximaler Antikérperanfarbung fotografiert, um die Expression
dieser daraufhin computergestiitzt auszahlen zu kénnen.

Die Ergebnisse konnten dann tabellarisch ausgewertet und verglichen werden.
Erst fir jeden Patienten einzeln, um dann die Mittelwerte aller vergleichen zu
konnen und die Standardabweichungen fir die durch die T-test vermittelte
Signifikanzen berechnen zu kénnen.

Insgesamt wurden so 280 Praparate ausgewertet.

Das Ergebnis der Antikorperauszahlung zeigt fiir IL36G, IL17F, FoxP3, IL8, HLA,
Tyrosinkinase und JAK3 eine absolut héhere Antikdrperzahl in der Gruppe der an
PPG erkrankten als in der Kontrollgruppe. Statistik signifikant sind hier vor allem
Fox P3 (P-Wert: 5,46627E-06), IL 36G (P-Wert: 0,001268784), IL 17F (P-Wert:
0,004659964) und IL 8 (P-Wert: 0,03225824).

Eine signifikant niedrigere Expression in der Normalhaut als in der erkrankten
Haut zeigte sich nur bei IL 23 (P-Wert: 0,0099468).

Diese Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen PPG und den
Zytokinen im Entziindungsgeschehen hin. Insbesondere IL 36G, IL 17F und FoxP3.
Diese proinflammatorischen, chemotaktisch und regulativ tatigen Botenstoffe
konnen targetiert und moderiert werden, um die Behandlungsmaoglichkeiten der
PPG zu verbessern.

Gerade spezifische monoklonale Antikérper gegen IL 36G sind Gegenstand
aktuellster Forschung und von grolier Relevanz als Biological. Die Ergebnisse
dieser Arbeit unterstiitzen die Erkenntnisse zu IL 36G, als zentrale Schliisselstelle
in der Pathogenese.

Aktuelle first-line Therapie sind immer noch das gesamte Immunsystem
schwachende Medikamente, wie Glucocorticoide und Methotrexat. Aber auch
die klinisch haufig eingesetzten Biologicals Etanercept, Infliximab und
Adalimumab gegen TNF-alpha wirken auf das gesamte System
immunsuppressiv. Je spezifischer die Therapie gegen einzelne Zytokine, wie das
stark exprimierte IL 36G ist, desto weniger Komplikationen und Nebenwirkungen
sind auf das systemische Immunsystem zu erwarten.
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Diese Erkenntnisse Uiber die Signifikanz und Uberexpression der untersuchten
Zytokine ebnen den Weg fiir weitere Zytokin-gerichtete Forschung in der
medikamentds gerichteten Therapie, aber auch fir die Pathogenese und
genetische Pradispositionen in den die Zytokine codierenden Genen.
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8 Anhang

8.1 Histologische Ubersichtsaufnahmen in HE-Farbung

Im Folgenden ist je eine Ubersichtsaufnahme in vierfacher VergréRerung, ein
Ausschnitt in zehnfacher und einer in zwanzigfacher VergrofRerung der
Hamatoxylin-Eosin Farbung gezeigt, aufgeteilt nach den beiden Gruppen. Erst
die Gruppe mit den 13 erkrankten Personen und danach folgend die sechs aus
der Kontrollgruppe stammenden Schnitte der Normalhaut.
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8.1.1 Patienten mit PPG
Patient 1
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8.1.2 Patienten der Kontrollgruppe
Patient 14
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