Aus der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie
und Allergologie der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
(Vorstand: Prof. Dr. med. Dr. h.c. G. Plewig)

Erweiterung eines diagnostischen Verfahrens zur
Differenzierung entziindlicher Dermatosen mittels
Immunphinotypisierung dendritischer Zellen der Epidermis

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der
Ludwig-Maximilians-Universitdat zu Miinchen

vorgelegt von
Jorg Haberstok
aus
Miinchen
2004



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

der Universitdt Miinchen

Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. A. Wollenberg

Mitberichterstatter: Priv.-Doz. Dr. G. Hartmann
Priv. Doz. Dr. P. Kufer

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. K. Peter

Tag der miindlichen Priifung: 22.01.2004



Fiir Natalija



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ...ccreeeeeeeecccsssssonsseeeecccssssssssssssssscsssssssasssssessessssssssasssssssssssssssassssssssssssssnse 7
1.1 DAS DIAGNOSTISCHE DILEMMA ......ccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
1.2 DIE ROLLE DER DENDRITISCHEN ZELLEN IN DER EPIDERMIS ......cccovvvviviviiiiiiiiieeeeeennne, 8
1.3 DIE ROLLE DER VERSCHIEDENEN OBERFLACHENMOLEKULE .........cccovvvvveiieieeeeeeennen. 11

1.3.1 FceRI auf dendritischen Zellen....................cccoeeveieeciieeciieiiiieeiie e 11
L3 2 FCERII/CD23 ..ottt 11
1.3.3 I IREEGHINE. ... 12
1.3.:4 B2 INEEGHINE. ...ttt 12
1.3.5 FCY-REZEPIOTEN ...t 13
1.3.6 CAARCFING. ..o 13
L3 7 MHC-KIASSC IL ... 14
L.3.8 CD36 oo 14
L. 3.9 CDAS e 14
L300 CDI oot 15
1.4 FRAGESTELLUNG ....cccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16

2 MATERIAL UND METHODIK .....uuueeeeteeecccrrrsssneeeececccssssssssssssecssssssssssssssasssssssssssasases 17
2.1 AUSWAHL DER PATIENTEN ....coottiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 17
2.2 HERSTELLUNG DER EPIDERMALEN ZELLSUSPENSION .......uuvvviiiieeeeiiiirreeeeeeeeeeennnnnnns 18
2.3 IMMUNFLUORESZENZEARBUNG ........ccevvttttitiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 19
2.4 MONOKLONALE ANTIKORPER .......uuuttvriiiieeiiiiiiirreeeeeeeeeieiitreeeeeseeeeennsnreeeeseeeessnsnneens 20
2.5 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE ....coovvtiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 21
2.6 TESTUNG DER TRYPSINSENSITIVITAT ....ccccitiiiiirrreeiieeeeeieiiireeeeeeeeeeennsnreeeeseeeeesnannnens 22
A A YN E ) \WA | 2} R 22
2.8 STATISTISCHE METHODEN .......ccoottiuttrriieeeeeeeiiiireeeeeeeeeeiesisareeeeeeeeeeessssreeesseeeessnsnseens 22

F  ERGEBNISSE .aaaeeeeeeececccrrnneneeeeeecesssssonsasssesesssssssssssssssssssssssssssansassssssssssssnsasssssssssssssssns 24
3.1 ANTEIL CD1A POSITIVER ZELLEN BEI VERSCHIEDENEN ENTZUNDLICHEN
DERMATOSEN ....uuvutuuueueseueesussesssensseessssssssssseesseseeese.........—.—.—.————....................—.—————————————— 24
3.2 PHANOTYPISIERUNG DES CD1A POSITIVEN ZELLPOOLS IN NORMALER UND IN
ENTZUNDLICHER EPIDERMIS ....uuuueiiiiiiiitiieieeeeeeeeetetieeeeeeeeeeeetaieeeeeeeeeeeassaeeeeeeeeeensnnnnns 25

3.2.1 Die IgE Rezeptoren FceRI und CD23.............cccccovvveveiiiiiiieiiieecieeeieeee e, 25
3.2.2 Die IgG Rezeptoren CD16, CD32 und CDO64...........cccccoeoimoeiniiiiininieceene. 26
3.2.3 Die Bl Integrine CD49b und CD49d...............cccooecvieieeaeieiiieiieeieeeeeieeienn 27
3.2.4 Die 2 Integrine CDI11a, CDI11b und CDIIC ..........ccccoooveeveeviiaeieeniieaiean, 28
3.2.5 Verschiedene CD-klassifizierte Molekiile....................ccccccoeeniiiviniiniiincncnn. 29
B 20 HLA-DR ... 30
3.3 VERGLEICH LASIONALER UND NICHT- LASIONALER HAUT VON PATIENTEN MIT
ATOPISCHEM EKZEM MIT NORMALER HAUT ....ccooiiiiiiiiiiiiiic et 31
3.3.1 Die IGE REZEPIOFON ...ttt 32
3.3.2 Die IZG REZEPIOFON..........cceeeeeeee et 33
3.3.3 Die pI Integrine CD49b und CD49d...............ccccoocevoiiiiioiiiiiiiiiiiieniecee 34
3.3.4 Die 2 Integrine CDI11a, CD11b und CDIIC ........cccccooovueeiciiaiiiiiaieieen 35
3.3.5 Verschiedene CD-klassifizierte Molekiile.....................cccocovevvuieniiviianiiaiiannnnn 37
B30 HLA-DR ..o 38
3.4 VERGLEICH DES PHANOTYPS VON LC UND IDEC BEI VERSCHIEDENEN DERMATOSEN
........................................................................................................................................ 39
3.4.1 Der hochaffine IgE Rezeptor FCERI................cccccoovvevoiiaiiiiiiiiieeeeeee e, 39
3.4.2 Der niedrigaffine IQE Rezeptor CD23 ...........ccocoevvvieiiieeiiieeiiieeieeeee e 41



3.4.3 Der niedrigaffine IgG Rezeptor CDIO..............cccccoucueiiioiniiniiiiiiienieceeae 43

3.4.4 Der niedrigaffine IgG Rezeptor CD32............cccoovveeeiieeiiiieiieeieeeee e, 45
3.4.5 Der hochaffine IgG Rezeptor CDO4 ............ccccoivoiiiiiiioiiieiiieiieeeeeeee 46
3.4.6 Das LI Integrin CD49d ...............ccoccveiuiieiiiiieeiie e 48
3.4.7 Das 2 Inte@rin CDIIQ ..........ccc.coccuveiiiieiiiieiiie et 50
3.4.8 Das 2 Integrin CDI1D ..........ccccooiioiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 51
3.4.9 Das 2 Integrin CDIIC...........cccoocveiiiiiiiiiieeeee et 53
3.4.10 Das Molekiil CD1b .............cccccooiiiiiiiiiiiiiieee et 55
3.4.11 Das Molekiil CD36 ..........cccoooouiiiiiiiiiiiee ettt 56
3.4.12 Das Molekiil CD45RA. .........c.cccoooiiiiiiiiii ittt 58
3.4.13 Das Molekiil E-CadRerin ................cccccoioiiiiiiiiiiieii et 59
340G HLA-DR ...ttt et 60
3.4.15 Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CDS86 ...............cccccocveveveeannnn.. 61
3.5 DIAGNOSTISCHE VERFAHREN ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciic i 63
3.5.1 Diagnose des atopischen Ekzems durch FceRI/CD32............cccccovvenvivncancne. 64
3.5.2 Diagnose der Psoriasis durch CD64/CD11b auf IDEC ...............ccccccveeueannr.n. 67

3.5.3 Diagnose des Kontaktekzems durch E-Cadherin/B7-2 auf Langerhans Zellen 69
3.5.4 Diagnose des Kontaktekzems bei Atopikern durch E-Cadherin/CD80 auf IDEC

.................................................................................................................................... 71
3.5.5 Algorithmus zur Diagnosestellung..................ccccccoovoeemviiiiieiiiiiieii e 74
3.5.6 Differentialdiagnose von jeweils zwei Dermatosen..................cccccceeeveecevennnnnn 77
3.5.6.1 Kreuztabelle der Molekiile auf LC, die eine signifikante Unterscheidung
zweier Diagnosen erlauben (P<0,05) ......ccooouiiriiiiiinieiie e 78
3.5.6.2 Kreuztabelle der Molekiile auf IDEC, die eine signifikante Unterscheidung
zweier Diagnosen erlauben (P<0,05) ......cccoeoieriieiiieiieiie et 79
4. DISKUSSION 80
4.1 IDEC WERDEN KRANKHEITSABHANGIG IN DIE EPIDERMIS REKRUTIERT ................... 80
4.2 DIE PHANOTYPISCHE CHARAKTERISIERUNG VON IDEC.........coooiiiiiiiiiiiiiiiiieee 82
4.3 DIE PHANOTYPISIERUNG VON LC UND IDEC ALS DIAGNOSTIKUM .......ccocuerueennnenne 84
44 AUSBLICK ...uuttteiiteeniite ettt e ittt e sttt e ettt e et e e sat e e e bt e e e bt e e e abteesabteesabeeesabeeeanneeenaee 87
5. ZUSAMMENFASSUNG ...ccoueriinsuissenssensanssesssessasssssssnssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassses 89
6. LITERATURVERZEICHNIS......ccoviiniinnninniinsnissssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 92
To ANHANG uccueiticnisenstisnissesssissssssesssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 100
7.1 MEDIEN UND PUFFERLOSUNGEN .....cccoctttiiitiianiitieniteeeiieeeiteesiteesreeesareeesiaeeesinee e 100
7. 1.1 Waschmedit (WM) .........cccoueoeuieiiieeeie et 100
7.1.2 FACS Puffer (10-fach) ............ccccoccooiiiiiiiiiiiiiiiiieiteeeeteee e 100
7.1.3 Phosphate-buffered saline (PBS), DH 7,2-7,4.....c..ccccoovmveeeneiiianieeirenene 101
7.2 REAGENZIEN ZUR HERSTELLUNG DER ROHZELLSUSPENSION.....c.ecttniieiniieeaniieennn 101
7.3 SEREN UND ANTIKORPER ZUR PHANOTYPISIERUNG ......ccovuteniiirieenireereenieeeneenineenne 101
T.3d SCHOM ..o 101
7.3.2 Direkt mit Farbstoff konjugierte Sekunddrantikorper ..................cc.cccooeuvn... 101
T33P A-MIX ..ot 101
8. DANKSAGUNG . ..cuuiciiuineisensainsnnsesssnssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 103
9. LEBENSLAUTF ...ccoiiiiiitinnniensnissnissssisssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 104
10. PUBLIKATIONEN 105




Abkiirzungsverzeichnis

7AAD
AE
AK
APZ

MF
mFI
MHC
N

n.a.
NH
NK-Zellen
NumE
PBMC
PBS
PE
PSO
rFl
SSC
upm

7-Amino-actinomycin D

Atopisches Ekzem

Antikdrper

Antigen prasentierende Zellen

Birbeck Granula

Cluster of differentiation

Dendritische Zellen

Fluoresceinisothiocyanat, ein Fluoreszenzfarbstoff

Kanal der Grinfluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse
Kanal der Orangefluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse
Kanal der Rotfluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse
Vorwartsstreulicht in der durchflusszytometrischen Analyse
Inflammatorische dendritische epidermale Zellen

Interferon

Interleukin

Allergisches Kontaktekzem bei Patienten mit atopischer Diathese
Allergisches Kontaktekzem

Lichen ruber

Langerhans Zellen

Mycosis fungoides

mediane Fluoreszenzintensitat

Major Histocompatibility Complex

Anzahl

nicht anwendbar

Normale Haut

Naturliche Killerzellen

Nummulares Ekzem

Peripheral Blood Mononuclear Cells

Phosphate buffered saline

Phycoerythrin, ein Fluoreszenzfarbstoff

Psoriasis

relativer Fluoreszenzindex

Seitwartsstreulicht in der durchflusszytometrischen Analyse
Umdrehungen pro Minute



1 Einleitung

1.1 Das diagnostische Dilemma

Die klinische Dermatologie ist bis heute im wesentlichen eine Erfahrungswissenschaft.
Zwar haben in den letzen Jahren zahlreiche neue Diagnostische Verfahren aus dem
Bereich der Labordiagnostik, immunologischen- und allergologischen Diagnostik sowie
der bildgebenden Diagnostik auch in der Dermatologie Einzug gehalten. Auf dem Weg
zur Diagnose ist aber immer noch die Beurteilung und Zuordnung des Hautbefundes zu
einer Krankheitsentitdt durch einen erfahrenen Dermatologen der entscheidende Schritt.
Fiir die klinische Einstufung einer Dermatose bildet die genaue Charakterisierung der
einzelnen Effloreszenzen sowie deren Verteilungsmuster die Basis der klinischen
Diagnosefindung. Eine weitere wichtige Rolle bei der Beurteilung einer Dermatose spielt
der Verlauf, der durch eine genaue Anamnese beurteilt werden kann. Auf der Basis dieser
klinischen Beurteilung konnte in der Dermatologie eine Einteilung der Hauterkrankungen
in ein ausgesprochen fein gegliedertes System von tliber 4000 Einzeldiagnosen erfolgen.
Seit der Etablierung dieses vor allem auf Erfahrung beruhenden Diagnosesystems sind
zahlreiche neue Anforderungen an die diagnostischen Fdhigkeiten des Dermatologen
hinzugekommen. Dies beruht einerseits auf der Tatsache, dass Patienten bereits mit
weniger stark ausgepragten Hautbefunden die Hilfe eines Dermatologen suchen sowie auf
einer starken Zunahme von ekzematdsen Hauterkrankungen durch Umwelteinfliisse und
der immer stirkeren Verbreitung von Kontaktallergenen im beruflichen und tiglichen
Leben. Auf der anderen Seite aber steht die Anforderung an die moderne Dermatologie,
rasch - und mit einer hohen Préizision - die richtige Diagnose zu stellen und eine
spezifische Therapie einzuleiten.

Den groBten labortechnischen Beitrag zur Diagnosefindung liefert die histologische

Untersuchung von ldsionaler Haut. Aufgrund der einfachen und fiir den Patienten



schonenden Art, eine Hautprobe fiir die histologische Untersuchung zu gewinnen, ist die
Histologie zu einer tragenden Sdule der dermatologischen Diagnosefindung geworden.
Leider versagt die Histologie aber hdufig in der Differentialdiagnose der entziindlichen
Hauterkrankungen. Durch die steigende Prévalenz des atopischen Ekzems, des
Kontaktekzems sowie anderer ekzematdser und entziindlicher Hauterkrankungen ergibt
sich deshalb in der modernen Dermatologie ein zunehmendes diagnostisches Dilemma.
So liefern zum Beispiel im Falle eines atopischen Ekzems die bisherigen labortechnischen
Untersuchungen (IgE im Serum, SX1-RAST), allergologische Untersuchungen wie die
Pricktestung und der Atopiepatchtest, aber eben auch die histologische Untersuchung nur
eine Verdachtsdiagnose. Die eindeutige Diagnosefindung aufgrund einer einzelnen
Hautldsion, wie sie fiir Neoplasien, aber auch fiir blasenbildende Erkrankungen tiblich ist,
war bisher bei ekzematosen Hauterkrankungen nicht moglich.

Ein diagnostisches Verfahren, das einen Ausweg aus dieser Situation bieten konnte,
wurde erstmals 1995 von Wollenberg und Bieber vorgestellt[55]. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der zugrundeliegenden Methode erfolgte 1999[56]. Das Verfahren beruht
auf der Phéanotypisierung immunologisch relevanter Oberflichenmolekiile auf den
dendritischen Zellen der Epidermis. Es nutzt dabei in geschickter Weise die Tatsache aus,
dass der messbare Phinotyp dieser beiden Zelltypen, aufgrund ihrer zentralen Rolle fiir
zahlreiche Immunologische Mechanismen in der Haut, zum Abbild des

krankheitsspezifischen Mikromilieus in der Epidermis wird.

1.2 Die Rolle der dendritischen Zellen in der Epidermis

Unter den Antigen priasentierenden Zellen stellen die dendritischen Zellen den Dreh- und

Angelpunkt eines ausgefeilten korpereigenen Nachrichtensystems dar, indem sie



Informationen iiber eindringende Pathogene in dullerst effizienter Weise an verschiedene
“Effektor Zellen” des Immunsystems, wie zum Beispiel T Zellen, weiterleiten[41].

Den am ldngsten bekannten dendritischen Zellentyp der Haut stellen die Langerhans
Zellen dar. Ihr Name geht auf ihren Entdecker Paul Langerhans (1868) zuriick, der sie
zunéchst fiir Zellen des Nervensystems hielt. Heute weill man, dass sie die Vorposten des
Immunsystems in der Epidermis sind. Thr ultrastrukturelles Charakteristikum sind die
tennisschlagerformigen, zytoplasmatischen Langerhanszell-Granula, die auch Birbeck-
Granula genannt werden[8].

Neben den klassischen Langerhans Zellen konnte 1996 eine weitere Art dendritischer
Zellen in der Epidermis von Wollenberg et al. herausgearbeitet werden. Nach eingehender
Charakterisierung wurde fiir diesen Zelltyp die Bezeichnung ,IDEC* (Inflammatorische

dendritische epidermale Zellen) gepragt[53].
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Abbildung 1: Ultrastrukturelle und phénotypische Unterschiede der beiden CD1a-
positiven dendritischen Zelltypen in der Epidermis

In der ldsionalen Haut ekzematdser, entziindlicher Hauterkrankungen lassen sich zwei
verschiedene Populationen CDla-positiver dendritischer Zellen nachweisen, die sich
sowohl phénotypisch als auch elektronenmikroskopisch unterscheiden. In dem in der Mitte
dargestellten Density-Plot erkennt man IDEC an ihrer hohen CDlat++, CDI11b+++
Expression. Elektronenmikroskopisch weisen IDEC keine Birbeck-Granula auf. Sie haben
einen eher nierenférmigen Zellkern und sehr viele vesikelartige Strukturen. Diese kdnnen
als Zeichen einer hohen endozytotischen Aktivitiat gewertet werden. Die LC dagegen sind
CDla+++, CDI11b" und sind elektronenmikroskopisch durch die charakteristischen
Birbeck-Granula zu identifizieren.




Eine Begriindung fiir die relativ spite Abgrenzung dieses Zelltyps von den klassischen
Langerhans Zellen diirfte in der relativ schwierigen flowzytometrischen Nachweistechnik
sowie in der Tatsache, dass IDEC nur in entziindlicher Epidermis vorkommen, liegen.
Von Langerhans Zellen ist bekannt, dass sie knapp 2% der gesamten Zellpopulation der
Epidermis ausmachen und urspriinglich aus dem Knochenmark stammen[10]. In vitro
Versuche legen nah, dass sie von CD34 positiven Vorlduferzellen abstammen, in die
Epidermis einwandern und dort ihre Funktion als unreife dendritische Zellen
wahrnehmen[4]. Es obliegt ihnen dabei die Aufgabe der Antigenaufnahme und
Antigenprozessierung. Mit Hilfe von verschiedenen Rezeptoren, wie dem hochaffinen
Rezeptor fiir IgE (FceRI)[6] oder Fcy-Rezeptoren fiir Immunglobuline vom IgG-Typ,
gelingt es ihnen, spezifische Antigene zu internalisieren. AnschlieBend verlassen die
Langerhans Zellen den Epithelverband in Richtung der regiondren Lymphknoten. Sie
erfahren dabei eine tiefgreifende phénotypische und funktionelle Verdnderung, die sie zu
potenten stimulatorischen Zellen werden ldsst. Molekiile zur Antigenaufnahme werden
dabei auf der Zelloberflache herunterreguliert, und statt dessen werden kostimulatorische
Molekiile wie CD80 und CD86 sowie die zur Antigenprisentation erforderlichen
Molekiile des MHC II Komplexes exprimiert. In den parakortikalen Bereichen des
Lymphknotens treffen die Langerhans Zellen auf die T-Zellen, denen sie tiber MHC I und
MHC II gebundene Peptide préasentieren. In Folge wandern die stimulierten T-Zellen in
die Haut und bilden dort das zelluldre Substrat typischer Entziindungsreaktionen, wie sie
beim Kontaktekzem oder dem atopischen Ekzem zu beobachten sind.

Uber die Funktion der IDEC ist bisher wenig bekannt. Es wird vermutet, dass Monozyten
in entzilindlich verdnderte Haut einwandern und dort durch das vorliegende Mikromilieu
zu IDEC ausreifen. Da IDEC einerseits aufgrund ihrer Morphologie, andererseits
aufgrund der Expression typischer Oberflichenmolekiile, wie CD1a, HLA-DR und FceRI,
eindeutig den dendritischen Zellen zugeordnet werden konnen, wird vermutet, dass ihnen
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ebenfalls eine Aufgabe bei der Antigenaufnahme, Antigenprozessierung und
Antigenprédsentation zukommt. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass IDEC die
wesentliche epidermale dendritische Zellpopulation sind, die auf ihrer Zelloberfldche

bereits in situ die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 tragen[48].

1.3 Die Rolle der verschiedenen Oberflaichenmolekiile

1.3.1 FceRI auf dendritischen Zellen

Sowohl Monozyten als auch LC und DC tragen den hochaffinen IgE Rezeptor FceRI, der
sich aber von dem Rezeptor auf den Effektor Zellen der anaphylaktischen Reaktion, den
Mastzellen und Basophilen deutlich unterscheidet[29; 42]. Wihrend FceRI auf Mastzellen
und Basophilen eine tetramerische Struktur aus einer a-Kette, einer B-Kette sowie 2y-
Ketten aufweist, besteht FceRI auf humanen antigenprdsentierenden Zellen aus einer o-
Kette sowie zwei y-Ketten. Die hochste Oberflaichenexpression dieses Rezeptors findet
sich auf IDEC in lasionaler Haut des atopischen Ekzems[56]. Eine niedrige oder fehlende
Expression des Rezeptor-Komplexes auf der Zelloberfliche ist bedingt durch eine
niedrige Produktion der fiir die Signaltransduktion wesentlichen 7y-Kette[33]. Eine
wesentliche Funktion von FceRI auf epidermalen dendritischen Zellen liegt in der
rezeptorvermittelten Endozytose von multimerischen Liganden. Die so aufgenommenen
Antigene werden in MHCII Kompartimente aufgenommen, in denen sie durch eine
Cathepsin abhédngige Prozessierung fiir die Beladung der neu synthetisierten MHCII-

Molekiile vorbereitet werden[37].

1.3.2 FceRII/ICD23

Der niedrigaffine IgE Rezeptor (FceRII oder CD23) findet sich in sehr variabler

Auspriagung auf einer Vielzahl von Zellen, einschlieBlich eosinophiler Granulozyten,
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Lymphozyten, Monozyten und dendritischer Zellen. Der Nachweis, dass CD23 auf der
Oberfliche von epidermalen Langerhans-Zellen exprimiert wird, wurde erstmals 1991
von Bieber et al. sowie Torresani et al. erbracht[5; 50]. CD23 besteht aus einer Kette mit
drei repetitiven Sequenzen von je 21 Aminosduren. Das Molekiil existiert entweder in
seiner membrangebundenen Form oder kann durch Autoproteolyse in seine l6sliche Form
sCD23 iibergehen[9]. In Bezug auf die dendritischen Zellen der Epidermis konnte von
Wollenberg et al.[52] gezeigt werden, dass sich sCD23 vor allem auf der Zelloberflache
von IDEC passiv an CD11b und CD11c anlagert. Besonders viel sCD23 wird auf IDEC
bei Patienten mit Psoriasis gebunden. Die membranstindige Form von CD23 wird weder

von IDEC noch von Langerhans Zellen exprimiert.

1.3.3 B1 Integrine

Die Molekiile VLA-1 bis VLA-6 gehoren zur Gruppe der B1 Integrine. Sie bestehen aus
einer regulatorischen a-Untereinheit und einer [-Untereinheit, die fiir die
Signaltransduktion verantwortlich ist. Aktivierung findet iiber extrazelluldre
Matrixproteine statt. B1 Integrine zdhlen zu der Familie der Zelloberflichenmolekiile,
welche die Zelladhdsion an extrazelluldre Matrixproteine bewirken. Im intrazelluldren
Teil sind die kurzen zytoplasmatischen Doménen der Integrine assoziiert mit Proteinen
wie Talin und a—Actinin. Zusammen ermdglichen die Integrine die Regulation nicht nur
der Zelladhdsion, sondern auch der Zellmigration und von Verdnderungen der
Zelloberflichen. Zusdtzlich haben sie eine Funktion in der Signaltransduktion und

Genregulation[3; 11].

1.3.4 B2 Integrine
CDl1a, CDI11b und CDl11c bilden die jeweiligen a-Ketten von drei B2 Integrinen. Sie
werden auf der Zelloberfliche als nicht verkniipftes Heterodimer mit einer konstanten

B—Kette (CD18) gefunden. Wihrend CDIlla hauptsdchlich von Lymphozyten,
12



Granulozyten und Monozyten exprimiert wird, findet sich CD11b vor allem auf NK-
Zellen, ist aber genauso wie CD11c auch auf myeloischen Zellen nachzuweisen.

Die Expression von CDIlb und CDIllc unterliegt dem Einfluss entziindlicher
Mediatoren. Die funktionelle Bedeutung von CD11/CD18 liegt in der Vermittlung von
interzelluldrer Adhésion und Zell-Matrix-Adhdsion. CD11b/CD18 kann zusitzlich die
Interaktion mit Matrixproteinen vermitteln sowie mit Komponenten des
Komplementsystems und mit ICAM-1 interagieren. Die Aufgabe von CD11¢/CD18 liegt

hauptséchlich in der Bindung von Fibrinogen.

1.3.5 Fcy-Rezeptoren

Zur Familie der IgG bindenden Rezeptoren zdhlen der hochaffine IgG Rezeptor CD64
sowie die beiden niedrigaffinen IgG Rezeptoren CD32 und CD16. Wihrend CD64 vor
allem auf Monozyten und Makrophagen zu finden ist, wird CD32 auf Monozyten,
Makrophagen, neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten, B-Lymphozyten
und Thrombozyten sowie auf Langerhans-Zellen und IDEC exprimiert. CD16 kann auf
Makrophagen, NK-Zellen sowie Subpopulationen von Monozyten und Lymphozyten
nachgewiesen werden.

Obwohl die Fcy-Rezeptoren bei den verschiedenen Zellarten die gleichen Liganden
besitzen, vermitteln sie jedoch je nach Zelltyp unterschiedliche Reaktionen. Auf

Langerhans Zellen sollen sie eine immunmodulatorische Funktion einnehmen[16; 47].

1.3.6 Cadherine

Cadherine sind Adhésionsmolekiile, die fiir eine stabile Interaktion zwischen einer Zelle
und dem Gewebe verantwortlich sind. Fast alle Formen haben 5 homologe extrazelluldre
Doménen, ein die Membran durchspannendes Segment und eine zytoplasmatische

Domine, die durch Catenine mit den zytoskelettalen Mikrofilalmenten verbunden ist. E-
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Cadherin ist sowohl auf Langerhans Zellen als auch auf Keratinozyten exprimiert und ist

wesentlich fiir den Zellkontakt zwischen diesen beiden epidermalen Zelltypen[25].

1.3.7 MHC-Klasse Il

MHC-Klasse II Molekiile kénnen unterteilt werden in HLA-DR,-DQ und -DP. Beim
gesunden Menschen sind Langerhans Zellen die einzigen kutanen Zellen, die das HLA-
DR Antigen tragen. Uber die HLA-Molekiile werden exogene Antigene den CD4"

Lymphozyten présentiert[34; 38].

1.3.8 CD36

CD36 ist auf der Zelloberfliche von Thrombozyten, Makrophagen, Monozyten und
Endothelzellen zu finden. CD36 hat eine Funktion bei der Zelladhision und fungiert auch
als Rezeptor fiir Thrombospondin[21] und Kollagen. Auch auf der Oberfliche von

Langerhans Zellen und IDEC kann CD36 exprimiert werden.

1.3.9 CD45

CD45 wird auch ,,Leukocyte common antigen* genannt und kann mit Ausnahme von
Erythrozyten auf allen Zellen hdmatopoetischen Ursprungs gefunden werden, so auch auf
Langerhans Zellen, die ithren Ursprung im Knochenmark haben.

Uber CD45 Molekiile werden zellulire Phosphorylierungsgrade verschiedener Strukturen
reguliert, die in die Signaltransduktion und Zellaktivierung involviert sind. CD45 scheint
funktionellen Einfluss auf die FceRI mediierte Aktivierung von LC in atopischer Haut zu
haben[7].

Humane Langerhans Zellen aus normaler Haut exprimieren CD45RO, aber nicht
CD45RA oder CD45RB. Wihrend der in vitro Kultur und Ausreifung nimmt die
CD45RB Expression zu, wihrend CD45RO abnimmt. Langerhans Zellen in ldsionaler

Haut des atopischen Ekzems exprimieren CD45RO und CD45RB. Kreuzvernetzung von
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CD45 auf Langerhans Zellen atopischer Spender inhibiert die intrazellulédre

Calciummobilisierung als Antwort auf eine Aktivierung der Zellen iiber FceRI[7].

1.3.10 CD1

Das Thymozyten-Differenzierungsantigen CD1 existiert mit fiinf codierenden Genloci
(CDla, CDIb, CDIc und CDI1d sowie 4 Subtypen), die jedoch unterschiedliche
Gewebsverteilungen aufweisen. Strukturell dhnelt CD1 dem MHC-I-Komplex und wird
in Verbindung mit f2-Mikroglobulinen exprimiert[36; 39].

Mittlerweile ist bekannt, dass bestimmte T-Zell Typen direkt mit CD1 exprimierenden
Zellen reagieren konnen. Dabei handelt es sich um eine antigenunabhingige
Interaktion[1; 19; 44]. Vor kurzem wurde ein zweiter Mechanismus der CD1-T-Zell-
Interaktion beschrieben. Hierbei werden mikrobielle Antigene liber CD1 présentiert. Die
Erkennung durch T-Zellen ist dann CD1 restringiert, aber unabhingig von MHC I und
MHC II[1; 2; 45]. Bei den présentierten Antigenen handelt es sich vor allem um
mykobakterielle Antigene. Fiir CD1b konnte nachgewiesen werden, dass auch nicht-
proteinhaltige Antigene, vorwiegend aus Lipiden bestehend, den T-Zellen {iber CDI1
prasentiert werden[2].

In der Epidermis gilt CDla heute als zuverldssiger Marker fiir epidermale dendritische
Zellen (LC und IDEC)[22]. CD1b wird in der Epidermis vor allem von IDEC bei
Entziindungsreaktionen exprimiert. CD1c¢ wird ebenfalls von LC exprimiert[17]. Neben

den Zellen des Intestinaltrakts exprimieren auch dermale dendritische Zellen CD1d[23].
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1.4 Fragestellung

Die dendritischen Zellen der Epidermis bilden die vorderste Front eines immunologischen

Erkennungsnetzwerkes. Im Rahmen von Entziindungsreaktionen werden eine Vielzahl

von Zytokinen und Chemokinen in der Epidermis und Dermis freigesetzt. Das

resultierende Mikromilieu prigt den Phénotyp und die Funktion von Langerhans Zellen

und fiihrt dartiber hinaus zur Rekrutierung von IDEC, deren Phénotyp ebenfalls durch das

entzlindliche Mikromilieu gepragt wird.

In dieser Arbeit wurde der Phénotyp von Langerhans Zellen und IDEC in normaler und

entzlindlich verdnderter Epidermis untersucht. Zur Beurteilung des Phianotyps wurden die

unter 1.3 vorgestellten Molekiile herangezogen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende

Fragen geklart werden:

1.

Wie setzt sich der epidermale Zellpool der dendritischen Zellen (LC und IDEC)
bei verschiedenen Diagnosen quantitativ zusammen?

Inwieweit unterscheidet sich der Phénotyp von LC und IDEC im Vergleich von
normaler und entziindlich verdnderter Epidermis?

Lassen sich, neben dem atopischen Ekzem, auch weitere entziindliche
Hauterkrankungen durch ein charakteristisches  Expressionsprofil ~ von
Oberflachenmarkern auf LC und IDEC diagnostizieren?

Lassen sich diagnostische Algorithmen formulieren, die als Grundlage fiir eine

standardisierte Diagnosestellung mittels Phinotypisierung dienen konnen?
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2 Material und Methodik

2.1 Auswahl der Patienten

Die Phénotypisierung epidermaler dendritischer Zellen wurde bei 296 Patienten der
Dermatologischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (Direktor: Prof.
Dr. med. Dr. h.c. G. Plewig), die sich im Zeitraum von November 1993 bis Juni 1996 in
ambulanter oder stationdrer Behandlung befanden, durchgefiihrt. Das Einverstdndnis aller
Patienten fiir die Entnahme der Hautproben zu wissenschaftlichen Zwecken wurde
eingeholt. Ein entsprechendes Votum wurde von der zustindigen Ethikkommission vor
Beginn eingeholt. Es wurden ausschlieBlich Patienten herangezogen, die vor Entnahme
der Hautprobe fiir mindestens zwei Wochen weder topisch noch systemisch mit Steroiden
behandelt worden waren. Die Hautproben wurden in Stanz- oder Shave-Technik
entnommen. Von allen Patienten wurden nach Abschluss der jeweiligen Behandlung
samtliche Untersuchungsbefunde, Laborergebnisse, allergologische Untersuchungen
ausgewertet und eine definitive Diagnose bestimmt. Von den 296 Patienten wurden
insgesamt 104 retrospektiv von der statistischen Auswertung der Phinotypisierung
ausgeschlossen. Griinde hierfiir waren entweder, dass trotz Beriicksichtigung aller
Befunde keine eindeutige Diagnose abschlieBend gestellt werden konnte oder dass bei der
Aufarbeitung der Hautproben technische Fehler unterlaufen waren. Die Diagnosen der

verbliebenen 192 Patienten verteilten sich wie folgt:
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Erkrankung Abkiirzung Anzahl
Normale Haut NH 31
Atopisches Ekzem AE 59
Psoriasis PSO 41
Allergisches Kontaktekzem |KE 23

KE bei atopischer Diathese KAE 14
Lichen ruber LR 6
Mycosis fungoides MF 10
Nummulires Ekzem NumE 8

Fiir die statistische Auswertung wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Hierbei
wurden alle untersuchten Diagnosen auf signifikante Unterschiede in der Expression der

untersuchten Molekiile verglichen.

2.2 Herstellung der epidermalen Zellsuspension

Die Praparation der epidermalen Zellsuspension und die durchflusszytometrische Analyse
der CDla positiven epidermalen Zellen folgte einem publizierten Protokoll der
Arbeitsgruppe[56]. Die Biopsien wurden sofort nach ihrer Entnahme mehrmals in
sterilem PBS gewaschen, mit einem Skalpell in schmale Streifen geschnitten und mit der
Epidermis nach oben in einer Petrischale ausgebreitet. AnschlieBend wurde die Dermis
sorgféltig von der Epidermis mechanisch entfernt und die so bearbeitete Biopsie mit der
epidermalen Seite nach oben fiir 24h in Trypsinlosung bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die durch das Trypsin abgespaltene Epidermis mit einer Pinzette

abgezogen und in 20ml Waschmedium mit 2ml DNAse-Losung gelegt und nach 5
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Minuten im Brutschrank mit einem Vortex-Gerédt 60 Sekunden geschiittelt. Die erhaltene

Zellsuspension wurde anschlieBend durch ein steriles Nylonnetz mehrfach filtriert.

2.3 Immunfluoreszenzfarbung

Es handelt sich im Prinzip um eine indirekte Dreifarbenfluoreszenzfarbung vitaler
epidermaler Langerhans Zellen und IDEC. Je 2-5 x 10° epidermale Rohzellen wurden 2
mal in FACS-Puffer bei 4°C und 1000upm gewaschen. Die Inkubation mit monoklonalen
unkonjugierten Primirantikérpern oder irrelevanten Kontrollen des gleichen Isotyps
erfolgte in einer Endkonzentration von 2,5 pg/ml fiir 30min bei 4°C. Nach einmaligem
Waschen mit FACS—Puffer erfolgte die Inkubation (30min) mit einem FITC-konjugierten
polyklonalen F(ab") 2 Ziege anti-Maus Antikérper in einer Endkonzentration von 7
ng/ml. Dieser Antikorper bindet spezifisch an das Fc-Fragment von murinem IgG.

Durch einmaliges Waschen mit FACS-Puffer wurde der iiberschiissige Antikorper
entfernt und die Zellsuspension fiir 15 Minuten mit normalem Mausserum
(Endverdiinnung 1:30) inkubiert, um die freien Bindungsstellen des gegen Mausproteine
gerichteten Sekundérantikorpers abzublocken und dadurch die spezifische Bindung des
folgenden Antikorpers zu ermdglichen. SchlieBlich wurde, nach einem weiteren
Waschschritt, das membranstindige CD1la-Molekiil durch den mit Phykoerythrin (PE)
konjugierten monoklonalen Antikérper TORD1 detektiert (Endverdiinnung 1:300). Dieser
30-miniitige Schritt wurde mit der Vitalfarbung mit dem DNA-Farbstoff 7-Amino-
Actinomycin-D (7AAD) in einer Endkonzentration von 1pug/ml kombiniert. Nach dem
letzten Waschvorgang in FACS-Puffer wurden die Zellen am Durchflusszytometer

eingemessen.
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2.4 Monoklonale Antikérper

Name Clone Isotyp Firma
CDlla 25.3.1 IgGxk Immunotech
CDl11b BEAR 1 IgGk Immunotech
CDllc BUI15 IgG1 Immunotech
CDl6 3G8 IgG1 Immunotech
CD32 2F1 IgG2a Immunotech
CDo64 10.1 IgGlx Immunotech
CDS80 MAB104 IgGl Immunotech
CD86 IT2.2 I1gG2b Pharmingen
FceRI 22.E7 IgG1 Hoffman-La Roche
CD23 9P.25 IgGl Immunotech
CDl1b 4.A7.6 IgG2a Immunotech
CD36 F.A6-152 IgGl Immunotech
CD45 ROS 220 IgGl Immunotech
CD49a HP2B6 IgGl Immunotech
CD4%b Gi19 IgGk Immunotech
CDA49c C3II.1 IgG1 Immunotech
CD49d 9F10 IgG1 Immunotech
CD49%e ITA1 IgG1 Immunotech
CD54 84H10 IgGl Immunotech
E-Cadherin E7A4 IgG1 Immunotech
HLA-DR G46-6 IgG2a Pharmingen
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Alle  Antikérper  wurden  zundchst auf  50pg/ml  verdinnt. Fir die
Immunfluoreszenzfarbung wurden dann zu 100ul Zellsuspension je Sul des jeweiligen
verdiinnten Antikérpers zugesetzt, so dass eine Arbeitskonzentration von 2,5 pg/ml

erreicht wurde.

2.5 Durchflusszytometrische Analyse

Die gefarbte Zellsuspension wurde an einem FACScan Durchflusszytometer der Firma
Becton Dickinson eingemessen, wobei zur Auswertung der Daten die Lysis II-Software
der Firma Becton Dickinson verwendet wurde. Fiir die Oberflaichenfarbung und
intrazelluldre Farbung von Zellsuspensionen mit einem hohen Gehalt an toten Zellen
wurden die vitalen epidermalen dendritischen Zellen durch eine Kombination von
Vorwirts-/Seitwértsstreulicht (FSC/SCC) und den CD1aPE/7AAD (F12/F13) Parametern
durch Setzen sogenannter ,,Gates* eingegrenzt.

Fiir die weitere Analyse wurde die mediane Fluoreszenzintensitdt (mFI) der durch Gates
eingegrenzten Zellpopulation ermittelt und dann aus den entsprechenden Werten des fiir
das nachzuweisende Molekiil spezifischen Antikdrpers und eines irrelevanten
Kontrollantikorpers der relative Fluoreszenzindex (rFI) errechnet:

rFI=[mFI(spezifische Farbung)-mFI (Kontrolle)]/mFI(Kontrolle)

Der rFI bietet gegeniiber der klassischen prozentualen Angabe des Anteils positiver
Zellen den Vorteil, dass er auch fiir stark exprimierte Molekiile ein empfindliches MaB fiir
die Schwankungen der Expression bildet. Die prozentuale Angabe positiver Zellen kann
jenseits von 100% keine sinnvollen Werte liefern. Der rFI entspricht dariiber hinaus der
Vorstellung, dass es bei den durchgefiihrten Untersuchungen um eine Quantifizierung der
Oberflichenexpression 0.g. Molekiile auf einem durch andere Fluoreszenzfarbungen klar
abgegrenzten Zelltyp ging und nicht um die Bestimmung des prozentualen Anteils

verschiedener Zelltypen. Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der jeweiligen
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rFI’s liegt bei einem rFI von 1. Werte von rFI<l miissen als Hintergrundfluoreszenz

angesehen werden.

2.6 Testung der Trypsinsensitivitéat

Alle von uns untersuchten Molekiile waren, bevor sie regelhaft im Rahmen der
Phanotypisierung gefarbt wurden, auf ihre Sensitivitdt gegeniiber der von uns verwandten
limitierten Trypsinierung untersucht worden. Hierbei wurde zundchst die
Expressionsstirke des jeweiligen Molekiils auf PBMCs flowzytometrisch bestimmt.
AnschlieBend wurden diese Zellen fiir 24h bei 4°C in Trypsinlésung inkubiert und danach
erneut eine flowzytometrische Bestimmung der Expressionsstirke des jeweiligen
Molekiils durchgefiihrt. Molekiile, die eine deutliche Abnahme der Oberflachenexpression

bedingt durch die Trypsinierung zeigten, wurden von der Untersuchung ausgeschlossen.

2.7 Reagenzien
Die Rezepturen fiir die verwandten Reagenzien, Medien, Wasch- und Pufferlosungen

befinden sich im Anhang.

2.8 Statistische Methoden

Im Rahmen der deskriptiven Statistik der Ergebnisse wurden die folgenden statistischen
Male verwandt (nach Harms, Biomathematik — Statistik und Dokumentation, 5. Auflage):
Das arithmetische Mittel: Die Summe geteilt durch die Anzahl der Félle.

Der Standardfehler des Mittelwertes (SEM):

SEM = Standardabweichung der Messungen / YAnzahl der Messungen

Sensitivitiat: Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Kranker als krank erkannt wird.
Spezifitit: Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Gesunder als gesund erkannt wird.

Vorhersagewert: Die Wahrscheinlichkeit, dass die getroffene Diagnose zutreffend ist.
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Sensitivitdt, Spezifitit und der Vorhersagewert wurden entsprechend der folgenden

Vierfeldertafel berechnet:

(100% *A)/(A+C)

% % Diagnose krank gesund

-*‘g § Psoriasis A (Richtig) B (Fehler 1. Art)

W O |Keine Psoriasis |C (Fehler 2. Art) D (Richtig)
Sensitivitat: Spezifitat:

(100% *D)/(B+D)

Vorhersagewert (krank): A/(A+B)

Wie hoch die Spezifitit und Sensitivitdt eines diagnostischen Verfahrens ist, hingt von

der ,,Glite* des Untersuchungsverfahrens ab.

Als statistisches Testverfahren, mit dessen Hilfe beurteilt werden kann, ob sich zwei

unverbundene Stichproben beziiglich des jeweiligen Messparameters voneinander

statistisch signifikant unterscheiden, wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Dieser

Test setzt keine Kenntnis {iber die Verteilung (z.B. Normalverteilung) der Daten voraus.
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3 Ergebnisse

3.1 Anteil CD1a positiver Zellen bei verschiedenen entziindlichen
Dermatosen

Zunichst untersuchten wir, ob der prozentuale Anteil von Langerhans Zellen und IDEC
bei verschiedenen entziindlichen Dermatosen Unterschiede aufwies. Es zeigte sich, dass
bei allen von uns untersuchten Diagnosen die Zunahme der CD1a positiven epidermalen
Zellen durch die Einwanderung von IDEC in die Epidermis verursacht war. Die
Gesamtzahl CDla positiver Zellen war bei allen entziindlichen Dermatosen gegeniiber

normaler Haut aufgrund dieser Einwanderung signifikant erhoht.

Einwanderung von IDEC in |Iasionale Haut bei verschiedenen Dermatosen

5,0

s E——— P
p<0,001 p<0,01

p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,013 p<0,0001
4,0

3,5 1
3,0 1
2,5

Prozent

2,0 1

1,5 4
1,0

0,5 4

0,0 -

Diagnose NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
Prozent LC (1,38 +0,21 1,50 0,22 0,92 +0,23 |0,88 +0,28 [0,98 +0,26 | 1,00 +0,40 1,88 +0,08 |1,53 +0,52
Prozent IDEC (0,00 +0,00 |2,23 +0,52 [1,30 +0,27 |1,93 +0,58 1,55 +0,57 |1,79 +1,65 [1,13 +0,44 |1,01 +0,38
Anzahl N 15 29 20 9 9 2 2 5

Abbildung 2: Der Anteil CD1a+ dendritischer Zellen in der Epidermis nimmt bei
entziindlichen Hauterkrankungen zu

Dargestellt ist der Anteil von LC (schwarzer Balkenteil) und IDEC (weiller Balkenteil) bei
normaler Haut (NH), atopischem Ekzem (AE), Psoriasis (Pso), Kontaktekzem (KE), KE
bei Pat. mit atopischer Diathese (KAE), Lichen ruber (LR), Mykosis fungoides (MF) und
nummulidrem Ekzem (NumE). Der prozentuale Anteil, bezogen auf alle epidermalen
Zellen, ist auf der y-Achse dargestellt. Die Zunahme der CD1a positiven Zellen bei der
jeweiligen Dermatose, im Vergleich zur normalen Haut, ist mit p<0.001 hoch signifikant.
(Mann-Whitney-U-Test).
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3.2 Phanotypisierung des CD1a positiven Zellpools in normaler

und in entziindlicher Epidermis

3.2.1 Die IgE Rezeptoren FceRIl und CD23

In nicht entziindlicher Haut ist FceRI und CD23 auf Langerhans Zellen nur sehr schwach
exprimiert. Langerhans Zellen aus entziindlicher Haut zeigten hingegen eine erhdhte

Expression von FceRI.

Die IgE Rezeptoren auf LC und IDEC in normaler
und entziindlich verdnderter Epidermis

60,00
50,00 - T
7
40,00 | /
30,00 1 /
20,00 -
10,00 |
000 ; 7/ /|
FceRI CcD 23
FceRI CD23
Normale Haut| 1,40 0,25 1,30 +0,45
LC (n=31) (n=20)
Entziindung 7,89 £1,37 0,78 £0,16
LC (n=141) (n=115)
Entziindung | 46,03 +5,09 3,38 +0,59
IDEC (n=156) (n=128)

Abbildung 3: In normaler und entziindlicher Haut weisen LC und IDEC ein
unterschiedliches Oberfléichenexpressionsprofil der IgE-Rezeptoren auf.

Dargestellt ist die Expression der hoch- und niedrigaffinen IgE Rezeptoren FceRI und
CD23 auf LC in normaler Haut (schwarze Balken) sowie in entziindlicher Haut auf LC
(weiBe Balken) und IDEC (gestreifte Balken). Auf der y-Achse dargestellt sind die rFI's
der Expression des jeweiligen Markers.
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IDEC wandern in die Epidermis nur bei Entziindung ein. Betrachtet man alle
entzlindlichen Hautproben gemeinsam, so war FceRI auf IDEC mit einem rFI von
46,0315,09(SEM) um das sechsfache stirker exprimiert als auf Langerhans Zellen.
Beziiglich der Stiarke der FceRI Expression stellen IDEC somit den wesentlichen FceRI
tragenden epidermalen Zelltyp dar.

Fiir den niedrigaffinen IgE Rezeptor CD23 ergab sich, dass dessen passive Anlagerung an
LC in normaler Haut nicht stattfindet. Demgegeniiber war die Anlagerung von CD23 an

IDEC aus entziindlicher Epidermis mit einem rFI von 3,38 eindeutig nachweisbar.

3.2.2 Die IlgG Rezeptoren CD16, CD32 und CD64

Die IgG Rezeptoren auf LC und IDEC in normaler
und in entziindlicher Epidermis

40,00
35,00 -
30,00 -
25,00 -|
T 20,00 -
15,00 |
10,00 | T 7T
5,00 1 7 /
0,00 R m— A . .  — A
CD 16 CcD 32 CD 64
CD16 CD32 CD64
Normale Haut| 0,83 0,35 11,26 +1,71 0,24 +0,18
LC (n=8) (n=31) (n=5)
Entziindung 1,15 +0,41 9,31 +0,71 0,79 +0,18
LC (n=65) (n=140) (n=39)
Entziindung 7,49 +1,65 33,66 3,45 9,06 +1,10
IDEC (n=68) (n=154) (n=39)

Abbildung 4: IDEC und LC unterscheiden sich durch die Expression der IgG-
Rezeptoren

Dargestellt ist die Expression der IgG Rezeptoren (CD16, CD32 und CD64) auf LC in
normaler Haut (schwarze Balken) und in entziindlicher Haut auf LC (weifle Balken) und
IDEC (gestreifte Balken). Auf der y-Achse dargestellt sind die rFI's der Expression des
jeweiligen Markers.
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In normaler und in entziindlich verdnderter Haut konnte keine wesentliche
Oberflachenexpression von CD16 und CD64 auf Langerhans Zellen gemessen werden.
Deutlich hingegen waren diese I[gG Rezeptoren auf IDEC exprimiert (Abbildung 4).

Fiir CD32 ergab sich, dass unabhéngig von einer Entzlindung eine starke Expression auf
Langerhans Zellen bestand. IDEC zeigten allerdings auch beziiglich dieses Rezeptors eine
noch hohere Oberflichenexpression. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle IgG-

Rezeptoren von IDEC deutlich stirker als von Langerhans Zellen exprimiert werden.

3.2.3 Die B1 Integrine CD49b und CD49d

Die B1 Integrine auf LC und IDEC in normaler
und in entziindlicher Epidermis

14,00
i
12,00 - 7
10,00 /
_ 8,00
Tt
6,00 -
4,00 -
2,00 -
o R 777 7
CD 49B CD 49d
CD49B CD49D
Normale Haut| 1,25 +0,41 0,55 0,11
LC (n=8) (n=11)
Entziindung 0,40 +0,05 5,73 0,68
LC (n=39) (n=67)
Entziindung 0,85 +0,19 12,31 £0,99
IDEC (n=37) (n=70)

Abbildung 5: Das 1 Integrin CD49d wird auf LC und IDEC in entziindlicher Haut
verstirkt exprimiert

Wihrend die Expression des 1 Integrins CD49b in normaler und lidsionaler Haut sowohl
auf LC als auch auf IDEC unterhalb der Nachweisgrenze liegt, weisen LC und IDEC in
entziindlichen Hautldsionen eine verstiarkte CD49d Expression auf. Die schwarzen Balken
stellen die B1 Integrin Expression in normaler Haut dar, die weilen Balken auf LC in
lasionaler Haut und die gestreiften Balken auf IDEC in ldsionaler Haut. Auf der y-Achse
dargestellt sind die rFI's der Expression des jeweiligen Markers.
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Als Vertreter der B1 Integrine wurde die Oberflachenexpression der jeweiligen a-Kette
(CD49b und CD49d) von VLA-2 und VLA-4 untersucht. Eine Expression von CD49b auf
Langerhans Zellen und IDEC konnte weder in normaler noch in entziindlicher Epidermis
nachgewiesen werden.

Fir CD49d wurde in normaler Epidermis ebenfalls keine Expression auf Langerhans
Zellen nachgewiesen. Unter dem FEinfluss des entziindlichen Mikromilieus hingegen
sowohl Zellen als auch auf IDEC eine deutliche

wurde auf Langerhans

Oberfliachenexpression gemessen (Abbildung 5).

3.2.4 Die B2 Integrine CD11a, CD11b und CD11c

Die B2 Integrine auf LC und IDEC in normaler
und in entziindlicher Epidermis

120,00
100,00 1 VT
80,00 | %
. .
© 60,00 // /
0,00 % /A ____/A
CD 11a CD 11b CcD 11c
CD11A CD11B CcD11C
Normale Haut| 0,80 +0,29 0,36 +0,11 3,39 £0,61
LC (n=10) (n=17) (n=10)
Entziindung 0,73 £0,12 1,34 £0,13 5,46 0,47
LC (n=62) (n=84) (n=61)
Entzindung | 10,33 £1,28 | 66,48 £+4,99 | 101,27 £7,05
IDEC (n=67) (n=90) (n=66)

Abbildung 6: IDEC in entziindlicher Haut tragen B2 Integrine in verstirktem Maf}
auf ihrer Oberfliche

Dargestellt ist die Expression der 32 Integrine CD11a, CD11b und CD11c, die in normaler
Haut (schwarze Balken) und auf LC in entziindlichen Lisionen (weil3e Balken) niedrig ist.
Auf IDEC in ldsionaler Haut werden alle untersuchten B2 Integrine deutlich exprimiert
(gestreifte Balken). Auf der y-Achse dargestellt sind die rFI's der Expression des
jeweiligen Markers.
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Als Vertreter der zur Gruppe der 2 Integrine gehorenden Adhéisionsmolekiile wurde die
Oberfliachenexpression von CD11a, CD11b und CD11c auf Langerhans Zellen und IDEC
bestimmt (Abbildung 6). In normaler Haut konnte nur fiir CDIllc eine
Oberflichenexpression auf Langerhans Zellen nachgewiesen werden. Unter entziindlichen
Bedingungen nahm diese nochmals zu. Fiir CD11a und CD11b konnte hingegen auch in
entziindlicher Epidermis keine Zunahme der Oberflichenexpression auf Langerhans
Zellen festgestellt werden. Ein klarer Kontrast zu Langerhans Zellen ergab sich bei den
Messungen der Expression von CDl1la, CD11b und CDI1lc auf IDEC. Insbesondere

CDI11b und CD11c gehorten auf IDEC zu den am stérksten exprimierten Molekiilen.

3.2.5 Verschiedene CD-klassifizierte Molekiile

Die Oberflachenexpression einer Reihe weiterer CD-klassifizierter Molekiile wurde
bestimmt, um einen Hinweis zu bekommen, welche Molekiille im Rahmen einer
Entziindungsreaktion auf CD1a positiven Zellen eine Regulation erfahren (Abbildung 7).
Fiir E-Cadherin konnte gezeigt werden, dass sowohl unter entziindlichen als auch unter
nicht-entziindlichen Bedingungen eine gleich bleibende Expression auf LC und IDEC
vorhanden ist.

CD36 ist ein empfindlicher Indikator fiir das Vorliegen einer epidermalen Entziindung.
Vor allem auf IDEC konnten mit einem rFI von 36,18 besonders hohe Expressionsstirken
gemessen werden. In die entziindlich verdnderte Epidermis eingewanderte IDEC tragen
CDI1b. Die Entziindungsreaktion hat keinen Einfluss auf die Expressionsstirke von

CD45RA auf LC und IDEC.
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Verschiedene Molekiile auf LC und IDEC in normaler
und in entziindlicher Epidermis
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CD 1b CD 36 CD 45RA E-Cadherin
CcD1B CD36 CD45RA ECAD
Normale Haut| 0,14 +0,05 0,50 +0,10 1,27 £0,75 5,69 £1,89
LC (n=20) (n=23) (n=5) (n=6)
Entziindung 0,46 £0,04 4,94 +0,47 0,38 £0,09 7,56 £1,16
LC (n=124) (n=126) (n=16) (n=40)
Entziindung 7,36 0,62 36,18 £1,99 2,30 £0,67 4,74 £0,74
IDEC (n=136) (n=138) (n=17) (n=38)

Abbildung 7: In entziindlicher und in nicht-entziindlicher Haut sind LC und IDEC E-
Cadherin positiv, aber nur IDEC in lidsionaler Haut sind CD1b positiv

Sowohl in normaler Haut (schwarzer Balken) als auch in entziindlicher Haut tragen LC
(weiBle Balken ) und IDEC (gestreifte Balken) den Marker epithelialer Zellen: E-Cadherin.
Beide Zelltypen exprimieren vermehrt CD36 in entziindlicher Haut. Nur IDEC sind CD1b
positiv. Auf der y-Achse dargestellt sind die rFI’s der Expression des jeweiligen Markers.

3.2.6 HLA-DR

Dem MHC II Molekill HLA-DR kommt auf Antigen présentierenden Zellen eine
fundamentale Bedeutung zu. Nur durch die Beladung von MHC II Molekiilen mit
Antigenen und der anschlieBenden Prisentation der Antigene konnen naive T-Zellen
stimuliert werden. Entsprechend der Rolle, die HLA-DR fiir die immunologische
Funktion der Antigen priasentierenden Zellen spielt, war es sowohl auf LC als auch auf
IDEC das am stérksten exprimierte Oberflichenmolekiil. Die hohen Expressionswerte von

HLA-DR konnten durch eine epidermale Entziindungsreaktion weiter gesteigert werden.
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HLA-DR auf LC und IDEC in normaler
und in entziindlicher Epidermis
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Entziindung | 246,16 £34,47
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Abbildung 8: Die Expression des MHC II Molekiils HLA-DR ist auf LC und IDEC in
entziindlicher Haut verstirkt

Die Expression von HLA-DR ist auf LC (weile Balken) und IDEC (gestreifte Balken) in
lasionaler Haut gegeniiber normaler Haut (schwarze Balken) verstirkt. Auf der y-Achse
dargestellt sind die rFI’s der Expression des jeweiligen Markers.

3.3 Vergleich ldasionaler und nicht- ldsionaler Haut von Patienten
mit atopischem Ekzem mit normaler Haut

Der Phénotyp von LC und IDEC wird durch die epidermale Entziindungsreaktion stark
beeinflusst. Fiir die bisher gezeigten Messungen wurde jeweils normale Haut von
Spendern ohne Anzeichen einer Dermatitis als Vergleich herangezogen. Um zu
iiberpriifen, inwieweit bei Patienten mit atopischem Ekzem bereits in nicht-ldsionaler
Haut Verdanderungen des Phinotyps vorlagen, verglichen wir den Phanotyp von LC von
gesunden Spendern mit dem Phénotyp von LC und IDEC in ldsionaler, aber auch mit LC

aus nicht-lasionaler Haut von Patienten mit atopischem Ekzem.
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3.3.1 Die IgE Rezeptoren

Dem hochaffinen Rezeptor fiir IgE wird eine zentrale Rolle fiir die Antigenaufnahme in

dendritische Zellen zugeschrieben. Dies wiederum gehdrt nach heutigem Versténdnis zu

den initialen Ereignissen bei der Entstehung eines atopischen Ekzems. Wéhrend FceRI

auf Langerhans Zellen aus normaler Haut kaum exprimiert war, zeigte sich, dass bei

Patienten mit atopischem Ekzem bereits in nicht-ldsionaler Haut die FceRI Expression

stark erhoht war (Abbildung 9).

Die IgE Rezeptoren im Vergleich von Normaler Haut mit lasionaler und nicht lasionaler Haut von
Patienten mit atopischem Ekzem
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Normale Haut |1,40 £0,25 (n=31) n.a. 1,30 £0,45 (n=20) n.a.
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bei AE 13,40 4,36 (n=7) n.a. 0,17 £0,13 (n=3) n.a.
s . 15,30 +3,30 93,49 +10,67 _ _
Lasion bei AE (n=54) (n=59) 0,36 +0,07 (n=43)|2,30 £0,52 (n=47)

Abbildung 9: Die hiochste Expression des hochaffinen IgE Rezeptors (FceRI) findet
sich auf IDEC in lisionaler Haut beim atopischen Ekzem

Wihrend in normaler Haut gesunder Patienten der hochaffine IgE Rezeptor (FceRI) und
der niedrigaffine IgE Rezeptor CD23/FceRIIl nicht oder nur wenig exprimiert werden
(schwarze Balken), tragen LC in nicht-ldsionaler Haut beim atopischen Ekzem (weile
Balken) FceRI bereits in verstarktem Mal. Die hochste Expression von FceRI und FceRII
findet sich auf IDEC in ldsionaler Haut von Patienten mit atopischen Ekzem (gestreifte
Balken). Auf der y-Achse dargestellt sind die rFI's der Expression des jeweiligen Markers.
Da IDEC in normaler Haut nicht vorkommen, war eine Messung der jeweiligen Marker in
den mit n.a. gekennzeichneten Bedingungen nicht anwendbar.
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Langerhans Zellen aus den entsprechenden Lésionen dieser Patienten zeigten
demgegeniiber nur noch eine geringgradig hohere Expression.

Der wesentliche Teil sowohl der CDla- als auch der FceRI-positiven Zellpopulation
wurde in ldsionaler Haut durch die IDEC gestellt. Dies galt sowohl fiir die Héhe der
Rezeptorexpression pro Zelle als auch fiir den prozentualen Anteil der IDEC am CD]a-
positiven Zellpool bei atopischem Ekzem. Da IDEC wiederum in nicht-ldsionaler Haut
von Patienten mit atopischem Ekzem nicht nachgewiesen werden konnten, ist einer der
wesentlichen Unterschiede zwischen ldsionaler und nicht-ldsionaler Haut in der
Einwanderung von IDEC in die Epidermis zu sehen.

Eine geringgradig erhohte Expression von CD23 konnte auf IDEC aus ldsionaler Haut
festgestellt werden. Auf Langerhans Zellen hingegen war die Expression von CD23 in

allen drei Gruppen unterhalb der Nachweisgrenze.

3.3.2 Die IlgG Rezeptoren

Unabhingig davon, ob Langerhans Zellen aus normaler Haut, ldsionaler oder nicht-
lasionaler Haut isoliert wurden, konnte von den drei IgG Rezeptoren nur CD32
nachgewiesen werden. Die Expression von CD32 auf LC war sowohl in l4sionaler als
auch nicht-ldsionaler Haut von Patienten mit atopischem Ekzem gegeniiber normaler Haut
von gesunden Patienten geringgradig vermindert.

Fiir IDEC aus ldsionaler Haut ergab sich, dass alle drei IgG Rezeptoren stark exprimiert
waren. Insbesondere fiir CD32 ergab sich hierbei eine gegeniiber Langerhans Zellen

dreifach hohere Rezeptorexpression.
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Die IgG Rezeptoren im Vergleich von Normaler Haut mit lasionaler und nicht lasionaler Haut
von Patienten mit atopischem Ekzem
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Abbildung 10: IDEC weisen eine erhéhte Expression von CD16, CD32 und CD64 auf

IDEC unterscheiden sich von LC durch eine erhohte Expression aller IgG Rezeptoren.
Insbesondere CD32 wird in ldsionaler Haut bei AE von IDEC besonders stark exprimiert.
LC exprimieren in keiner der drei untersuchten Gruppen CD16 oder CD64. CD32 wird von
LC auch in NH von gesunden Spendern exprimiert. NH bei AE aber auch ldsionale Haut
bei AE zeigt demgegeniiber keine verstirkte CD32 Expression. Hier dargestellt die rFIs des
jeweiligen Markers (y-Achse).

3.3.3 Die B1 Integrine CD49b und CD49d

Fiir CD49b ergab sich fiir keine der drei Gruppen auf Langerhans Zellen oder IDEC eine
nachweisbare Oberflachenexpression.

CD49d war auf Langerhans Zellen aus normaler Haut nicht exprimiert. Demgegeniiber
war dieses Molekiil auf Langerhans Zellen aus nicht-l4sionaler Haut von Patienten mit

atopischem Ekzem bereits eindeutig nachweisbar. Die hochsten Expressionswerte auf LC
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von CD49d fanden sich in der ldsionalen Haut bei atopischem Ekzem. IDEC zeigten

gegeniiber Langerhans Zellen wieder erhohte Expressionswerte (Abbildung 11).

Die 1 Integrine im Vergleich von Normaler Haut mit lasionaler und nicht lasionaler Haut von
Patienten mit atopischem Ekzem
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Abbildung 11: Auf LC und IDEC lisionaler Haut beim atopischen Ekzem Lisst sich
das 31 Integrin CD49d nachweisen

Waihrend das B1 Integrin CD49b fiir keine der drei Gruppen nachweisbar war, wiesen LC
sowohl in nicht-ldsionaler (weifle Balken) als auch ldsionaler atopischer Haut (gestreifte
Balken) eine erhohte CD49d Expression auf. Durch die erhohten Expressionswerte von
CD49d unterschied sich nicht-ldsionale Haut bei AE (weifle Balken) deutlich von NH von
gesunden Spendern (schwarze Balken). IDEC aus ldsionaler Haut von Pat. mit AE zeigten
die hochsten Expressionswerte von CD49d (gestreifte Balken). Hier dargestellt als rFI des

jeweiligen Markers (y-Achse).

3.3.4 Die B2 Integrine CD11a, CD11b und CD11c

Fiir Langerhans Zellen wurde in normaler Haut und in nicht-ldsionaler Haut von Patienten
mit atopischem Ekzem nur fiir CD11c eine geringe Expression nachgewiesen. Beziiglich

der Expression der B2 Integrine ergab sich somit kein Unterschied zwischen NH von
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gesunden Spendern und nicht-ldsionaler Haut von Patienten mit AE. In ldsionaler Haut
konnte auf Langerhans Zellen auch ein minimaler Anstieg von CDI11b sowie ein
eindeutiger Anstieg von CD11c nachgewiesen werden. Auf IDEC aus Léasionen eines
atopischen Ekzems gehorten die B2 Integrine CD11b und CD11c zu den am stdrksten

exprimierten Molekiilen.

Die B2 Integrine im Vergleich von Normaler Haut mit Iasionaler und nicht lasionaler Haut von
Patienten mit atopischem Ekzem
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Abbildung 12: Deutliche Erhéhung der B2 Integrine auf IDEC in ldsionaler Haut
beim atopischen Ekzem gegeniiber normaler Haut

In normaler Haut von Pat. ohne Dermatose (schwarze Balken) als auch in nicht-14sionaler
Haut von Pat. mit AE (weifle Balken) fanden sich auf LC lediglich fiir CD11c gering
erhohte Expressionswerte. In ldsionaler Haut von Pat. mit AE (gestreifte Balken) war auf
LC ebenfalls nur CD11c nachweisbar. Im Kontrast hierzu gehdren v.a. CD11b und CD11c
auf IDEC zu den am stérksten exprimierten Molekiilen. Auf der y-Achse aufgetragen sind
die rFI’s der Expression des jeweiligen Markers.
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3.3.5 Verschiedene CD-klassifizierte Moleklile

Von den in Abbildung 13 dargestellten Molekiilen sind beim atopischen Ekzem vor allem
CDIb und CD36 von Bedeutung. Auf IDEC der ldsionalen Haut bei AE waren beide
Molekiile stark exprimiert. Auf LC konnte fir CD1b und CD36 kein wesentlicher
Unterschied zwischen der NH von gesunden Spendern und der nicht-ldsionalen Haut von

Patienten mit AE festgestellt werden.

Verschiedene Molekiile im Vergleich von Normaler Haut mit ldsionaler und nicht lasionaler Haut
von Patienten mit atopischem Ekzem
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Abbildung 13: IDEC weisen eine erhohte Oberlichenexpression von CD1b und CD36
in den Lésionen des AE auf

CD36 und CD1b sind auf IDEC in der ldsionalen Haut des AE (gestreifte Balken) stark
exprimiert. NH von gesunden Spendern und nicht-l4sionale Haut von Patienten mit AE
unterscheidet sich beziiglich der CD36 und CD1b Expression auf LC nicht. Auf der y-
Achse aufgetragen sind die rF1’s der Expression des jeweiligen Markers.
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3.3.6 HLA-DR

Das zum MHC II gehdrende Molekiil HLA-DR war auf Langerhans Zellen in normaler
Haut eines der am stirksten exprimierten Molekiile. Bei Patienten mit atopischem Ekzem
fanden sich auf LC aus nicht entziindlicher Haut dhnliche Werte wie in normaler Haut von
gesunden Patienten. IDEC, die in die Lésionen des atopischen Ekzems einwandern,

zeigten gegeniiber Langerhans Zellen eine um den Faktor drei hohere Expression von

HLA-DR.

HLA-DR im Vergleich von Normaler Haut mit Iasionaler und nicht lasionaler Haut von Patienten
mit atopischem Ekzem
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Abbildung 14: Die HLA-DR Expression auf LC unterscheidet sich nicht fiir normale
Haut und nicht-liisionale Haut bei AE

Auf Langerhans Zellen zeigte sich zwischen den drei untersuchten Gruppen kein
Unterschied beziiglich der HLA-DR Expression. Auf IDEC ist HLA-DR um den Faktor
drei stirker exprimiert. Expressionsstirken wurden wieder als rFI auf der y-Achse
angegeben
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3.4 Vergleich des Phanotyps von LC und IDEC bei verschiedenen
Dermatosen

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse, die eine dramatische Verdnderung des Phénotyps
von Langerhans Zellen und IDEC in entziindlich verinderter Epidermis gegeniiber
normaler Haut zeigen konnten, stellten wir uns die Frage, ob es sich bei den gezeigten
Veranderungen lediglich um eine Reaktion auf eine unspezifische Entziindung handelt,
oder ob der Phédnotyp der Antigen prisentierenden Zellen in Abhéngigkeit von einer
zugrundeliegenden Krankheit spezifisch beeinflusst wird. Fiir die statistische Auswertung
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Hierbei wurden alle untersuchten
Diagnosen auf signifikante Unterschiede in der Expression der von uns untersuchten
Molekiile verglichen. Die Ergebnisse dieser Testung sind jeweils getrennt fiir LC und
IDEC in tabellarischer Form unterhalb der zugehdrigen Abbildungen gezeigt. Die
Tabellen enthalten die fiir die Abgrenzung von jeweils zwei Diagnosen ermittelten
Irrtumswahrscheinlichkeiten. Dabei sind in der Tabelle Irrtumswahrscheinlichkeiten mit
einem p < 0,05 fett gedruckt. Fiir diesen Wert wurde von einem statistisch signifikanten
Unterschied beziiglich der jeweils bestimmten Rezeptorexpression auf dem spezifizierten

Zelltyp ausgegangen.

3.4.1 Der hochaffine IgE Rezeptor FceRI

Vergleicht man die FceRI Rezeptorexpression auf Langerhans Zellen, so ergibt sich im
Vergleich mit anderen Diagnosen eine signifikant erhohte Expression fiir die ldsionale
Haut von Patienten mit atopischem Ekzem. Gegeniiber normaler Haut zeigten auch die
meisten der anderen untersuchten Diagnosen eine erhohte FceRI Expression auf
Langerhans Zellen. Fiir keine Diagnose konnte aber eine dhnlich hohe FceRI Expression
auf Langerhans Zellen festgestellt werden wie beim atopischen Ekzem. Noch deutlicher
wird die Abgrenzung des atopischen Ekzems von anderen Diagnosen durch die

Betrachtung der FceRI Expression auf den IDEC moglich gemacht. Wie fiir andere
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Molekiile gilt, dass FceRI auf IDEC bei allen Diagnosen stirker exprimiert war als auf

Langerhans Zellen. Die Expressionsstiarke war fiir alle Diagnosen aufler dem atopischen

Ekzem mit einem rFI, der zwischen 10 und 20 lag, relativ einheitlich. Die 5 mal hohere

Expression von FceRI auf IDEC bei atopischem Ekzem lésst eine eindeutige Abgrenzung

dieser Diagnose von den anderen untersuchten Diagnosen zu und bildet die Grundlage

einer hochsensitiven Methode zur Differenzierung der verschiedenen Diagnosen (siche

Abschnitt 3.5).

Vergleich der FceRI Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen Dermatosen
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Abbildung 15: Eine hohe FceRI Expression auf LC und IDEC ist charakteristisch fiir
das atopische Ekzem

Der hochaffine IgE Rezeptor FceRI wird insbesondere auf LC (schwarze Balken) und
IDEC (wei3e Balken) beim atopischen Ekzem (AE) verstérkt exprimiert. Demgegeniiber ist
die Expression von FceRI bei allen anderen untersuchten Diagnosen sowohl auf LC als
auch auf IDEC deutlich geringer. Auf der y-Achse aufgetragen sind die rFI’s der FceRI
Expression.
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FceRI-LC |NH AE PSO KE KAE LR MF NumE

NH 0,0001 0,0001 0,17 0,321 0,855) 023 0481
AE 0,0001 0,005 0,0001 0,0001 0,002 0,102 0,005
PSO 0,0001 0,005 0,005} 0,001 0,042] 06) 0,058}
KE 0,17 0,0001 0,005} 0,667 053 0,205) 0,925
KAE 0,321 0,0001 0,001 0,667 0,782} 0,112} 097
IR 0,855) 0,002 0,042 0,53 0,782} 0,25 0,939
MF 023 0,102 06 0,205 0,112} 025 0,247
NumE 0,481 0,005] 0,058 0,925 0,97, 0,939 0,247]

FceRI-IDEC |NH AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
PSO na 0,0001 0,064 0,753 0,175 0,545 0,406
KE na 0,0001 0,064 0,466} 0424 0,536 0,045]
KAE na 0,0001 0,753 0,465 0,243 0,523 0441
LR na 0,0001 0,175) 0424 0,243} 0,639 0,136
MF na 0,0001 0,545 0,536 0,523 0,639 021
Num-E na 0,0001 0,406} 0,045| 0441 0,136 021

Tabelle 1: Vergleich der FceRI Expression fiir verschiedene Dermatosen im Mann-
Whitney-U-Test

Es zeigt sich bei entziindlichen Dermatosen eine erhdhte Expression von FceRI auf LC im
Vergleich mit normaler Haut. Diese ist fir AE und PSO hoch signifikant. Die starke
Expression von FceRI auf IDEC ist fiir das AE kennzeichnend und grenzt das AE
gegeniiber allen anderen Diagnosen hochsignifikant ab.

Fiir IDEC ergab sich, dass die Bestimmung der Expression von FceRI eine Abgrenzung
des atopischen Ekzems von allen anderen untersuchten Diagnosen mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,001 ermdglicht. Das hohe Signifikanzniveau, das bei
der Abgrenzung des atopischen Ekzems sowie der Psoriasis von anderen Diagnosen
erreicht werden konnte, ist auch auf die hohen Fallzahlen bei diesen Diagnosen

zuruckzufihren.

3.4.2 Der niedrigaffine IgE Rezeptor CD23

Die passive Anlagerung von loslichem CD23 an Langerhans Zellen war fiir alle
Diagnosen nur sehr gering ausgeprigt und erlaubt lediglich eine statistisch signifikante
Abgrenzung von atopischem Ekzem und Psoriasis. IDEC zeigten demgegeniiber eine
starker ausgeprigte Anlagerung von sCD23. Dies ist auf die hohe Expression von CD11b

und CD11c auf IDEC zuriickzufiihren, da CD23 sich an diese 2 Integrine anlagert [52].

41



Durch die Bestimmung des an IDEC angelagerten sCD23 ergab sich nur die Moglichkeit,
die Psoriasis von der Patientengruppe mit allergischem Kontaktekzem bei atopischer

Diathese (KAE) zu unterscheiden.

Vergleich der CD23 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
9,00
8,00 +
7,00
6,00
5,00 +
o
=
4,00
3,00 +
2,00 +
1,00 -
0,00 -
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
i Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
cD23 LC 1,30 0,45 0,36 0,07 1,21 £0,39 1,48 +0,96 0,39 0,13 0,62 0,41 0,60 +0,14 0,62 +0,21
(n=20) (n=43) (n=33) (n=13) (n=11) (n=3) (n=4) (n=6)
_ 2,30 0,52 6,04 £1,75 3,29 £1,26 1,08 +0,55 2,46 1,52 0,84 £0,35 2,88 £1,20
CD23 IDEC 0,00 (n=1) (n=47) (n=37) (n=17) (n=11) (n=3) (n=4) (n=7)

Abbildung 16: CD23 wird in besonders hohem Mafle von IDEC bei der Psoriasis
exprimiert

Insbesondere bei der Psoriasis ist die Expression von CD23 auf IDEC (weifle Balken)
erhoht. (dargestellt als rF1 der CD23 Expression auf der y-Achse).
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CD23 LC AE PSO KE KAE R MF NumE

NH 0,135 0,806} 0,678 0276 0,76) 0,674 0,977}
AE 0,135 0,032] 0,631 0,948 0,685 0,098} 0,162}
PSO 0,806} 0,032 0,311 0,2 0,915 0,649 0,89
KE 0,678} 0,631 0,311 048 0,901 0,339) 0,515}
KAE 0,276} 0,948} 022 048] 0,771 0,393} 0,515}
LR 0,79 0,685 0,915 0,901 0,771 0,859) 0,773}
MF 0,674 0,098} 0,649 0,339 0,393 0,859 0,79
Num-E 0,977} 0,162 0,8%4 0515 0515 0,773 0,79

CD23IDEC |NH AE PSO KE KAE LR MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,078} 0,167 0,501 0,828 0,958 0,174
PSO na 0,078 0,842 0,049 0,728 0,334 0,875)
KE na 0,167} 0,842 0,117 1 0,569 0,763}
KAE na 0,501 0,049 0,117 0,553 0,548] 0,084]
LR na 0,828} 0,728} 1 0,553 0,632 0,83
MF na 0,958} 0,334 0,589 0,548 0,632 0,312)
Num-E na 0,174 0,875} 0,763 0,084 0,83} 0,312)

Tabelle 2: Vergleich der CD23 Expression fiir verschiedene Dermatosen im Mann-
Whitney-U-Test

Trotz der erh6hten CD23 Expression fiir PSO auf IDEC ergab sich hierdurch nur eine
Abgrenzungsmoglichkeit der PSO von KAE. Die CD23 Expression auf LC war fiir AE
gegeniiber PSO signifikant vermindert.

3.4.3 Der niedrigaffine IgG Rezeptor CD16

Auf Langerhans Zellen konnte nur bei der Psoriasis eine nennenswerte CD16 Expression
festgestellt werden, die im wesentlichen auf IDEC beschriankt blieb. Die erhohte
Expression von CD16 auf IDEC ermdglicht die Abgrenzung der Psoriasis von atopischem

Ekzem und allergischem Kontaktekzem.
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Vergleich der CD16 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen
Dermatosen

12,00

10,00 ~ l

8,00 - l
6,00 -
4,00 -
2,00
0,00
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
I Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
cDteLC | 0832035 | 0932040 | 256152 | 0322013 | 0302015 | 0392030 | 0712056 | 0362008
(n=8) (n=26) (n=16) (n=6) (n=9) (n=2) (n=2) (n=3)
409094 | 957158 | 3584130 | 1682052 | 1,81%1,70 7.83 11,43
CD16 IDEC na. (n=25) (n=18) (n=8) (n=9) (n=2) na. (n=3)
Abbildung 17: Die Psoriasis fiihrt zu einer hohen CD16 Expression auf IDEC
Der IgG Rezeptor CD16 wird von LC (schwarze Balken) und IDEC (weile Balken) bei
Psoriasis verstirkt exprimiert. Eine erhohte Expression dieses Markers auf IDEC findet
sich auch beim nummuliren Ekzem (NumE), dargestellt als rFI der CDI16
Oberflachenexpression auf der y-Achse.
CD16LC AE PSO KE KAE LR MF NumE
NH 0949 0373 0,636] 0479 1 1 0889
AE 0949 0,055 0,548 0226 0961 0,702) 0,864
PSO 0373 0,055 0,034 0,005 039 073 0,209
KE 063 0548 0,034] 0,684 0,786 0612 0849
KAE 0479 0,26 0,005 0684 0577 058 0374
IR 1 0961 0,392 0,789 0577 0672 1
ME 1 0,702 0732 0612 058 0672 1
NumE 0889 0,864 0,209) 0,849 0374 1 1
CD16 IDEC AE PSO KE KAE LR MF NumE
NH na na na na na na na
AE na 0,003| 0,735 0,105) 0445(n.d. 0,2
PSO na 0,003 0,023 0,0001 009%8|nd. 1
KE na 0,735 0,023] 0,32) 0,713{n.d. 0,131
KAE na 0,105, 0,0001 032 1|nd. 0,009
R na 0,445, 0,095 0713 1 nd 0203
MF na nd. nd. nd. nd. nd. nd.
NumE na 0.2 1 0,131 0,009] 0,203{n.d.

Tabelle 3: Die CD16 Expression ermdglicht die Abgrenzung der PSO von AE, KE und
KAE

Das Profil der CD16 Expression auf IDEC ermdglicht eine signifikante Abgrenzung der
Psoriasis-Lésionen von den Lisionen des atopischen Ekzems einerseits, sowie von den
Lasionen des allergischen Kontaktekzems sowohl bei Atopikern als auch bei
Nichtatopikern andererseits.




3.4.4 Der niedrigaffine IgG Rezeptor CD32

Fiir CD32 ergab sich auf LC eine relativ konstante Expression iiber die verschiedenen

Diagnosen hinweg. Die rFI’s lagen dabei zwischen 8 und 12,7. Insbesondere ergaben sich

auf LC auch im Vergleich zwischen den untersuchten Dermatosen und normaler Haut

keine wesentlich verdnderten Expressionsstiarken. Durch die hohere Expression von CD32

auf LC und IDEC bei der Psoriasis ist die Abgrenzung der Psoriasis vom atopischen

Ekzem moglich.

Vergleich der CD32 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
70,00
60,00 -
50,00 -
40,00 -
™
S
30,00 -
20,00 -
10,00 A
0,00 -
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
I Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
cD32 LC 11,26 +1,71 8,05 +0,93 10,17 £1,29 8,72 +2,35 12,70 +2,49 11,22 7,37 9,82 £3,55 5,32 +1,29
(n=31) (n=53) (n=36) (n=18) (n=14) (n=6) (n=5) (n=6)
_ 31,72 £2,47 | 48,65+12,44 | 24,78 +3,50 35,05 +6,01 16,78 +8,57 17,95 +2,85 | 23,06 +5,08
CD32 IDEC 0,00 (n=1) (n=59) (n=39) (n=20) (n=14) (n=6) (n=7) (n=7)

Abbildung 18: CD32 ist auf IDEC in den Hautlédsionen bei Psoriasis erhoht

Der niedrigaffine IgG Rezeptor CD32 ist insbesondere auf IDEC bei der Psoriasis (weille
Balken), aber auch beim Kontaktekzem (KE und KAE) und dem atopischen Ekzem (AE)
gegeniiber anderen entziindlichen Dermatosen erhoht. Dagegen ist die Expression dieser
Struktur auf LC (schwarze Balken) bei allen Dermatosen im wesentlichen gleich verteilt.
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CD32LC |MH AE PSO KE KAE R MF NumE

NH 0,108} 0914 0,239 0,5% 0,201 0,828} 0,153}
AE 0,108 0,05} 0,43} 0,065} 0,353 0,615} 0,543
PSO 0,914 0,05} 0,16 0,488} 0,201 0,893} 0,063}
KE 0,239 0,943 0,19 0,158} 0,346} 0,542) 0,624
KAE 0,5%)} 0,065 0,483} 0,158 0211 0,503} 0,108}
IR 0,201 0,353 0,201 0,346} 0211 033 0,581
MF 0,828} 0,615 0,893} 0,542 0,503 0,33} 0427}
NumE 0,153 0,543 0,063 0,624 0,108} 0,581 0427

IDEC |NH AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,269 0,153 0,697 0,038 0,062) 0,294
PSO na 0,269 0,038} 0,675 0,024 0,012] 0,099
KE na 0,153] 0,038 0,159 0,159 0,375) 0,769
KAE na 0,697} 0,675} 0,159 0,078 0,173} 0,357}
LR na 0,038 0,024 0,159 0,078 0,373] 0,233
MF na 0,062 0,012 0,375) 0,173 0,373} 0456
NumE na 0,294 0,099 0,769 0,357 0233 0,456]

Tabelle 4: Vergleich der CD32 Expression fiir verschiedene Dermatosen im Mann-
Whitney —U-Test

CD32 auf IDEC ermoglicht die Abgrenzung der Psoriasis von KE, LR und MF einerseits,
sowie die Abgrenzung AE gegeniiber LR andererseits.

3.4.5 Der hochaffine 1gG Rezeptor CD64

Wie bereits die anderen IgG Rezeptoren zeigte CD64 seine hdchste Expression bei der

Psoriasis. Bei den von uns untersuchten Dermatosen ermoglichte CD64 keine

Abgrenzungen, die nicht bereits durch die anderen IgG Rezeptoren moglich waren.

Aufgrund seiner hohen Expression auf IDEC bei Psoriasispatienten kann man die CD64

Expression allerdings als Grundlage einer hochsensitiven Methode zur Abgrenzung der

Psoriasis von anderen Diagnosen benutzen. Diese Methode ist unter 3.5 beschrieben.
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Vergleich der CD64 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
25,00
20,00 A
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 -
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
- Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
0,24 +0,18 0,65 0,13 1,58 +0,84 0,00 +0,00 0,70 £0,31 _
CcD64 LC (n=5) (n=20) (n=7) (n=2) (n=8) 1,20 (n=1) n.a. n.a.
7,73 £0,87 17,11 £3,48 2,85 10,65 7,19 2,42 _
CD64 IDEC n.a. (n=20) (n=7) (n=2) (n=8) 13,03 (n=1) n.a. n.a.
Abbildung 19: CD64 ist auf IDEC in léisionaler Haut bei Psoriasis erhoht
Der hochaffine IgG Rezeptor CD64 ist auf IDEC in den Hautldsionen der Psoriasis (Pso)
besonders stark exprimiert (weile Balken). Zudem =zeigten einzelne Patienten eine
verstirkte Expression dieser Struktur bei Lichen ruber (LR) und dem Kontaktekzem bei
Patienten mit atopischer Diathese (KAE). Der rFI der CD64 Expression ist auf der y-Achse
dargestellt.
CD64LC |NH AE PSO KE KAE R MF NumE
NH 0,064 0,141 0433 0,173 0,168{nd nd.
AE 0,066 0,684 0,045 0978 0,381[nd. nd.
PSO 0,141 0,684 0058 0863 1|nd. nd.
KE 0433 0,045| 0059 0,11 0334nd. nd.
KAE 0,173 0979 0863 0,11 044[nd. nd.
IR 0,16 0,381 1 0334 044 nd. nd.
MF nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
NumE nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
CD64 IDEC |NH AE PSO KE KAE R MF NumE
NH na na na na na na na
AE na 0,031 0,108 0434 0,286|n.d. nd.
PSO na 0,031 0,053 0,029 0,759|nd. nd.
KE na 0,108 0053 0,535, 066[nd. nd.
KAE na 0434 0,029 0,535 0,663|nd. nd.
IR na 0,286 0,759) 066 0663 nd. nd.
MF na nd. nd. nd. nd. nd. nd.
NumE na nd. nd. nd. nd. nd. nd.

Tabelle 5: CD64 auf IDEC grenzt die Psoriasis von AE und KAE ab

Die starke Expression von CD64 auf IDEC bei der Psoriasis (PSO) erméglicht die
signifikante Abgrenzung dieser Diagnose vom atopischen Ekzem (AE) sowie dem
Kontaktekzem bei Patienten mit allergischer Diathese (KAE).
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3.4.6 Das B1 Integrin CD49d

Die a-Kette CD49d des 1 Integrins VLA-4 war auf LC aus normaler Haut nicht
exprimiert. Bei allen von uns untersuchten Dermatosen, mit Ausnahme des
Kontaktekzems, war hingegen eine verstirkte Expression dieses Molekiils gegeniiber
normaler Haut auf LC festzustellen. Durch die Phinotypisierung von CD49d auf LC war
es moglich, das Kontaktekzem von Lisionen des atopischen Ekzems und der Psoriasis

eindeutig abzugrenzen.

Vergleich der CD49d Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
30,00
25,00 - —
20,00 -
15,00
10,00 A
5,00 -
0,00 -
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
I Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
0,55 +0,11 5,36 +0,89 8,93 +1,98 1,57 +0,53 4,14 £0,78 _ 3,84 +0,96 _
CD49d LC (n=11) (n=28) (n=17) (n=5) (n=11) 5,78 (n=1) (n=3) 9,32 (n=1)
10,23 +1,14 14,67 £2,16 11,14 £3,74 12,36 3,21 _ 15,84 +2,62 _
CD49d IDEC n.a. (n=28) (n=19) (n=6) (n=11) 19,38 (n=1) (n=3) 24,67 (n=1)

Abbildung 20: Das B1 Integrin CD49d wird auf LC beim KE nur schwach exprimiert

LC in der ldsionalen Haut des KE exprimieren das B1 Integrin CD49d nur schwach
(schwarze Balken). Alle anderen inflammatorischen Diagnosen zeigen eine erhéhte CD49d
Expression auf LC. Liegt eine entziindliche Dermatose vor, so ergibt eine niedrige CD49d
Expression auf LC einen Hinweis auf das Vorliegen eines Kontaktekzems. Auf IDEC
findet sich fiir alle Dermatosen eine krankheitsunabhéngige, hohe Expression (weifle
Balken). Der rF1 der CD49d Expression ist auf der y-Achse dargestellt.
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Schwierig ist allerdings die Abgrenzung atopischer Patienten mit Kontaktekzem (KAE)
von Patienten mit atopischem Ekzem (AE). Die CD49d Expression auf LC ergab keine
Moglichkeit zur differentialdiagnostischen Abgrenzung dieser beiden Gruppen. Hierzu
mussten andere Marker herangezogen werden. Da eine niedrige CD49d Expression auf
LC fiir die Diagnosen normale Haut oder Kontaktekzem spricht, normale Haut aber {iber
die Abwesenheit von IDEC klar abzugrenzen war, gibt eine niedrige CD49d Expression
auf LC bei bestehender entziindlicher Dermatose einen Hinweis auf das Vorliegen eines
Kontaktekzems.

IDEC zeigten mit rFI’s zwischen 10 und 20 eine erhohte, aber krankheitsunabhingige

Expression von CD49d.
CD49dLC |WH AE PSO KE KAE IR MF NumE
NH 0,0001 0,0001 0,089 0,0001 0,16 0,006 0,168
AE 0,0001 0,175 0,027] 0,841 0,68 1 0,354
PSO 0,0001 0,175) 0,024 0,161 1 0479 0,8%
KE 0,089 0,027, 0,024 0,026 0,328} 0,14 0,329
KAE 0,0001 0,841 0,161 0,026} 0,688 0,768 0,339
IR 0,16 0,686} 1 0,328} 0,688} 0494 1
MF 0,006} 1 0,479 0,14 0,768} 0,494 0,495
NumE 0,168} 0,34 0,895} 0,329 0,339 1 0,49}
CD49d IDEC |NH AE PSO KE KAE IR MF NumE
NH na na na na na na na
AE na 0,081 0,948} 0,794 0,133} 0,121 0,073}
PSO na 0,081 0512 0422 0,705 0,583 0,403
KE na 0,948 0512 091 0,858 0,544 0,284
KAE na 0,7 0,422) 0,961 0,658} 0458 0,506}
IR na 0,133 0,705} 0,858} 0,688} 1 1
MF na 0,121 0,583} 0,544 0,458} 1 0,495}
NumE na 0,073 0,403} 0,284 0,506} 1 049

Tabelle 6: Eine niedrige CD49d Expression ist typisch fiir NH und das Kontaktekzem

Die niedrige CD49d Expression auf LC lésst eine statistisch signifikante Abgrenzung des
KE von AE, PSO und KAE zu. Aufgrund der zu geringen Fallzahlen ist eine Abgrenzung
von LR, MF und NumE derzeit, trotz der erhdhten Expression von CD49d auf LC bei
diesen Diagnosen, noch nicht moglich.
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3.4.7 Das B2 Integrin CD11a

CDl1a gehort, zusammen mit den anderen a-Ketten der 32 Integrine, zu den Molekiilen,
welche die beiden CDla positiven Zellpopulationen (LC und IDEC) am deutlichsten
voneinander abgrenzen. Die hohe Dichte von B2 Integrinen auf der Zelloberfliche waren

ein typisches Charakteristikum von IDEC.

Vergleich der CD11a Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen
Dermatosen

25,00

20,00 A

15,00 ~ l l

10,00 ~

rFl

5,00

NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
i Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
0,80 0,29 0,28 0,05 1,44 £0,33 0,19 0,11 0,49 0,14 0,79 £0,28 _ 0,87 +0,15
cbttaLC (n=10) (n=26) (n=17) (n=5) (n=7) (n=2) 2,38 (n=1) (n=3)
6,74 +1,44 13,95 2,91 11,47 5,68 10,49 +4,03 13,73 46,33 _ 14,19 +1,81
CD11a IDEC n.a. (n=27) (n=19) (=7) (n=7) (n=2) 5,35 (n=1) (n=4)

Abbildung 21: Das 2 Integrin CD11a wird von IDEC bei allen inflammatorischen
Dermatosen stark exprimiert

Bei allen hier untersuchten entziindlichen Dermatosen wiesen IDEC (weifle Balken) eine
deutliche Oberflichenexpression von CD11a auf. Auf LC konnte diese Struktur jedoch nur
bei der Psoriasis (Pso) und der Mycosis fungoides (MF) nachgewiesen werden. Die CD11a
Expression ist als rFI auf der y-Achse dargestellt.
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Fiir CD11a ergaben die Messergebnisse, dass auf IDEC auch die Expressionsstirke dieses
Molekiils in einer krankheitsspezifischen Weise moduliert wird. Aufgrund der hohen
Schwankungsbreite der einzelnen Messergebnisse bei einer gegebenen Diagnose lie3 die
Expression von CDI1la nur die statistisch signifikante Abgrenzung des atopischen
Ekzems von der Psoriasis und dem nummuliren Ekzem zu.

LC wiesen bei den meisten Diagnosen keine und bei Diagnosen, wie der Psoriasis und der
Mycosis fungoides, eine ausgesprochen geringe Expression von CD11a auf. Aus diesem
Grund bot sich CD11a auf LC nicht als Marker zur Differenzierung verschiedener

Dermatosen an.

CD11alC |NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
NH 0,527 0,149 043 0887 0,746 0454 0813
AE 0,527 0,0001 0,384 0,109 0,052 0,039 0,001
PSO 0,149 0,0001 0,007 0,102 0,647 0671 1
KE 043 0,384 0,007| 0,103 0,143 0,168 0,038,
KAE 0,887 0,109 0,102 0,103 0327 0253 0,179
R 0,746 0,052 0,647 0,143 0327 0672 0,806
ME 0454 0,039 0671 0,168 0253 0672 0,508
NumE 0813 0,001 1 0,038 0179 0,806 0,508
CD11aIDEC |NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
NH na na na na na na na
AE na 0,023] 0,906 0446 0,176 0,7%] 0,026
PSO na 0,023 0,3%8 0465 0,855 0,703 0551
KE na 0,906 0,398 1 05 1 0317
KAE na 0,446 0465 1 0,682 1 0417
R na 0,176 0,855 05 0,682 0672 1
ME na 0,7%5] 0,703 1 1 0672 0398
NumE na 0,026 0,551 0,317 0417, 1 0,3%8
Tabelle 7: CD11a auf IDEC grenzt AE von PSO und NumE signifikant ab
Trotz der hohen Expressionsstirke von CD1la auf IDEC ldsst sich die bei AE etwas
geringere Expressionsstirke dieses Molekiils nur fiir die statistisch signifikante
Abgrenzung des AE von PSO und NumE verwenden.

3.4.8 Das 2 Integrin CD11b

Das Molekiill CD11b gehort, zusammen mit CD11a und CDll1c, zu den auf IDEC am
stairksten exprimierten Molekiilen. Es gehorte daher ebenfalls zu den fiir IDEC

charakteristischen Markern und erlaubt eine besonders gute Abgrenzung von IDEC und
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LC. Im Vergleich mit CDlla ermoglichte CDI11b eine bessere Differenzierung

zahlreicher Diagnosen. Die hohe Expression von CDI11b auf IDEC beim atopischen

Ekzem grenzt dieses von der Psoriasis, dem Kontaktekzem, dem Lichen ruber und dem

nummulidrenEkzem ab. Eine Abgrenzung von KE und KAE war nicht méglich. Auf LC

ist CD11b nur bei der Psoriasis schwach exprimiert.

Vergleich der CD11b Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
120,00
100,00 l
80,00 - l
T 6000 | 1
40,00 -
20,00 -
0,00
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
- Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut| Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
CD11b LC 0,36 +0,11 1,24 +0,19 2,04 0,30 0,72 +0,11 1,02 +0,39 0,56 +0,18 1,05 +0,62 0,87 £0,16
(n=17) (n=33) (n=22) (n=9) (n=9) (n=3) (n=3) (n=4)
_ 99,92 +8,57 | 33,60 +4,10 | 59,54 +7,23 | 72,72 +15,12 | 25,85+3,10 _ 41,15 8,15
CD11b IDEC 0,00 (n=1) (n=35) (n=25) (n=11) (n=9) (n=3) 22,01 (n=1) (n=5)

Abbildung 22: Das B2 Integrin CD11b wird stark von IDEC in ldsionaler Haut
entziindlicher Dermatosen exprimiert

CDI11b wird von IDEC in lédsionaler Haut (weile Balken) bei allen untersuchten
entziindlichen Dermatosen exprimiert. Die hochste CD11b Expression ist auf IDEC beim
atopischen Ekzem (AE) zu finden. Auf LC ist diese Struktur hingegen fast nicht exprimiert
(schwarze Balken). Der rF1 CD11b ist auf der y-Achse dargestellt.
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CD1MbLC |\H AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH 0,0001 0,0001 0,009 0,005} 0,248} 0,17 0,015]
AE 0,0001 0,038 0,355 0459 0,321 0,739 0,79
PSO 0,0001 0,038 0,009 0,065 0,06 023 0,115
KE 0,009 0,355 0,009 0,862} 0,59 1 0,602}
KAE 0,005 0,459 0,065} 0,862} 0,852} 1 0,702}
LR 0,248} 0,321 0,06 0,599 0,852} 1 0,226}
MF 0,17] 0,739 023 1 1 1 0,855}
Num-E 0,015 0,79 0,115} 0,602} 0,702} 0,226} 0,855

CD11b IDEC |NH AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,0001 0,005 0,153 0,004 0,105 0,002
PSO na 0,0001 0,001 0,031 0,433 0612 051
KE na 0,005 0,001 0,502 0,024 0,161 0,216
KAE na 0,153} 0,031 0,502} 0,273} 0,397, 0,237}
IR na 0,004 0433 0,024 0,273} 1 0,144
MF na 0,105} 0612 0,161 0,397 1 0,683}
Num-E na 0,002 051 0,216 0,237} 0,144 0,663

Tabelle 8: Die Expressionsstirke von CD11b auf IDEC ist krankheitsspezifisch

CDI11b ist auf IDEC bei allen entziindlichen Dermatosen stark exprimiert. Die
Expressionsstirke wird im hohen MaBe von der zugrundeliegenden Krankheit moduliert.
CD11b auf IDEC erlaubt daher die statistisch signifikante Abgrenzung der Diagnosen fiir
die in Tab. 8 fettgedruckten Diagnosekombinationen mit den jeweils dort angegebenen p
Werten fiir die Irrtumswahrscheinlichkeit.

3.4.9 Das 2 Integrin CD11c

Fiir das Molekiil CD11c¢ konnte sowohl auf LC aus normaler Haut als auch auf LC, die
aus den Lésionen der verschiedenen Dermatosen isoliert wurden, eine von der Erkrankung
weitgehend unabhidngige Expression festgestellt werden. CD11c auf LC ist daher kein
geeigneter Marker zur Differenzierung verschiedener Diagnosen. Wie auch schon fiir
CDlla und CDI11b beschrieben, war die hohe Expression von CDllc fiir IDEC
kennzeichnend. Differentialdiagnostisch eignete sich CDl1lc auf IDEC fiir die
Abgrenzung des atopischen Ekzems von der Psoriasis und dem nummuldren Ekzem.
AulBlerdem ergibt sich die Mdglichkeit, die Psoriasis von der Gruppe KAE signifikant

abzugrenzen.
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Vergleich der CD11c Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen
Dermatosen

160,00

140,00 - l l

120,00 -

100,00 - l

% 80,00 l
60,00 -
40,00 -
20,00 -
0,00 1 mEm - li
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
. Kontakt KE bei . Mykosis Nummuléres
Normale Haut| Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
3,39 10,61 6,34 +0,82 4,34 +0,69 3,70 +0,61 7,73 £1,49 5,89 +4,27 _ 2,88 0,85
CD11cLC (0=10) (n=26) (n=16) (n=5) (n=7) (n=2) 3,36 (n=1) (n=3)
135,94 11,04 | 52,49 +7,01 | 87,64 +15,41 | 122,34 +19,92 | 84,41 +35,99 _ 78,43 9,02
CD11c IDEC n.a. (n=27) (n=18) (n=7) (n=7) (n=2) 14,77 (n=1) (n=4)

Abbildung 23: Auch das 2 Integrin CD1lc ist in hohem Mafle auf IDEC bei
entziindlichen Dermatosen zu finden

Bei allen hier untersuchten entziindlichen Hauterkrankungen ist die CD11¢ Expression auf
IDEC (weifle Balken) hoch, wihrend diese Struktur von LC (schwarze Balken) nur
schwach exprimiert wird. Die CD11c Expression ist als rFI auf der y-Achse dargestellt.

CD11cLC |\ AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH 0,084 0,707} 0,951 0,026 0,605} 0913} 0,69
AE 0,064 0,078} 0,178} 0,39 1 0,447} 0,153}
PSO 0,707] 0,078} 0,905} 0,052} 0,734} 0,824 0421
KE 0,951 0,178} 0,905) 0,074 1 1 0,571
KAE 0,026 0,39 0,052} 0,074 0,887} 0,253} 0,064}
LR 0,605 1 0,734 1 0,887} 1 1
MF 0913 0,447} 0,824 1 0,253} 1 1
NumE 0,69 0,153} 0421 0571 0,084 1 1

CD11cIDEC |NH AE PSO KE KAE R MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,0001 0,072) 0,772} 0,243} 0,072) 0,012
PSO na 0,0001 0,065 0,003 0,376} 0417] 0,136}
KE na 0,072} 0,065 0,315 0,89 0,248, 0,926}
KAE na 0,772 0,003 0,315 0,662 0,253 0,078
IR na 0,243} 0,376, 0,89 0,662} 0672 1
MF na 0,072} 0417, 0,248 0,253} 0672 0,398}
NumE na 0,012] 0,136 0,926} 0,078} 1 0,398

Tabelle 9: CD11c grenzt das AE von der Psoriasis ab

Die hohe Expression von CD11c auf IDEC ist zur signifikanten Abgrenzung des AE von
der PSO und NumE geeignet. Aulerdem ergibt sich die Mdglichkeit, die PSO von KAE
abzugrenzen.




3.4.10 Das Molekul CD1b

CDI1b war auf LC nicht exprimiert. Nur IDEC tragen CD1b auf ihrer Zelloberfldche. Die
beim atopischen Ekzem hohere CDI1b Expression auf IDEC lieB eine statistisch
signifikante Abgrenzung des atopischen Ekzems von den anderen untersuchten Diagnosen
zu. Eine Ausnahme hiervon stellte wieder die Gruppe KAE dar. Sie war mittels CD1b

nicht von der Gruppe des atopischen Ekzems abgrenzbar.

Vergleich der CD1b Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen
Dermatosen

14,00

12,00 ~

10,00 ~

8,00

F—

6,00 -
4,00 +
2,00 +
0‘00 ,j—'_—_ l
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
i Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
CD1b LC 0,14 0,05 0,37 0,06 0,60 £0,11 0,27 0,06 0,40 +0,08 0,50 0,15 0,56 +0,32 0,62 0,28
(n=20) (n=47) (n=32) (n=14) (n=14) (n=5) (n=4) (n=6)
_ 10,63 #1,10 4,57 0,86 5,68 1,46 8,63 +2,20 3,67 +1,54 1,96 0,48 4,40 +1,71
CD1b IDEC 0,00 (n=1) (n=52) (n=34) (n=18) (n=14) (n=5) (n=4) (n=7)

Abbildung 24: CD1b wird nur von IDEC exprimiert

IDEC aus lasionaler Haut (weile Balken) beim atopischen Ekzem (AE) und Kontaktekzem
(KAE) tragen CD1b in hohem MafBe auf ihrer Oberfldche. Demgegeniiber zeigen LC keine
CD1b Expression. Der CD1b rFI ist auf der y-Achse dargestellt.
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CD1bIDEC [NH AE PSO KE KAE IR MF NumE

NH na na na na na na na

AE na 0,0001 0,005| 0234 0,022 0,003] 0,02
PSO na 0,0001 025 0,153} 0951 0341 0929
KE na 0,005 025 0402 0451 0,059 053
KAE na 0234 0,153 0402 0,189 0,161 0283
R na 0,022 0951 0451 0,166) 0,724 087]
MF na 0,003, 0,341 0,059 0,161 0,724 0654
NumE na 0,02 099 0,53 0283 087] 0654

Diagnosen

Tabelle 10: CD1b erlaubt die Abgrenzung des atopischen Ekzems von anderen

Die CDI1b Expression auf IDEC erlaubt eine statistisch signifikante Abgrenzung des AE
von allen anderen Diagnosen mit Ausnahme der Gruppe KAE.

3.4.11 Das Molekiil CD36

Der Thrombospondin Rezeptor CD36 war auf LC aus normaler Haut nicht exprimiert.

Auf LC, die aus entziindlichen Hautldsionen isoliert wurden, war er hingegen mit einer

Expressionsstirke von rFI 2 bis 7 vorhanden. CD36 auf LC kann als Entziindungsmarker

gesehen werden, der eine eindeutige Abgrenzung normaler Haut von entziindlichen

Dermatosen ermoglicht.

IDEC zeigten gegeniiber LC eine bis zu zehnfach hohere Oberflichenexpression von

CD36. Durch die hohe Expressionsstirke von CD36 auf IDEC beim atopischen Ekzem

lasst sich das atopische Ekzem statistisch signifikant von jeder anderen untersuchten

Dermatose abgrenzen. Durch die Bestimmung von CD36 ergibt sich die Moglichkeit,

normale Haut und atopisches Ekzem von allen anderen Diagnosen zu unterscheiden, so

dass mittels anderer Marker nur noch zwischen den verbleibenden Diagnosen

unterschieden werden muss.
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Vergleich der CD36 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
60,00
50,00 -
40,00 - l l
& 30,00 - l
20,00 -
10,00 -
0‘00 ,4——'_l 1
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
Normale Haut| Atop. Ekzem Psoriasis Iéir;:a: Atlz I;E)ibk:irn Lichen ruber ft'rlnygk;fii:s Nurglr(r; :::res
CD36 LC 0,50 +0,10 5,03 +0,70 6,82 +1,18 3,90 +1,38 3,34 +0,90 4,27 +1,55 1,37 £0,73 2,63 +0,51
(n=23) (n=46) (n=35) (n=14) (n=14) (n=5) (n=4) (n=6)
51,99 +3,65 20,81 +2,04 36,19 3,11 37,14 5,39 17,92 £3,87 19,90 16,64 25,72 +4,61
CD36LC | 0,00(n=1) (n=51) (n=37) (n=17) (n=14) (n=5) (n=5) (n=7)
Abbildung 25: Das Molekiil CD36 ist auf IDEC und auf LC bei allen untersuchten
Dermatosen erhoht
Als Zeichen der Entziindung ist sowohl auf LC (schwarze Balken) als auch auf IDEC
(weile Balken) bei allen hier untersuchten Dermatosen die Expression von CD36
gegeniiber normaler Haut (NH) erhdht. Die y-Achse zeigt den rFI der CD36 Expression.
CD36LC AE PSO KE KAE IR MF NumE
NH 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,271 0,0001
AE 0,0001 0,385 0,043 0,058 0,638 0,011 0,117
PSO 0,0001 0,385) 0,031 0,025 0,505 0,012 0,059
KE 0,0001 0,043 0,031 0,805} 0,297} 0,32 0,602}
KAE 0,0001 0,058 0,025 0,805 0,502 0279 0,908)
LR 0,0001 0,638 0,505 0,297 0,502 0,065} 0426
MF 0,271 0,011 0,012 0,392 0,279 0,065 0,173
NumE 0,0001 0,117 0,069 0602 0,908} 0426 0173
CD36 IDEC AE PSO KE KAE IR MF NumE
NH na na na na na na na
AE na 0,0001 0,006 0,035| 0,0001 0,001 0,001
PSO na 0,0001 0,0001 0,01 0969 073 0294
KE na 0,006 0,0001 0,986} 0,01 0,039 0,098}
KAE na 0,035 0,01 0,989 0,069 0,16 0,195
LR na 0,0001 0,969 0,01 0,069 1 0428
MF na 0,001 0,733 0,039 0,16} 1 0421
NumE na 0,001 0,204 0098 0,195| 0428 0421

Tabelle 11: CD36 grenzt Normale Haut und AE von anderen Diagnosen ab

Im Vergleich mit NH ist CD36 auf LC bei allen von uns untersuchten Diagnosen
signifikant hoher exprimiert. MF stellt hiervon moglicherweise auch aufgrund der geringen
Fallzahl eine Ausnahme dar. Auf IDEC ermdglicht die CD36 Expression eine signifikante

Abgrenzung des AE von allen anderen untersuchten Diagnosen.
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3.4.12 Das Molekul CD45RA

CD45RA war deutlich stirker auf IDEC als auf LC exprimiert. Aufgrund der relativ
geringen Fallzahl war die Differentialdiagnose verschiedener Hauterkrankungen unter

Zuhilfenahme dieses Molekiils nicht moglich.

Vergleich der CD45RA Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
8,00
7,00
6,00 —
5,00 +
& 4,00
3,00 +
2,00 +
1,00 -
0!00 4 -_-_LI_'_-:I
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
i Kontakt KE bei . Mykosis Nummuléres
Normale Haut | Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
1,27 £0,75 0,40 +0,16 0,39 £0,02 _ 0,32 0,02 _ _
CD45RALC (n=5) (n=8) (n=3) 0,00 (n=1) (n=2) 0,12 (n=1) n.a. 1,00 (n=1)
2,03 +0,84 4,78 +2,40 0,91 £0,38 0,34 0,07 _ _
CD45RA IDEC n.a. (n=8) (n=3) (n=2) (n=2) 0,08 (n=1) n.a. 5,87 (n=1)

Abbildung 26: Die CD45RA Expression ist auf IDEC hoher als auf LC

Die Abgrenzung verschiedener Dermatosen ist durch die Bestimmung der CD45RA
Expression auf LC und IDEC nicht moglich. IDEC zeigen hohere Expressionswerte fiir
CD45RA als LC. Die y-Achse zeigt den rFI der CD45RA Expression.
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3.4.13 Das Molekul E-Cadherin

E-Cadherin ist das Adhidsionsmolekiil, das vor allem fiir den Zell-zu-Zell Kontakt von

Langerhans Zellen und Keratinozyten verantwortlich ist.

Bei der Untersuchung

verschiedener Dermatosen zeigte sich keine nachweisbare Modulation der Expression in

Abhingigkeit von der Diagnose. E-Cadherin war aber neben CDla bei allen von uns

untersuchten Diagnosen das einzige Molekiil, das stirker auf LC als auf IDEC exprimiert

war.
Vergleich der E-Cadherin Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei
verschiedenen Dermatosen
16,00
14,00 -
12,00 -
10,00 -
£ 8,00
6,00
4,00 A
2,00 -
0,00 +
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
- Kontakt KE bei . Mykosis Nummulares
Normale Haut| Atop. Ekzem Psoriasis Ekzem Atopikern Lichen ruber fungoides Ekzem
E-Cadherin 5,69 +1,89 4,60 +1,39 9,51 2,27 10,65 +4,06 7,75 4,14 _ _
Lc (n=6) (n=15) (n=12) (n=4) (n=6) 13,21 (n=1) n.a. 12,89 (n=1)
E-Cadherin 3,84 +1,45 5,54 +1,17 5,62 1,95 3,00 £1,40 _ _ _
IDEC n.a. (n=14) (n=11) (n=5) (n=6) 7,54 (n=1) 4,30 (n=1) 11,59 (n=1)

Abbildung 27: E-Cadherin wird sowohl von LC als auch von IDEC in normaler und
entziindlicher Haut exprimiert

E-Cadherin, ein Marker epithelialer Zellen, ist auf LC (schwarze Balken) und IDEC (weife
Balken) in normaler Haut (NH) und allen Formen der hier untersuchten entziindlichen
Dermatosen exprimiert. Dabei liegt die Oberflichenexpression dieser Struktur auf LC
hoher als auf IDEC. Der rFI der E-Cadherin Expression ist auf der y-Achse dargestellt
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3.4.14 HLA-DR

HLA-DR ist bei allen von uns untersuchten Diagnosen auf LC und IDEC das am stérksten
exprimierte Molekiil. IDEC zeigen gegeniiber LC eine nochmals verstirkte Expression
von HLA-DR. Es zeigte sich im Trend, dass auch HLA-DR in einer
krankheitsspezifischen Weise reguliert wird. Aufgrund der hohen Schwankungen der
HLA-DR Expression innerhalb einer Diagnose sowie der zu geringen Fallzahl war aber
eine statistisch signifikante Abgrenzung verschiedener Diagnosen durch die Bestimmung

der HLA-DR Expression nicht moglich.

Vergleich der HLA-DR Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
500,00
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Normale Haut | Atop. Ekzem | Psoriasis 'é‘?(::::t At'f)iibk:im Lichen ruber ﬁ':"n‘g‘;iss N“"‘E’;’;‘;:ires
HLADR LG ss,s(i :é)o,m 84,7(?] :15)7,30 165,?::136)56,75 67’1(?1 :§)1,52 71,9(1n :f)s,m o e e
HLADR IDEC o 271,?::7?5,57 357,1(4:1 =:;)09,91 289,8(?‘ :21)52,36 226,f:=¢43)6,56 . 73,7; :33)0,90 o

Abbildung 28: HLA-DR wird in verstirktem Malle von IDEC in lidsionaler Haut
exprimiert

Das MHC II Molekiil HLA-DR wird im Besonderen von IDEC in ldsionaler Haut getragen
(weille Balken). Auf LC ist die Oberflichenexpression dieser Struktur im Vergleich mit
anderen Molekiilen ebenfalls hoch, im Vergleich mit IDEC aber geringer ausgeprigt
(schwarze Balken). Der rFI der HLA-DR Oberflaichenexpression ist auf der y-Achse
aufgetragen.
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3.4.15 Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86

Die Daten der CD80(B7-1) und CD86(B7-2) Expression auf LC und IDEC wurden in
unserem Labor von E. Schuller et al. erhoben und bereits verdffentlicht[48]. Sie sind hier
nochmals dargestellt, da die unter 3.5 beschriebenen diagnostischen Ratios zum Teil auf
diesen Daten aufbauen. CD80 und CD86 werden auf dendritischen Zellen vor allem als
kostimulatorische Molekiile bei der T-Zell Stimulierung iber MHC 1II benétigt. Wie auch

HLA-DR sind CD80 und CD86 auf IDEC stéirker exprimiert als auf klassischen LC.

Vergleich der CD80 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
6,00
5,00 + l
4,00
& 3,00 1 l
2,00 +
N J H I
0,00 -
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
. Kontakt Ekzem . Mykosis Nummuléres
Nomale Haut Atop. Ekzem Psoriasis Kontakt Ekzem bei Atopikem Lichen ruber fungoides B
0,06 0,04SEM | 0,93+0,35SEM | 0,9640,21SEM | 1,38+0,81SEM | 0,3840,11SEM _
CD80LC (=9) (=17) (r=14) (=) () 0,25 (n=1) na. 1,36 (=1)
4,66+0,73SEM | 306+0,60SEM | 2,40+1,01SEM | 229+1,77SEM B
CD80 IDEC na 18) =12 (=) () 1,51 (=) 1,12 (r=1) na

Abbildung 29: IDEC weisen eine erhohte Expression des kostimulatorischen Molekiils
CD80 auf

Das kostimulatorische Molekiil CD80, welches insbesondere bei der Stimulation von T-
Zellen eine Rolle spielt, ist auf IDEC (weille Balken) gegeniiber LC (schwarze Balken)
verstiarkt zu finden. Auch die Expression dieser Struktur auf LC in ldsionaler Haut ist
gegeniiber normaler Haut (NH) erhdht. Der rFI der CD80 Expression ist auf der y-Achse
dargestellt.

61



rFl

Vergleich der CD86 Expression auf Langerhans Zellen und IDEC bei verschiedenen

Dermatosen
8,00
7,00
6,00 l
5,00 +
4,00
3,00 A
2,00 +
1,00 -
0,00 - ’_‘
NH AE PSO KE KAE LR MF NumE
. Kontakt Ekzem . Mykosis Nummuléres
Normale Haut Atop. Ekzem Psoriasis Kontakt Ekzem bei Atopikem Lichen ruber fungoides B
062+0,22SEM | 1,53+0,37SEM | 1,14+023SEM | 0,77 +0,26SEM | 2,18 +051SEM _
CD86LC =9) =16) (=14) (=) () 0,58 (n=1) na 4,83 (n=1)
5,31+1,038EM | 1,8410,31SEM | 1,65+043SEM | 4,30 £2,43SEM _
CD86 IDEC na. (=17) (=12) (=5) (red) 1,08 (n=1) 081 (n=1) na.

Abbildung 30: Das kostimulatorische Molekiil CD86 wird von IDEC hoher exprimiert

Ahnlich wie CD80 wird auch CD86 von IDEC (weiBe Balken) in verstirktem Mafe
exprimiert. Insbesondere beim atopischen Ekzem (AE) und Kontaktekzem (KAE) ist dieses
Molekiil auf IDEC erhoht. Der rFI der CD86 Expression ist auf der y-Achse dargestellt.
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3.5 Diagnostische Verfahren

In Teil 3.4 konnte gezeigt werden, dass sich die von uns untersuchten Dermatosen durch
ein unterschiedliches Expressionsmuster von Oberflichenmolekiilen auf Langerhans
Zellen und IDEC voneinander unterscheiden. Im folgenden sollte gekldrt werden,
inwieweit es hierdurch moglich ist, eine bestimmte Diagnose von der Grundgesamtheit
aller anderen untersuchten Dermatosen positiv abzugrenzen. Als Anforderung an ein
solches Verfahren wurde gestellt, dass es mit einer hohen Sensitivitidt und Spezifitit die
Erkennung der Diagnose durch Bestimmung des Phénotyps von Langerhans Zellen und
IDEC fiir den jeweiligen Patienten gewéhrleisten miisse.

Zur Etablierung eines entsprechenden Verfahrens wurde auf die bereits publizierte
Erfahrung zuriickgegriffen, dass sich bestimmte Oberflichenmolekiile in ihrer
Expressionsstirke bei einer gegebenen Diagnose zum Teil gegenldufig verhalten. Werden
die Expressionsstirken entsprechender Oberflichenmolekiile zueinander ins Verhiltnis
gesetzt, so werden die Unterschiede im Phénotyp zwischen den verschiedenen Diagnosen
akzentuiert[55]. Es ergibt sich daraus die Moglichkeit, dass die Abgrenzung verschiedener
Diagnosen auch dann gelingen kann, wenn fiir den jeweiligen Einzelmarker keine
signifikante Abgrenzung der Diagnosen moglich war. Eine so gebildete Ratio kann hoch
sensitiv und spezifisch mit einer bestimmten Diagnose assoziiert sein.

Es wurde eine systematische Suche nach entsprechenden diagnostischen Ratios, getrennt
fiir Langerhans Zellen und IDEC, durchgefiihrt. Dabei wurden 571 verschiedene Ratios
gebildet und auf ihre Eignung zur Abgrenzung einer bestimmten Diagnose hin untersucht.
Die klinische Relevanz eines solchen Verfahrens ist insbesondere fiir ekzematdse
Hauterkrankungen  gegeben, da ilber die Moglichkeiten der klinischen
Differentialdiagnose hinaus bisherige labortechnische und histologische Untersuchungen

nur sehr begrenzt zur Diagnosefindung beitragen kénnen.
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3.5.1 Diagnose des atopischen Ekzems durch FceRI/CD32

In 3.4.1 konnte gezeigt werden, dass FceRI beim atopischen Ekzem vor allem auf IDEC
besonders stark exprimiert wird. Die Expressionsstirke auf IDEC war beim atopischen
Ekzem signifikant hoher als bei jeder anderen Diagnose. Bei der Bestimmung der
Expressionsstirke von CD32 (FcyRIl) auf IDEC war aufgefallen, dass diese flir die
Psoriasis am hochsten war.

Fir die Berechnung von FceRI/CD32 auf IDEC wurden die Expressionsstirken der
beiden Marker fiir jeweils einen Patienten ermittelt und die Ratio fiir diesen Patienten
gebildet. Die Anzahl der Patienten, bei denen beide Rezeptorexpressionsstiarken auf IDEC
gemessen worden waren, ist n=155. Die fiir die verschiedenen Diagnosen ermittelten
Durchschnittswerte der Ratio FceRI/CD32 auf IDEC ist in der folgenden Abbildung
dargestellt. Die Aufteilung der Patienten auf die tatsdchlichen Diagnosen ist unterhalb des

Diagramms angegeben.

Abgrenzung desatopischen Ekzems durch FceRIF CD32 auf IDEC
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Abbildung 31: Durch die Bildung einer FceRI/CD32 Ratio auf IDEC lisst sich das AE
von anderen Dermatosen abgrenzen

Durch die Bildung einer Ratio aus der FceRI/CD32 Oberfldchenexpression auf IDEC
(Zahlenwert der Ratio auf der y-Achse dargestellt) lasst sich das atopische Ekzem (AE) von
den anderen untersuchten Dermatosen und normaler Haut (NH) gut abgrenzen.
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Zur Abgrenzung des atopischen Ekzems wurde nun nach einem Schwellwert zur
Diagnoseabgrenzung gesucht. Dieser Schwellwert sollte die optimale Kombination von
Sensitivitdt und Spezifitdt fiir das Verfahren ergeben. Fiir eine aufsteigende Reihe von
moglichen Schwellwerten wurde jeweils die daraus resultierende Sensitivitdit und

Spezifitit errechnet und im folgenden Diagramm gegeneinander aufgetragen:

Sensitivitdt und Spezifitdt der Abgrenzung von AE
durch FceR1/CD32 auf IDEC

Prozent

20 - —a— Sensitivitat %

10 A —m— Spezifitat %

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 3.2

Schwellwert

Die optimale Kombination von Sensitivitit und Spezifitit ergab sich fiir einen

Schwellwert von 1,2:

Schwellwert |Sensitivitat |Spezifitat Vorhersagewert
1,2 84,7 86,5 79,4

Dabei ist die Sensitivitdt als Wahrscheinlichkeit, mit der ein Patient mit atopischem
Ekzem durch das Verfahren auch als solcher erkannt wird, definiert. Die Spezifitdt ist die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Patient, der eine andere Diagnose als atopisches Ekzem
hat, durch das Verfahren korrekt als Patient ohne atopisches Ekzem erkannt wird. Die
prozentualen Werte fiir Sensitivitit und Spezifitit wurden entsprechend der

untenstehenden Tabelle mit den dort angegebenen Formeln berechnet.
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Schwellwert: 1,2 Tatsachliche Situation

% % Diagnose AE kein AE

-E § AE A (Richtig) (50) B (Fehler 1. Art) (13)

W O |Kein AE C (Fehler 2. Art) (9) |ID (Richtig) (83)
Sensitivitat: 84,7% |Spezifitat: 86,5%
(100% *A)/I(A+C) (100% *D )/(B+D)

Der Vorhersagewert (Predictive value) steht fiir die Wahrscheinlichkeit, dass die durch
das Verfahren ermittelte Diagnose zutreffend ist. Sie wurde mit:

Vorhersagewert (atopisches Ekzem) = 100% *A/(A+B) =79,4%

berechnet.

In einer fritheren Publikation unserer Arbeitsgruppe war bereits gezeigt worden, dass die
Bestimmung der FceRI/CD32 Ratio auf allen CDla positiven epidermalen Zellen
ebenfalls zur Diagnose des atopischen Ekzems herangezogen werden kann [55]. Im
folgenden wird diese konventionelle Methode zur Bestimmung der FceRI/CD32 mit der
oben beschriebenen FceRI/CD32 Ratio fiir IDEC beziiglich Sensitivitat und Spezifitét der

Diagnosefindung verglichen.

Sensitivitat und Spezifitat der Abgrenzung von AE durch
FceRl/ CD32

100
90 -
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70
60 -

ig | —A— Sensitivitat LC+IDEC
30 —B— Spezifitat % LC + IDEC
20 - —A— Sensitivitat % IDEC
10 r_. —0O— Speifitat % IDEC
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32
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Zunichst liegt der Schwellwert, der die optimale Kombination aus Sensitivitit und

Spezifitit ergibt, beziiglich des klassischen Verfahrens mit 1,0 etwas tiefer.

Schwellwert |Sensitivitdt |Spezifitat Vorhersagewert
1 86,4 89,3 78,5

Vergleicht man beide Verfahren, unter Verwendung des jeweils optimalen Schwellwertes,
so ist das klassische Verfahren sowohl beziiglich der Sensitivitét (86,4% vs. 84,7%) als
auch beziiglich der Spezifitit (89,3% vs. 79.4%) besser zur Diagnosefindung des
atopischen Ekzems geeignet.

Bei der klinischen Anwendung eines solchen Verfahrens kann durch Erhéhung des
Schwellwertes die Spezifitdt zuungunsten der Sensitivitit erhoht werden. Bei Erhdhung
des Schwellwertes nimmt die Sensitivitdt beider Verfahren im gleichen Malle ab. Das
klassische Verfahren zeigt jedoch bei zunehmendem Schwellwert einen rascheren Anstieg

der Spezifitdt. So ergibt sich fiir einen Schwellwert von 1,5 fiir beide Verfahren folgende

Situation:
klassisches Verfahren neues Verfahren
Schwellwert [Sensitivitdt LC+IDEC [Spezifitdt % LC + IDEC |Sensitivitdt % IDEC |Spezifitdt % IDEC
1,5 77,97 94,66 76,27 89,58

Fir eine moglichst spezifische Abgrenzung des atopischen Ekzems von anderen
Diagnosen, bei noch hinreichender Sensitivitdt, ist somit das klassische Verfahren

ebenfalls besser geeignet.

3.5.2 Diagnose der Psoriasis durch CD64/CD11b auf IDEC

Der hochaffine IgG Rezeptor CD64 zeigt bei der Psoriasis eine besonders hohe
Expressionsstirke auf IDEC (siehe 3.4.5). CD64 war daher ein Kandidat fiir die positive
Abgrenzung der Psoriasis von anderen Diagnosen. Bei der Suche nach einer
entsprechenden Ratio fiel die Wahl des zweiten Molekiils auf CD11b, da dieses bei der
Psoriasis im Vergleich zu den héufig auftretenden Diagnosen atopisches Ekzem und
Kontaktekzem geringer exprimiert war. Die Anzahl der Patienten, bei denen die

Expressionsstirke beider Rezeptoren auf IDEC bestimmt worden war, ist n=38. Fiir jeden
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dieser Patienten wurde die entsprechende Ratio errechnet. Der Vergleich zwischen den
verschiedenen Diagnosen ist unten graphisch dargestellt. Die Anzahl der Patienten pro

Diagnose ist wieder unterhalb des Diagramms angegeben.

Abgrenzung der Psoriasis durch CDE4 7 CD11bh auf IDEC

1,0
B
B
)
w
=
= 4
) 1
Py
2 2
. T
[
5 - —
0,0 p— —
M= 20 7 2 8 1

AE PSSO KE HAE LR

Abbildung 32: Die Ratio aus CD64/CD11b Expression auf IDEC grenzt die Psoriasis
von den anderen untersuchten Dermatosen ab

Durch die Bildung einer Ratio aus der CD64/CD11b Expression auf IDEC (Zahlenwert
dargestellt auf der y-Achse) ldsst sich die Psoriasis (PSO) von anderen entziindlichen
Dermatosen abgrenzen.

Es wurde wiederum nach einem geeigneten Schwellwert fiir die errechnete Ratio gesucht,
um eine Abgrenzung der Psoriasis von anderen Diagnosen zu ermdglichen. Zunichst
wurden hierfiir wieder Sensitivitdt und Spezifitit fiir die aufsteigende Reihe der
Schwellwerte ermittelt und im unten gezeigten Diagramm dargestellt: Der optimale
Schwellwert fiir die Abgrenzung der Psoriasis mittels CD64/CD11b auf IDEC wurde mit

0,3 ermittelt.
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Sensitivitat und Spezifitat der Abgrenzung der
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Schwellwert
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0,3

100,0

96,8
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Die Ermittlung der Sensitivitdt, Spezifitdit und des positiven Vorhersagewerts wurde

wieder mit der folgenden Tabelle durchgefiihrt:

Schwellwert: 0,3

Tatsadchliche Situation

Ermittelte

Diagnose

Diagnose

Psoriasis

Keine Psoriasis

Psoriasis

A (Richtig) (7)

B (Fehler 1. Art) (1)

Keine Psoriasis

C (Fehler 2. Art) (0)

D (Richtig) (30)

Sensitivitat: 100%
(100% *A)/(A+C)

Spezifitat: 96,8 %
(100% *D)/(B+D)

3.5.3 Diagnose des Kontaktekzems durch E-Cadherin/B7-2 auf
Langerhans Zellen

Die systematische Suche nach diagnostischen Ratios ergab auch eine Moglichkeit, das

Kontaktekzem von anderen Diagnosen mit hoher Sensitivitit und Spezifitit abzugrenzen.

Hierzu wird die Expressionsstirke von E-Cadherin auf Langerhans Zellen ins Verhéltnis

zur Expression von CD86, ebenfalls auf Langerhans Zellen, gesetzt. Wie bereits zuvor

beschrieben, ist E-Cadherin neben CDla das einzige von uns untersuchte Molekiil, das

auf Langerhans Zellen stdrker exprimiert ist als auf IDEC.

69




Die Anzahl der Patienten, bei denen sowohl E-Cadherin als auch CD86 auf Langerhans

Zellen bestimmt worden war, ist n=19.

Der Vergleich zwischen den untersuchten Diagnosen beziiglich der untersuchten Ratio zur

Abgrenzung des Kontaktekzems ist im folgenden Diagramm dargestellt:

Ahgrenzung des Kontaktekzems durch E-Cadherin f B¥Y-2 auf LC

— 1

° |

E-Cadherin /BT-2
=

M= 4] 7 3 3
AE PSSO HE HAE

Diagnose

Abbildung 33: Das Kontaktekzem léisst sich anhand einer Ratio aus E-
Cadherin/CD86 (B7-2) auf LC spezifizieren

Durch Bildung einer Ratio aus der E-Cadherin/CD86 Expression von LC (Zahlenwert
dargestellt auf der y-Achse) lédsst sich das Kontaktekzem (KE) von den anderen hier
untersuchten Dermatosen unterscheiden.

Zur Festlegung des Schwellwertes, der eine Abgrenzung des Kontaktekzems von anderen

Diagnosen ermoglicht, wurden Sensitivitidt und Spezifitét fiir verschiedene Schwellwerte

ermittelt und graphisch dargestellt:
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Sensitivitat und Spezifitat der Abgrenzung des KE durch E-
Cadherin / CD86 auf Langerhans Zellen

100

Prozent
[6)]
o

—a— Sensitivitat %
—— Spezifitat %
0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Schwellwert

Fiir die Ratio E-Cadherin/CD86 auf LC ergab sich, dass ein Schwellwert von 14,7 das
Optimum an Sensitivitit und Spezifitdt fiir die Abgrenzung des Kontaktekzems von
anderen Diagnosen ist.

Fiir den Schwellwert 14,7 ergaben sich folgende Werte fiir die Sensitivitdt und Spezifitét:

Schwellwert |Sensitivitdt |[Spezifitat Vorhersagewert
14,7 100,0 100,0 100,0

Sie wurden wieder nach der folgenden Tabelle berechnet:

Schwellwert: 14.7 Tatsachliche Situation

o o |Diagnose Kontaktekzem Kein Kontaktekzem

_g é Kontaktekzem A (Richtig) (3) B (Fehler 1. Art) (0)

€ 2 [Kemn

i O |Kontaktekzem C (Fehler 2. Art) (0) |D (Richtig) (16)
Sensitivitat: 100% |Spezifitat: 100%
(100% *A)/I(A+C) (100% *D)/(B+D)

Trotz der hohen Sensitivitidt und Spezifitdit muss beziiglich der Ratio E-Cadherin/CD86
auf LC angemerkt werden, dass die derzeit noch sehr geringen Fallzahlen nur eine

eingeschriankte Bewertung der diagnostischen Moglichkeiten dieser Ratio zulassen.

3.5.4 Diagnose des Kontaktekzems bei Atopikern durch
E-Cadherin/CD80 auf IDEC

Bei der Bestimmung des Phénotyps von Langerhans Zellen und IDEC war aufgefallen,

dass fiir die Diagnose Kontaktekzem unterschieden werden muss, ob es sich um einen
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Patienten mit oder ohne atopischer Diathese handelt. Zur korrekten Diagnosestellung
mittels Phénotypisierung ist es daher unerldsslich, genaue klinische Informationen iiber
die Atopicanamnese eines Patienten einzuholen. In Abschnitt 3.4.6 konnte gezeigt
werden, dass Langerhans Zellen CD49d bei bestehender Kontaktallergie dann am
stiarksten exprimieren, wenn zusétzlich eine atopische Diathese hinzukommt. Sind andere
Diagnosen ausgeschlossen, so ergibt eine erhohte Expression von CD49d auf Langerhans
Zellen zumindest einen Hinweis auf das Vorliegen einer atopischen Diathese und sollte zu
einer erneuten anamnestischen Nachfrage Anlass geben. Bei der Suche nach einer
Moglichkeit, die Gruppe KAE dennoch von der Grundgesamtheit aller untersuchten
Diagnosen abzugrenzen, stieBen wir auf die Ratio E-Cadherin/B7-1 auf IDEC. Im
Vergleich der Diagnosen war diese Ratio bei KAE am hdochsten. Ein Vergleich der

Diagnosen beziiglich dieser Ratios ist im folgenden Diagramm dargestellt:

Abgrenzung der Diagnose KAE durch E-Cadherin/B7-1 auf IDEC

o4 T
fan)
- 3
=
2 2 —T—
= — —
3 1
P
Ll ]}
M= G El 3 3 1
AE =1] HE KAE MFE
Diagnose

Abbildung 34: Das allergische Kontaktekzem bei atopischer Diathese kann anhand
einer Ratio aus E-Cadherin und CD80 auf IDEC abgegrenzt werden

Das KE bei atopischer Diathese (KAE) ldsst sich anhand einer Ratio aus der E-
Cadherin/CD80 Expression (Zahlenwert dargestellt auf der y-Achse) vom Kontaktekzem
(KE) und den anderen Dermatosen unterscheiden.
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Die Gesamtzahl der Patienten, fiir die diese Ratio untersucht wurde, ist n=17. Da diese
Ratio zur Diagnose des Kontaktekzems bei Patienten mit atopischer Diathese (KAE)
dient, aber in dieser Gruppe die Fallzahl nur n=3 ist, sollten die Daten als erster Hinweis,
dass die Diagnose KAE mittels der beschriebenen Ratio gestellt werden kann, gewertet
werden.

Wie bereits fiir alle anderen Ratios, wurden wieder die Sensitivitdit und Spezifitit
errechnet, mit der die Ratio E-Cadherin/CD80 auf IDEC die Abgrenzung der Gruppe

KAE von allen anderen Diagnosen erlaubt:

Sensitivitat und Spezifitat der Abgrenzung von KAE
durch E-Cadherin / CD80 auf IDEC
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Schwellwert

Der optimale Schwellwert wurde mit 4,2 ermittelt. Fiir diesen Schwellwert ergaben sich

folgende Werte fiir die Sensitivitdt und Spezifitit der Methode:

Schwellwert |Sensitivitat |[Spezifitat Vorhersagewert
4,2 100,0 85,7 60,0

Sie wurden wieder nach der folgenden Vierfeldertafel berechnet:

Schwellwert: 4,2 Tatsachliche Situation

2 9 Diagnose KAE Kein KAE

g 2 |IKAE A (Richtig) (3) B (Fehler 1. Art) (2)

E g

W O |Kein KAE C (Fehler 2. Art) (0) |ID (Richtig) (12)
Sensitivitat: 100% Spezifitat: 85,7%
(100% *A)/(A+C) (100% *D)/(B+D)
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3.5.5 Algorithmus zur Diagnosestellung

Aus den unter 3.5.1 bis 3.5.4 entwickelten Ratios wurde ein Algorithmus aufgestellt, nach
dem die positive Identifikation in den meisten Féllen moglich ist. Die Aneinanderreihung
der diagnostischen Schritte wurde entsprechend der bisher gemachten Erfahrungen, d.h.
der Anzahl der Patienten, bei denen sich die entsprechende Ratio bereits in der Diagnostik
bewihrt hatte, vorgenommen. Im folgenden ist der Ablauf der Diagnosefindung als

Flussdiagramm dargestellt:
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3.5.6 Differentialdiagnose von jeweils zwei Dermatosen

Im Abschnitt 3.4 wurde gezeigt, dass die Abgrenzung von jeweils zwei moglichen
Diagnosen durch verschiedene Einzelmarker mdglich ist. Bestehen nach der Auswertung
der Diagnostischen Ratios noch Zweifel an der Diagnose, oder soll mittels
Phénotypisierung nur die Differentialdiagnose zwischen zwei mdglichen Alternativen
ermittelt werden, so kann die Expressionsstirke eines einzelnen Molekiils auf LC oder
IDEC zur Beantwortung dieser Frage herangezogen werden. Welche Marker dazu jeweils
geeignet sind, ergibt sich aus dem Ergebnis des Mann—Whitney-U-Tests, der fiir jeden
Marker getrennt fiir Langerhans Zellen und IDEC berechnet wurde. Das
Signifikanzniveau, mit dem eine Abgrenzung mdglich ist, wurde im Abschnitt 3.4 jeweils
in den Tabellen angegeben. Als signifikant wurde dabei angesehen, wenn das
Signifikanzniveau p<0,05 war. In der folgenden Kreuztabelle wurden jeweils jene Marker
aufgefiihrt, die eine Abgrenzung zweier Diagnosen mit p<0,05 erlauben. Die zu
erwartende Expressionsstirke kann aus den Diagrammen in Abschnitt 3.4 entnommen

werden.
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3.5.6.1 Kreuztabelle der Molekiile auf LC, die eine signifikante Unterscheidung
zweier Diagnosen erlauben (p<0,05)

Marker LZ INH |AE |PSO|KE |[KAE|LR [MF [Num-E
FceRI
CD1b  |FceRl CD1b
CcD36 |CD1b CD36
NH CD49b |CD36 CD49d
CD49d |CD49b CD11b
CD11b |CD49d |[CD1b |CD11c
CD80 |CD11b |CD36 |CD80 |CD1b CD1b CD36
CD86 |cDs0 |cD11b |CcD86 |CD36 |CD49d |CD11b
FceRlI
CD1b
CD36 FceRl
AE CD49b CD32
CD49d CD1b  |FceRl
CD11b CD23 |CD36
CD80 CD11a |CD64 CD36 |FceRl
CD86 CD11b |CD49d |FceRl |FceRl |CD11a |[CD11a
FceRI FceRI
CD1b [FceRl CD1b
PSO CD36 |CD32 CD36
CD49% [cD1b CD16
CD49d |cD23 CD49d |FceRI
CD11b [CD11a CD11a |CD36
CD80 [CD11b CD11b |CD16 |FceRl |CD36
FceRI
CD1b
CD36
KE FceRl  |CD16
CD1b |CD36 |CD49d
CD36 |[cDe4 |CD11a
CD11b [cD49d |cD11b CD49d CD11a
CD36
CD49d
KAE CD11b FceRl
CD11c CD36
CD80 |FceRI |CD16 |CD49d
LR
CD1b
CD36 FceRI FceRI
MF CD36
CD49d [CD11a |CD36
Num-E |
CD36 FceRI
CD11b [CD11a CD11a
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3.5.6.2 Kreuztabelle der Molekiile auf IDEC, die eine signifikante Unterscheidung
zweier Diagnosen erlauben (p<0,05)

Marker IDEC| NH |AE |PSO|KE |[KAE|LR |MF |Num-E

NH

FceRI
CD1b
CD36
CD16 FceRlI
AE CD64 FceRl CD1b
CD11a |FceRlI CD32 CD36
CD11b |CD1b CD1b |FceRI  [CD11a
CD11c |CD36 cD36 [cD1b  |cD11b
cDss  |CD11b 1lcp11b |cD3s  |cD11c

FceRl
CD1b
CD36
CD16 CD23
PSO CD64 CD36
CD11a CD32 |CD16
CD11b CD36 |CD64
CD11c CD16 |CD11b
CD86 CD11b|CD11c |CD32  |CD32

KE FceRl |CD32
CD1b |CD36
CD36 |CD16 CD36
CD11b |CD11b CD11b |CD36  |FceRl
CD36
CD16
KAE CD64
FceRl [CD11b
CD36 |CD11c CD16
FceRl
CD32
LR CD1b
CD36 CD36
CD11b |CD32  [CD11b
FceRl
MF CD1b
CD36 |CD32 |cD36
FceRl
CD1b

CD36
Num-E CD11a
CD11b
CD11c FceRl |CD16
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4. Diskussion

4.1 IDEC werden krankheitsabhéngig in die Epidermis rekrutiert

In dieser Arbeit wurde ein durchflusszytometrisches Verfahren zur Differentialdiagnose
entziindlicher Hauterkrankungen erweitert und verfeinert[52]. Entsprechend der
Zielsetzung dieser Arbeit konnte die Phidnotypisierung epidermaler dendritischer Zellen
so erweitert werden, dass nun die Moglichkeit besteht, neben dem atopischen Ekzem
weitere entziindliche Dermatosen mit Hilfe der Phinotypisierung zu diagnostizieren. Die
Differentialdiagnose entziindlicher Dermatosen beruht vor allem auf der klinischen
Beurteilung des Hautbefundes, da die klassischen labortechnischen und histologischen
Untersuchungsmethoden nur eingeschrinkt zur Diagnosefindung bei ekzematdsen
Dermatosen beitragen. Die Diagnosefindung ist damit in hohem Maf} von der Erfahrung
des behandelnden Dermatologen abhingig und konnte bisher nur eingeschridnkt durch
objektive labortechnische Untersuchungen validiert werden. Die Phinotypisierung der
CDla positiven dendritischen Zellen der Epidermis beruht auf der Annahme, dass der
Phanotyp epidermaler dendritischer Zellen in krankheitsspezifischer Weise durch das
epidermale Mikromilieu geprigt wird[52]. Diese Eigenschaft epidermaler dendritischer
Zellen ist vermutlich auf die zentrale immunologische Rolle, die dieser Zelltyp in der
Haut spielt, zuriickzufiihren. Bereits kurz nach der Etablierung dieser Methode konnte
nachgewiesen werden, dass die auf immunhistologischen Untersuchungen beruhende und
von verschiedenen Autoren vorgenommene Gleichsetzung CD1a positiver Zellen mit den
Langerhans Zellen nur in normaler Haut richtig ist. Tatséchlich ergibt sich auch mit der
sehr viel genaueren flowzytometrischen Phénotypisierung epidermaler dendritischer
Zellen, dass in normaler Haut Langerhans Zellen die einzige epidermale Zellpopulation
sind, die CDla exprimieren. Aufgrund der besonderen Empfindlichkeit der
Phanotypisierung gelang mit ihrer Hilfe erstmals der Nachweis, dass bei entziindlichen

Dermatosen eine weitere CDla positive Zellpopulation (IDEC) in die Epidermis
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einwandert. In der hier vorgelegten Arbeit wurde der prozentuale Anteil dieser beiden
CDla positiven Zelltypen am gesamten epidermalen Zellpool nach Diagnosen
aufgeschliisselt. Es ergab sich dabei, dass vor allem IDEC fiir den erh6hten Anteil von
CDla positiven Zellen in entziindlicher Epidermis verantwortlich sind. Sowohl die
Anzahl der LC als auch der IDEC variiert dabei in Abhéingigkeit von der
zugrundeliegenden Dermatose. Der hochste Anteil von IDEC konnte fiir das atopische
Ekzem festgestellt werden.

Neue Untersuchungen belegen, dass die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen
durch Keratinozyten in Abhidngigkeit von einer zugrundeliegenden Erkrankung
variiert[24]. Dabei postulieren die Autoren, dass eben diese krankheitsspezifischen
Unterschiede in der Chemokinfreisetzung fiir die Rekrutierung jeweils bestimmter
Leukozytentypen verantwortlich sind. Vestergaard et. al. konnten zeigen, dass bei
Patienten mit atopischem Ekzem der Anteil der Monozyten, die den Chemokinrezeptor
CCR4 tragen, im peripheren Blut erhoht ist[51]. CCR4 ist der Rezeptor fiir das Chemokin
TARC. Von diesem wiederum konnten die Autoren zeigen, dass es von Keratinozyten in
lasionaler Haut von Patienten mit atopischem Ekzem freigesetzt wird, jedoch nicht von
normaler Haut. Derzeit wird angenommen, dass auch IDEC von Monozyten, die durch
das GefiBlendothel hindurch in die Lasionen entziindlicher Dermatosen einwandern,
abstammen. Auf ihrem Weg in die Epidermis der l4dsionalen Haut reifen sie dabei, durch
bisher nicht bekannte Signale, zu CD1a positiven dendritischen Zellen (IDEC) aus. Das
Ergebnis der hier vorgelegten Arbeit, dass die Einwanderung von IDEC in die Epidermis
der ldsionalen Haut entziindlicher Dermatosen mit der zugrundeliegenden Krankheit
variiert, wird durch die Erkenntnis, dass die Einwanderung spezifischer
Leukozytensubklassen ein iiber Chemokine fein gesteuerter Prozess ist, plausibel
gemacht. Das noch fehlende Bindeglied, nach dem in zukiinftigen Arbeiten gesucht

werden sollte, ist der direkte Nachweis entsprechender Chemokinrezeptoren auf IDEC.
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4.2 Die phanotypische Charakterisierung von IDEC

Bereits 1996 war bekannt, dass IDEC in deutlich stirkerem Mal} als Langerhans Zellen
FceRI auf ihrer Oberfliche tragen[53]. Die Struktur und Funktion von FceRI auf
Langerhans Zellen war von unserer Arbeitsgruppe bereits in zahlreichen Arbeiten
untersucht worden [6; 13; 26; 28; 31; 32]. Fiir IDEC postulieren wir eine den LC dhnliche
Funktion von FceRI. Da IDEC bisher nur in geringer Anzahl und auch nur zusammen mit
LC und Keratinozyten aus ldsionaler Haut isoliert werden konnten, entziehen sie sich
bisher einer genaueren funktionellen Charakterisierung. Fiir den niedrigaffinen IgE
Rezeptor konnte nachgewiesen werden, dass dieser nur passiv auf der Zelloberfliche von
IDEC angelagert ist[52]. In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die drei
IgG Rezeptoren (CD64, CD16, CD32) bei verschiedenen Dermatosen im hohen Mal3 von
IDEC exprimiert werden. Den IgG Rezeptoren wird auf dendritischen Zellen eine Rolle
bei der Aufnahme von Antigen-IgG Immunkomplexen zugeschrieben. Langerhans Zellen
sind in der Lage, diese Antigen-IgG Immunkomplexe mittels rezeptorvermittelter
Endozytose aufzunehmen[18]. Langerhans Zellen kénnen aullerdem zwei Formen von
loslichen Fcy-Rezeptoren sezernieren[18]. Diese 16slichen Fcy-Rezeptoren spielen
vermutlich eine Rolle im Rahmen eines negativen Feedbacks, da sie die Fihigkeit der
Langerhans Zellen, Immunkomplexe aufzunehmen, vermindern[14; 15; 18]. Fir
dendritische Zellen konnte auBerdem gezeigt werden, dass iiber Fcy-Rezeptoren
vermittelte Signale mit entscheiden, ob gegeniiber Tumorantigenen eine Immunantwort
induziert wird oder ob Toleranz induziert wird [27]. Die hohe Expression von Fcy-
Rezeptoren auf IDEC ldsst vermuten, dass IDEC Immunkomplexe aufnehmen konnen.
Die hier vorgelegte Arbeit gibt erste Hinweise, dass Fcy-Rezeptor vermittelte
immunologische Prozesse ebenso wie die {iiber FceRI vermittelten Prozesse die

biologische Funktion von IDEC kennzeichnen.
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In dieser Arbeit konnte Ebenfalls gezeigt werden, dass CD49d, CDl11a, CD11b und
CDl11c von IDEC stark exprimiert werden. Es handelt sich hierbei um die a-Ketten von
B1 Integrinen (CD49d/CD29) bzw. von B2 Integrinen (CD11a/CD18; CD11b/CD18;
CD11c¢/CD18). Fiir die 2 Integrine ist bekannt, dass ihre Expression auf der Oberflédche
verschiedener Leukozyten eine Vorraussetzung fiir die Extravasation von Leukozyten in
entziindlichem Gewebe ist [49]. Entsprechend der Kaskade, dass Leukozyten zunichst,
vermittelt durch Selektine, am Endothel entlang rollen, dann vermittelt durch B2 Integrine
am Endothel haften bleiben, um dieses in einem letzten Schritt dann zu durchwandern,
stiitzt die hohe Expression der 2 Integrine auf IDEC die Hypothese, dass auch die
Vorléduferzellen von IDEC mit Hilfe dieses Mechanismus in entziindlich veridnderte Haut
einwandern. Diese Hypothese wird desweiteren durch die Expression von CD49d auf
IDEC gestiitzt. CD49d/CD29 (VLA-4) ist der Rezeptor fiir VCAM-1, das auf aktiviertem
Endothel exprimiert wird [35]. Dariiber hinaus kann CD49d/CD29 an Fibronektin, einem
Bestandteil der extrazelluliren Matrix, binden, der auch in der Dermis vorkommt [12].
Die Interaktion mit der extrazelluldren Matrix wiederum ist notwendig fiir die Migration
von einwandernden Zellen, aber auch fiir die Ausreifung von monozytiren zu
dendritischen Zellen [46]. Verbindet man diese Erkenntnis mit unserer Beobachtung, dass
IDEC bei allen von uns untersuchten Dermatosen eine geringere Expression von E-
Cadherin aufweisen, so passen diese Erkenntnisse gut zu folgendem Bild: Langerhans
Zellen sind die residente CD1a positive dendritische Zellpopulation der Epidermis. Die
Vorlédufer der IDEC werden hingegen bei der Entstehung einer Entziindung aus dem Blut
rasch rekrutiert. IDEC durchwandern mit Hilfe des ,,Rollings* und ,,Stickings® das
Endothel und durchwandern schlieBlich mit Hilfe von B1 Integrinen die Dermis in
Richtung Epidermis. E-Cadherin ist an der Zell-Zell Adhésion von LC und Keratinozyten

beteiligt. Nach unseren Ergebnissen ist es auf der residenten Population der LC stérker als
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auf den einwandernden IDEC exprimiert. Die Hypothese, dass IDEC von Vorlauferzellen,
die aus dem Blut in die Entzlindung einwandern, abstammen, wird durch Untersuchungen
gestiitzt, die zeigen konnten, dass die Generierung von dendritischen Zellen aus
Monozyten nicht nur durch die Zugabe von Zytokincocktails mdglich ist, sondern auch

indem man Monozyten in vitro durch Endothel wandern lésst [46].

4.3 Die Phédnotypisierung von LC und IDEC als Diagnostikum

Das wichtigste Ergebnis der hier vorgelegten Arbeit ist, dass es moglich war, die
Phanotypisierung epidermaler dendritischer Zellen so zu erweitern, dass sie mit hoher
Sensitivitit und Spezifitdit die Differentialdiagnose verschiedener entziindlicher
Dermatosen ermoglicht [52; 55]. Neben der bereits vor dieser Arbeit vorhandenen
Moglichkeit, mittels Phénotypisierung Lésionen des atopischen Ekzems von Lésionen
anderer Dermatosen durch die Phénotypisierung abzugrenzen, besteht nun die
Moglichkeit, auch die Lédsionen der Psoriasis, des allergischen Kontaktekzems sowie des
allergischen Kontaktekzems bei Patienten mit atopischer Diathese positiv von anderen
Diagnosen zu differenzieren. Dafiir wurden neue diagnostische Algorithmen entwickelt
oder prazisiert. Es war bereits gezeigt worden, dass mittels Phénotypisierung des
gesamten CDla positiven Zellpools das atopische Ekzem von anderen entziindlichen
Diagnosen aufgrund der hohen Expression von FceRI positiv abgegrenzt werden kann
[53]. Um die Sensitivitdit und Spezifitit dieses Abgrenzungsverfahren zu verbessern,
wurde die Expression von FceRI zur Expression von CD32 fiir alle CD1a positiven Zellen
einer Hautprobe ins Verhiltnis gesetzt[55]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich die Aussagekraft dieser Ratio noch verbessern
lieB, wenn zur Berechnung der Ratio nur die Expression von FceRI und CD32 auf IDEC
herangezogen wird. Die Annahme, dass dies zu einer Verbesserung fithren koénnte,

griindet auf der Beobachtung, dass IDEC die stirksten FceRI Expressionswerte beim

84



atopischen Ekzem aufweisen. Wie in 3.5.1 gezeigt, konnte entgegen unserer Annahme
keine Verbesserung der Sensitivitit und Spezifitit der FceRI/CD32 Ratio fiir die
Diagnosestellung des atopischen Ekzems durch die Berechnung dieser Ratio nur fiir IDEC
vs. aller CD1a positiver Zellen erreicht werden. Deshalb sollte weiterhin die klassische
Methode, wie sie in [55] veroffentlicht ist, verwendet werden. Zusitzliche Informationen
konnen aus der CDI1b Expressionsstirke sowie den erhohten Expressionswerten von
CDI11b, CDI11c sowie CD36 gewonnen werden. Im Gegensatz zu der beschriebenen Ratio
lasst sich mit keinem Oberflichenmarker alleine das atopische Ekzem von der
Grundgesamtheit aller untersuchten Diagnosen positiv abgrenzen. Betrachtet man
allerdings das Muster, das sich aus den Expressionsstirken dieser Molekiile ergibt, so
kann dieses Muster, neben dem Majorkriterium der Ratio, als Minorkriterium fiir ein
atopisches Ekzem gewertet werden. Insbesondere bei der Differentialdiagnose zwischen
nur zwei moglichen Alternativen konnen einzelne Molekiile entsprechend der Tabelle
3.5.6.2 zur Diagnosefindung beitragen. In diesem Zusammenhang ist es dann auch
wichtig, die vorliegenden klinischen Befunde mit zu bewerten, um das Spektrum der
moglichen Diagnosen einzugrenzen.

Lésionen der Psoriasis konnen mittels einer Ratio auf IDEC aus CD64/CD11b mit einer
Sensitivitdt von 100% und einer Spezifitit von 96,8% identifiziert werden. Die hohe
Sensitivitiat des Verfahrens beruht auf der Tatsache, dass CD64, aber auch die anderen
IgG-Rezeptoren auf epidermalen dendritischen Zellen in den Psoriasisldsionen besonders
stark exprimiert werden. Biologisch gesehen ist diese hohe Expression von CD64 auf
epidermalen dendritischen Zellen in den Lisionen der Psoriasis auf die Pradominanz eines
TH1-Zytokinprofils zurlickzufiihren [40]. Es konnte nachgewiesen werden, dass in den
Lisionen der Psoriasis das TH1 Zytokin IFN-y nachzuweisen ist [30]. Von IFN-y
wiederum ist bekannt, dass es zu einer erhdhten Expression von CD64 auf dendritischen
Zellen [20], aber auch auf Mastzellen fiihrt [43]. Neben der Ratio aus CD64/CD11b sowie
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der gegeniiber anderen Diagnosen erhohten Expression der IgG-Rezeptoren auf IDEC
weist eine relativ niedrige Expression der B2-Integrine CD11b und CD11c auf IDEC auf
das Vorliegen einer Psoriasis hin. Ein weiteres Kriterium, das fiir eine Psoriasis spricht,
ist der verstirkte Nachweis von CD23 auf IDEC. Zwar konnte gezeigt werden, dass CD23
nur passiv auf der Zelloberflache von epidermalen dendritischen Zellen angelagert wird
[52], jedoch konnte in der vorgelegten Arbeit nachgewiesen werden, dass diese
Anlagerung von CD23 im verstirkten Malle bei der Psoriasis stattfindet. Der
zugrundeliegende Mechanismus bleibt aber unklar. Der verstirkte Nachweis von CD23
auf IDEC, die aus den Léasionen der Psoriasis isoliert wurden, kann dennoch als
zusitzliches empirisches Kriterium fiir das Vorliegen einer Psoriasis gewertet werden.

In der vorgelegten Arbeit konnte ein Verfahren zur Diagnose des Kontaktekzems
entwickelt werden. Es handelt sich dabei um eine Ratio aus E-Cadherin und CD86
Expression auf Langerhans Zellen. Mit Hilfe dieser Ratio lief sich, bezogen auf die 19
analysierten Datensdtze, fiir die Diagnosestellung des Kontaktekzems eine Sensitivitdt
von 100% sowie eine Spezifitdt von 100% ermitteln. Wegen der geringen Fallzahl miissen
diese hohen Werte fiir Sensitivitit und Spezifitit allerdings an einer groBeren
Patientenzahl bestitigt werden. Ein weiteres Kriterium fiir ein Kontaktekzem ist die
auffallend geringe CD49d Expression auf Langerhans Zellen. Insbesondere bei der
Abgrenzung des Kontaktekzems vom atopischem Ekzem ergibt sich hierdurch eine
signifikante Unterscheidungsmoglichkeit dieser beiden Diagnosen. Die Daten der letzten
Ratio aus E-Cadherin/CD80 auf IDEC machten es moglich, die Gruppe der Patienten, die
ein Kontaktekzem vor dem Hintergrund einer atopischen Diathese hatten, zu
diagnostizieren. Zwar waren die Sensitivitdt mit 100% und die Spezifitit mit 85,7% hoch,
jedoch sind die bisher erreichten Fallzahlen ebenfalls noch nicht hinreichend. Auch dieses

Verfahren wird in Zukunft iiberpriift werden.
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Neben der Diagnosestellung ermoglicht die Phanotypisierung auch die Quantifizierung
des Erfolges therapeutischer Verfahren. Dieser Ansatz wurde bereits bei der
Untersuchung der Wirksamkeit einer topischen Therapie des atopischen Ekzems mit dem
neuen immunsuppresiven Makrolid FK-506 (Tacrolimus) erfolgreich angewendet [54].
Besonders im Rahmen von Studien bietet sich die Phédnotypisierung als objektives und
quantitatives Verfahren an. Vorraussetzung hierfiir ist die Bestimmung jener
Oberflichenmolekiile auf Langerhans Zellen und IDEC, die fiir eine bestimmte
Dermatose ein spezifisches Expressionsmuster zeigen. In dieser Arbeit konnte das Muster
fiir normale Haut und das atopische Ekzem verfeinert und fiir die Psoriasis etabliert
werden. Fiir alle tibrigen untersuchten Diagnosen konnte zwar eine krankheitsabhingige
Variation der untersuchten Molekiile auf Langerhans Zellen und IDEC gezeigt werden,
aufgrund der geringen Fallzahl konnte aber kein charakteristisches Muster identifiziert

werden.

4.4 Ausblick

Anhand der hier gewonnenen Daten lieB sich das Verfahren der Phinotypisierung
epidermaler dendritischer Zellen verbessern. Es ist mit Hilfe dieses standardisierten
Verfahrens moglich, in Ergénzung zur klassischen histologischen und laborchemischen
Diagnostik ekzematdse Hauterkrankungen zu differenzieren. Anhand eines definierten
Panels an Oberflachenmarkern und der Erstellung einer Ratio aus den Expressionsstiarken
festgelegter Oberflichenmarker auf CDla+ Zellen kann man insbesondere das atopische
Ekzem, das Kontaktekzem sowie die Psoriasis identifizieren. Die Schwierigkeit des
Verfahrens liegt zum einen darin, dass eine diagnostische Zuordnung nur bei Entnahme
der zu analysierenden Shave-Biopsie aus einem nicht mit Steroiden behandelten Areal

moglich ist, zum anderen miissen Entnahme der Shave-Biopsie, Aufarbeitung der Probe
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und Analyse der Oberflichenmarker und Auswertung standardisiert ablaufen. Die
Weiterentwicklung der Phanotypisierung durch Einbeziehung neuer Oberflichenmarker
sollte es in Zukunft moglich machen, auch jene Dermatosen zu differenzieren, die mit den

bisherigen Molekiilexpressionsmustern noch nicht voneinander abgrenzbar waren.
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5. Zusammenfassung

Die Differentialdiagnose entziindlicher Hauterkrankungen setzt seitens des Dermatologen
ein hohes Mall an klinischer Erfahrung voraus. Labortechnische und histologische
Untersuchungsverfahren sind dabei nur eingeschrinkt hilfreich. Ausgehend von der
Annahme, dass erstens das atopische Ekzem ein krankheitsspezifisches Mikromilieu in
der Epidermis und Dermis aufweist und dass sich zweitens dieses spezifische
Mikromilieu im Phidnotyp der immunkompetenten CDIla positiven epidermalen
dendritischen Zellpopulation widerspiegelt, wurde seit 1995 ein Verfahren zur
Immunphénotypisierung von Langerhans Zellen und IDEC entwickelt. Es konnte gezeigt
werden, dass das atopische Ekzem durch eine hohe Expression des hochaffinen IgE-
Rezeptors (FceRI) bei niedriger Expression des IgG-Rezeptors FcyRII auf den
dentritischen Zellen der Epidermis hoch sensitiv und spezifisch von anderen Dermatosen
abgegrenzt werden kann.

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die standardisierte Phianotypisierung CD1a positiver
epidermaler Zellen so zu erweitern, dass neben dem atopischen Ekzem auch die Diagnose
anderer entziindlicher Hauterkrankungen moglich wird.

Es wurden 296 Patienten mittels standardisierter Phénotypisierung epidermaler
dendritischer Zellen untersucht. Bei 192 Patienten konnte nach Abschluss aller klinisch
diagnostischen Untersuchungen eine eindeutige Diagnose gestellt werden, so dass die an
diesen  Patienten = erhobenen  Phédnotypisierungsdaten  fiir ~ die  Analyse
krankheitsspezifischer Verdnderungen im Oberflichenmarkerprofil von Langerhans
Zellen und IDEC herangezogen wurden. Die Patienten verteilten sich auf 8 Gruppen:
Normale Haut (n=31); Atopisches Ekzem (n=59); Psoriasis (n=41); Allergisches
Kontaktekzem (n=23); Kontaktekzem bei atopischer Diathese (n=14); Lichen ruber (n=6);

Mycosis fungoides (n=10) und Nummuléres Ekzem (n=S8).
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Es konnte gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil epidermaler dendritischer Zellen in
Abhingigkeit von der Diagnose variiert und dass die bei allen entziindlichen Dermatosen
nachweisbare Vermehrung epidermaler dendritischer Zellen vorrangig auf eine de novo
Einwanderung von IDEC in die Epidermis zuriickzufiihren ist. Das wesentliche Ergebnis
der vorgelegten Arbeit ist die Erweiterung der diagnostischen Phinotypisierung auf die
Psoriasis und das allergische Kontaktekzem. So konnte die Psoriasis durch eine Ratio von
CD64/CD11b auf IDEC sinnvoll abgegrenzt werden. Das Kontaktekzem war mittels einer
Ratio aus E-Cadherin/CD86 auf Langerhans Zellen zu identifizieren. Die Gruppe der
Patienten mit Kontaktekzem bei atopischer Diathese wurde durch die Ratio E-
Cadherin/CD80 auf IDEC erkannt.

Die bereits fiir das atopische Ekzem publizierte Ratio FceRI/CD32 auf allen CDla
positiven Zellen wurde mit der gleichen Ratio, ermittelt nur fiir IDEC, verglichen. Eine
Verbesserung der Sensitivitdt und Spezifitit fiir die Diagnosestellung des atopischen
Ekzems konnte hierdurch nicht erreicht werden.

Die starke Expression von FceRI auf LC und IDEC kennzeichnet das atopische Ekzem.
Typisch fiir das atopische Ekzem ist weiterhin die Expression von CD36 auf LC und
IDEC. Die Psoriasis ist durch eine besonders starke Expression der Fcy-Rezeptoren auf
IDEC gekennzeichnet. Dariiber hinaus findet sich eine erhohte passive Anlagerung von
sCD23 an IDEC bei Psoriasis. Gegeniiber anderen Diagnosen ist die Expression von
CDI11b und CDI11c auf IDEC vermindert. Fiir das Kontaktekzem ist die im Vergleich mit
anderen entziindlichen Dermatosen niedrige CD49d Expression auf LC kennzeichnend.
Die Einfiihrung neuer diagnostischer Algorithmen in die Phinotypisierung epidermaler
dendritischer Zellen konnte das diagnostische Spektrum dieser Methode deutlich
erweitern. Neben atopischem Ekzem und normaler Haut wurden auch Algorithmen fiir die
Psoriasis und das allergische Kontaktekzem beschrieben. Die systematische Analyse

weiterer Dermatosen mit epidermaler Beteiligung diirfte auch fiir diese Erkrankungen
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diagnostische Algorithmen aufzeigen, die das Mikromilieu der entsprechenden
Krankheiten widerspiegeln.

Die Phinotypisierung epidermaler dendritischer Zellen diirfte insbesondere im Rahmen
klinisch-therapeutischer Studien vermehrt zur Anwendung kommen, da mit dieser
Methode eine objektive, quantitative Untersuchung einzelner behandelter oder

unbehandelter Hautareale im zeitlichen Verlauf moglich ist.
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7. Anhang

7.1 Medien und Pufferlésungen

7.1.1 Waschmedium (WM)

Grundmedium: RPMI 1640-Medium (Nr. F1215, Seromed) 500 ml
Zu dem Ausgangsmedium wird iiber einen 0,2um Sterilfilter hinzugegeben:
Inaktiviertes FKS (fetales Kilberserum) 50 ml
nach halbstiindiger Erwadrmung bei 56°C (Nr.10106-078;GibcoBRL)

L-Glutamin (Nr. 25030-024, GibcoBRL) 5ml

Antibiotic/Antimycotic Sol. (Nr. 15240-062;GibcoBRL) 5ml

7.1.2 FACS Puffer (10-fach)

zu 375 ml bidestilliertem Wasser wird dazu gegeben:

NaCl (Ref. 6400 Merck) 425¢
Na,HPOy4 (Ref. 6586, Merck) 535¢g
NaH,PO4xH20 (Ref. 6346 Merck) 224 ¢

Nach Auflosen unter stindigem Rithren wird dies zur Lésung hinzugefiigt:

Inaktiviertes, 30 Minuten bei 56°C erwarmtes FKS 50 ml
Na-Azid (Ref. 6688, Merck) 20g
Diese Losung wird weiterhin mit HCL bzw. NaOH auf einen pH-Wert von 7,2 —7,4
eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf exakt 500 ml verdiinnt.

Riickverdiinnung:

Bei Gebrauch wird die Flasche mit diesem 10fach konzentrierten FACS-Puffer auf dem
Magnetriihrer erwiarmt, bis der Bodensatz vollig gelost ist.

Anschlieffend wird je 50 ml der Losung mit 450 ml bidestilliertem Wasser rekonstruiert

sowie der fertige Puffer mittels einem 0,2 um Sterilfilter gereinigt.
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7.1.3 Phosphate-buffered saline (PBS), pH 7,2-7,4

Zu bidestilliertem Wasser wird dazu gegeben:

NaCl (Ref. 6400 Merck) 9,00 g
Na,HPOj, (Ref. 6586, Merck) 1,15 ¢
NaH,PO4xH20 (Ref. 6346 Merck) 0,27 ¢

Nach Einstellung des pH-Wertes der Losung mit NaOH (Ref.9137, Merck) bzw. HCI

(Ref. 9057, Merck) wird diese mit bidestilliertem Wasser auf exakt 1000 ml verdiinnt.

7.2 Reagenzien zur Herstellung der Rohzellsuspension

0,1% DNAse (Desoxyribonuclease I, Nr. D-5025, Sigma) in PBS pH 7,2-7,4

0,5% Trypsin (Nr. T-1005, Sigma) in PBS, pH 7,2-7,4

7.3 Seren und Antikérper zur Phédnotypisierung

7.3.1 Seren

Normal Mouse Serum (Nr. 015-000-120, Dianova)

7.3.2 Direkt mit Farbstoff konjugierte Sekundarantikorper

GaM-FITC (Nr. 115-016-008) Fluorescein-Isothiocyanat-konjugiertes Ziegen-anti-Maus-

IgG F(ab") ,-Fragment , spezifisch filir Fcy-Fragmente (Jackson)

7.3.3 Pra-Mix

Es handelt sich dabei um ein vorbereitetes Medium zur Doppelfarbung von 7AAD und
T6RDI1. Bei der Herstellung des Reagens wird zur Erkennung der toten Zellen 1 mg
7AAD (7-Aminoactinomycin D, Nr. A-9400, Sigma) in 1 ml DMSO
(Dimethylsulfoxid, Nr. 9678, Merck) gelost und mit PBS-Azid (0,1%
Natriumazid;Ref. 6688, Merck) in einem Verhiltnis von 1:20 verdiinnt. Je 200 pl

dieser 7AAD Losung in PBS-Azid werden weiterhin mit 30ul TORD1 Nr. 6603185,
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Coulter Electronics), einem an Phykoerythrin (PE) gekoppelten, monoklonalen

Antikorper gegen CD1a und mit 270 pul PBS-Azid vermischt.
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