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Zusammenfassung

Chronisch-entziindliche Dermatosen sind in Deutschland weit verbreitet und
haben einen enormen Einfluss auf die Lebensqualitat der Erkrankten. Ferner
stellen sie eine groRe Belastung fur das Gesundheitssystem dar. Das
umfassende Verstandnis der molekularen Prozesse und Signalwege bildet die
Basis, um mogliche Beziehungen zwischen den Hauterkrankungen aufzudecken.
Der Nachweis von Ahnlichkeit und Ubereinstimmung in den Signalwegen bietet
die Aussicht, dass etablierte Therapien auch bei anderen Erkrankungen helfen

kbnnen.

Der Zweck dieser Arbeit ist der Nachweis der Expression von IL-18, IL-17A, IL-
22, IL-23 und TNF-a in drei chronisch-entzundlichen Dermatosen: Acne inversa
(Al), Sinus pilondalis (SP) und Perifolliculitis capitis abscedens et suffodiens
(PCAS). Bei allen untersuchten Diagnosen handelt es sich um potentiell
verwandte Erkrankungen der Haarfollikel, die durch Verlegung der
Ausfuhrungsgange zu ausgedehnten Entzindungsreaktionen mit Bildung von
Knoten, Abszessen und Fisteln fiihren.! Bereits nachgewiesen ist, dass IL-1p, IL-
17A, IL-22, IL-23 und TNF-a eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Acne
inversa spielen und Antikorpertherapien an einigen dieser Zielproteine spezifisch

angreifen, um den Verlauf der Erkrankung zu verbessern.?3

Die Expression der Proteine wurde in Lasionen von Patienten mit den drei
Indikationen immunhistochemisch an paraffiniertem Gewebe untersucht. Wie
erwartet, zeigten sich in der uUberwiegenden Anzahl der Proben grolde
entzundliche Infiltrate und hier wurde die Expression aller untersuchten Zytokine
in  unterschiedlicher Intensitdt nachgewiesen. Vielversprechend war
insbesondere die Expression von IL-17A und IL-23 in SP und PCAS. Die
Expression von IL-1p war insgesamt eher gering ausgepragt; bei Al noch etwas
hoher als in SP und PCAS. Die Farbungen auf IL-22 zeigten sich kraftig in allen
untersuchten Dermatosen. Allerdings gibt es bisher keine zugelassene Therapie

zur Modulation dieses speziellen Zytokins. IL-22 scheint eine zentrale Rolle in



der Pathogenese der Al zu spielen.* Mit TNF-a-Blockern wurden schon gute
therapeutische Ergebnisse bei Al und PCAS erzielt.>¢ Deshalb ist der Nachweis
von TNF-a in den entzundlichen Lasionen zu erwarten gewesen. Auch bei den
SP-Proben fanden sich deutlich erhéhte Protein-Level, sodass auch hier eine
gezielte Therapie von Vorteil sein konnte. Wegen des geringen Probenumfangs
und der Methodik sind weitere gezielte Untersuchungen notwendig. Dennoch
konnten viele Gemeinsamkeiten der Zytokinexpression ausgemacht werden,
was vielversprechende Hinweise auf mogliche Behandlungsansatze bei Al, SP
und PCAS zuladsst. Diese Arbeit bietet einen ersten Blick auf den

immunologischen Phanotyp der verwandten Dermatosen.



Abstract

Chronic or recurrent inflammatory dermatoses are widespread in Germany and
have an enormous impact on quality of life for patients. Additionally, they are a
financial burden for healthcare and social care systems. Comparison and detailed
understanding of the molecular processes and underlying pathways are of
significant interest to uncover connections between different skin diseases.
Revealing resemblances in the disease-driving pathways, open up the chance to

redirect established treatment options of related skin conditions.

The objective of this thesis was to detect the expression of IL-13, IL-17A, IL-22,
IL-23 and TNF-a in three different chronic dermatoses [Hidradenitis
suppurativa/Acne inversa — (“Al”), Pilonidal sinus — (“PS”) and Dissecting
folliculitis — (“DC”)]. All of the investigated skin conditions are based on the
occlusion of hair follicles which leads to local inflammatory reactions with
occurrence of nodules, abscesses and sinus tracts.! The expression of the five
cytokines has already been shown in Al lesions.? Furthermore, therapies
specifically targeting cytokines like anti-TNF-a biologics are already successfully
used in Al patients.?? Immunohistochemical staining on lesional samples of the
dermatoses was performed to investigate the expression of IL-1p, IL-17A, IL-22,
IL-23 and TNF-oa. Most samples showed great areas of inflammation and all

cytokines could be found in differing intensity.

IL-1B expression was over all rather low but IL-17A and IL-23 expression in PS
and DC showed promising results. Stainings of IL-22 were relatively intense in all
three dermatoses and although IL-22 seems to play a crucial role in Al
pathogenesis* a specific medication for its modulation is yet to be found and
approved. Since anti-TNF-a biologics are already used for treatment of Al and
partly DC,5® TNF-a. expression in all samples is no surprise. Additionally, high
TNF-a expression in PS samples indicate a possible advantage from such

individual therapy.



This examination gives a first look at the immunological phenotype of the three
dermatoses. Due to small sample size and modalities of the method further
specific investigations regarding these cytokines are necessary. Nevertheless,
many similarities were found and give leads to additional plus achievable

treatment options for Al, PS and DC.



1. Einleitung

Das Immunsystem schutzt den Korper vor Krankheitserregern durch diverse
Effektorzellen und Molekule. Verantwortlich flr die angeborene und erworbene
Immunantwort sind die Aktivitdten der verschiedenen weilden Blutkoérperchen
(Leukozyten). Die Zellen der angeborenen Immunantwort umfassen
Makrophagen, Granulozyten und naturliche Killerzellen; die der erworbenen
(adaptiven) Immunantwort B- und T-Zellen.’(°ha13) Bej einem gesunden
Immunsystem regen externe Pathogene, z.B. Bakterienbestandteile, diese
Zellen dazu an Zytokine und Chemokine auszuschitten, um eine
Entzindungsreaktion hervorzurufen und der potentiellen Erkrankung optimal
entgegenzuwirken.®char!) Dje Durchlassigkeit der GefaRwéande wird erhoht,
sodass Flussigkeit, Proteine und Zellen in das Gewebe eindringen kénnen. Die
Anhaftungsfahigkeit der Gefallwande wird gesteigert, damit weitere Zellen des
Immunsystems sich anheften und an der Entzindungsreaktion beteiligen
konnen. Dies fuhrt zu sichtbaren Reaktionen des Gewebes wie Rotung,
Schwellung, Uberwarmung und Schmerz. Zytokine wirken in diesem

Zusammenhang als Botenstoffe zwischen den Zellen.8char1)

Autoimmunerkrankungen basieren auf dem erworbenen Teil des Immunsystems,
dabei wird ein Gewebeschaden durch die adaptive Immunreaktion auf
korpereigene Antigene induziert.8char15)  Autoinflammatorische Erkrankungen
hingegen fullen auf dem angeborenen Immunsystem. Hierbei versagen die
Prozesse zur Regulierung und Begrenzung der Entzindungsreaktion in beiden

Anteilen des Immunsystems.8char13)

Al, SP und PCAS haben makroskopisch und mikroskopisch viele
Gemeinsamkeiten. Es handelt sich bei allen Erkrankungen um chronisch
entzundliche Prozesse, die unterschiedlich lokalisiert sind. Autoinflammatorische
Mechanismen in Kombination mit opportunistischer und pathogener

Keimbesiedlung spielen bei ihnen eine zentrale Rolle.!



Die morphologischen Gemeinsamkeiten liegen in der Bildung von schmerzhaften
Knoten, tiefliegenden Abszessen und der Auspragung von Fistelgangen. Im
Verlauf kommt es zu Eiter- und Sekretabsonderungen sowie nach Ausbrennen
der Entzindung zu ausgedehnter Narbenbildung, was an der Kopfhaut sekundar

zu kahlen Stellen (Alopezie) fiihrt.°

Da die Al sehr haufig multilokular auftritt, haben verschiedene Autoren bereits die
These aufgestellt, dass es sich bei den anderen beiden Erkrankungen um
erweiterte Manifestationsorte oder pathophysiologisch eng verwandte

Erkrankungen handeln konnte 510

Die klinischen Veranderungen der Haut fuhren zu Vorurteilen in der Bevdlkerung,
welche mit weitreichenden sozialen und psychischen Folgen fur die Erkrankten
einhergehen konnen."" Die Nachfrage nach wirksamen, sicheren und
vertraglichen Therapien ist dementsprechend hoch. Besonders von den
Erkrankungen stark Betroffene, haben meist keine andere Wahl als die
chirurgische Therapie. Der komplikationslose Erfolg und die Rezidivrate dieser

Therapie kénnen deutlich variieren.%10

Die Zytokine TNF-a, IL-1B, IL-17A, IL-22 und IL-23 nehmen Schlusselpositionen
in entzindlichen Prozessen der Haut ein, was im Kapitel 2.2.5 Untersuchte
Zytokine erlautert wird. AuRerdem hat es aufgrund der Erforschung der
Zytokinkonstellationen bei Psoriasis vulgaris (PSO) in den letzten beiden
Dekaden eine Erweiterung der Therapiemdoglichkeiten mit AntikOrpertherapien
gegeben (IL-23-und IL-17-Blocker).’? Die molekularen Grundlagen sind

umfassend erforscht worden.3

Es stellt sich die Frage, ob bei primarem oder rezidivierendem Auftreten von SP
oder PCAS Antikorpertherapien ebenfalls eine Therapieoption darstellen
konnten. Um weiter in diese Richtung zu forschen, ist die fundierte Kenntnis der
zugrunde liegenden biochemischen Vorgange und Signalwege notwendig.
Nachdem die Zytokine TNF-a, IL-1, IL-17A, IL-22 und IL-23 in Al-Proben bereits

nachgewiesen wurden? (siehe auch Kapitel 2.2.1 Acne inversa und 2.2.5



Untersuchte Zytokine), ist das Ziel dieser Arbeit, in SP- und PCAS-Proben diese

Zytokine ebenfalls mittels Immunhistochemie aufzuspuren.



2. Theoretische Grundlagen

2.1 Aufbau der Haut

Die Haut besteht aus drei Schichten: der Epidermis, der Dermis und der Subkutis.
Der Begriff ,Kutis“ fasst dabei die Epidermis und die Dermis zusammen (Vgl.
Abbildung 3). Die Aufgaben der Haut sind vielfaltig. Sie dient als Barriere gegen
aulBere Einflisse, schutzt vor Austrocknung und ist verantwortlich flr die
Thermoregulation. Da in der Haut zahlreiche Nerven enden, spielt sie aulierdem
eine wichtige Rolle in der Tastwahrnehmung und ist entscheidend bei

Temperatur- und Schmerzempfinden.'

Die Epidermis, die oberste Hautschicht, ist durch eine standige Zellerneuerung
gekennzeichnet. Die ganzliche Erneuerung dauert bei einem gesunden
Menschen durchschnittlich 28 Tage. Die Epidermis besteht aus einem
mehrschichtig, verhorntem Plattenepithel. Sie wird wiederum in funf Schichten
unterteilt. Diese werden Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum,
Stratum lucidium und Stratum corneum genannt. Die untersten drei Schichten
bestehen aus vitalen Keratinozyten, wahrend das Stratum corneum aus
abgestorbenen Hornzellen besteht. Durch diese Schichten passiert eine
permanent andauernden Zellwanderung von der Basalmembran zum Stratum

corneum, wahrend derer sich die Zellen differenzieren.”(chap22)

Auf der Basallamina fuld3t das Stratum basale und schlie3t sich somit an die
Dermis an. In dieser Schicht befinden sich die epidermalen Stammzellen. In
gesunder Haut finden ausschliel3lich hier Mitosen statt. Durch die Proliferation ist
der konstante Nachschub an Keratinozyten fir die Erneuerung der obersten
Hautschicht gewahrleistet. AuRerdem beginnt hier die Differenzierung der Zellen.
In den Schichten Stratum spinosum und Stratum granulosum entwickeln sich die
Zellen weiter und es werden die fur den Verhornungsprozess notigen Stoffe, wie
z.B. Keratin, eingelagert. Das abschlieRende Stratum corneum besteht aus

abgestorbenen Keratinozyten.®



Die Zellen verlieren bei ihrer Transition einen Grofdteil ihres Wassers, den
Zellkern und die Zellorganellen. Wie in Abbildung 1 zu erkennen ist, flachen sie
durch diesen Prozess ab und sind deutlich von den vorherigen Schichten zu
unterscheiden. Diese abgestorbenen Hautzellen werden an der Oberflache

standig abgetragen und durch nachfolgende Zellen ersetzt.”(chap22)

Die Differenzierung dient dem Aufbau der auRerst widerstandsfahigen
Hornschicht (Stratum corneum). Durch sie fungiert die Haut als Schutz vor
mechanischen und chemischen Reizen, sowie als wasserdichte
Diffusionsbarriere, die den Menschen vor dem Austrocknen schutzt. Zugleich
bietet sie eine antimikrobielle Schutzschicht und bewahrt vor dem Eindringen
hydrophiler Stoffe.”(chap22)

Keratinozyten im gleichen Differenzierungsstadium, befinden sich auf der
gleichen Ebene innerhalb der Epidermis. Abbildung 1 zeigt den Aufbau der
Epidermis. Sie besteht hauptsachlich aus Keratinozyten. Daneben sind zu 10 %
Melanozyten (Pigmentierung), Langerhanszellen (Immunabwehr) und Merkel-

Zellen (Tastsinn) vorhanden.”(chap22).9
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Abbildung 1: Aufbau der Epidermis

a) Histologischer Aufbau b) Schematische Darstellung. Modifiziert nach Lillmann-Rauch’(¢hap22)

a) Histologische Farbung der Epidermis am Beispiel einer Wangenhaut. Epidermis braunlich gefarbt,
Stratum papillare der Dermis blaulich gefarbt. b) Schematische Darstellung der vier Schichten der
Epidermis: Stratum corneum (C), Stratum lucidum (Lc), Stratum granulosum (G), Stratum spinosum (S) und
Stratum basale (B). Zelltypen der Epidermis: Keratinozyten (K) in unterschiedlichen Differenzierungsstadien,

Langerhans-Zelle (L) und Melanozyt (M). Abtrennung von Epidermis zu Dermis durch Basallamina (BL).

Uber die dermo-epidermale Junctionszone ist die Epidermis fest mit der
darunterliegenden Dermis verbunden. Es kommt zu einer Verzahnung der
Dermis in die Reteleisten der Epidermis.”(€"a22) Wird dieser Prozess gestort, ist
eine verminderte Haftung der Epidermis auf der Dermis die Folge. Dies ist bei
einigen Krankheitsbildern der Fall, zum Beispiel bei blasenbildenden

Hauterkrankungen.'

Die Dermis setzt sich aus den zwei Schichten Stratum papillare und Stratum
reticulare zusammen. Das Stratum papillare besteht aus lockerem Bindegewebe,
das von dunnen Kollagen- und elastischen Fasern gebildet wird. Sie enthalt
aulBerdem viele lymphatische Zellen, wie Lymphozyten, Mastzellen und
Makrophagen, sowie freie Nervenenden. Letztere verursachen den bei vielen
Hauterkrankungen obligatorischen Juckreiz oder Schmerz. Im Gegensatz zum

Stratum papillare handelt es sich beim Stratum reticulare um ein straffes,
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geflechtartiges Bindegewebe mit kraftigen Kollagen- und elastischen Fasern. Es

ist verantwortlich fur die mechanische Belastbarkeit der Haut.”(chap22)

Aulerdem befinden sich in der Dermis die endstéandigen Blutgefale, sowie
Hautdrisen und Haarfollikel. Diese kdnnen zum Teil in die dritte Schicht, die
Subkutis, Ubergehen. Diese Unterhaut wird aus einer subkutanen Fettschicht
gebildet und dient als Verschiebeschicht und Druckpolster. Aufderdem ist sie
essentielle Energiereserve fiir unseren Korper.® Ferner sind die in dieser Arbeit

untersuchten Entzindungen Uberwiegend in der Dermis lokalisiert.

Abbildung 2 zeigt einen histologischen Schnitt einer gesunden Haut-Probe.

Abbildung 2: Histologischer Schnitt einer gesunden Haut

HE-Farbung, 4x VergroRerung. Schmale Epidermis, wenige Zellen und GefalRe und Drisen in der Dermis.

2.1.1 Hautanhangsgebilde

In Abbildung 3 wird schematisch das Haar und die Drusen der Haut als
Hautanhangsgebilde dargestellt. Man kann zwei Grundtypen von Haaren
unterscheiden: Vellushaare bedecken beim Kind und der Frau den Grofteil des
Koérpers. Sie sind dunn (bis 20pm), kurz, wenig pigmentiert, ihr Follikel liegt in der
Dermis. Terminalhaare hingegen sind dick (bis 100um), pigmentiert und ihre
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Follikel tiefer bis in die Subkutis reichend. Hierzu gehdren das Haupthaar,
Wimpern, Brauen, Achselhaar, Schamhaar und beim Mann Barthaare.’(¢har22)
Der allgemein als ,Haar“ bezeichnete Teil, welches aus der Haut herausragt, ist
das langere Ende des Haarschafts, der den vollstandig verhornten Teil des
Haares ausmacht. Dieser wiederum besteht zum Hauptteil aus Haarrinde und
zum geringeren aus Mark. Das untere Ende des Haarschafts steckt in der Haut

im Haarfollikel.”(chap22)

Den kolbig aufgetriebenen Boden des Haarfollikels nennt man Haarbulbus. Hier
liegen die teilungsfreudigen Zellen der Haarmatrix, die das Haar wachsen lassen.
Die Dermis bildet einen zellreichen bindegewebigen Fortsatz, der die Haarpapille
bildet und von unten in den Haarbulbus hineinragt. Hier liegen auch Kapillaren
zur Versorgung des Haares, sodass ohne Papille die Bildung des Haares nicht

maoglich ist.”(chap22)

Haartrichter

Talgdrise

Epidermis {

Stratum

papillare M. arrector pI|I

Apokrine SchweiRdrise
Cutis =

Wurzelscheide

Matrix

Papille

Ekkrine SchweiBdrise
Haarschaft

Dermis

Stratum
reticulare

Subcutis —

Abbildung 3: Schaubild zu Hautanhangsgebilden

chap22)

Modifiziert nach LUIImann-Rauch7( und Amboss

Am Haartrichter mindet der Follikel an die Oberflache. In seinen Verlauf

wiederum enden die Ausfuhrungsgange der Talgdrisen und apokrinen

12



Schweilydrisen. Talgdrisen geben ein dliges Sekret ab (Sebum), das aus
abgestorbenen fetthaltigen Epithelzellen gebildet wird. Es gibt apokrine und
ekkrine Schweilddrisen. Beide Typen bestehen aus einem langen,
unverzweigten Schlauch, dessen Endstlck stark aufgeknault ist. Ekkrine
Schweilydrisen liegen im Stratum reticulare der Dermis und sind fur die
Thermoregulation entscheidend; ihre hochste Dichte liegt an Stirn, Hand- und
Fuldflachen vor. Apokrine Schweilldrusen sind grof3er und liegen naher am
Stratum papillare der Dermis. Sie sind fur die Abgabe von Duftstoffe
verantwortlich und befinden sich z. B. in Achsel-, Genital-, Perianalregion und um

die Brustwarzen.®

Alle Drusen liegen in direkter Nachbarschaft zur auf3eren bindegewebigen
Wurzelscheide, die den gesamten Follikel umgibt. Die inneren epithelialen
Wurzelscheiden sind von ihr durch eine dicke Basalmembran getrennt. Diese
Hullen sind einerseits fur die Verankerung des Haares und andererseits wegen
multipotenter Stammzellen fur neue Matrixzellen und zur Erneuerung der

Talgdriisen wichtig.”(chap22)

An der aulieren Wurzelscheide setzt auch der Musculus arrector pili an. Er ist ein
glatter Muskel, der durch Kontraktion ein Aufrichten des Haares und Auspressen
des Sekretes aus der Talgdriise bewirken kann.'® Er wird durch den Sympathikus

innerviert und kann u.a. Piloarrektion verursachen.’(char22)
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2.2 Indikationen

2.2.1 Acne inversa

Al, auch Hidradenitis suppurativa genannt, ist eine chronisch-entzindliche
Hauterkrankung, welche betroffene Patienten stark physisch und psychisch
belastet.’® Die Pravalenz der Erkrankung schwankt zwischen verschiedenen
Ethnien deutlich. Weltweit liegt sie zwischen 1 und 4%." In Europa betragt die
Zahl der Betroffenen circa 1%. Die Krankheit betrifft haufiger Frauen, jedoch ist
die Auspragung der Erkrankung bei Mannern schwerwiegender. Die
Erstmanifestation liegt meist zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr. Besonders

haufig sind Menschen um das 20. Lebensjahr betroffen.'®

Abbildung 4 zeigt das klinische Bild eines im Bereich der rechten Achsel von Al
betroffenen mannlichen Patienten und einer anogenital-inguinal betroffenen
Patientin. Zunachst wurde angenommen, dass es sich bei dem Krankheitsbild
der Al um eine Erkrankung der apokrinen Schweil3driisen handelt. Allerdings
kommt es stattdessen zu einer Entzindung der Terminalhaarfollikel und der
TalgdrUsen in intertriginOser Lokalisation, was spater gezeigt werden konnte.
Betroffen sind vor allem die Bereiche unter den Achseln, im Leisten- und
Anogenitalbereich. Patientinnen kénnen eine Al auch submammar ausbilden.’

Diese naturlichen, meist behaarten Hautfalten nennt man Intertrigines.

Wahrscheinlich bewirkt eine beschleunigte Hyperkeratose in diesen
Hautbereichen die Verstopfung der Talgdrisen-Haarfollikel-Einheit mit
Hornmaterial und eine anschlieBende Verlegung des Ausflhrungskanals.
Sekundar erfolgt eine Infektion durch Bakterien, meist Staphylococcus aureus.
Die Entzindung und Okklusion der Talgdrise fuhrt zur Ruptur der
Talgdrisenzyste, wodurch sich die Inflammation in das umliegende

Bindegewebe ausbreiten kann.®
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Abbildung 4: Klinisches Bild einer Al

Entziindete Knoten, Abszesse, drainierende und nicht drainierende Fisteln und ausgepragte Narbenbildung
axillar (links) sowie inguinal (rechts). Auf dem rechten Bild zeigt sich auch die Absonderung von blutigem
Wundsekret sowie postinflammatorische Hyperpigmentierung. (Abbildung?®)

Anschlieend bildet dies die Grundlage einer granulomatdsen
Entzindungsreaktion, die mit der Bildung schmerzhafter subkutaner Knoten,
Abszesse, Sinus-Trakte und Fisteln einhergeht. Dieses Stadium férdert und
bedingt eine sekundare Entzindung der ekkrinen und apokrinen Schweil3drisen.
Hypertrophierende Narben entstehen bei einem Ausbrennen der

Entziindungsherde.%?

Fur die Schwere des Krankheitsgrades gibt es unterschiedliche Klassifikationen.

Gangig ist die Einteilung nach Hurley in drei Stadien® (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Einteilung des Schweregrades der Erkrankung nach Hurley

(aus der Leitlinie zu Al von 2012°)

Hurley-Stadium

Definition

Stadium | Einzelne Abszesse, keine Fistelgange
oder Vernarbungen

Stadium Il Ein oder mehrere weit auseinander
liegende Abszesse mit Fistelgangen und
Narbenbildung

Stadium Il Flachiger Befall mit Abszessen,

Fistelgangen und Narbenzugen

Histopathologisch ist die Al durch Hyperplasie des follikularen Epithels,

epidermoide Hyperkeratose und Perifolliculitis gekennzeichnet. Die Bildung von

Zysten und Fistelgdngen wird durch die Entstehung eines entzindlichen

Zellinfiltrats, ahnlich dem der PSO, begleitet. Dieses zeichnet sich durch

Mastzellen, T-Lymphozyten, dendritischen Zellen, neutrophile Granulozyten und

Makrophagen aus.??

Abbildung 5 zeigt das histologische Bild einer Al in HE-Farbung.
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Abbildung 5: Histologischer Schnitt einer Al

in HE-Farbung, 4x Vergroflerung. Teilweise angeschnittener Haarfollikel mit ausgedehnten
gemischtzelligen, entzlindlichen Infiltraten in der Dermis.

Die Atiologie der Al ist tiberwiegend noch nicht bekannt. Es konnten aber einige
wichtige Triggerfaktoren ausgemacht werden. Ubergewicht und Tabakkonsum
befordern die Ausbildung und die Schwere des Krankheitsverlaufs.?® Es konnte
gezeigt werden, dass durch den IL-23/Th17- Signalweg pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-1B, IL-12, IL-17, IL-23 und TNF-a in L&sionen gehauft
nachweisbar sind und eine zentrale Rolle bei der Erkrankungsentstehung inne
haben.?*-26 Nahere Informationen hierzu finden sich im Kapitel 2.2.5 Untersuchte
Zytokine.

Das Krankheitsbild geht fir Betroffene mit einer starken Einschrankung ihrer
Lebensqualitat einher: Ein hoher Leidensdruck entsteht durch starke,
andauernde Schmerzen und psychische Belastung. Die charakteristischen
aktiven Fisteln oder Abszesse kdnnen sich spontan 6ffnen, wodurch es zu
unangenehmer Geruchsbildung durch Austritt von Eiter und Wundfllssigkeit

kommen kann. Die Schmerzen, Narben und der Foetor fiihren zu massiven
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Einschrankungen im Arbeitsalltag und im sozialen Bereich. Daraus resultiert ein
sozialer Ruckzug und konsekutiv die vermehrte Inzidenz von depressiven

Stérungen. 27

Weitere Komorbiditaten sind das metabolischen Syndrom und damit verbundene
kardiovaskulare Erkrankungen,?®2% Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und

Spondylarthropathien.®

Die Behandlungsoptionen der Al sind begrenzt. Die Leitlinie von 2012 empfiehlt
zunachst topische Therapien, z.B. eine 1%ige Clindamycin-Losung. Aul3erdem
kann eine chirurgische Entfernung des befallenen Gewebes bzw. einzelner
Lasionen durchgeflhrt werden. Weiterhin gibt es systemische Therapien, wie die
Verabreichung von Antibiotika (z.B. Clindamycin in Kombination mit Rifampicin,
oral) oder TNF-a-Hemmern (z.B. Adalimumab, subkutan oder Infliximab,
intravends).> Die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs ist durch
Lifestyle-Veranderungen der Patienten vor allem hinsichtlich Gewichtsreduktion

und Nikotinverzicht moglich.3°

2.2.2 Sinus pilonidalis

Der SP, auch SteilRbeinfistel, ist eine Entziindung im subkutanen Fettgewebe im
Bereich der SteilRbeinregion und Gesal¥falte. Diese kann akut, chronisch oder
rezidivierend verlaufen. In Deutschland betrug die Inzidenz 48/100.000 im Jahre
2012.7% In den meisten Studien zeigte sich, dass Manner 2-3x haufiger betroffen
sind als Frauen. Die Haufigkeitsspitze liegt in der zweiten und dritten
Lebensdekade.!

Es existieren verschiedene klinische Auspragungsformen wie in Abbildung 6
dargestellt. Die asymptomatische Form ist durch eine oder mehrere Pori
(Hautéffnungen) an oder in der Analfalte gekennzeichnet, stellt einen
Zufallsbefund dar und bringt keine Beschwerden mit sich. Sie kann nach langerer

Zeit durch mechanische Reizung oder spontan in die akut abszedierende Form
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ubergehen, die mit Schmerzen und Schwellung (oft paramedian) einhergeht.
Ferner kann sich ein chronisches Stadium ausbilden, bei dem es zu
permanentem oder intermittierendem eitrig-serdsem Sekretabfluss aus dem
Primarporus oder lateralen Sekundarpori kommt. In der mikrobiellen Besiedlung
infizierter SP spielen sowohl anaerobe (v. a. Bakteroides) als auch aerobe Keime

(Escherichia coli, Proteus subspezies, Streptokokken, Pseudomonaden) eine

Rolle. Die Diagnose wird klinisch gestellt."°

Abbildung 6: Klinisches Bild eines SP

A: SP im akuten Stadium. Gesaffalte mit deutlichen Entziindungszeichen. (Bild nicht verandert)®?

B: SP im chronischen Stadium. Markierung: Zwei mehrere Millimeter gro3e, gerétete Pori mit serésem
Sekretaustritt.>?

Es gibt unterschiedliche Thesen zur Atiologie des SP. Aktuell vorherrschend wird
die Erkrankung als eine erworbene angesehen, die mit verschiedenen
genetische Co-Dispositionen einhergeht. Dabei sollen vom Kopf herabfallende
scharfkantige Schnitthaare durch Reibebewegungen der Gesalbacken in die
Haut eindringen. Da die Hornschuppen der Haare wie Widerhaken fungieren,
dringen sie bis ins subkutane Fettgewebe vor und I6sen dort ein
Fremdkdrpergranulom aus, welches nicht spontan heilt (asymptomatische Form)

und sich sekundar infizieren kann (akute/chronische Form).10
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Differentialdiagnostisch sollte an Anal- und Morbus Crohn-Fisteln gedacht und
diese vor einer Intervention ausgeschlossen werden. Die Al wird einerseits als
weitere mdgliche Differentialdiagnose beschrieben und andererseits gibt es
aktuelle Daten, die starke Parallelen zur Al aufzeigen.'® Diese Thematik wird im
Kapitel 5.3 Unklare Atiologie des SP - Was spricht fiir eine isolierte Form der Al?

naher diskutiert.

Die Therapie des symptomatischen SP erfolgt in Deutschland in aller Regel
operativ, wobei es hier unterschiedliche Herangehensweisen hinsichtlich
Radikalitat und Methoden der Defektdeckung gibt. Der asymptomatische SP

stellt keine Therapieindikation dar.®

Abbildung 7: Histologischer Schnitt eines SP

in HE-Farbung, 4x VergréRerung. Gemischtzellige, entzlindliche Infiltrationen und Gewebedesktruktion.

Abbildung 7 zeigt ein exemplarisches histologisches Bild eines SP. Zunachst
sind die histopathologischen Kriterien fur den SP definiert Uber eine
Abszesshdhle mit Haarfragmenten, welche oft im subkutanen Fettgebewebe liegt
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und Uber Sinustrakte mit der Hautoberflache kommuniziert. Diese Gange sind mit
verhornendem Plattenepithel ausgekleidet und kénnen von Granulationsgewebe
umgeben sein. Neben Haarfragmenten befinden sich in der fibrosen
Pseudokapsel der Abzesshohle auch Entzindungszellen, Hornmaterial,

Bakterien und Fremdkorpergranulome.®

Doll et al. zeigten, dass selbst in asymptomatischen SP-Exzidaten Uberwiegend
Anzeichen von chronischen und teilweise auch akuten entzindlichen

Gewebeveranderungen nachweisbar sind.34

Parallel hierzu bilden sich bei der Al im Verlauf auch haufig Abszesshéhlen und
Fistelgange aus. Diese sind meist ebenso epithelausgekleidet und mit

Granulationsgewebe assoziiert.®

2.2.3 Perifolliculitis capitis abscedens et suffodiens

Die PCAS manifestiert sich durch tiefe perifollikulare Abszesse, Knoten, Pusteln
und Sinustrakte an der Kopfhaut, vor allem in Okzipital- und Parietalregion.’
Diese entziindlichen Prozesse konnen zu vernarbender Alopezie fihren.® Vor
allem dunkelhautige Manner in der zweiten bis vierten Lebensdekade leiden
unter dieser Erkrankung.! Manner kaukasischen Ursprungs sind nur in einem

Zehntel der Falle betroffen, Frauen und Kinder noch deutlich seltener.®

PCAS ist eine seltene Erkrankung, die jedoch haufiger in Zusammenhang mit der
Acne-Triade genannt wird, welche das gleichzeitige Auftreten von Acne
conglobata, Al und PCAS umfasst. Bei der Acne-Tetrade werden die ersten drei
Dermatosen durch den SP erganzt.3® Wahrscheinlich liegen auch hier eine
Follikeldysfunktion und eine gestdrte kutane Immunabwehr gegen kommensale

und opportunistische Keime pathophysiologisch zugrunde.®

Pathognomonisch fur die PCAS sind mottenfraRartige, haarlose Uber das

Hinterhaupt verteilte Stellen, deren Ursprung kommunizierende Fisteln und
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tiefsitzende Abszesse bilden, siehe Abbildung 8. Durch Druckaustbung kann

sich aus mehreren Stellen Eiter entleeren, manchmal einige Zentimeter entfernt.®

Abbildung 8: Klinisches Bild einer PCAS

MottenfraBartige haarlose Areale am Hinterhaupt, Abszesse, Knoten und Fisteln?°

Kowalska-Oledzka et al. zeigten in einer Studie mit kleinem Stichprobenumfang,
die verschiedene Erkrankungen der Kopfhaut untersuchte, aufllerdem
trichoskopisch das Vorkommen von ,Schwarzen Punkten® bei PCAS. Die
Definition eines ,Schwarzen Punkts® ist ein abgebrochenes Haar, dessen oberer
Abschnitt seiner Haarwurzel am Haartrichter des Haarfollikels verankert bleibt,
und somit dermatoskopisch wie ein Makrokomedo (Mitesser) aussieht. Diese
schwarzen, runden Strukturen, welche in der follikularen Offnung anséssig sind,

wurden ansonsten als spezifisch fiir die Alopezia areata angesehen.3¢

Sogenannte ,Gelbe Punkte® zeigen sich trichoskopisch ebenfalls bei PCAS sowie
bei anderen Kopfhauterkrankungen (Alopezia areata, Diskoider Lupus
erythematodes und Androgene Alopezie). Sie werden durch keratotisches
Material und/oder Sebum im follikularen Haartrichter gebildet und kdnnen in
Farbauspragung, Form und GroR3e variieren. Bei PCAS sind sie charakteristisch
als grolRe plastische, seifenblasenartige Gebilde uUber dunklen dystrophen

Haaren zu finden.%”
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Therapeutisch sind unterschiedliche Ansatze moglich, wobei man darauf
hinweisen muss, dass die aktuelle Datenlage vor allem auf Fallbeispielen /-serien

und nicht auf grofer angelegten Studien basiert:

Isotretinoin, antibiotische Therapie (Tetrazykline, Sulfonamide, Dapson) sowie
Steroide werden topisch sowie oral verabreicht. Chirurgische Inzision, Drainage
und Exzision sind moéglich und ebenso physikalische Verfahren wie Rontgen-
Epilation/-Ablation, CO2-Laser und Haarentfernungslaser (800nm, 694nm). Zu
den neueren Methoden zahlen TNF-a-Blocker (z.B. Adalimumab) weitere
Antibiotika (z.B. Chinolone, Makrolide, Rifampicin, Metronidazol), Alitretinoin und
hoch dosiertes Zink-Sulfat. AufRerdem wurden die nicht-medikamentosen
Therapien um 1064nm-Laser, ALA-PDT ( 5-Aminolavulinsaure - induzierte

photodynamische Therapie) und externe Strahlentherapie erganzt.®

Vor allem Retinoide zeigten gute Therapieergebnisse. Falls es trotzdem zu einem
Rezidiv kommen sollte, konnen TNF-a-Blocker verwendet werden, ggf. auch um

eine Ubergangslésung hin zur chirurgischen Therapie zu bilden.38

Abbildung 9 zeigt die histologische Ansicht einer PCAS in HE-Farbung.
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Abbildung 9: Histologischer Schnitt einer PCAS

HE-Farbung. Entziindliches Infiltrat hier zwischen Wurzelscheide, zystisch erweitertem teilweise
rupturiertem Haartrichter und Talgdriisen (Pfeil).

Die Histologie der Al und PCAS ahneln sich in verschiedenen Aspekten, wobei
granulomatdse Veranderungen bei PCAS ausgerpagter vorzukommen scheinen.
Das histopathologische Erscheinungsbild der PCAS verandert sich im Verlauf der
Krankheitsstadien. Frihe Lasionen zeigen charakteristischerweise perifollikular
dichte neutrophile und lymphozytare Infiltrate in der unteren Dermis. Abszesse
kénnen in der Dermis und zum Teil auch der Subkutis vorkommen. In spateren
Stadien zeigen sich chronische Granulome bestehend aus Histiozyten,
Plasmazellen und Fremdkorperriesenzellen. Ferner entstehen in diesem
Stadium auch fibrosierende und narbige Areale, Keloide und die nachfolgende

Alopezie.®

Miteva et al. zeigten, dass sogenannte pigmented casts in PCAS vorkommen.
Diese Ausschwitzung der Haut wurde schon bei verschiedenen
Hauterkrankungen wie Alopezia areata, Chemotherapie-induzierter Alopezie,
Trichotillomanie sowie postoperativer (druckinduzierter) Alopezie beschrieben.
Die Basalmembran der Epidermis verliert hierbei ihre Funktion, Melanin wird in

die Dermis freigesetzt und von Melanophagen verarbeitet. Das Ergebnis sind
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pigmented oder melanin casts: feste, amorphe Klimpchen in und um die
Follikelstruktur. Bisher hatten sie nur eine diagnostische Bedeutung bei Alopezia

areata und Trichotillomanie.3°

2.2.4 Psoriasis vulgaris als Positivkontrolle der proinflammatorischen

Zytokine

Bei der PSO (Schuppenflechte), handelt es sich um eine chronisch-
rezidivierende entziindlich-proliferative Erkrankung der Haut.! lhre Pravalenz
liegt in Deutschland bei 2%, Manner und Frauen sind gleich stark betroffen.? Es
bilden sich verschiedene Unterformen aus: Die haufigste und in dieser Arbeit
verwendete Form, die Psoriasis vulgaris, stellt 85 bis 90% aller Falle dar*'. Die
Krankheitsentwicklung beginnt oft im frihen Erwachsenenalter. Jedoch ist eine
Neuerkrankung in jedem Alter moglich.4°

In Abbildung 10 ist das klinische Bild einer PSO dargestellt, welches sich durch
erythematdse, scharf begrenzte schuppende Plaques auszeichnet.
Pradilektionsstellen sind die Streckseiten der Extremitaten, Ellenbogen,
Sakralregion, Kopfhaut und Knie.' Je nach Schweregrad kann aber das gesamte
Integument betroffen sein. An Schleimhauten tritt die Erkrankung aufgrund der
fehlenden Hornschicht nicht auf. Es kommt zu einer starken Schuppung der Haut,
die durch eine beschleunigte Proliferation in der Epidermis hervorgerufen wird.
Im Gegensatz zu gesunder Haut verbleiben die Zellkerne im Stratum corneum;
es kommt zur sog. Parakeratose.*> Die DNA-Synthese und die Zellteilung im
Stratum basale sind deutlich erhéht, wodurch die Erneuerung der Epidermis stark
beschleunigt wird." Dies fiihrt zur Verdickung der Epidermis, der sog.
Akanthose.*2
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Abbildung 10: Klinisches Bild einer PSO

Typische streckseitige Plaques mit Schuppung an linkem Ellenbogen und Handen?°

Histopathologisch fallt die PSO durch eine beschleunigte Proliferation und eine
Hyperkeratose (Verdickung der Hornschicht) mit simultaner Parakeratose auf.
Dadurch entsteht eine verbreiterte Epidermis (Akanthose) bei gleichzeitiger
Verringerung des Stratum granulosum durch eine Verdickung des Stratum
spinosums mittels Verlangerung der Reteleisten.® Damit einher geht die Bildung
eines entzundlichen Infiltrats, welches sich aus dendritischen Zellen,
Makrophagen, T-Zellen, Mastzellen und neutrophilen Granulozyten zusammen
setzt. Es wird durch die Einwanderung von letztgenannten Zellarten in den

subkornealen Raum verursacht.*?

Abbildung 11 zeigt das histologische Bild einer PSO in HE-Farbung.
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Abbildung 11: Histologischer Schnitt einer PSO

HE-Farbung, 4x Vergrofierung

Krankheitsbedingt veranderte Struktur der Epidermis: Epidermishyperplasie mit Hyper- und Parakeratose,
sowie gleichmafigen Akanthose durch eine Verlangerung der Reteleisten. Gemischtzellige, entziindliche

Infiltrate schlielen sich an die Epidermis an.

Bei der PSO handelt es sich um eine T-Helfer-Zell-vermittelte
Autoimmunerkrankung. Bei der Pathogenese spielen dendritische Zellen, Th-1-
und Th-17-Zellen, aullerdem Keratinozyten eine wichtige Rolle. Dendritische
Zellen initieren die entzindliche Kaskade, indem sie fur eine erhohte
Ausschittung der pro-inflammatorischen Botenstoffe TNF-a, IL-12 und IL-23
sorgen. IL-23 veranlasst die Differenzierung von Th17-Zellen. Diese produzieren
vermehrt die entziindungsférdernden Zytokine IL-17, vor allem IL-17A und IL-
17F, sowie IL-22. TNF-a und IL-17 veranlassen eine Aktivierung der
Keratinozyten und bedingen so die Akanthose. Zusatzlich rekrutieren sie
Entzindungszellen. IL-12 stimuliert Th1-Zellen, zur gesteigerten Produktion von
Interferon-y (IFN-y), einem Zytokin, das ebenfalls die Inflammation férdert. Ferner
wird IL-22 mit der gesteigerten Proliferationsrate der PSO in Verbindung
gebracht. Th2-vermittelte Zytokine (wie z.B. IL-4, IL-5 und IL-10) sind hingegen

in den Lasionen nicht vermehrt nachweisbar.'?
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Eine grafische Ubersicht dieser Zusammenhange findet sich im Kapitel 2.2.5.6
Mobgliche Interaktionen der untersuchten Zytokine. Die molekularen
Pathomechanismen und erweiterten Therapieoptionen sind wegen der hohen
Pravalenz schon lange Gegenstand der Forschung.'®#3 Obwohl das klinische
und histopathologische Erscheinungsbild nur wenig mit Al, SP und PCAS gemein
hat, eignen sich PSO-Proben wegen der grundlich erforschten
Zytokinkonstellationen zur Etablierung der Immunhistochemie und als

Positivkontrolle in den Versuchen.*24

In den letzten Jahren haben sich einige neue Ansatze mit Antikdrpertherapien,
sog. Biologicals, etabliert. Die Behandlungsempfehlungen laut der S3-Leitlinie
von 2021 unterscheiden sich nach Schweregrad und Ausbreitung der PSO.** Bei
einer leichten Form wird eine topische Therapie bevorzugt. Es gibt verschiedene
Wirkstoffe wie etwa Dithranol, Kortikoide, Tazaroten, Teer und Calcipotriol. Bei
einer moderaten bis schweren Auspragung des Krankheitsbildes kann zwischen
einer Phototherapie oder einer systemischen Therapie entschieden werden.
Erstlinien-Behandlungen fur die PSO sind Phototherapien wie UVB, PUVA
(Psoralen + UV-A-Strahlen) und systemische Therapien, z.B. mit Acitretin,
Ciclosporin, Fumarsaureester, Methotrexat, TNF-a-Hemmer (Adalimumab,
Certolizumab), IL-17A-Hemmer (Secukinumab, Ixekizumab, Brodalumab) und
IL-23-Hemmer (Guselkumab, Tildrakizumab, Risankizumab). Sollte mit diesen
Medikamenten kein ausreichender Therapieerfolg erzielt werden, kdnnen
Zweitlinien-Medikamente herangezogen werden. Dazu gehoéren die TNF-o-
Hemmer (z.B. Etanercept, Infliximab), der IL-12-/ IL-23-Hemmer (Ustekinumab)
oder der PDE-4 Hemmer (Apremilast).*4
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2.2.5 Untersuchte Zytokine
2.2.5.1 Interleukin-1p (IL-1p)

Das proinflammatorische Gewebshormon IL-13 gehdrt zur Familie der IL-1-
Zytokine und ist das wohl am besten erforschte dieser Gruppe. Alle Mitglieder
sind fester Bestandteil der angeborenen Immunabwehr, indem sie eine
unspezifische Antwort auf fremde Antigene hervorrufen. Gleichzeitig zerstoren

die begleitenden Entziindungsvorgénge umliegendes Gewebe.*°

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass IL-13 in diversen
systemischen, aber auch lokalbegrenzten, autoinflammatorischen Erkrankungen
eine zentrale Rolle spielt. Eine immunsuppressive Therapie, die die
Neutralisation von IL-13 anstrebt, kann bei PSO, Gicht, Rheumatoider Arthritis

und weiteren internistischen Erkrankungen wirksam sein.46

Obwonhl deutlich erhohte Level von IL-1B in PSO gezeigt werden konnten,*’
verliefen Studien zur Behandlung mit spezifischen Antikorpern gegen IL-1
(Rilonacept, Canakinumab) oder IL-1-Rezeptor-Antagonist (Anakinra) bisher

nicht erfolgsversprechend.*3

Ferner weisen Untersuchungen daraufhin, dass IL-1B wichtig fur die T-Zell-
Differenzierung zu IL-17-produzierenden Zellen ist, welche wiederum eine

wichtige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen.4849

Van der Zee et al.?* und Wolk et al.# fanden als Erste Hinweise auf erhéhte IL-1B
Expression bei Al. Spater publizierten Witte-Handel et al. eine umfangreiche
Untersuchung, dass IL-1B-Level in (peri-/) lasionalen Acne inversa Proben auf
mRNA- und Proteinebene im Vergleich zu gesunder Haut, aber auch zu PSO
deutlich erhoht sind.?® Um in seine biologisch aktive Form zu gelangen, wird IL-
1B im Inflammasom durch Caspase-1 aktiviert. Das Inflammasom ist ein
intrazellulares Multiprotein im Zytosol von neutrophilen Granulozyen und
Makrophagen, welches auf Gefahrensignale z.B. durch DAMPS oder PAMPS
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(Damage Associated Molecular Patterns, Pathogen Associated Molecular
Patterns) reagiert. Dies konnen bakterielle oder virale Bestandteile sowie
korpereigene Molekiile sein, die auf eine Schadigung hinweisen.®® Kelly et al.
zeigten, dass eine Caspase-1 Inhibition, die IL-1B-Konzentration im Modell
signifikant senkte und folgerten daraus eine Beteiligung des Caspase-1-
Pathways bei Al. Witte-Handel et al. unterfutterten diese Ansicht, als sie mittels
RT-gPCR (real time-quantitative Polymerase Chain Reaction) feststellten, dass

Caspase-1 in Al-Lasionen hochreguliert ist.2®

2.2.5.2 Interleukin 17A (IL-17A)

IL-17A ist ein auf Epithelzellen proinflammatorisch wirkendes Zytokin, das
zusammen mit sechs weiteren Subtypen (A-F) die Gruppe der Interleukine 17
bildet. Es wird von verschiedenen Zellen des angeborenen Immunsystems wie
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen gebildet. Aber auch
Zellen der erworbenen Immunantwort, genauer Th-17 Zellen, sezernieren IL-
17A.52 Diese besonderen T-Zellen entziehen sich dem vormals bestehenden
Th1- und -2-System.53 Das Vorkommen des IL-23/Th17-Pathways®* in Al und
PSO wird naher im Kapitel 2.2.5.6 Mdgliche Interaktionen der untersuchten
Zytokine beschrieben. Dieser Signalweg wird ferner auch mit mukosalen
Verteidigungsmechanismen gegen extrazelluldre Pathogene® und mit der
Pathogenese vieler inflammatorischer Erkrankungen wie PSO%6, chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen®’, Arthritiden® sowie Multipler Sklerose®®

assoziiert.

IL-17A spielt eine grol3e Rolle in der Pathogenese der PSO, was sich in den
Behandlungsmoglichkeiten mit  IL-17A-Antagonisten wie  Sekukinumab,
Ixekinumab und Brodalumab zeigt, welche in den letzten Jahren etabliert wurden.
Alle drei Antikérper sind u.a. fur die Behandlung von Plaquepsoriasis

zugelassen.*
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Mittels IHC und gPCR konnte eine erhdhte Expression von IL-17A und seiner
mRNA durch T-Helfer-Zellen in Acne inversa-Lasionen gezeigt werden.?® Spater
setzten auch Kelly et al. diese Untersuchungen fort, bestatigten vorgenannte
Ergebnisse und entwickelten sie weiter.®' Ferner fanden Matusiak et al. erhéhte
IL-17 Serum-Level bei Betroffenen, die proportional mit der Auspragung der
Krankheit (nach Hurley Stadium) korrelierten. Hierbei wurde allerdings ein
Immunessay verwendet, der alle IL-17 Subtypen detektiert.?° Bisher wird das
Zytokin nicht als Marker fur die Krankheitsaktivitat verwendet. Dartuber hinaus
gibt es Studien, die als Anhaltspunkte dafir dienen, dass erhohte IL-17
Serumspiegel zur Entstehung von metabolischen und vaskularen Komorbiditaten
der Al (siehe 2.2.1 Acne inversa) und PSO beitragen.®'62

2.2.5.3 Interleukin 22 (IL-22)

IL-22 gehort zur Familie der IL-10-verwandten Zytokine. Es wurde frih entdeckt,
dass es bei vielen chronisch-entzindlichen Erkrankungen wie PSO,
rheumatoider Arthritis (RA) und Chronisch-entzindlicher Darmerkrankung (CED)
Uberexprimiert wird.®® Expression und Sezernierung von IL-22 finden vor allem

durch Th1- und Th22-56465 sowie Th-17-Zellen®® statt, z.B. nach Stimulierung mit

IL-23 und IL-1B°%".

An Epithelzellen fordert IL-22 die antimikrobielle Abwehr sowie Zellregeneration.
An Hepatozyten induziert es die Bildung von Akute-Phase-Proteinen.8.5° Durch
seine Wirkung auf die Differenzierung von Keratinozyten tragt es direkt zur
Entstehung der Hyperkerathose in PSO bei.546%70 Zellen hamatopoetischen
Ursprungs, also auch viele Immunzellen, scheinen physiologischer Weise selbst
keine Rezeptoren fir IL-22 (IL-22R) zu besitzen®®, was sich im Rahmen

bestimmter Erkrankungen jedoch andern kann.67-71

Studien zeigten auRerdem wie IL-22 mit anderen Zytokinen insbesondere IL-17

und Interferon-y interagiert, um die Funktion von Zielzellen zu modulieren
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(Multiple Sklerose,”? PSO”3). Andere Untersuchungen wiesen nach, dass IL-17
den IL-22-Funktionen entgegenwirkt (Atemwegsinfektion)’*. Auf Grundlage
dieser und vieler weiterer Untersuchungen zum dualen Wirken dieses Zytokins,
entstand die These, dass IL-22 in verschiedenen entzindlichen Milieus
unterschiedliche bzw. entgegengesetzte Rollen erflllt. Zenewicz et al
postulierte, dass es in akuter entztindlicher Umgebung tendenziell protektiv wirkt,

in chronischer Entziindung hingegen schadigend.®”

Erwahnenswert ist in diesem Kontext auch das IL-22-Binding Protein (IL-22-BP),
ein |6slicher Faktor, der dem IL-22-Rezeptor stark ahnelt und eine inhibierende
Wirkung auf IL-22 besitzt.” Beispielsweise wurde in einem PSO-Modell an
Ratten gezeigt, dass ein Mangel an IL-22-BP zur Exazerbation der Krankheit
fuhrte, was mit erhohten Spiegeln von IL-22 und Antimikrobiellen Proteinen

(AMP) vergesellschaftet war.”®

IL-22 mRNA ist in PSO-Lasionen und sein Protein-Level im Serum von PSO-
Patienten deutlich erhoht; der Serum-Wert korreliert mit der Erkrankungsschwere
der Schuppenflechte.5* Bisher gibt es keine zugelassene spezifische

Antikdrpertherapie, vereinzelte befinden sich jedoch in Untersuchung.”

Wolk et al. # zeigten, dass IL-22 mRNA in lasionalen Proben von Al gegeniiber
PSO und Atopischer Dermatitis herunterreguliert war. So wurde fur eine
Erleichterung der bakteriellen Besiedlung von Al-Lasionen argumentiert, da in
dieser Untersuchung auch ein relativer Mangel an AMPs nachgewiesen werden

konnte.
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2.2.5.4 Interleukin 23 (IL-23)

Dieses Zytokin ist ein heterodimeres Protein, dass sich aus der Untereinheit p40
des Zytokins IL-12 und einer weiteren Untereinheit p19 zusammensetzt. Somit
sind IL-12 (p40 + p35) und IL-23 (p40 + p19) miteinander vergesellschaftet,
haben aber unterschiedliche Wirkweisen und Aufgaben in der Immunantwort.”®
Beide konnen T-Zellen dazu stimulieren Interferon-y, IL-2 und TNF-o zu

produzieren. Aber nur IL-23 hat in Zusammenarbeit mit anderen Zytokinen (IL-

1B, IL-6, Transforming Growth Factor (TGF- £ -1)’” die Fahigkeit T-Zellen zu Th-

17-Zellen zu differenzieren und zur IL-17 Produktion anzuregen.®® Die
Expression von IL-23 wird intrazellular Uber den Nuclear Factor (NF)-kB
Signalweg reguliert, welcher durch viele Zytokine, u.a. TNF-a aktiviert wird.”®
Zaba et al. zeigten 2004, dass durch Behandlung mit dem TNF-a-Blocker
Etanercept die Expression von IL-23 in psoriatischen Lasionen signifikant

gesenkt wurde.”®

Der IL-23-Rezeptor wird hauptsachlich von T-Zellen, Naturlichen-Killer-Zellen
(NK-Zellen) und in geringerem Grade von Monozyten und dendritischen Zellen
exprimiert.80 AuRerdem steigert IL-23 die Expression seines eigenen Rezeptors
auf diesen Zellen.”” Verschiedene Studien an Tiermodellen konnten zeigen, dass
IL-23 zentral in der Entstehung einiger Autoimmunkrankheiten zu sein scheint,
da genetisch veranderte Tiere ohne I[L-23 die induzierten Erkrankungen
(Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis®®, Kollagen-induzierte Arthritis®8)

nicht ausbildeten.’””

Eine Uberexpression von IL-23 in psoriatischen Lasionen wurde u.a. 2004 von
Lee et al®' nachgewiesen, sodass im weiteren Verlauf an spezifischen
Antikorpertherapien geforscht wurde. Bei mittelschwerer bis schwerer PSO
werden in der S3-Leitlinie von 202144 als First-Line Therapie die Anti-IL-23-
Biologika Guselkumab, Risankizumab und Tildrakizumab empfohlen. Der
humane monoklonale Antikorper Ustekinumab wird als Second-Line Therapie
gelistet. Er bindet spezifisch an die p40- Untereinheit von IL-12 und IL-23 und
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verhindert deren Bindung an den Zielrezeptor. Hierdurch wird die
Uberproliferation und Differenzierung zu Th1- und Th17- Zellen verringert und

der Entziindungsprozess wird abgeschwacht.””

Auch in Al-Lasionen wurde im Vergleich zu gesunder Haut eine erhohte
Konzentration von IL-23 mRNA und IL-23 exprimierenden Zellen in der IHC
festgestellt.?> 2015 wurde Ustekinumab in einer kleinen Open-label-Studie (n
=17) mit befriedigenden Ergebnissen als mogliche neue Therapieoption fur Al
getestet.®?

2.2.5.5 Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a.)

Zur Uberfamilie der TNF-Proteine gehdrend, bildet dieses Zytokin zusammen mit
IL-1 und IL-6 die wichtigsten Induktoren einer systemischen Immunantwort. TNF-
o wird von Makrophagen, Monozyten und T-Lymphozyten gebildet und wirkt u.a.

Uber den NFkB-Signalweg an unterschiedlichsten Zielzellen.83:84

Seine proinflammatorische Wirkung beruht auf der Aktivierung von Monozyten,
neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen, was eine Leukozytenmigration
durch erhohte GefalRpermeabilitat erleichtert. Ferner werden Thrombozyten zur
Steigerung der Gerinnungsaktivitat stimuliert, um die Ausbreitung von Infektionen
zu verhindern. Des Weiteren wird die Synthese von Akute-Phase-Proteinen in

der Leber induziert, wodurch es seine endogen pyrogene Wirkung entfaltet.83

Die Biologicals Adalimumab und Etanercept (TNF-a-Blocker) sind bereits seit
uber zehn Jahren fur die Therapie der PSO zugelassen und ihre Anwendung in

der S3-Leitlinie von 2021 verankert.44

Wolk et al. sowie Kelly et al. zeigten, dass TNF-a-mRNA in Al-Lasionen deutlich
erhoht ist.4®! AuRerdem geht aus der Veroffentlichung von van der Zee et al.

hervor, dass TNF-a auch als Protein im Vergleich zu gesunder Haut lasional wie
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perilasional Uberexprimiert wird.?* Matusiak et. al. zeigten auch fir TNF-a

erhohte Serumlevel bei Al-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden.®

Die TNF-a-Blocker Adalimumab und Infliximab sind in der deutschen 2012er S1-
Leitlinie zu Al bereits mit ,kann empfohlen werden“ aufgelistet. Diese befindet
sich aktuell in Uberarbeitung.® Auch in der Europaischen Leitlinie von 2015
werden diese TNF-a-Blocker als Therapieoption bei moderat bis schwerer Al mit
und ohne Kombination von chirurgischer Therapie und mit adjuvanter Therapie
(Schmerztherapie, Therapie von Superinfektionen, Gewichtsreduktion und

Tabakabstinenz) empfohlen.’®

2.2.5.6 Mogliche Interaktionen der untersuchten Zytokine

In Abbildung 12 wird am Beispiel der PSO die IL-23/Th17-Achse naher erlautert.
In der folgenden Abbildung 13 soll der aktuelle Wissensstand Uber die
Interaktion der Zytokine bei Al veranschaulicht werden. Die zugrunde liegenden
Informationen sowie deren Quellen finden sich in den vorigen Kapiteln zu den
jeweiligen Zytokinen. In den Schaubildern soll das Zusammenspiel der Zellen

und Botenstoffe anschaulich dargestellt werden.

2.2.5.6.1 Maogliche Interaktionen der untersuchten Zytokine in

Psoriasis

Abbildung 12 wurde an das Schaubild zur IL-23/Th17-Achse von Cesare et al.
angelehnt.”” Es wurde sich auf die, in dieser Arbeit untersuchten, Zytokine
konzentriert, um die wesentlichen Aspekte dieses komplexen Themas deutlich

herauszustellen.

IL-23 aus dendritischen Zellen regt T-Zellen dazu an, sich zu Th-17-Zellen zu

differenzieren und anschlieRend IL-17A sowie IL-22 zu sezernieren. |L-22 fordert
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als protektive Eigenschaft die Zellregeneration, bei andauernder Stimulation fuhrt
dies allerdings zu inflammatorischen Zellschadigung und Hyperkeratose. IL-22
veranlasst ferner Epithelzellen durch Chemokine, wie IL-8 und AMPs, zur
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten.

Keratinozyten

Epidermis
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Dermis
P4
~
D)

¢ . \_Fibroblasten
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. |
LN s ¥ TGFB-1
IL-23 \ \

N
B
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Abbildung 12: Angenommene IL-23-/Th17-Achse bei PSO

Abbildung von Sonja AuRner angelehnt an das Schaubild zur IL-23/Th17-Achse von Cesare et al. ’’

Zusatzliche Abkurzungen: NG = Neutrophile Granulozyten, AMP = Antimikrobielle Proteine, VEGF =
Vascular Endothelial Growth Factor, KGF = Keratinocyte Growth Factor, IFN-y = Interferon-gamma,

TGF 8 -1 =Transforming Growth Factor beta-1

Auch der IL-12/Th1-Signalweg wird dargestellt, der vor der Entdeckung von IL-
23 als zentraler Pathway fur die Immunpathologie von PSO angenommen wurde.
Hier sei erneut darauf hingewiesen, dass IL-12 und IL-23 die Untereinheit p40

gemein haben. TNF-a wird von dendritischen Zellen und Th-1 Zellen sezerniert
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und hat eine eigene verstarkende Ruckkopplung. Er wirkt auf Keratinozyten
direkt und auf Fibroblasten, die den Keratinozyten-Wachstums-Faktor
sezernieren und u.a. zur Akanthose (Verdickung der Epidermis) beitragen.”” Die
Th-17-Zellen veranlassen die Keratinozyten auch zur Sezernierung von VEGF
(Vascular Endothelial Growth-Factor), was zu einer gesteigerten Angiogenese
fahrt.”” Allerdings ist unklar, warum IL-23 in erster Linie erhoht ist. Seine
Expression wird durch den NF-kB-Signalweg reguliert, wie der vieler anderer
Zytokine auch,”® TNF-a I6st den NF-kB-Signalweg aus.86(har29) TNF-a und IL-23
werden von aktivierten Immunzellen, aber auch von psoriatisch-veranderten

Keratinozyten produziert.8”

2.2.5.6.2 Mogliche Interaktionen der untersuchten Zytokine in Al

Der Nachweis von IL-1B,%* IL-23 und IL-17% in Al-Lasionen implizierte die

Anwesenheit des IL-23/Th17-Signalwegs in der Pathogenese der Al.25 Die
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nachfolgende Abbildung 13 zeigt in Anlehnung an das Schaubild von Sabat et
al.®® wie diese Annahme weiter entwickelt wurde. Ferner sind die Wirkungen der
ubrigen untersuchten Botenstoffe eingearbeitet. Der Fokus liegt auch hier auf den

in dieser Arbeit untersuchten Zytokinen.
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Abbildung 13: Zytokine in der Immunpathogenese der Al

Abbildung von Sonja AuRner angelehnt an das Schaubild zu Zytokin-Interaktionen von Sabat et al.®®

Zusatzliche Abklrzungen: NG = Neutrophile Granulozyten, IFL = Inflammasom, AMP = Antimikrobielle
Proteine, IFN-y = Interferon-gamma, IL-23R = [L-23-Rezeptor, DAMPs = Damage Associated
Patterns, PAMPs = Pathogen Associated Patterns, IL-10 = Interleukin-10, T = vermehrte Expression
Durch follikulare Hyperkeratose kommt es zum Verschluss der Haarfollikel-
Talgdrisen-Einheit. Die Ursache fur die Hyperkeratose ist weiterhin ungeklart.
Der Inhalt des Follikels inklusive der enthaltenen Bakterien (in Abbildung 13 als
rote Punkte gekennzeichnet) wird retiniert.®8 Hierdurch und durch die Dilatation
der Strukturen werden Immunzellen im betroffenen Areal aktiviert. Makrophagen

sind die haufigste Immunzellen in Al-Lasionen. Von ihnen und von dendritischen
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Zellen werden IL-1B3, TNF-a und IL-23 sezerniert. Hierdurch wird die

Differenzierung der Th-17-Zellen gefordert und IL-17 und IL-22 produziert.®®

Laut der Untersuchung von Wolk et al.# ist IL-10 in Al-Lasionen UbermaRig
exprimiert und unterdrickt in vitro die Produktion von IL-22, jedoch nicht die von
IL-17. Dies wurde als Grund fur den ebenfalls nachgewiesenen relativen IL-22-
Mangel bei Al im Vergleich zu PSO angenommen. Aul3erdem wurde in der Studie
gezeigt, dass ein IL-22 Mangel in einem Zytokin-Mix aus IL-22, IL-17A, TNF-a
und weiteren Zytokinen zu einer geringeren Expression an AMPs fuhrt. Durch die
damit einhergehende herabgesetzte Abwehr der Haut begriunden sie die
bakterielle Vermehrung in Al-Lasionen.

Liu et al. schlagen aufgrund ihrer Ergebnisse auflierdem vor, dass die Mehrheit
der IL-17 produzierenden Zellen auch TNF-a und IL-6 sezernieren.®® TNF-a wird,
wie in Abbildung 13 zu sehen, von mehreren Zelltypen sezerniert und induziert
zusammen mit IL-1B, IL-23 und IL-17 allgemeine Entzindungsreaktionen wie
gesteigerte  Durchblutung, weitere Immunzellinfiltration, Schmerz und
Gewebedegradation. Diese wiederum bilden die Grundlage fur DAMPs und
PAMPs welche in neutrophilen Granulozyten auf das Inflammasom wirken und
durch Caspase-1-Aktivitat pro-IL-1p in seine aktive Form versetzen. Dadurch halt
sich die Entzindungsreaktion aufrecht. Dies ist nur einer von vielen Loop-
Mechanismen. IL-23 induziert beispielsweise die Expression seines eigenen
Rezeptors auf dendritischen Zellen.”” Van der Zee et al. stellten auf Grundlage
von Beobachtungen bei anderen Erkrankungen die These auf, dass DAMPS und
PAMPs in Al auf drei unterschiedlichen Wegen hervorgerufen werden: Erstens
mittels korpereigener molekularer Muster durch Gewebedestruktion und
Pyroptose (eine hoch inflammatorische Form der Apoptose). Zweitens durch
bakterielle Bestandteile und Sequenzen der kommensalen Flora. Drittens durch
freie hochmolekulare Keratinfasern in der Dermis, welche durch Ruptur der
Follikel freigesetzt werden. Es wird angenommen, dass die Keratinfasern nach
Phagozytose das Inflammasom aktivieren; in Analogie zu ausgefallenen

Harnsaurekristallen bei Gicht.?*
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3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien, Antikorper, Gerate und Software

Tabelle 2: In dieser Arbeit flir Immunhistochemie verwendete Chemikalien und Puffer

Chemikalien Hersteller
Xylene Sigma-Aldrich
2-Propanol Honeywell
Ethanol 75% Honeywell
Ethanol 96% Honeywell
PBS - Puffer (10X Dulbecco's) AppliChem
Wasser demin., nicht keimfrei ROTH

Aqua dest.

eigene Herstellung

Natriumchlorid Sigma-Aldrich
Tween® 20 for molecular biology AppliChem
Antibody Diluent Zytomed
HIER Citrate Buffer (10x) pH 6 Zytomed
Fettstift Dako
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Blocking Solution Zytomed
Normal Goat Serum Cell Signaling
Biotinylated Secondary Antibody, polyvalent Zytomed
Streptavidin-HRP-Conjugate Zytomed
HistoGreen (Substratkit fur Peroxidase) Linaris
HistoHamatoxylin Linaris
HistoPerm Eindeckmedium Linaris
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Tabelle 3: In dieser Arbeit flir Inmunhistochemie verwendete Antikérper

Antikorper Hersteller Host Reaktivitat Verdiinnung

Primarantikorper
Novus Bio

IL-1B Hase Mensch 1:400
NB600-633
R&D Systems

IL-17A Ziege Mensch 1:100
AF-317-NA
Thermo Fisher

IL-22 Scientific Hase Mensch 1:200
PA5-34753
Novus Bio

IL-23p19 Hase Mensch 1:750
NBP1-77257
Abnova Mensch,

TNF-a Maus 1:200
H00007124-M03 Ratte

Sekundarantikorper

Biotinylated Secondary Hase,

) Zytomed Mensch ready-to-use
Antibody, polyvalent Maus
Anti-Goat HRP Dako Ziege Mensch 1:100 (IL-17)
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Isotypkontrollen

Polyclonal Goat IgG

R&D Systems

Ziege Mensch 1:200 (IL-17)

Jackson Immuno

1:4080 (IL-1B)

Rabbit IgG Hase Mensch 1:2040 (IL-22)
Research
1:7650 (IL-23)
Mouse IgG 1 kappa Cell Signaling Maus Mensch 1:1250(TNF-a)

Tabelle 4: In dieser Arbeit fir Immunhistochemie verwendete Gerate und zugehorige Software

Gerate/Software Hersteller
Heizofen ESCC Snol

Eismaschine AF80 Scotsman
Mikroskop Axiolab DE-50 Zeiss

Mikroskop BX50 Olympus

Kamera DP20 Olympus
Zentrifuge Fresco 21 Thermo Scientific
Vortex-2 Genie Scientific Industries
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Pipetten Eppendorf

ImagedJ Java
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3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Proben

Das in der IHC verwendete Gewebe ging entweder auf routinemalig
entnommene Diagnosebiopsien (PSO, PCAS) oder auf den dermato-operativen
bzw. allgemeinchirurgischen Bereich zurlck. Hier war das Gewebe wahrend
Operationen als Uberschussmaterial angefallen, z.B. bei operativer Sanierung
der Al bzw. des SP oder bei plastischer Deckung die gesunde Haut (GH). Dieses
Material wurde von den Mitarbeitern der Histologie der KDVA ausgewahlt und in
anonymisierter Form fur die weiteren Untersuchungen Ubergeben. Somit lagen
bei den meisten Proben flr diese Arbeit zur Auswertung nur die Biopsie- bzw.
Operations-Indikation, das Geschlecht der Patienten und das Alter bei Enthahme
vor. Es bestand keine Moglichkeit zur Ruckverfolgung der Patienten. Aus
genannten Grinden wurde fur die Testung dieser Proben nur eine Voranfrage

und kein Antrag mit Votum bei der Ethikkommission bendtigt.

Jedoch standen nicht genugend archivierte Proben der letzten zehn Jahre zur
Verfugung, die die Einschlusskriterien erfullten. Deshalb wurden Uber ein
Ethikvotum (Geschaftsnummer 402/17) weitere Patienten, die wegen eines SP
oder einer Al operiert werden mussten, eingeschlossen. Der Zeitraum der
Probengewinnung betrug zwolf Monate (Februar 2018 - Januar 2019). Die
Aufklarung der Patienten erfolgte an der KDVA. Eine Patienteninformation, die
das Forschungsziel und die Durchfihrung der Entnahme beschrieb, wurde nach
erfolgter Aufklarung und Klarung aller offenen Fragen vom jeweiligen Patienten
und aufklarendem Arzt in zweifacher Ausfuhrung unterschrieben. Erst nach
diesem Einverstandnis wurden die Proben entnommen. Die Biopsien erfolgten
nach den internen Vorgaben des Universitatsklinikums Frankfurt. Nachfolgend
sind die Ein- und Ausschlusskriterien fir den Einschluss in die Priufung

aufgefuhrt:
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a) Einschlusskriterien
- Manner oder Frauen = 18 Jahre.
- Patienten mussen die Bedeutung und den Umfang der
Studienteilnahme ganzlich verstehen.
- Klinisch gesicherte Diagnose einer Al, eines SP, einer PCAS oder
PSO.

b) Ausschlusskriterien

- Systemische immunsuppressive Therapie innerhalb der letzten 4
Wochen vor Probenentnahme (z.B. Glukokortikoide, Antibiotika,
Biologika, Retinoide).

- Jegliche Antikorpertherapie (z.B. Anti-TNF-a) musste mindestens 12
Wochen vor Probenentnahme beendet worden sein.

- Lokaltherapie mit immunsupprimierenden oder immunmodulierenden
Externa innerhalb der letzten 14 Tage vor Probenentnahme an der
lasionalen Haut, die fur die Probenbiopsie vorgesehen war.

- Schwere bakterielle Lokalinfektion, die eine Kontraindikation zur
Probeentnahme darstellt.

- Schwangere oder stillende Frauen.

Inhaftierte Personen.

Ferner wurde 2zum Vergleich GH aus einem anderen Ethikantrag
(Geschaftsnummer 386/14) verwendet. Hierbei handelt es sich um Hautproben
aus Uberschissigem Gewebe, das in der Adipositaschirurgie entnommen wurde.
Eine Ubersicht der untersuchten Patienten und Proben findet sich in Tabelle 5.
Tabelle 6 und Tabelle 7 geben einen Uberblick tiber die Demografie.
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Tabelle 5: Ubersicht der Proben: Al, SP und PCAS,

die mittels IHC auf IL-1p, IL-17, IL-22, IL-23 und TNF-a untersucht wurden. (W = Weiblich, M = Mannlich)

Indikation Alter Geschlecht | Identifizierungsnummer
Psoriasis vulgaris 28 W SA PSO 06
Gesunde Haut 35 w SA GH_06
Gesunde Haut 42 W SA GH_07
Gesunde Haut 45 w SA GH 08
Gesunde Haut 38 M SA GH 09
Gesunde Haut 33 M SA_GH_11
Acne inversa 36 M SA Al 02
Acne inversa 28 W SA Al _06
Acne inversa 24 M SA_Al_07
Acne inversa 33 M SA_Al 08
Acne inversa 56 W SA_Al 09
Acne inversa 52 w SA_Al_13
Acne inversa 44 wW SA Al_14
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Sinus pilonidalis 30 M SA _SP_01
Sinus pilonidalis 33 M SA _SP_04
Sinus pilonidalis 21 M SA SP_05
Sinus pilonidalis 31 M SA SP_06
Sinus pilonidalis 42 M SA_SP_07
Sinus pilonidalis 24 W SA SP 09
Sinus pilonidalis 32 w SA SP_10
PCAS 18 M SA_FO_01
PCAS 20 M SA_FO_02
PCAS 19 M SA_FO_03
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Tabelle 6: Demografische Ubersicht Acne inversa, Sinus pilonidalis, PCAS

Indikation Durchschnittl. Altersspanne | Weiblich Mannlich
Alter in Jahren in Jahren

Acne inversa | 39 24 - 56 4 3

Sinus 30,4 21-42 3 4

pilonidalis

PCAS 19 18 - 20 0 3

Total 7 10

Tabelle 7: Demografische Ubersicht Kontrollen

Indikation Durchschnittl. Altersspanne | Weiblich Mannlich
Alter in Jahren in Jahren

Gesunde Haut | 38,6 33-45 3 2

Psoriasis 28 - 1 0

Total 4 2
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3.2.2 Versuchsaufbau

Mittels immunhistochemischer Farbungen wurden die Expression und die
topographische Verteilung der Interleukine IL-13, IL-17A, IL-22 und IL-23 sowie
TNF-a untersucht. Dafur wurde paraffiniertes Gewebe der genannten chronisch-
entzindlichen Dermatosen, sowie GH zum Vergleich verwendet. Der
Probenumfang betrug pro Antikérperfarbung sieben Patienten von Al und SP
sowie drei von PCAS. Als Positivkontrolle wurde eine PSO-Probe mitgefuhrt.
Initial wurden die Versuche mit den Antikorpern an PSO-Proben etabliert. Als
normale, nicht-inflammatorische Kontrolle wurde Haut von funf hautgesunden
Patienten verwendet. Alle Proben wurden auf die oben genannten
Entzindungsmediatoren und als Negativkontrolle auf den jeweiligen IgG-Isotyp

gefarbt.

Die Abteilung fur Histologie der KDVA stellte die Gewebsschnitte mit einer
Schichtdicke von 4pm her. Die weitere Untersuchung wurde im biochemischen
Labor der KDVA durchgeflhrt. Die Objekttrager (OT) wurden zunachst bei 50°C
in einem Heizofen fur 60 min platziert. Dies sollte den Halt der Gewebsschnitte
auf dem OT und das anschliel3ende Entparaffinieren erleichtern. Im Anschluss
an die Warmebehandlung wurden die Proben in einer Alkoholreihe
entparaffiniert. Nacheinander wurden sie hierzu in Glaskuvetten mit Xylol (I, Il
und IlIl), Isopropanol (I und Il) sowie Ethanol (75% und 96%) gegeben, um die
Wachsbestandteile zu entfernen. Um das Gewebe abschlielend wieder zu
hydratisieren, wurden die OT in Glaskuvetten mit destilliertem Wasser (Aqua
dest.) und PBS (mit Phosphat gepufferte Salzlésung) gegeben. Die genauen
Zeiten fur die einzelnen Schritte sind folgend aufgeflhrt:

- Xylol I far 15 min, Xylol Il und Xylol I fir jeweils 10 min

- Isopropanol | und Isopropanol Il fur jeweils 5 min

- Ethanol 96 % und 75 % flr jeweils 5 min

- 30 sec in Aqua dest. waschen

- In PBS bis zur weiteren Behandlung stellen
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Im Anschluss fand die Hitzebehandlung der Gewebsschnitte in einem mit Aqua
dest. beflllten Dampfgarer statt. Hierzu wurden die Schnitte in eine mit
Citratpuffer (pH-Wert 6) gefullte Kunststoffklivette gestellt. Nach 20 min Kochzeit
erfolgte die Entnahme der Kuvette aus dem Dampfgarer und eine nachfolgende
Abkuhlung fur ebenfalls 20 min in einem Eisbad. Wahrenddessen wurden mit
Aqua dest. getrankte Zellstoffticher auf dem Boden der anschlielend
verwendeten Feuchtkammer ausgelegt, um spater ein Austrocknen wahrend der
Inkubationszeiten zu verhindern. Nach diesen vorbereitenden Schritten konnte

mit der Farbebehandlung begonnen werden.

Zur Farbung wurden das Nachweis-Kit ZytoChem HRP Kit, Broad Spectrum von
ZytoMed Systems, und das Histogreen Kit von Linaris verwendet. Nach der
Abkuhlungsphase erfolgte die Entfernung von moglichst viel Kochpuffer von den
OT und die anschliefende Waschung dieser flr einen Zeitraum von 60 min in
PBS-T (PBS+Tween®). Zirkular um die Gewebeschnitte wurde eine Begrenzung
mittels Fettstifts aufgetragen, um das AbflieRen der im Folgenden verwendeten
Reagenzien zu verhindern. Anschliel3end wurde das Protein Blocking Agent aus
dem Zytomed-Kit auf das Gewebe aufgetragen. Aulder bei IL-17A: hier wurde
1%iges Goat-Serum in PBS verwendet, da das Zytomed-Kit nur mit Antikdrpern
der Arten Hase und Maus funktioniert. Hierdurch sollte die Hintergrundfarbung
minimiert werden, indem unspezifische Bindungsstellen des Primar- und
Sekundarantikorpers blockiert wurden. Die OT wurden fur 60 min bei
Raumtemperatur (RT) in der Feuchtkammer inkubiert. Die anschlieRende
Waschung der Schnitte erfolgte je 3 min in PBS, PBS-T und PBS. Danach wurde
der zu untersuchende Primarantikorper auf die Schnitte aufgetragen. Die
Inkubation der OT fand fir 10-12 Stunden bei 6 °C in der Feuchtkammer statt.

Alle Primarantikdrper wurden in Antibody Diluent (Zytomed) in der gewlinschten
Konzentration verdunnt. Der IL-17A-Antikdrper hingegen wurde mit o.g. Goat-
Serum angesetzt. Pro Gewebeschnitt wurden durchschnittlich 100 pyl Reagenz
verwendet. Die Konzentrationen der Antikorper betrugen:
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- IL-1B: 1:400 bei einer Antikorper Konzentration von 2,0 mg/ml (entspricht
einer Verdunnung der Isotypkontrolle von 1:4080)

- IL-17A: 1:100 bei einer Antikdrper Konzentration von 1 mg/ml (entspricht
einer Verdunnung der Isotypkontrolle von 1:200)

- IL-22: 1:200 bei einer Antikorper Konzentration von 11,2 mg/ml (entspricht
einer Verdunnung der Isotypkontrolle von 1:2040)

- IL-23: 1:750 bei einer Antikérper Konzentration von 11,2 mg/ml (entspricht
einer Verdunnung der Isotypkontrolle von 1:4080)

- TNF-a: 1:200 bei einer Antikdrper Konzentration von 2,5mg/ml (entspricht

einer Verdunnung der Isotypkontrolle von 1:1250)

Bei den Ursprungsspezies der Primarantikorper TNF-a handelt es sich um Maus,
bei IL-1B, IL-22 und IL-23 um Hase und bei IL-17A um Ziege. Es wurden deshalb
verschiedene Isotypkontrollen bendtigt:

- Mouse IgG 1 kappa, Cell Signaling

- Rabbit IgG, Jackson Immuno Research

- Polyclonal Goat IgG, R&D Systems

Die Anpassung der Konzentrationen der Isotypkontrolle fand, wie oben
beschrieben, an die Konzentrationen der jeweiligen Primarantikorper statt. So

diente dies als Negativkontrolle flr das Hintergrundsignal des Primarantikoérpers.

Nach der langen Inkubationsphase wurde zunachst der Primarantikdrper durch
sanftes Abklopfen von den Schnitten entfernt. AnschlieRend wurden die Schnitte
dreimal fur jeweils 5 min in PBS, dann PBS-T und wieder PBS gewaschen. Als
nachstes wurden die OT vorsichtig abgeklopft, um maoglichst viel Puffer zu
entfernen. Nun wurde der biotinylierte, polyvalente Sekundarantikérper auf den
Schnitt aufgetragen und fur 45 min bei RT in der Feuchtkammer inkubiert. Hierbei
verbindet sich der Sekundarantikorper mit dem Primarantikorper und wird
anschlielfend von der Streptavidin-Peroxidase erkannt. Im Anschluss wurde
erneut moglichst viel von dem nicht gebundenen Sekundarantikdrper von den OT
abgeklopft und zweimal 5 min in PBS gewaschen werden. Nun wurde die

Streptavidin-Peroxidase aufgetragen, die am Biotinrest eine Bindung ausbildet.
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Diese wirkte bei RT in der Feuchtkammer fiir 45 min ein. Im Anschluss wurden
die Schnitte erneut zwei Mal fir 5 min in PBS gewaschen, um alle

uberschussigen Reagenzien zu entfernen.

Wahrend dieses Waschschritts wurde die Histogreen-Entwicklungslosung frisch
angesetzt. Die Losung reagiert mit der Streptavidin-Peroxidase und zeigt eine
grune Farbung an der Stelle, wo der Primar-/Sekundarantikorper-Komplex an die
Proteine gebunden hat. Je nach GrolRe der zu entwickelnden Gewebeschnitte
wurden 1000ul oder 500ul Histogreen-Substrat nach Packungsanleitung
angesetzt. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle (Zeiss) erfolgte die Inkubation
der OT fur wenige Minuten bei RT in der Feuchtkammer. Hierbei war zu
beachten, dass eine Uberfarbung rasch erfolgen kann, sowie dass das
Histogreen-Substrat nach ca. 5 min kristalloid ausfallt und starke Artefakte

erzeugt werden.

Die Entwicklungszeit unterschied sich je nach untersuchtem Primarantikorper.
Die Reaktion bei IL-1 wurde nach 3 min gestoppt, bei IL-17A nach 4 min, bei IL-
22, IL-23 und TNF-a nach 3 min, da sich nach diesen Zeiten jeweils eine Farbung
in der PSO-Positivkontrolle zeigte. Die Schnitte mit den Isotypkontrollen wurden
jeweils genauso lange entwickelt wie die zugehdrigen Antikorper. Zumeist
befanden sich Isotypkontrollschnitte auf dem gleichen OT wie die
Versuchsschnitte. Nachdem die erwartete Farbung sichtbar wurde, wurden alle
Schnitte ca. 3 min in PBS gewaschen, um die Reaktion zu beenden.
AnschlieBend wurden die Schnitte 20 sec mit Histohamatoxylin (Linaris)
inkubiert, um die Zellkerne anzufarben. Danach wurden die Schnitte 30 sec in
einer Klvette mit Leitungswasser gewaschen, um das Uberschissige
Hamatoxylin zu entfernen und zu blauen. AbschlieRend durchliefen die OT zur
Dehydratisierung erneut eine Alkoholreihe. Pro Komponente 30 sec:
- Ethanol 96%, drei Klvetten nacheinander

- Xylol, zwei Klvetten nacheinander

Danach wurden alle Schnitte mit dem Eindeckmedium Histoperm (Linaris) auf

Xylolbasis und Deckplattchen versehen, um die gefarbten Gewebe zu schitzen
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und haltbar zu machen. Die Analyse und Fotographie der Schnitte fand mit dem

Lichtmikroskop (Olympus) der Dermato-Histologie der KDVA statt.
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3.3 Auswertung der Ergebnisse

Um eine Auswertung der Ergebnisse vornehmen zu konnen, wurden von jeder
Indikation in jeder Antikdrperfarbung ein Bild in 20-facher Vergrof3erung
verwendet. Zum Zeitpunkt der Auswertung lag die Aufnahme der Bilder bereits
mindestens sechs Monate zuruck, da diese uberwiegend direkt im Anschluss an
die Versuche gemacht worden waren. Somit wurde gewahrleistet, dass die
Auswahl des Bildausschnitts nicht absichtlich auf die Auswertungsschablone
ausgerichtet war. Jedoch wurde die visuelle Auswertung innerhalb weniger Tage
vorgenommen, um hier einen einheitlichen Blick anzulegen. Die 20-fache
VergroRerung wurde zur Auswertung gewahlt, da sie Ubersichtlichkeit und
Detailierungsgrad der Abbildungen am besten vereint.

Ein Gitterraster in der Software ImageJ wurde gewahlt und digital Gber die Bilder
gelegt (siehe Abbildung 14). Es wurden immer die gleichen neun Felder (A-l)
bewertet. Zunachst mit der Fragestellung, ob sich eine oder keine positiv gefarbte
Zelle im Feld befindet.

Anschlie®end wurde die Anzahl der positiven Felder in ein im Rahmen dieser
Studie entwickeltes Scoring-System eingeteilt (Tabelle 8). Je nach Anzahl der
positiven Felder erfolgte die Einteilung in negativ (Kategorie |), schwach-positiv
(Kategorie 1), positiv (Kategorie Ill) und hoch-positiv (Kategorie 1V). Dies
ermdglichte  die  semiquantitative  Beurteilung der Haufigkeit von

Zytokinfarbungen.

Erythrozyten wurden durch alle Antikorper meist stark angefarbt. Da sie keine
Haut- oder Immunzellen sind, wurden sie in der Auswertung nicht mitgezahit.

Dies war insbesondere bei groReren Einblutungen wichtig zu beachten.
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Abbildung 14: Gitterraster zur Auswertung eines PCAS-Schnitts

Tabelle 8: Scoring-System zur Bildauswertung

Anzahl positiver Felder/Bild Kategorie
] I

1-3 Il

4-6 I

7-9 v
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4. Ergebnisse

Im Kapitel 4.7 werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen in
BildUbersichten dargestellt. Sie sind nach den untersuchten Zytokinen gegliedert
und werden anschliellend in Kapitel 4.2 in einer tabellarischen und grafischen
Ubersicht verglichen. Die beobachtete Expression wird anhand des in Kapitel 3.3
Auswertung geschilderten Prinzips analysiert, mit gesunder Haut verglichen und
so eine veranderte Expression in den Dermatosen uberpraft und untereinander

gegenubergestellt.

4.1 Immunhistologische Farbungen

Die immunhistologischen Farbungen mit den Antikorpern gegen IL-1p, IL-17A,
IL-22, IL-23 und TNF-a an gesunder Haut und den untersuchten Dermatosen (Al,
SP und PCAS) werden in dieser Reihenfolge gezeigt und anschlieRend die

Auspragung semiquantitativ beurteilt.

Alle Proben eines jeweiligen Antikorpers wurden zum gleichen Zeitpunkt in einem
Versuchsdurchgang gefarbt, sodass der Farbeprozess so homogen wie moglich
ablaufen konnte. Eine PSO-Probe wurde bei allen Farbungen als Positivkontrolle
mitgefihrt und wird hier als erstes gezeigt. Beschrieben werden vor allem
Bildbereiche mit Infiltraten von Entzindungszellen. Dieses Vorgehen wiederholt
sich bei allen untersuchten Zytokinen.

Es wurden zwei Ubersichtsdarstellungen der Ergebnisse gewahlt. Zunéchst wird
von jeder Indikation eine untersuchte Probe in einer Abbildung in drei
verschiedenen Auflosungen gezeigt und direkt ihrer Isotypkontrolle
gegeniibergestellt (erste Ubersicht, z.B. Abbildung 15 a) — f)). Die Bilder oben
und unten links, a) und d), zeigen einen Ausschnitt in 10-facher VergroRerung,
um einen Uberblick Uber den untersuchten Bereich zu geben. Die Bilder in der
Mitte oben und unten, b) und e), wurden in 20-facher VergroRerung
aufgenommen. In dieser VergroBerung erfolgte die Auswertung mittels
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Gitterraster. Die 40-fache Vergrolierung rechts oben und unten, c) und f), gibt die

Madglichkeit einzelne Zellen besser zu sehen und die Zellart zu identifizieren.

In der zweiten Ubersicht eines jeweiligen Antikdrpers und einer jeden Indikation,
werden alle untersuchten Proben Ubersichtshalber in 20-facher-VergroRerung
zusammen mit ihrer IK dargestellt (z.B. Abbildung 17). Diese Bilder der zweiten
Ubersicht wurden, wie in Kapitel 3.3 Auswertung erlautert, mit einem Gitterraster
versehen und ausgewertet. Diese Art der Darstellungen wiederholt sich bei allen

untersuchten Zytokinen.

Da die Proben von GH, PSO und PCAS mittels 4 mm-Stanzbiopsien gewonnen
wurden, sind oft Epidermis und Dermis gleichermalien gut abgebildet. Die
Proben von Al und SP hingegen wurden aus chirurgisch gewonnen Exzidaten
generiert. Die Probenblocke sowie auch die Schnitte daraus sind deutlich groRer,
weniger kompakt und dadurch stérungsanfalliger im Farbeprozess. Meist wurde
versucht ein entzundliches Infiltrat in der Dermis abzubilden, da die Epidermis

haufig stark zerstort worden war.
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4.1.1 Immunhistologische Farbungen mit IL-13-Antikorper

Abbildung 15 a) - f): IL-13 PSO mit IK

Farbung mit Histogreen, IL-1B-positive Zellen (Immunzellen, z.B. dendritische Zellen und Makrophagen) im
subepidermalen Infiltrat, SA_PSO_05, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Trotz einiger Prozessartefakte (Schrumpfung des Praparates) sind in der 40-
fachen-VergroRerung der PSO-Probe vereinzelt positive Zellen auszumachen.
Es zeigt sich eine deutliche Hintergrundfarbung, die in der IK jedoch schwacher
ausgepragt ist. Obwohl diese PSO-Probe nur wenig IL-1B exprimiert, wurde der

Versuch auch aufgrund anderer Voruntersuchungen fortgefuhrt.
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Abbildung 16 a) - f): IL-1p GH mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_GH_09, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 17: IL-1p GH mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: alle 20-fach
In der IK sieht man, dass eine leichte, unspezifische grinliche
Hintergrundfarbung verschiedener Strukturen vorliegt. Jedoch sind in der IL-1pB-

Antikoérper-Probe  SA_GH_09 auch Epidermis-nahe Keratinozyten deutlich
angefarbt. In allen Proben sieht man eine unspezifische Anfarbung der
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Epidermis. In der IK ist dies etwas weniger stark ausgepragt. Wie in Abbildung
16 f) gut sichtbar, ist das Endothel der kleinen Gefalde ebenfalls starker angefarbt
als in der IK. Alle Proben, die mit dem IL-1p-Antikdrper behandelt wurden, weisen

vor allem in der Dermis Trocknungsartefakte auf (Abbildung 17).

In den nachfolgenden Bildibersichten zur Al, Abbildung 18 und Abbildung 19,
zeigen sich in den entzundlichen Infiltraten der Proben Uberwiegend IL13-positive
Zellen, wobei die IK blande ist. Bei den Proben SA_Al 07 und SA_Al_14 war

aufgrund des Probenanschnitts oder Zerstérung im Farbeprozess kein

passendes Infiltrat darstellbar.

Abbildung 18 a) - f): IL-18 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_AIl_09, VergréRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach
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Abbildung 19: IL-18 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach

Bei blander IK ist in den Sinus pilonidalis-Proben Abbildung 20 und Abbildung

21 nur eine sehr geringe oder keine Expression von IL-13 nachzuweisen.
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Abbildung 22 a) - f): IL-1p PCAS und IK

Farbung mit Histogreen, SA_FO_01, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 23: IL-1 PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach

In den Abbildungen zur PCAS (Abbildung 22 und Abbildung 23) sieht man,
dass die Proben und die IK viel unspezifische Hintergrundfarbung enthalten.
SA _FO_02 bietet in diesem Schnitt kein typisches Infiltrat. SA_FO_01 und
SA_FO_03 weisen vermehrt IL-1p3- positive Zellen auf.
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4.1.2 Immunhistologische Farbungen mit IL-17A-Antikorper

Abbildung 24 a) - f): IL-17A PSO mit IK
Farbung mit Histogreen, IL17A-positive Zellen im subepidermalen Infiltrat (neutrophilen Granulozyten,

Makrophagen, Mastzellen und Th-17-Zellen), SA_PSO_05, VergrofRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach,
c) + f) 40-fach

Die Ubersicht der PSO-Positivkontrolle (Abbildung 24) zeigt vermehrt IL-17A-

positive Entzindungszellen im gesamten Praparat. In der IK sind keine positiven

Zellen auszumachen.

In Abbildung 25 f) zeigen sich, in der mit IL-17A-Antikorper behandelten Probe,
Epidermis-nah  positive  Zellen. Die Epidermis und verschiedene
Trocknungsartefakte in der Dermis zeigen in IK und Probe unspezifische griine
Anfarbung. In Abbildung 26 sind bei SA_GH_09 vermehrt positive Zellen zu
beobachten. Die Probe SA_GH_08 wurde im Farbeprozess beschadigt, sodass

eine Auswertung nur eingeschrankt moglich war.
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Abbildung 25 a) - f): IL-17A GH mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_GH_07, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

i

Abbildung 26: IL-17A GH mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréfRerung: 20-fach
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Abbildung 27 a) - f): IL-17A Al mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_AI_06, Vergroflerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 28: IL-17A Al mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréfRerung: 20-fach
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Die Schnitte von SA_Al_06 sind aus einer Probe, die nur wenig positive Zelle
aufweist und deren Dermis bei IK und Antikérperuntersuchung im Farbeprozess
stark angegriffen wurden (Abbildung 27). Ferner ist zu erwdhnen, dass in
Abbildung 28 die Proben SA_Al_08 und SA_Al 09 hoch positive Areale
aufweisen. SA_Al 02 hingegen zeigt hauptsachlich grin angefarbte

Erythrozyten, die in der Auswertung nicht berlcksichtigt wurden, da es sich nicht

um Gewebs- oder Entziindungszellen handelt.

Abbildung 29 a) - f): IL-17A SP mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_SP_01, VergrélRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Auch in Abbildung 29 c¢) sieht man in der IK unspezifisch angefarbte
Erythrozyten. Im Vergleich zur IL-17A-Antikdrper-Probe jedoch keine positiven

Entzindungszellen oder Keratinozyten.
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Abbildung 30: IL-17A SP mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach

Die SP-Proben zeigen insgesamt eine geringe Expression von IL-17A. Es gibt
vereinzelt hoch positive Zellen. Bei der Uberwiegenden Zahl der Proben I6ste sich

im Farbeprozess z.T. Gewebe ab, was die Beurteilbarkeit einschrankt.

In den Abbildung 31 und Abbildung 32 sind positive Zellen in den entziindlichen
Infiltraten der Dermis sehr gut auszumachen. Bei geringer Hintergrundfarbung ist

die IK eindeutig als negativ zu bewerten.
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Abbildung 31 a) - f): IL-17A PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_FO_02, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 32: [L-17A PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach
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4.1.3. Immunhistologische Farbungen mit IL-22-Antikorper

Abbildung 33 a) - f): IL-22 PSO mit IK

Farbung mit Histogreen, IL-22-positive Zellen (u.a. verschiedene Th-Zellen), SA_PSO_06, VergroRerung:
a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Die IK der Probe SA_PSO_06 ist eindeutig negativ. In den Bildern d) — f) der
Abbildung 33 sind diverse positiv gefarbte Zellnester auszumachen.

Abbildung 34 a) - f): IL-22 GH mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_GH_09, VergréRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach
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Abbildung 35: [L-22 GH mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach

Bei blander IK sind die Epidermis und Endothelien der GH sehr stark angefarbt.
Ferner sind IL-22-positive Keratinozyten zu sehen. In Abbildung 36 und
Abbildung 37 wird gezeigt, dass einige der Al-Proben sehr zellreiche Areale
enthalten, die hoch IL-22-positiv sind. Hier fiel das exakte Auszahlen der Zellen

zum Teil schwer.

Abbildung 36 a) - f): IL-22 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_AI_07, Vergroflerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach
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Abbildung 37: [L-22 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach

In Abbildung 38 d) sieht man einen angeschnittenen Haarfollikel. Neben der
Epidermis ist die Wurzelscheide ebenfalls deutlich angefarbt. Dies wird als
unspezifisch gewertet. Trotz deutlicher Trocknungsartefakte in der Dermis sind

eindeutig IL-22-positive Zellnester zu erkennen.

Abbildung 39 zeigt, dass die SP-Proben in diesem Fall sehr heterogen sind und
z.T. grole Anteile subkutanen Fettgewebes enthalten. SA_SP_09 beinhaltet
ferner gro¥flachige Einblutungen mit positiv angefarbten Erythrozyten, die - wie

bereits erwahnt - nicht in die Auswertung miteinbezogen wurden.
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Abbildung 38 a) - f): IL-22 SP mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_SP_01, Vergrofierung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 39: [L-22 SP mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach
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Auch die PCAS-Proben weisen positive Zellen und angeschnittene Haarfollikel
auf. In Abbildung 40 d) ist zu sehen, dass sich eine Zellansammlung in
unmittelbarer Nahe des Haarfollikel befindet. Der Haarfollikel in Abbildung 41,
SA_FO_02 ist ebenfalls unspezifisch flachig angefarbt.

Abbildung 40 a) - f): IL-22 PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_FO_01, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

-
3

Abbildung 41: [L-22 PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach
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4.1.4 Immunhistologische Farbungen mit IL-23-Antikorper

Abbildung 42 a) - f): IL-23 PSO mit IK

Farbung mit Histogreen, IL-23-positive Zellen im entzindlichen Infiltrat (z.B. T-Zellen und NK-Zellen),
SA_PSO_06, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Eine funktionierende Farbung durch positiv angefarbte Zellansammlungen in der
PSO-Probe und negativer IK wird in Abbildung 42 gezeigt.
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Abbildung 43 a) - f): IL-23 GH mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_GH_07, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 44: IL-23 GH mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach
Trotz einiger dermaler Trocknungsartefakte, die den Gberwiegenden Teil der GH-
Proben betreffen, sind positiv gefarbte Zellen auszumachen. AuRerdem findet
sich teilweise eine unspezifische Anfarbung der Epidermis und Endothelien
(Abbildung 43 und Abbildung 44).

78



Obwohl auch in Abbildung 45 Artefakte durch den Farbeprozess entstanden,
sind gut einzelne IL-23-positive Zellen zu erkennen. Die Wurzelscheide des

angeschnittenen Haares ist hier nur sehr mild angefarbt.

Abbildung 45 a) - f): IL-23 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_AIl_07, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Bei SA_Al_09 (Abbildung 46) sind erneut vermehrt unspezifisch angefarbte
Erythrozyten eingelagert. Ebenfalls wird die flachig grinliche Talgdrise im
Schnitt SA_AIl_13 als unspezifisch gefarbt angesehen.
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Abbildung 46: IL-23 Al mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach

Abbildung 47 a) - f): IL-23 SP mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_SP_01, Vergrofierung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach
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Abbildung 48: IL-23 SP mit IK

Farbung mit Histogreen, Vergroerung: 20-fach

Das gesamte Gewebe des OT (Abbildung 47), der die SA_SP_01-Proben fir
IL-23-Antikérper und zugehdrige IK tragt, hat im Farbeprozess Substanz
eingeblfdt. Jedoch sind eindeutig IL-23-positive Zellen zu identifizieren und die

IK als negativ zu werten.

In Abbildung 48 weisen alle sieben Proben IL-23-positive Zellen in
unterschiedlicher Quantitat auf.
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Abbildung 49 a) - f): IL-23 PCAS mit IK
Farbung mit Histogreen, SA_FO_01, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

In Abbildung 49 d) sind sehr deutlich einzelne IL-23-positive Zellen
auszumachen bei zugehoriger negativer IK.

Interessanterweise zeigen sich im Schnitt SA_FO_02 (Abbildung 50) die
besonders zellreichen Infiltrate nur mit wenigen IL-23-positiven Zellen
ausgestattet.
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Abbildung 50: IL-23 PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, Vergroéfierung: 20-fach
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4.1.5 Immunhistologische Farbungen mit TNF-a-Antikorper

Abbildung 51 a) - f): TNF-a PSO mit IK

Farbung mit Histogreen, stark TNF-o-positive Zellen (u.a. Makrophagen, Monozyten und T-Zellen),
SA_PS_05, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 51 zeigt eindeutig TNF-a-positive Zellen in der PSO-Probe, sowie

eine Ubermalig, jedoch unspezifisch, angefarbte Epidermis und eine blande IK.
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Abbildung 52 a) - f): TNF-o. GH mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_GH_07, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

In Abbildung 52 sind vereinzelt TNF-a-positive Zellen auszumachen.
Abbildung 53 reproduziert dieses Bild. Der Schnitt SA_GH_08 konnte wegen
eines zu groflRen Males an Zerstérung im Farbeprozess nicht in die Bewertung

mit einbezogen werden und ist aus diesem Grunde auch nicht abgebildet.

SA_GH_08

Abbildung 53: TNF-a GH mit IK

Farbung mit Histogreen, VergroRerung: 20-fach, ohne Schnitt SA_GH_08
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Abbildung 54 a) - f): TNFa Al mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_AI_07, Vergroflerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 54 und Abbildung 55 zeigen eine Expression von TNF-a in allen
untersuchten Proben. SA Al 07 enthdlt ein entzindliches Infiltrat in
unmittelbarer Nahe eines angeschnittenen Haarschafts. SA_Al_08 enthalt viele

ekkrine Schweil3driisen.
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Abbildung 55: TNF-a Al mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach

In Abbildung 56 sind in der IK einige grlnliche Schlieren und angefarbte
Erythrozyten zu erkennen. Beides ist nicht spezifisch. Abbildung 57 zeigt
positive Zellen in allen Proben. Der Schnitt SA_SP_07 ist im Farbeprozess stark
beeintrachtigt worden, aber im Vergleich zu SA SP_10 noch auswertbar

gewesen. Letzter wurde nicht in die Auswertung aufgenommen.
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Abbildung 56 a) - f): TNF-o. SP mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_SP_01, Vergrofterung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 57: TNF-o. SP mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach, ohne Schnitt SA_SP_10

88



Abbildung 58 a) - f): TNF-a. PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, SA_FO_01, VergroRerung: a) + d) 10-fach, b) + e) 20-fach, c) + f) 40-fach

Abbildung 59: TNF-o. PCAS mit IK

Farbung mit Histogreen, VergréRerung: 20-fach
Abbildung 58 und Abbildung 59 zeigen TNF-a-positive Zellansammlungen in
den drei untersuchten Proben. Epidermis, Endothelien und Wurzelscheide sind

unspezifisch grin angefarbt, die angeschnittene Talgdrise hingegen nicht
(Abbildung 58 d). Die IK ist negativ.
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4.2 Semiquantitative Auswertung

4.2.1 Auswertung des IL-1B-Antikorpers

IL-18 wird in den Al-Proben hdéher exprimiert als in SP und PCAS. Die hier

verwendete PSO-Probe exprimiert wenig IL-1.

Tabelle 9: Auswertung des IL-1B-AntikOrpers

Indikation (Anzahl der Proben) Kategorien

Al (7) 1xI1, 2xl11, 4xIV
SP (7) 2x1, 2xl1, 3xII
PCAS (3) 1x1, 1xI1, 11l

PSO (1) Positivkontrolle Il

GH (5) 2xl, 3xlI

IK (5) 5x

Auswertung IL-18

v

0 1 2

mAl mSP PCAS mPSO mGH

Abbildung 60: Grafische Darstellung der Auswertung des IL-1p-Antikdrpers
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4.2.2 Auswertung des IL-17A-AntikOrpers

Bei allen Krankheiten zeichnet sich eine Uberexpression im Vergleich zur GH ab.
Die Proben von Al und SP ahneln sich hier stark. In PCAS ist die Expression

noch etwas hoher.

Tabelle 10: Auswertung des IL-17A-Antikorpers

Indikation (Anzahl der Proben) Kategorien

Al (7) 3xIl, 4xIl

SP (7) 3xll, 3xlII, 1xIV
PCAS (3) 1x111, 2xIV

PSO (1) Positivkontrolle Il

GH (5) 1x1, 2xI1, 2xIl1

IK (5) 5x

Auswertung IL-17A

0 1§ 2

mAl mSP PCAS ®mPSO mGH

Abbildung 61: Grafische Darstellung der Auswertung des IL-17A-Antikorpers
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4.2.3 Auswertung des IL-22-Antikorpers

IL-22 hat in dem Versuch insgesamt eine deutliche Expression. Al hat die

hdchste Expression gefolgt von PCAS und SP. Auch in gesunder Haut ist [L-22

Expression nachweisbar.

Tabelle 11: Auswertung des IL-22-Antikorpers

Indikation (Anzahl der Proben) Kategorien

Al (7) 2xlll, 5x1V

SP (7) 1x1, 1xIl, 2xI11, 3xIV
PCAS (3) 1xlIl, 2xIV

PSO (1) Positivkontrolle v

GH(5) 1xl1, 3xlll, 1xIV

IK (5) 5xl

Auswertung IL-22

o
=

~

PCAS ®mPSO mGH

Abbildung 62: Grafische Darstellung der Auswertung des IL-22-Antikorpers




4.2.4 Auswertung des IL-23-Antikorpers

Hier zeigt sich eine hohe Expression von IL-23 in allen Krankheiten. Die hochste
findet sich in SP, mit Abstand zu Al, gefolgt von PCAS. Auch in den Proben der
gesunden Haut findet sich IL-23.

Tabelle 12: Auswertung des IL-23-Antikorpers

Indikation (Anzahl der Proben) Kategorien

Al (7) 1x11, 3xI11, 3xIV
SP (7) 7xIV

PCAS (3) 3xIvV

PSO (1) Positivkontrolle 1

GH (5) 1xl1, 4xll

IK (5) 5x|

Auswertung IL-23

o
-

2

mAl mSP PCAS ®mPSO wmGH

Abbildung 63: Grafische Darstellung der Auswertung des IL-23-Antikorpers
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4.2.5 Auswertung des TNF-a-Antikorpers

Die Al-Proben weisen fast die gleiche Expression wie die PSO-Kontrolle auf. SP-
Proben zeigen bei heterogenerer Kategorienverteilung eine geringere
Expression, jedoch mehr als PCAS-Proben. Bei GH und SP ist jeweils eine Probe

nicht verwendbar gewesen, da sie im Farbeprozess zerstdrt wurden.

Tabelle 13: Auswertung des TNF-a-Antikorpers

Indikation (Anzahl der Proben) Kategorien

Al (7) 3xlll, 4x1V

SP (6) 2xI1, 2xI11, 2x1V
PCAS (3) 1xI11, 1xIll, 1x1V
PSO (1) Positivkontrolle v

GH (4) 1xl, 3xllI

IK (5) 5xI

Auswertung TNF-a

mAl mSP PCAS mPSO mGH

Abbildung 64: Grafische Darstellung der Auswertung des TNF-a-Antikorpers
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5. Diskussion

5.1 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Aus wissenschaftlicher und potentiell therapeutischer Sichtweise wurde die
Fragestellung bearbeitet, ob die Zytokine IL-1pB, IL-17A, IL-22, IL-23 und TNF-a
in histologischen Proben von Patienten mit SP und PCAS nachweisbar sind.
Dieser Nachweis konnte in allen Fallen bestatigt werden. Aktuell sind in der
Literatur keine Evidenzen verfligbar, ob die o0.g. Zytokine in Erkrankungen wie

SP oder PCAS exprimiert werden.

Da sich positive Farbeergebnisse in der Uberwiegenden Zahl der Proben zeigten,

wurde ein semiquantitativer Vergleich der Ergebnisse angeschlossen.

Unter der Annahme, dass die drei untersuchten Krankheiten eine starke
immunologische Ahnlichkeit aufweisen, und dem Bestreben weiteren
Ldsungsansatzen bezlglich medikamentdser Therapien naherzukommen,
werden die Ergebnisse und Methodik dieser Arbeit in den folgenden Kapiteln
diskutiert.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 IL-1B-Expression

Die IL-1B-Expression im hier gezeigten Versuch ist tendenziell niedrig und sehr
heterogen bezogen auf die verschiedenen Krankheitsbilder. Bei Al ist sie im
Vergleich zu PCAS und SP am starksten ausgepragt. In den beiden
Letztgenannten zeigt sich in der quantitativen Auswertung ein etwa gleiches
Expressionslevel, welches Uber dem der GH-Proben liegt. Das erhohte
Vorhandensein von IL-1 in PSO- und Al-Lasionen ist, wie im Kapitel 2.2.5.7 IL-
1/ bereits beschrieben, schon nachgewiesen. Dies konnte mit der vorliegenden
Untersuchung bestatigt werden. In der PSO-Kontrolle sind nur wenige IL-1p-
positive Zellen nachweisbar. Dies wurde auf eine individuelle Minderexpression
in dieser Patientenprobe zurickgefuhrt. In anderen Proben wahrend der

Vorversuche war die Expression deutlicher.

Spezifische Antikérper gegen IL-13 (Rilonacept, Canakinumab) oder IL-1-
Rezeptor-Antagonist (Anakinra), die bei PSO nicht erfolgversprechend verliefen
(siehe Kap. 2.2.5.1), wurden bereits bei Al-Patienten getestet. In einer
doppelblinden, randomisierten, placebokontrollierten klinischen Studie konnten
Tzanetakou et al.%! eine deutliche klinische Besserung bei den meisten (7 von 9)
Patienten gegentber der Placebo-Gruppe (3 von 10) zeigen. Es wurde eine
mindestens 50%ige Reduktion der entzindlichen Lasionen und aulRerdem keine
Zunahme von Abszessen und drainierenden Fisteln nach 12 Wochen (primarer
Endpunkt) festgestellt. Nach der Behandlung zeigte sich eine deutliche

Verlangerung der Zeitspanne bis zur erneuten Exazerbation der Al.

In den gezeigten Versuchen war die Expression von IL-13 in den Al-Proben
ausgepragt und vergleichsweise am hdchsten. Die Ergebnisse geben, wie zuvor
beschrieben, keinen Anhalt daflir, dass IL-13 eine passendes Therapieziel bei
SP oder PCAS darstellt.
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5.2.2 IL-17A-Expression

Die Ergebnisse der Farbungen mit dem IL-17A-Antikorper waren deutlich und
einfach auszuwerten, da einzelne Zellen stark angefarbt und somit gut sichtbar
waren. Gegenluber den GH-Proben war IL-17A in Al, SP und PCAS

uberexprimiert.

Die IL-17-Antagonisten Sekukinumab, Ixekinumab** und Bimekizumab®9 sind
in der Behandlung von Plaquepsoriasis und Psoriasisarthritis bereits etabliert.

Sekukinumab wurde in einer Open-label-Studie an 20 Al-Patienten (Hurley
Stadium 1I-1ll) getestet®. Hier wurde eine mindestens 50%ige Reduktion der
entzundlichen Lasionen und keine Zunahme von Abszessen und drainierenden
Fisteln nach 24 Wochen Anwendung als klinisches Ansprechen gewertet
(primarer Endpunkt). Nur 65% der Patienten nahmen vollstandig an der Studie
teil. Letztendlich erreichten 14 von 20 Patienten den primaren Endpunkt, sodass
trotz des offenen Studiendesigns nun Phase-lll-Studien zur Anwendung von

Sekukinumab bei Al unternommen werden.%

Fir die Anwendung von Ixekinumab bei Al gibt es bisher nur Fallserien, die aber

durchaus vielversprechend verliefen.%

Der IL-17A/F Antagonist Bimekizumab wird ebenfalls aktuell im Rahmen eines
groRen Phase-llI-Klinikprogramms bei der Al eingesetzt. Ergebnisse dazu sind

jedoch noch nicht publiziert worden.%”

Anhand der Ergebnisse, also der deutlichen Uberexpression in Sinus pilonidalis
und vor allem PCAS -Proben, kann IL-17A als ein erforschenswertes Zielprotein
fur eine immunmodulierende Therapie bei den beiden Erkrankungen angesehen

werden. Fallberichte oder Studien dazu sind jedoch nicht publiziert worden.
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5.2.3 IL-22-Expression

In den bearbeiteten Proben war IL-22 sehr ausgepragt vorhanden. Die hochste

Expression zeigten die Al-Proben, gefolgt von SP und PCAS.

Die Untersuchungen von Wolk et al.* zeigten einen relativen IL-22-Mangel in Al-
Proben im Vergleich zu PSO und Atopischer Dermatitis. Die Angaben der
Arbeitsgruppe bezogen sich auf gemessene mRNA-Level und ELISA-
Untersuchungen, die sich besser zur Quantifizierung eignen als IHC. Vorliegend
war gegenuber GH die Expression in Al-Proben (ebenfalls in SP- und PCAS-
Proben) dennoch erhdht und hier gibt es eine Verbindung zu den Ergebnissen

von Wolk et al..

In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde nur eine PSO-Probe als Kontrolle
verwendet, welche ebenfalls viel [L-22 exprimierte. Damit ist ein quantitativer
Vergleich gegenlber sieben Al-Proben nicht machbar. Jedoch fand sich eine
ahnliche Expression der IL-22-Level bei den vorliegend untersuchten Al-, PCAS-
und SP-Proben. Dies kdnnte zu dem von Wolk et al.* gezeigten konsekutiven
AMP-Mangel passen, denn alle drei Erkrankungen gehen mit obligatorischer

bakterieller Besiedlung und haufiger Superinfektionen einher.

Schlapbach et al.?> hatten im selben Jahr wie Wolk et al. in ihrem Paper zur
Untersuchung der IL-23/Th17-Achse in Al noch unter der Annahme, dass IL-22

in Al &hnlich Gberexprimiert sei wie in PSO, folgende Uberlegungen angestelit:

Die Grundlage daflr war das Wissen Uber die proinflammatorischen Effekte von
IL-22 auf Keratinozyten durch Induktion von Hyperproliferation und Akanthose
sowie die Erhdhung der Expression von AMPs.”” Sie nahmen an, dass diese
Hyperproliferation der Keratinozyten nicht nur zur epidermalen psoriasiformen
Hyperplasie, die oft eine initiale histopathologische Veranderung der Al ist,%
sondern auch zur follikularen Okklusion beitragen konnte. Letztere wurde als
Initiator fur den pathologischen Kreislauf der Al angenommen. Schlapbach et al.
wiesen in einer anderen Untersuchung auch die Erhéhung von einigen AMPs in

Al-Lasionen gegenlber gesunder Haut nach,® was sie als Ausdruck der Wirkung

98



von Th17-Zellen, u.a. mittels IL-22, in Al-Lasionen werteten. Da AMPs nicht nur
das mikrobielle Wachstum hemmen, sondern auch neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und T-Zellen in das bereits entzindete Gewebe rekrutieren, wurde
angenommen, dass dies bei Al eine Feedback-Schleife aufrechterhalten konnte,

die die chronische Entziindung fordert.?®

Aktuell gibt es kontroverse Hypothesen Uber die genaue Rolle von IL-22 in der
Pathogenese der Al. Dies und die Tatsache, dass es noch keine zugelassene
spezifisch-modulierende Therapie fur IL-22 gibt, bedeutet, dass noch weitere
Untersuchungen und Diskussionen notwendig sein werden, insbesondere um die
Modalitaten der schon erwahnten protektiven und destruktiven Eigenschaften

des Zytokins besser zu erforschen.

5.2.4 IL-23-Expression

In allen untersuchten Erkrankungen ist IL-23 hoher exprimiert als in GH. Die
deutlichste Expression zeigen die SP-Proben, gefolgt von Al, dann PCAS.
Zusammen mit den vorgelegten Ergebnissen aus der IL-17A-Untersuchung kann
dies fir eine mdgliche Rolle des IL-23/Th-17-Pathways auch in der Pathogenese
von SP und PCAS sprechen.

IL-23-Hemmer, wie Guselkumab, Risankizumab und Tildrakizumab, werden als
First-Line Therapie der PSO empfohlen, wenn konventionelle Therapien bei
besonders schwerer Auspragung keinen ausreichenden Therapieerfolg erwarten
lassen.** Der IL-23/IL-12-Antikrper Ustekinumab ist in der PSO-Therapie als
Second-Line-Medikament etabliert.#* Eine Studie zu Ustekinumab bei Al wurde
bereits im Kapitel 2.2.5.4 Interleukin 23 (IL-23)vorgestellt.®?

TNF-a-Blocker (TNF-B) wirken hemmend auf die IL-23-Expression, da TNF-a
den NF-kB-Signalweg stimuliert, Giber den die IL-23-Produktion gesteuert wird.”®
Dies wirft die Frage auf, ob IL-23-Antagonisten notwendig sind, da TNF-B diesen

Signalweg mitabdecken. Anders als anzunehmen, konnte Patienten, die nicht
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oder nicht mehr auf TNF-B ansprachen, z.T. im nachsten Therapieversuch mit

Biologicals wie z.B. Ustekinumab (IL-23/IL-12-Antagonist) geholfen werden.'®

2020 wurde eine weitere Open-label Studie zu Ustekinumab an Al-Patienten
durchgefuhrt. Es handelte sich um eine kleine Kohorte (n=14) und alle Probanden
hatten eine Behandlung und Therapieversagen von einem oder mehreren TNF-
B hinter sich. Die Ergebnisse waren nicht eindeutig, was auf die Schwere der
Erkrankung bei diversen Vortherapien mit Biologicals, aber auch Operationen,
antibiotischen und anderen medikamentésen Therapien zuriickgefihrt wurde. 0!
Unabhangig von diesen Ergebnissen bleibt die wissenschaftliche Notwendigkeit
von verblindeten, kontrollierten und randomisierten Studien bestehen, um eine

Aussage zur Anwendung von Ustekinumab bei Al treffen zu konnen.

Montero-Vilchez et al.%? fiihrten eine Open-label Studie an vier Al-Patienten mit
Guselkumab durch. Zwei der vier Patienten wiesen zusatzlich einen SP auf; auf
dessen klinischen Verlauf wurde jedoch nicht weiter eingegangen. Es wurde nur
eine leichte Verbesserung der Symptomatik bezogen auf IHS4 (International
Hidradenitis suppurativa Severitiy Score System), VAS (Visuelle Analogskala)
und DLQI (Dermatologischer Lebensqualitat Index), jedoch nicht des HS-PGA
beobachtet (Hidradenitis Suppurativa Physician Global Assessment ). Letzterer
ist ein Sechs-Punkte Score, der von ,clear bis ,very severe® reicht und in
klinischen Studien zur Einschatzung der klinischen Verbesserung von Knoten,
Abszessen und drainierenden Fisteln angewandt wird).'"°® Ferner wurde im
Rahmen dieser Verodffentlichung ein Systematic Review zum Thema Al und
Guselkumab durchgefuhrt. Das Ergebnis war, dass Guselkumab als Zweit- oder
Drittlinientherapie fur mittelschwere bis schwere Al geeignet zu sein schien,
wobei dringend noch Studien notwendig seien, um ein effektives
Dosierungsschema zu erarbeiten.'®? Zur weiteren Evaluation der Wirksamkeit
laufen aktuell mindestens zwei Phase-lI-Studien mit den Praparaten

Guselkumab'%* und Risankizumab. 195

Dariiberhinaus gibt es eine Fallvorstellung'®® zur Anwendung von Guselkumab

bei einem Patienten mit therapierefraktarer PCAS. Der Patient litt aulRerdem an
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Al, Acne conglobata und Pyoderma gangranosum. In dieser Vorstellung litt er
besonders unter den pathologischen Veranderungen der Kopfhaut, die als
PCAS diagnostiziert wurden. Initial war er erfolgreich mit dem TNF-B
Adalimumab, zusatzlich mit Hydroxychloroquin, Doxycyclin, Prednisolon und
intermittierend mit Clobetasol Creme behandelt worden. Uber mehrere Wochen
hatte sich der Zustand der Kopfhaut jedoch verschlechtert. Zuvor war er auch
erfolglos mit Methotrexat und Minocyclin behandelt worden. Es erfolgte die
Umstellung von Adalimumab auf Guselkumab, die ubrige Medikation wurde
fortgeflhrt. Es kam zur nahezu vollstandigen Remission, die mindestens bis 6
Monate nach Beginn der Therapie anhielt. Der Casereport bezog sich nur auf

die Symptomatik der Kopfhaut, also der PCAS.

Zusammengefasst sind IL-23-Antagonisten auch fir Al noch nicht hinreichend
erforscht. Die genannten Studien und die vorliegend erhobenen Daten deuten
darauf hin, dass IL-23 wegen seiner hohen Expression in den untersuchten

Proben ein passender Behandlungsansatz sein konnte. Andere Biologika wie

IL-17- und TNF-a-Blocker scheinen aktuell jedoch besser geeignet zu sein.

5.2.5 TNF-a-Expression

TNF-a wird in nahezu allen untersuchten Proben exprimiert. Am meisten in den
Al-Proben, gefolgt von SP und PCAS. Bei den drei Dermatosen Uberwiegt die
TNF-a -Expression gegenuber den GH-Proben.

TNF-B sind wie schon beschrieben als Therapieoption fur Al bereits etabliert und

befinden sich in Langzeitstudien.07.108

Bei PCAS gibt es mittlerweile einige Fallbeschreibungen und Fallserien zur
Anwendung von TNF-B. Scheinfeld® hatte einige davon in seinem Review von
2014 zusammengefasst und Uber Therapierfolge mit Adalimumab nach
erfolglosen Therapien mit Retinoiden, Antibiotika, Kortikosteroiden und

chirurgischer Intervention berichtet. Ferner wurde Uber Therapieerfolge mit
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Infliximab, einem weiteren TNF-B, berichtet. Oftmals wurde die Therapie als
Brickenldsung zur definitiven chirurgischen Intervention genutzt, sobald die

Lasionen kleiner geworden waren.38

Auch hier sind verblindete, kontrollierte und randomisierte Studien notwendig, um
die Effektivitat der TNF-B Uberprifen zu konnen. Die Seltenheit der Erkrankung
ist jedoch moglicherweise eine ungunstige Ausgangslage fur intensive

Folgeforschung.

Aktuell sind keine Untersuchungen mit TNF-B an SP-Patienten, die keine Al als
Komorbiditat haben, bekannt. Anhand der hier prasentierten Ergebnisse konnte
es jedoch gerade bei chronischen bzw. rezidivierenden Verlaufen sinnvoll sein,
eine solche Behandlung und weitere Untersuchungen in Betracht zu ziehen.
Adalimumab ist beispielsweise schon seit 2003 auf dem europaischen Markt und
wird auch bei anderen entziindlichen Erkrankungen in der Gastroenterologie'%®
oder Rheumatologie''® angewandt. Somit besteht bereits eine breite klinische
Kenntnis zur Anwendung, was eine Off-Label-Anwendung bei chronisch-

rezidivierenden SP rechtfertigen konnte.

5.2.6 Fumarsaureester und PDE-4-Hemmer als therapeutische

Option

Zwei weitere immunmodulierende Medikamente, die auf andere Art und Weise
in die Zytokininteraktionen eingreifen, sollten an dieser Stelle noch als weitere
Therapieoptionen genannt werden. Fumarsaureester sind aktuell in der
Uberarbeiteten S3-Psoriasis-Leitlinie von 2021''2 als First-Line-Therapie

empfohlen.

Fumarate induzieren Typ ll-dendritische Zellen, die das anti-inflammatorische IL-
10, statt IL-12 und IL-23 produzieren. Aulierdem hemmt IL-10 die IL-22-
Produktion. Die Anzahl von regulatorischen T-Zellen wird erhéht und die von Th-

17-Zellen gesenkt.'"3
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Bislang gibt es in der Literatur keine Untersuchungen zu Fumaraten bei Al-

Patienten.

Phosphodieesterase-4-Hemmer (PDE-4-Hemmer), die primar fur die PSO-
Behandlung entwickelt wurden, reduzieren die Produktion von TNF-a, indem sie
intrazellulares zyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) erhdhen. AulRerdem

werden auch hier IL-17 und IL-23 reduziert und IL-10 induziert.3

Weber et al.''* fiihrten eine Open-label-Studie mit dem oralen PDE4-Hemmer
Apremilast an neun Al-Patienten durch. Drei Patienten schieden aufgrund von
Reflux, vorbestehender Depression oder organisatorischer Hemmnisse vorzeitig
aus der Untersuchungsphase aus. Alle Patienten hatten bereits diverse
medikamentose Therapien, teilweise auch Biologicals und z.T. chirurgische
Eingriffe hinter sich. Bei den verbleibenden sechs Patienten wurden Sartorius-
Hidradenitis-Suppurativa-Score, VAS und DLQI jeweils vor und zwei bzw. drei
Monate nach Beginn der Behandlung erhoben. Funf Patienten davon zeigten
signifikante Besserung in allen drei Messinstrumenten. Auch hier sind weitere
kontrollierte, randomisierte und grof3er angelegte Studien notwendig, um den

Nutzen des Medikaments bei Al zu bewerten.

Ferner konnte Mielke''S eine erhOhte Expression des Subtyps PDE-4D in der
Dermis von Al-Proben nachweisen, was einen weiteren Hinweis fir diesen

medikamentosen Angriffspunkt liefert.

Beide Medikamente konnten aufgrund ihrer Wirkeigenschaften und aufgrund der
erfolgten Untersuchungen bezuglich IL-17A-, IL-23- und IL-22-Expression in Al,
SP und PCAS fur deren Behandlung geeignet sein. Weitere Untersuchungen
bezuglich ihrer Wirksamkeit bei Al, SP und PCAS scheinen empfehlenswert.
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5.3 Unklare Atiologie des SP - Was spricht fir eine isolierte Form der
Al?

Zur Atiologie des SP gibt es verschiedene Theorien. Wegen der Ahnlichkeit des
klinischen Erscheinungsbildes haben sich bereits verschiedene Autoren mit der
Frage beschaftigt, ob ein SP auch eine isolierte Form der Al sein konnte.

Am weitesten verbreitet ist die These, dass abgeschnittenes, scharfkantiges
Terminalhaar, durch Reibung im Bereich der Glutealfalte in die Haut einspief3t
und es sekundar zu einem Fremdkdorpergranulom mit exazerbierender
Entziindung kommt."™ Der SP sei ,eine vornehmlich in der Pubertat erworbene

Erkrankung bei moglicherweise genetischer Co-Disposition*“.1®

Weiterhin gibt es die Annahme, dass in der Embryonalentwicklung Haarfolllikel
in der Glutealfalte ohne Offnung nach auRen (Porus) eingeschlossen werden.
Die gebildeten Haare kdonnen die Oberflache nicht durchdringen und erzeugen
ebenfalls eine Art Fremdkdrpergranulom und nachfolgende Entziindung.''® Auch
kénne es ein Neuroporus (Offnung am Ende des Neuralrohres) sein, der mit

Steillbeinspitze, Analrand, Damm und Sakralhaut kommuniziert.!17:118

Dritte These ist, dass es wie an anderen Lokalisationen der Al durch Reibung in
der Hautfalte und Pradisposition zu Follikelokklusion und einer sekundaren

Inflammation kommt.®

Fir die erste These spricht, dass es auch die Bezeichnung Pilonidalsinus an
anderen Korperstellen gibt, z.B. bei Frisoren an den Fingern oder der
Korpervorderseite.'® Auf histologischer Basis liegen bei allen Korperstellen
dieselben Diagnosekriterien zugrunde. Dagegen spricht jedoch, dass diese
Sonderformen des SP nicht mit Al assoziiert sind, sondern nur solche, die an der
Glutealfalte vorkommen. Eventuell ist hier eine neue Terminologie notwendig, um

die verschiedenen SP-Formen besser voneinander abgrenzen zu konnen.

Fur die zweite These spricht das Erstmanifestationsalter, da die Haare in diesem

Bereich wahrend der Pubertat bereits dicker werden und starker wachsen. Ein
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Erkrankungsbeginn um das 15. Lebensjahr ware zu erwarten. Tatsachlich
manifestiert sich die Erkrankung nach aktueller Studienlage haufig zwischen dem
20. und 25. Lebensjahr.3" Eventuell lassen These zwei und drei sich insofern
vereinbaren, da auch eine zu tiefe Embryonalanlage des Haares und der

Talgdrisen zu einer Okklusion(-sstérung) des Follikels fihren kdnnen.

Fur die dritte These spricht, dass es klinisch keine feststehenden
Diagnosekriterien fur den SP gibt, die eine sichere Abgrenzung von einer sakral-
/gluteal-manifestierten Al garantieren. Ein SP wir von 20-30% der Al-Patienten
entwickelt.""® Aufgrund der Koinzidenz und morphologischen Ahnlichkeit wird in
der S1-Leitlinie zur Al® vermutet, dass es sich beim sakralen SP auch um eine
unilokalisierte Form der Al handeln konnte. 20121 |n einer anderen Untersuchung
wurde diese These durch viele sonografische Gemeinsamkeiten der beiden

Krankheiten untermauert.22

Demgemal} und in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit bezlglich des
immunologischen Phanotyps ist die Atiologie des SP als unilokulére
Manifestation der Al durchaus moglich. Daher scheinen weitere Studien

bezuglich medikamentdser Therapien, vor allem bei rezidivierenden SP, sinnvoll.
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5.4 Diskussion von Material und Methoden

5.4 .1 Proben und Versuche

Der Stichprobenumfang dieser Untersuchung war klein, da sich die
Probengewinnung insbesondere bei der PCAS schwierig gestaltete. Die Ein- und
Ausschlusskriterien beinhalteten, dass eine medikamentése Vorbehandlung
nicht oder seit einem festgelegten Zeitraum nicht mehr stattgefunden haben
durfte. Die Diagnose der untersuchten Erkrankungen erfolgte Uberwiegend
klinisch, nicht zwingend histologisch. Ferner st die KDVA des
Universitatsklinikums Frankfurt nicht unbedingt die erste Anlaufstelle fir
dermatologische Patienten. Eine medikamentdse Anbehandlung war meist
schon eingeleitet worden, sobald die Patienten sich in der KDVA in Behandlung
begaben. Obwohl auf die in den vergangenen zehn Jahren archivierten Proben
der universitatseigenen Dermatopathologie zurtickgegriffen wurde, beinhaltete
die Sammlung zu wenig passende Proben. Dennoch war es mdglich, erste
Erkenntnisse der Zytokinexpression ohne Anbehandlung mit immunmodulierend

oder -supprimierend Medikation zu erlangen.

Im Falle des SP handelt es sich zwar um ein haufiges, chirurgisch jedoch nicht
allzu komplexes Krankheitsbild, sodass die Versorgung nur selten am
Universitatsklinikum stattfindet. Gegebenenfalls ware es also ratsam gewesen,
weitere Zentren zur Probengewinnung miteinzubeziehen, um eine grollere
Probenanzahl zu erreichen. Durch den Ethikantrag (Geschaftsnummer 402/17)
war der Einschlusszeitraum fur zusatzliche Proben auf ein Jahr und auf das
Universitatsklinikum Frankfurt begrenzt. In Anbetracht der geringen Anzahl an
qualifizierten Proben, ware ein langerer Einschlusszeitraum in zukunftigen
Untersuchungen empfehlenswert. Durch rigide Ein- und Ausschlusskriterien die
Vormedikation betreffend hatten jedoch auch Schlapach et al. in ihrer Studie
Expression of the IL-23/Th17 pathway in lesions of hidradenitis suppurativa
ebenfalls nur ein kleines Probandenkollektiv von zehn Individuen, mit

ausgeglichener Geschlechterverteilung untersucht.?® Mozeika et al. konnten
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insgesamt 14 Probanden (11 weiblich, 3 mannlich) in ihre Untersuchung zur

Expression von TNF-a. in Al-Proben einschlieften.'??

Es lagen zwei verschiedene Probenformen vor: GH, PSO und PCAS waren
4mm-Hautstanzen; bei den Al- uns SP-Proben handelte es sich um OP-Exzidate.
Auch waren nicht alle Proben gleich gut geeignet fur die technischen
Anforderungen der Untersuchung. Im Rahmen von Vorversuchen zeigte sich,
dass einige Proben, obwohl sie die Ein- und Ausschlusskriterien erflllten, zu
fragil waren, um aussagekraftige Farbungen an ihnen vornehmen zu kénnen, da
das Gewebe dem Farbeprozess nicht standhielt und zerstort wurde. Dies ist
darauf zuruckzufuhren, dass eine SP-Exzision bei den vorhandenen Proben im
akut hochentzindeten Intervall stattfand oder eine Al-Operation erst
durchgefuhrt wurde, wenn ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium vorlag. In
beiden Fallen kommt es zur massiven Gewebsdestruktion, welche sich in den
histologischen Praparaten in Form von artifiziellen Gewebedefekten wieder

spiegelt.

Gegebenenfalls hatte eine homogenere Morphologie der Proben, z.B. nur
Stanzbiopsien, zu einer besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse gefuhrt.
Jedoch hatten die Patienten sich entweder nur zu diesem Zwecke einer potentiell
schmerzhaften und risikobehafteten Hautbiopsie unterziehen oder Biopsien aus
den OP-Exzidaten enthommen werden mussen. Dies war aus organisatorischen
Grunden nicht moglich, denn es bestand z.T. die Notwendigkeit der Verwendung
von Proben, die schon lange vor dieser Studie entnommen worden und bereits

in Paraffin konserviert waren.

Eine Rolle fur die Anzahl der untersuchten Proben pro Versuch (25 OT) spielte
auch die Durchfuhrbarkeit der Versuche durch eine einzelne Person. Dies
bewirkte eine Versuchskonsistenz, um die jeweils notwendigen Arbeitsschritte,
z.B. prazise Inkubationszeiten, einhalten zu kénnen. Dadurch wurde erreicht,
dass alle Proben fur die Farbung mit einem spezifischen Antikérper auch in einem
einzigen Versuchsdurchlauf gemeinsam behandelt werden konnte. So wurden

weitere unbeeinflussbare Variablen, wie z.B. andere Pufferzusammensetzungen,
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Temperaturunterschiede im Kochprozess oder Schwankungen der auleren

Einflisse auf den Versuchsaufbau, ausgeschlossen.

Wegen der begrenzten Anzahl an Schnitten aus den Paraffinblocken und der
Notwendigkeit vieler Vorversuche zur Etablierung der Antikorperfarbung konnten

Wiederholungen zur Validierung nicht stattfinden.

Das heterogene Patientenkollektiv mit einer Altersspanne von 18-56 Jahren und
einem nahezu ausgeglichenen Geschlechterverhaltnis ergab sich aus den oben
genannten Herausforderungen der Probengewinnung. Im Falle der PCAS-
Proben konnten ausschlieRlich junge, mannliche Patienten eingeschlossen

werden, wie es auch in der Literatur beschrieben ist.®

Die Auswahl der verwendeten Antikorper basierte auf unterschiedlichen Kriterien.
Der IL-17-Antikorper von R&D Systems (AF-317-NA) wurde bereits von Lima et
al. in deren Studie zu proinflammatorsichen Molekilen in Al benutzt.’?* Der IL-
23p19 Antikorper (HLT2736 BioLegend), der von Schlapbach et al.?> verwendet
worden war, liel sich in der durchgefuhrten Versuchsreihe nicht erneut
reproduzieren. Moglicherweise lag dies daran, dass es sich bei Schlapbach et al.
um kryokonservierte Praparate gehandelt hatte und deshalb die jeweils
verwendeten |HC-Protokolle voneinander abwichen. Daraufhin wurde zum
Antikorper IL-23A/IL-23p19 von Novusbio (NBP1-77257) gewechselt. Der IL-13-
Antikdrper (NovusBio, NB600-633), IL-22 (Thermo Fisher, PA5-34753) und TNF-
a-Antikdrper (Abnova, HO0007124-M03) wurden auf Empfehlung einer weiteren
Arbeitsgruppe der KDVA verwendet. Initial wurde aul’erdem versucht, zwei
andere IL-1p und TNFa-Antikérper sowie IL-6, MMP-2, CXCL-7 und CXCL-9 zu

etablieren. Dies scheiterte jedoch an der Etablierung der Farbung.

Zunachst war auch ein Western Blot zur besseren Quantifizierung der
Zytokinexpression in den Proben geplant. Da die Probengewinnung sich jedoch
schwierig gestaltete, waren zu wenige Proben aus frischen Stanzen und
Exzidaten zusammengekommen — unter anderem keine von PCAS. Dies machte

den Versuch der Proteinextraktion aus paraffiniertem Gewebe notwendig. Trotz
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intensiver Bemuhungen konnte der Proteinnachweis mittels Western Blot nicht
erfolgreich durchgeflhrt werden. Es ist zu vermuten, dass die Proteinmenge in
paraffinierten Proben zu gering war, um diese Zytokine in der Methode

nachzuweisen.

Auch aufgrund der Breite der Untersuchung (drei Indikationen, funf Zytokine)
wurde die etablierte Methode der Immunhistochemie gewahlt, um einen ersten
Nachweis der Zytokinexpression in SP und PCAS zu erbringen. Uber die
Auswertung der Bilder wurde anschlie3end ein Eindruck der Gemeinsamkeiten

und Unterschiede der Expressionsmuster gezeigt.

5.4.2 Auswertung

Nachdem ein Nachweis der gesuchten Zytokine in den untersuchten Proben
erfolgt war, wurde ein geeignetes Instrument zur semiquantitativen Beurteilung
der Ergebnisse erarbeitet. Aufgrund der oben geschilderten Heterogenitat der
Proben war eine exakte Vergleichbarkeit der Farbeergebnisse auf den jeweiligen

Objekttragern nicht umzusetzen.

Durch das definierte Gitterraster und die Einteilung in vier Kategorien [negativ
(Kategorie 1), schwach-positiv (Kategorie Il), positiv (Kategorie Ill) und hoch-
positiv (Kategorie IV)] wurde die Beurteilung der Haufigkeit von Zytokinfarbungen

ermdglicht.

Van der Zee et al.'® benutzten in ihrer Studie zu TNF-B Behandlung bei
Hidradenitis suppurativa zur Beurteilung von IHC-Farbungen ebenfalls vier
Kategorien zur Einteilung: Keine angefarbten Zellen entsprach Kategorie ,0"
Wenn die Uberwiegende Zahl der Zellen gefarbt war, galt dies als Kategorie ,4°.
Hierzu wurde jedoch kein Raster verwendet, sondern die Proben von zwei

unterschiedlichen Untersuchern begutachtet und ein Mittelwert gebildet.
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Vier Kategorien wurden z.B. auch von Mozeika et al. zur Beurteilung der Farbung
ihrer IHC-Proben gewahlt. Wobei es die Kategorie ,keine positiven Zellen“ nicht
gab, sondern die Kategorien von ,wenig positive Strukturen +* bis ,Uberfluss an

positiven Strukuren ++++“ reichte.'

Die Verwendung eines Gitterrasters dient in anderen Studien meist zum Zahlen
von Zellen.®® In dieser Untersuchung wurde diese Form der Auswertung jedoch
gewahlt, um die unterschiedlichen Arten der Proben (Stanzen vs. Exzidate)

besser vergleichen zu kénnen.

Eine Analyse, wie Bologna-Molina et al. '*® mit lnrem Gitterraster als Prozent
positiver Zellen an der Gesamtzellzahl pro Quadratmillimeter vorschlugen, war
aufgrund der verschiedenen Probenarten und der erschwerten Zahlbarkeit der
Zellen in sehr dichten Infiltraten nicht moglich.

Da es sich um die Auswertung einzelner Bildausschnitte aus wenigen Proben
handelt, sind die Ergebnisse als Hinweise auf eine madgliche quantitative
Verteilung zu betrachten. Jedoch konnte die Hauptfrage der Arbeit nach dem
Vorhandensein der untersuchten Zytokine in SP und PCAS beantwortet werden.
Es sollten weitere Untersuchungen hinsichtlich der quantitativen Expression und

Rolle in deren Pathophysiologie angestellt werden.
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6. Ausblick

Die gesuchten Zytokine wurden in den verwendeten Proben von Al, SP und
PCAS nachgewiesen. Eine Quantifizierung der Expression war aufgrund der
kleinen Stichprobe und der Methodik nicht ausreichend durchfuhrbar. Dennoch
sind die vorgelegten Ergebnisse ein erster Schritt, um weitere Untersuchungen
in diese Richtung wund anschlieBend Studien bezuglich gezielter
Antikorpertherapien an Patienten mit Al, SP und PCAS zu initiieren. Letztendlich
gibt es die Aussicht auf Ersatz der Notwendigkeit eines chirurgischen Verfahrens

durch weitere immunmodulierende medikamentdse Therapieansatze.

Laut der hier gezeigten Ergebnisse scheinen IL-17A, IL-23 und TNF-a geeignete
therapeutische Angriffspunkte auch bei SP und PCAS zu sein. Dies wird durch
die aktuellen Studienlage und Effizienz der vorhandenen Medikamente

unterstrichen.

Bei IL-22 muss die Besonderheit der unklaren Studienlage bezuglich seiner
Expression in Al und seiner dualen Rolle im Zusammenspiel der Zytokine
zunachst naher untersucht werden. Erst im Anschluss kdnnen Ruckschlisse auf

Therapieansatze gezogen werden.

Zur Evaluation eines potentiell therapeutischen Effektes monoklonaler Antikorper
oder immunsuppressiver Medikamente fehlen jedoch insbesondere zu SP und
PCAS klinische Studien.
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