











4.1 Ergebnisse Hund

Abbildung 16: a Tagebuchnummer T3296/05. Netzwerk aus MHC II-positiven und Fak-
tor VIII-related Antigen-positiven Zellen, Demodikose. Obj. x 40. Maus
anti-human HLA-DR (DAB), PAP; Kaninchen anti-Faktor VIII-related
Antigen (Neufuchsin), ABC-AP. b Tagebuchnummer T3296/05. Laminin-
Expression um die Haarfollikel, Demodikose. Obj. x 40. Kaninchen anti-
Laminin, PAP, Papanicolaous Himatoxylin Gegenfarbung.

4.1.2.4 MHC II-Nachweis auf weiteren Zellen der Haut

Neben der MHC II-Expression auf den oben beschriebenen Zellen der Haut konnten in einzel-
nen Fillen auch MHC II-positive Driisenepithelien der Schweifdriisen sowie MHC II-positive
Fibrozyten, Adipozyten und Reservezellen der Talgdriisen detektiert werden. MHC II-posi-
tive Driisenepithelien fanden sich in drei Fillen von Demodikose, einer Dermatophytose,
einem LE, drei Pyodermien und in einer allergischen Dermatitis. MHC Il-exprimierende
Adipozyten wurden in zwei Fillen von Demodikose, in drei Fillen von Dermatophytose, in
zwei Fillen von Furunkulose unklarer Atiologie sowie in einer allergischen Dermatitis be-
obachtet. Eindeutig MHC II-positive Fibrozyten konnten lediglich bei einem Hund mit LE
detektiert werden. Zuséatzlich wies dieser Hund auch eine MHC II-Expression auf Reserve-
zellen der Talgdriisenepithelien auf. Tiere mit nicht entziindlichen Hautverdnderungen sowie
Tiere der Kontrollgruppe zeigten in keinem Fall eine MHC II-Expression auf Driisenepithe-
lien der Schweifdriisen, Adipozyten, Fibrozyten oder Reservezellen der Talgdriisen.
Biopsien mit hochgradiger Entziindung und einer ausgepragten MHC II-Expression auf
den verschiedenen Zellen zeigten hiufig ebenfalls eine immunhistologische Markierung von

feinkornigem, nicht zellassoziiertem Material (Abbildung 17).
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4 Ergebnisse
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Abbildung 17: Tagebuchnummer T7816/03. Immunhistologische Markierung von feinkor-
nigem extrazellulairem Material (Pfeilspitze), Dermatophytose. Obj. x 40.
Maus anti-human HLA-DR, PAP, Papanicolaous Hamatoxylin Gegenfér-
bung.

4.1.2.5 MHC II-Gesamtexpression

Die MHC II-Gesamtexpression lag bei allen Dermatitiden zwischen ++ und +-+-++-, wiahrend
die nicht entziindlichen Hautverdnderungen sowie die Kontrollgruppe lediglich eine MHC II-
Gesamtexpression von + bis ++ zeigten.

Der Gruppenvergleich der MHC II-Gesamtexpression zwischen den Biopsien mit Derma-
titiden sowie den Biopsien mit nicht entziindlichen Hautverdnderungen und der Kontroll-
gruppe mittels des Kruskal-Wallis-Testes ergab einen global gesehen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen diesen Gruppen (p < 0,0001). Die Daten des Gruppenvergleiches sind
im Anhang in Tabelle 14 aufgefiihrt. Der Vergleich der MHC II-Gesamtexpression zwischen
den verschiedenen Typen von Dermatitiden erzielte ebenfalls einen statistisch signifikanten
Unterschied (p < 0,0001), wobei wiederum die Gruppe der IFD und zusétzlich die Gruppe
der noduldren und diffusen Dermatitiden durch besonders hohe mittlere Rangzahlen auffie-
len. Die MHC II-Gesamtexpression der einzelnen Gruppen von Dermatitiden ist in Tabelle 8
dargestellt.

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen der Menge der LHZ in der Epidermis
und der MHC II-Gesamtexpression besteht, wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spe-
arman berechnet (rg). Dieser lag fiir die Gruppe der Dermatitiden bei 0,279 mit einem p-Wert
von 0,0005. Fiir die Gruppe der nicht entziindlichen Hautverdnderungen lag rs bei 0,624 mit

einem p-Wert von 0,03. Daraus kann geschlossen werden, dass sowohl bei entziindlichen als
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4.2 Ergebnisse Katze

Tabelle 8: MHC II-Gesamtexpression beim Hund. Vergleich der verschiedenen Gruppen
von Hautverdnderungen und der Kontrollhunde

Mittlere
Dermatopathie MHC II-Gesamtexpression Rangzahl
+ ++ A ot
Follikulitiden 0 9 67 10 83,599
IFD 0 2 0 11 119,769
PHD 0 9 2 2 51,231
PHD mit eos. Granulozyten 1 14 1 0 27,219
Pustul6se Dermatitiden 0 4 0 2 62,333
Nod. und diffuse Dermatitiden 0 1 1 3 103,9
Pannikulitis 0 0 0 2 n.a
Nekrotisierende Dermatitiden 0 0 0 1 n.a
Atrophische Dermatosen 4 2 0 1 n.a
Verhornungsst 6rung 2 1 0 0 n.a
Hautveridnd. mit dermalen
Ablagerungen 0 2 0 0 n. a.
Hautverdnd. mit dysplastischen
Haarfollikeln 2 0 0 0 n. a.
Unklar 2 4 3 5 74,250
Kontrollgruppe 10 0 0 0 n. a.

IFD: Interface Dermatitis; n. a.: nicht ausgewertet;
PHD: perivaskulédre hyperplastische Dermatitis

auch bei nicht entziindlichen Hautverdnderungen ein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen der MHC II-Gesamtexpression und der Menge der LHZ in der Epidermis besteht.

4.2 Ergebnisse Katze

4.2.1 Histopathologische Untersuchung an HE-gefidrbten und PAS-gefirbten
Schnitten

Aufgrund des vorherrschenden histopathologischen Erscheinungsbildes im HE-gefdrbten

Schnitt ergab sich die Einteilung in nachstehende Gruppen von Dermatitiden:
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4 Ergebnisse

4.2.1.1 Follikulitiden

Bei der Katze wurde in 16 von insgesamt 94 Biopsien eine Entziindung der Haarfollikel
diagnostiziert. Bei der Unterteilung der einzelnen Follikulitiden kamen die gleichen Kriterien
wie beim Hund zur Anwendung. Sechs von diesen Biopsien wiesen eine Furunkulose und sechs
weitere eine murale Follikulitis auf. In zwei Proben fand sich eine luminale Follikulitis und in
einer weiteren eine pustulose Follikulitis. Aufterdem zeigte eine Katze eine von eosinophilen
Granulozyten dominierte Entziindung des Haarfollikels.

Urséchlich lag der Entziindung in neun Féllen eine Infektion mit Dermatophyten zugrunde.
Die Ursache der verbleibenden sieben Biopsien blieb unklar.

Die Dermatophytose fiihrte in fiinf Fiallen zur Ausbildung einer muralen Follikulitis, in
zwei Fillen zu einer Furunkulose in einem Fall zu einer luminalen Follikulitis und in einem

Fall zu einer pustulosen Follikulitis.

4.2.1.1.1 Perivaskulire hyperplastische Dermatitiden mit Beteiligung von eosi-
nophilen Granulozyten

23 der untersuchten Hautproben der Katze wiesen eine perivaskuldre hyperplastische Der-
matitis mit Beteiligung von eosinophilen Granulozyten auf. 20 dieser Félle zeigten zusatzlich
eine eosinophile Exozytose, sowie eine Infiltration der Epidermis mit Mastzellen. Zuséatzlich
wies die Epidermis eine Hyperplasie und eine Spongiose auf. In einigen Biopsien konnte dane-
ben eine Ulzeration beobachtet werden. In der Dermis liefs sich ein subepidermales, zum Teil
muzinoses Odem sowie eine perivaskulire und interstitielle Infiltration mit Mastzellen, eo-
sinophilen Granulozyten und einigen Lymphozyten nachweisen. Ursdchlich wurde aufgrund
des gesamten histologischen Bildes eine Allergie angenommen. Eine Probe (T8477) zeigte
neben den oben beschriebenen Verdnderungen zusidtzlich eine perivaskuldre oberflichliche
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten, weshalb die Diagnose Allergie mit sekundirer
Pyodermie lautete. Eine weitere Biopsie (T154/04) zeigte neben der eosinophilen Exozytose
eine fokale lymphozytéire Exozytose sowie eine fokale Spongiose im Bereich der lymphozyta-
ren Infiltration. Diese Charakteristika sind beim Hund als typisch fiir eine Atopie beschrieben,
weshalb eine Zuordnung der Biopsie zur Gruppe der Atopien erfolgte. Die verbleibende Katze
dieser Gruppe wies neben einer dezenten perivaskuldren Infiltration mit Entziindungszellen,
an der einige eosinophile Granulozyten beteiligt waren, zusétzlich eine dezente Entziindung
der Haarfollikel auf. Fiir bestimmte allergisch bedingte Dermatitiden der Katze, wie zum
Beispiel den eosinophilen Plaque, ist eine Mitbeteiligung der Haarfollikel an der Entziindung
beschrieben. Bei dieser Erscheinungsform der Allergie sind jedoch gleichzeitig ein starkes

dermales Infiltrat sowie Ulzeration, Spongiose und ein dermales Odem beschrieben. Da die
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4.2 Ergebnisse Katze

zuletzt genannten Verdnderungen in diesem Fall nicht vorlagen, konnte der Entziindung in

dieser Biopsie keine bestimmte Atiologie zugeordnet werden.

4.2.1.1.2 Sonstige perivaskulidre Dermatitiden

Die Haut von zwolf untersuchten Katzen wies eine perivaskuldre Dermatitis auf. In acht
dieser Fille war das Infiltrat von Mastzellen dominiert, welche zusétzlich in Nestern und
Reihen auch interstitiell in der Dermis lagen. Eine Biopsie wies zuséitzlich eine hochgra-
dige epidermale Hyperplasie, Ulzerationen, eine Spongiose und eine dermale Fibrose auf.
In zwei Proben dieser Gruppe konnten, abgesehen von dem perivaskuldren Infiltrat, keine
weiteren Verdnderungen festgestellt werden. Aufgrund des Fehlens eindeutiger Hinweise auf
eine bestimmte Ursache, blieb die atiologische Diagnose in elf Biopsien mit perivaskulédrer
Dermatitis unklar. In einer Probe mit perivaskuldrer Dermatitis befanden sich zahlreiche

Pilzhyphen und Sporen um die Haarschifte (Dermatophytose).

4.2.1.1.3 Nodulidre und diffuse Dermatitiden

Insgesamt konnten 29 Katzenbiopsien der Gruppe der nodulédren und diffusen Dermatitiden
zugeordnet werden. Im Einzelnen handelte es sich in elf Féllen um eine eosinophile nodu-
lare Dermatitis, in drei Fillen um eine diffuse eosinophile Dermatitis, in zehn Féllen um
eine pyogranulomatose oder granulomatése Dermatitis und in zwei Fillen um eine diffuse
pyogranulomatose Dermatitis.

Die nodulédren eosinophilen Dermatitiden waren durch das Vorhandensein einer fokalen
oder multifokalen, von eosinophilen Granulozyten dominierten Entziindung gekennzeichnet.
Zusatzlich fanden sich in allen Proben Areale von degranulierten und degenerierten eosi-
nophilen Granulozyten, welche sich um einzelne Kollagenfasern herum anordneten (,flame
figures”). Diese Areale waren hdufig von Makrophagen und mehrkernigen Riesenzellen um-
geben. Die Dermis wies in den meisten Fillen ein gering- bis mittelgradiges muzingses Odem
auf. Aufgrund dieser Charakteristika wurde in allen elf Fillen die Diagnose eines eosinophilen
Granuloms gestellt.

Eine der beiden Biopsien mit diffuser eosinophiler Dermatitis zeigte neben vereinzelt vor-
liegenden ,flame figures“ eine ausgepriagte Spongiose der Epidermis und der Follikelinfundi-
bula sowie ein hochgradiges muzinéses Odem der Dermis. All dies fiihrte zu der Diagnose
des eosinophilen Plaques. Die anderen beiden Biopsien, welche eine diffuse eosinophile Der-
matitis aufwiesen, zeigten keine zusétzlichen charakteristischen Verdnderungen, die fiir eine
bestimmte Erkrankung sprechen wiirden.

Katzen mit noduldrer pyogranulomatoser oder granulomatoser Dermatitis litten in drei
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4 Ergebnisse

Féllen an einem dermatophytischen Pseudomyzetom (PAS-positive Pilzhyphen im Bereich
der Entziindung), in einem Fall an einer Histoplasmose (PAS-positive, intrazelluldr in Ma-
krophagen liegende, 2um im Durchmesser grofe und von einem hellen Hof umgebene Or-
ganismen) und in einem weiteren Fall an einer Fremdkorperentziindung (doppeltbrechen-
des Fremdmaterial im Bereich der Entziindung). In fiinf Proben blieb die Ursache fiir die
(pyo)granulomatose Dermatitis trotz verschiedener Spezialfirbungen (PAS, Grocott, Ziel-
Nehlsen, Giemsa) ungeklart.

Die beschriebenen Félle einer diffusen pyogranulomatosen Entziindung waren ursdchlich
durch eine tiefe Entziindungsreaktion auf PAS-positive Pilzhyphen (dermatophytisches Pseu-

domyzetom) zuriickzufiihren.

4.2.1.1.4 Pannikulitiden
Eine Pannikulitis wurde in vier Biopsien diagnostiziert, in keiner der Biopsien gab es Hinweise

auf eine bestimmte Ursache.

4.2.1.1.5 Interface Dermatitiden

Bei der Katze lag in zwei Biopsien eine Interface Dermatitis vor. In einem der beiden Fal-
le konnte aufgrund der Blasenbildung im Stratum basale, der apoptotischen Keratinozyten
im Stratum basale sowie der epidermalen Hyperplasie und der Melanininkontinenz ein Lu-
pus erythematodes angenommer werden. In dem anderen Fall blieb die Ursache aufgrund

fehlender zusédtzlicher Verdderungen unklar.

4.2.1.1.6 Bull6se Erkrankungen der Epidermis

Eine bullése Erkrankung der Epidermis lag in einem Fall vor (T207/06). Im Einzelnen
wies der histologische Schnitt fokal serozelluldre Krusten und Ulzerationen, eine hochgradige
Spongiose, suprabasale Vesikel und Bullae, eine méfige neutrophile und erythrozytiare Exo-
zytose und intraepidermale Vesikel auf. Die Dermis zeigte ein ,band-like“-Infiltrat, welches
aus, zum Teil degenerierten, neutrophilen Granulozyten sowie aus Mastzellen, eosinophilen
Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazellen bestand. Mittels der PAS-Farbung lief sich
deutlich machen, dass die Basalmembran den Boden und intakte Keratinozyten das Dach der
Vesikel bildeten. Diese histopathologischen Verdnderungen sind in der Literatur fiir das bul-
16se Pemphigoid beschrieben. Differentialdiagnostisch kommt auch die Epidermolysis bullosa

aquisita in Frage. Letztere ist jedoch bislang nicht fiir die Katze dokumentiert.

4.2.1.1.7 Pustulose Dermatitiden
Die Katzenbiopsie mit der Tgh.-Nr. T863/04 wies eine pustulse Dermatitis auf. Da sich in
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4.2 Ergebnisse Katze

den Pusteln hypersegmentierte neutrophile Granulozyten befanden und zusétzlich serozellu-
lare Krusten mit zahlreichen kokkoiden Bakterien sowie ein dermales perivaskuldres Infiltrat
aus vorwiegend neutrophilen Granulozyten sowie Lymphozyten und Plasmazellen vorlagen,

wurde die adtiologische Diagnose einer Pyodermie gestellt.

4.2.1.1.8 Biopsien ohne eindeutiges Verdnderungsmuster

In insgesamt sieben Biopsien liefen sich die Verdnderungen nicht einem bestimmten Muster
zuordnen. Wie auch beim Hund lagen verschiedene Verdanderungen, welche fiir bestimmte
Gruppen von Dermatitiden typisch sind, gleichzeitig vor und keine dominierte in der Form,

dass eine Zuteilung zu einer bestimmten Gruppe moglich gewesen wére.

4.2.2 Immunhistologische Untersuchung

Auch bei den Biopsien der Katze wurde immunhistologisch untersucht, auf und in welchen
Zellen (insbesondere solchen des Immunsystems (Langerhans-Zellen der Epidermis, infil-
trierende Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten), Keratinozyten und Endothelzellen)
MHC II in welcher Intensitét vorkommt. Dabei wurden zwei verschiedene Antikorper (1. anti-
human HLA-DR, 2. anti-felines MHC II) verwendet.

4.2.2.1 MHC II-Nachweis auf Zellen des Immunsystems

4.2.2.1.1 Langerhans-Zellen

Wie auch beim Hund wurden zwischen den Keratinozyten der Epidermis und des Infundi-
bulums liegende Zellen, welche seitliche zytoplasmatische Auslaufer aufwiesen, zu den LHZ
gezéhlt (siche Abbildung 18).

Mittels des Antikorpers gegen humanes HLA-DR konnte in allen untersuchten Biopsien
MHC IT auf den LHZ der Epidermis nachgewiesen werden. Mittels des Antikdrpers gegen
die f-Kette des felinen MHC II liefsen sich die LHZ in vier Proben (T6520/03, T718/04,
1460/05, T659/06) gar nicht und in sechs Proben (T7219/03, T1597/04, T8689,/04, 103 /5714,
103/7131, 104/4066) nur sehr schwach anfirben. Diese Proben stammten aus verschiedenen
Gruppen von Entziindungen und von verschiedenen Katzenrassen.

Auch die immunhistologische Untersuchung von Biopsien der Katze ergab Unterschiede
in der Zahl der LHZ der Epidermis sowie der Ausprigung der zytoplasmatischen Fortsétze.
In Proben mit ausgeprigten Entziindungen fanden sich deutlich mehr LHZ mit stirker aus-
gepragten zytoplasmatischen Fortsdtzen als in Proben mit geringgradiger Entziindung und
Proben der Kontrollgruppe. Das Vorkommen von LHZ bei den verschiedenen Hautverdnde-

rungen ist in Abbildung 19 dargestellt.
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4 Ergebnisse

Abbildung 18: Tagebuchnummer 103/4481. MHC II-positive LHZ in der Epidermis einer
Katze, Dermatophytose. Obj. x 40. Maus anti-felines MHC II, PAP, Papa-
nicolaous Hamatoxylin Gegenférbung.
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Abbildung 19: Menge der LHZ in der Epidermis bei Dermatitiden der Katze; IFD: Inter-
face Dermatitis; PD: perivaskulidre Dermatitis; PHD: perivaskulére hyper-
plastische Dermatitis. 1 = vereinzelt suprabasal liegende LHZ; 2 = zahlrei-
che gleichméfig verteilt liegende LHZ; 3 = zahlreiche dicht liegende LHZ;
4 — grobkere Areale mit dicht gepackten LHZ.
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Mittels des exakten WMW-Testes konnte statistisch ein hoch signifikant hiufigeres Vor-
kommen von LHZ in der Epidermis bei entziindlichen Verdnderungen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe ermittelt werden (p < 0,0001). Dieses Ergebnis traf fiir den Nachweis der MHC I1-
Antigene mit beiden verwendeten Antikérpern zu. Innerhalb der Gruppen von verschiedenen
Entziindungen ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vorkommen von
LHZ in der Epidermis und im Infundibulum (p = 0,067). Allerdings liegt der ermittelte
p-Wert knapp iiber dem festgelegten Signifikanzniveau von p = 0,05, so dass es zumindest
einen Hinweis auf vorliegende Unterschiede zwischen den verschiedenen Dermatitiden der
Katze gibt. Der Gruppenvergleich zwischen Katzen mit Dermatitiden und Kontrolltieren ist
im Anhang in den Tabellen 17 und 18, der Vergleich der einzelnen Gruppen von Dermatitiden
in Tabelle 19 detailliert aufgefiihrt.

4.2.2.1.2 Weitere Zellen des Immunsystems

Auf allen die Haut infiltrierenden Makrophagen, Riesenzellen, B-Lymphozyten und T-Lym-
phozyten konnten, unabhéngig vom Charakter der Entziindung, MHC II-Proteine nachgewie-
sen werden. Die Differenzierung von B- und T-Lymphozyten erfolgte bei der Katze anhand
von Serienschnitten, die mit den Antikdrpern gegen CD3 beziehungsweise CD45R markiert
wurden. Auch die vereinzelt in der Haut der Kontrolltiere vorkommenden Makrophagen und
Lymphozyten wiesen eine MHC II-Expression auf. Beziiglich der Expressionsintensitit auf
der einzelnen Zelle wurden keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Entziindungen
und der Kontrollgruppe festgestellt. Die Expression von MHC II-Molekiilen auf Makropha-
gen und Lymphozyten der Katze ist in Abbildung 20 und 21 dargestellt.

Zur Beurteilung der MHC II-Expression auf Plasmazellen wurde eine Doppelmarkierung
mit Antikérpern gegen canines IgG und MHC II angefertigt. Dabei fiel auch bei der Katze
auf, dass Plasmazellen in den meisten, jedoch nicht in allen Biopsien mit plasmazelluldren
Infiltraten MHC II exprimierten und dass innerhalb einer Biopsie sowohl MHC II-positive als
auch MHC Il-negative Plasmazellen vorkamen. Ein Zusammenhang zwischen der MHC II-
Expression auf Plasmazellen und deren Lokalisation im Gewebe oder deren Vorkommen bei
bestimmten morphologischen Verdnderungen konnte nicht festgestellt werden. Die Expressi-
on von MHC II auf Plasmazellen ist in Abbildung 22 gezeigt.

In der Dermis fanden sich léngliche Zellen mit seitlichen, zytoplasmatischen Ausldufern
und ovalen Kernen. Waren diese Zellen aufgrund ihrer Morphologie nicht eindeutig einem
bestimmten Zelltyp zuzuordnen, erfolgte die Anfertigung von Serienschnitten, die mit Anti-
korpern gegen das myeloid /histiocyte Antigen, Vimentin, und Faktor VIII related-Antigen

inkubiert wurden. Viele solcher Zellen in pyogranulomatosen Entziindungsherden exprimier-
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Abbildung 20: a Tagebuchnummer T1974/05. MHC II-Expression auf Makrophagen
(Pfeilspitze) und mehrkernigen Riesenzellen (Pfeil) der Katze, eosinophi-
les Granulom. Obj. x 40. Maus anti-felines MHC II, PAP, Papanico-
laous Hamatoxylin Gegenfiarbung. b Tagebuchnummer T1579/04. MHC II-
Expression auf Makrophagen (Pfeilspitze), noduldre pyogranulomatose
Dermatitis. Obj. x 20. Maus anti-human HLA-DR, PAP, Papanicolaous
Hamatoxylin Gegenférbung.

Abbildung 21: Tagebuchnummer T1974/05. MHC II-Expression auf Lymphozyten (Pfei-
le) der Katze und MHC II-negative Granulozyten (Pfeilspitze), eosinophiles
Granulom. Obj. x 40. Maus anti-felines MHC II, PAP, Papanicolaous Ha-
matoxylin Gegenfirbung.

64



4.2 Ergebnisse Katze

Abbildung 22: a Tagebuchnummer T721/04. MHC II-Expression auf Plasmazellen (Pfeil)
der Katze, LE. Obj. x 20. Maus anti-felines MHC II, PAP, Papanico-
laous Hamatoxylin Gegenfirbung. b Tagebuchnummer T1597/04. MHC II-
positive Plasmazellen (Pfeil)und MHC II-negative Plasmazellen (Pfeilspit-
ze), plasmazellulire Pododermatitis, Doppelmarkierung von MHC II und
IgG. Obj. x 100. Maus anti-human HLA-DR (DAB), PAP; Kaninchen anti-
Hund IgG (Neufuchsin), ABC-AP.

ten neben MHC II auch das myeloid/histiocyte Antigen und wurden deshalb als Makro-
phagen eingestuft. Im oberen Korium liegende, MHC II- und Vimentin-positive Zellen mit

mehreren langen zytoplasmatischen Fortsidtzen wurden als dendritische Zellen interpretiert.

4.2.2.2 MHC II-Nachweis auf Keratinozyten

Auch bei der Katze konnte eine MHC II-Expression auf Keratinozyten in Epidermis und
Haarfollikeln oder nur in der Epidermis oder nur auf Epithelzellen des Haarfollikels beob-
achtet werden.

Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten in keinem Fall eine MHC II-Expression auf Kerati-

nozyten.

4.2.2.2.1 MHC II-Nachweis auf epidermalen und follikuldren Keratinozyten

Auf epidermalen und follikuldren Keratinozyten konnte in insgesamt acht Biopsien eine
MHC II-Expression beobachtet werden, wobei in einer dieser Biopsien (T7457/03) nur mit
dem Antikorper gegen die [-Kette des felinen MHC II und in einer weiteren Probe
(T1597/04) nur mit dem Antikorper gegen humanes HLA-DR eine Markierung erzielt wurde.
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Im Einzelnen lag bei der Katze eine MHC II-Expression auf follikuldren und epidermalen
Keratinozyten vor in einem von zwei Fillen mit Interface Dermatitis, welcher urséchlich
ein Lupus erythematodes zugrunde lag (Abbildung 23), in zwei von zwei Fillen mit plas-
mazelluldrer Pododermatitis und in zwei Féllen einer eitrigen Follikulitis, wobei in einem
dieser Félle eine Infektion mit Dermatophyten zugrunde lag. Weiterhin zeigten ein Fall ei-
ner noduldren granulomatdsen Dermatitis ohne spezifische Ursache, ein Fall einer noduliren
granulomatosen Pannikulitis aufgrund eines Fremdkorpers und eine Biopsie mit perivaskula-
rer hyperplastischer Dermatitis, an der auch eosinophile Granulozyten beteiligt waren, eine
MHC II-Expression auf epidermalen und follikuldren Keratinozyten. Die Epidermis der letz-
ten beiden genannten Biopsien zeigte eine hochgradige Spongiose sowie serozelluldre Krusten

und zum Teil eine Ulzeration.

Abbildung 23: a und b Tagebuchnummer T721. MHC II-Expression auf epidermalen und
follikuldren Keratinozyten, LE. a: Obj. x 20; b: Obj. x 40. Maus anti-felines
MHC I1I, PAP, Papanicolaous Himatoxylin Gegenfiarbung.

4.2.2.2.2 MHC II-Nachweis auf epidermalen Keratinozyten

Ausschliefslich auf epidermalen Keratinozyten konnte in insgesamt drei Biopsien MHC II
nachgewiesen werden. Dabei erfolgte in zwei Fillen (T7219/03, T7435/03) ausschlieflich mit
dem Antikorper gegen die S-Kette des felinen MHC II eine Markierung zahlreicher Keratino-
zyten. In einem der Fille (T7219/03) handelte es sich um eine Pannikulitis, zusétzlich lagen
in der Epidermis eine Spongiose, eine lymphozytire Exozytose und eine Parakeratose vor.

Im verbleibenden Fall handelte es sich um eine Verdnderung, die keiner bestimmten Gruppe
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zugeordnet werden konnte. Mit dem Antikorper gegen humanes HLA-DR erfolgte in zwei
Féllen lediglich eine schwache Markierung einzelner Keratinozyten (T7219/03, T1206/04),
wobei in der Biopsie mit der Tagebuchnummer T1206/04, welche sich durch das Vorlie-
gen einer Interface Dermatitis aufgrund eines Lupus erythematodes auszeichnete, auch die
konstitutionell MHC II-exprimierenden LHZ durch eine sehr schwache immunhistologische
Anfarbbarkeit auffielen.

Das Vorkommen von MHC II-Molekiilen auf Keratinozyten bei der Katze ist in Abbil-
dung 24 graphisch dargestellt.

Hautveranderung
Follikulitis

PPD
MHC Il auf Keratinozyten

in Epidermis und

IFD Follikeln

Nodulare granulomatdse Dermatitis . MHC Il auf Keratinozyten

in Follikeln
EG

|:| MHC Il auf Keratinozyten
der Epidermis

Pannikulitis

PHD + eos. Granulozyten

[ ] keine Expression

PD

Unklar

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Fallzahl in %

Abbildung 24: Ubersicht iiber die MHC II-positiven epidermalen und follikulidren Kerati-
nozyten bei den verschiedenen Dermatitiden. PPD: plasmazelluldre Podo-
dermatitis; IFD: Interface Dermatitis; EG: eosinophiles Granulom; PHD:
perivaskulare hyperplastische Dermatitis; PD: perivaskuldre Dermatitis

4.2.2.2.3 MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten

Die immunbhistologische Farbung der Hautbiopsien der Katze fiihrte in elf von 16 Fallen von
Follikulitis/Furunkulose ausschlieflich zu einer positiven Reaktion auf Keratinozyten des
Haarfollikels (Abbildung 25). Dabei zeigten alle elf Fille eine deutliche Markierung. Zwei
weitere Biopsien, in denen eine eitrige Follikulitis vorlag, exprimierten zusitzlich MHC II
auf epidermalen Keratinozyten (Abschnitt 4.2.2.2.1).
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Abbildung 25: a Tagebuchnummer 103/4481. MHC II-Expression auf follikuldren Kera-
tinozyten der Katze, Dermatophytose. Obj. x 20. b T1163/05. MHC II-
Expression auf Keratinozyten von Sekundarfollikeln, eosinophiles Granu-
lom. Obj. x 10. Maus anti-feliner MHC II, PAP, Papanicolaous Himatoxy-
lin Gegenfiarbung.

Urséchlich lag den Follikulitiden in fiinf Proben eine Dermatophytose zugrunde. In fiinf
weiteren Féllen war keine eindeutige Ursache feststellbar, in einer Biopsie lag eine eosinophile
Follikulitis vor.

Neben den Katzen, welche an einer Entziindung der Haarfollikel litten, zeigten auch Kat-
zen mit anderen Hautverdnderungen eine MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten.
Im Einzelnen waren dies fiinf Tiere, die ein eosinophiles Granulom aufwiesen, wobei die Mar-
kierung in einem der fiinf Félle nur schwach ausfiel, fiinf Katzen mit einer noduléren pyogra-
nulomatdsen Dermatitis, welcher in einer Probe eine Histoplasmose und in einem weiteren
Fall ein dermatophytisches Pseudomyzetom zugrunde lagen. Die Ursache der verbleibenden
drei Entziindungen dieser Gruppe konnte nicht geklart werden. Auflerdem wiesen vier Tiere
mit einer perivaskuldren hyperplastischen Dermatitis, an der auch eosinophile Granulozyten
beteiligt waren, zwei Tiere mit einer perivaskuldren Dermatitis und ein Tier mit einer dif-
fusen eosinophilen Dermatitis eine MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten auf.
In den zuletzt genannten Gruppen fiel die Markierung in vier Féllen sehr schwach aus, in
einer Probe (T1366/04) konnte nur mit dem Antikorper gegen felines MHC II eine Féarbung
erzeugt werden.

Insgesamt zeigten sieben von zehn Katzen, die an einer Dermatophytose litten, eine
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MHC II-Expression. Die drei verbleibenden Biopsien von Katzen mit Dermatophytose wie-
sen mittels des Antikorpers gegen felines MHC II auch auf den konstitutionell MHC II-
exprimierenden LHZ nur eine sehr schwache Markierung auf. Da bei den untersuchten Proben
der Katze alle auswertbaren Félle von Follikulitis eine MHC II-Expression zeigten, wurde kei-
ne statistische Analyse durchgefiihrt. Die MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten
bei den verschiedenen Dermatitiden der Katze ist in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Vergleich der verschiedenen Dermatitiden mit MHC II-Expression auf fol-
likuldren Keratinozyten. EG: eosinophiles Granulom; PHD: perivaskulire
hyperplastische Dermatitis; PD: perivaskuldre Dermatitis

4.2.2.3 MHC II-Nachweis auf Endothelzellen

Die MHC II-Expression auf Endothelzellen der Katze verhielt sich dhnlich wie beim Hund.
Auch bei der Katze waren in den meisten Dermatitiden MHC II-positive Endothelzellen
nachweisbar. Dabei trat die MHC II-Expression in unterschiedlichen Geféfplexus, in Venen
und/oder Arterien und auf aktivierten oder nicht aktivierten Endothelzellen auf (Abbil-
dung 27).

Die Abgrenzung einzelner MHC Il-positiver Endothelzellen gegeniiber aus den Geféfen
auswandernden Entziindungszellen erfolgte im weiteren Verlauf der Untersuchung mittels

einer Doppelmarkierung mit Antikérpern gegen MHC II und Faktor VIII-related Antigen.
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Abbildung 27: a Tagebuchnummer T1163/05. MHC II-positive aktivierte Endothelzellen,
eosinophiles Granulom. Obj. x 40. Maus anti-felines MHC II, PAP, Pa-
panicolaous Hamatoxylin Gegenfirbung. b Tagebuchnummer T1597/04.
MHC Il-positive nicht aktivierte Endothelzellen, plasmazelluldre Pododer-
matitis. Obj. x 40. Maus anit-human HLA-DR, PAP, Papanicolaous Héa-
matoxylin Gegenfirbung

Zuséatzlich konnte durch diese Farbung bei der Katze ebenfalls ein perifollikuldres Neztwerk
aus MHC II- und Faktor VIII-related Antigen-positiven Zellen gezeigt werden.

Auch bei der Katze erfolgte eine Farbung der Schnitte mit Antikérpern gegen Lami-
nin, um Blutgefafendothelien und Lymphgefiafsendothelien im perifollikuldren Netzwek aus
MHC II- und Faktor VIII-related Antigen positiven Zellen von einander zu unterscheiden.
Beim Vergleich beider Férbungen fiel auf, dass nicht in allen MHC II- und Faktor VIII-related
Antigen-positiven Arealen gleichzeitig eine Expression von Laminin vorlag.

Ein Zusammenhang zwischen einem bestimmten Expressionsmuster von MHC II auf Endo-
thelien und spezifischen Dermatitiden liefs sich nicht feststellen. Auffallig war jedoch, dass
es sich in drei Féllen aus der Gruppe der noduléren und diffusen Dermatitiden, welche keine
MHC II-Expression auf Endothelzellen zeigten, um Biopsien mit eosinophilem Granulom
handelte, und dass sich in diesen Biopsien auch keine MHC II-Expression auf follikuldren
Keratinozyten zeigte. Weiterhin fiel auf, dass Gefifsendothelien als Bestandteil von Granu-
lationsgewebe nur im Einzelfall MHC II exprimierten, in der Regel jedoch MHC Il-negativ
waren. Wie auch beim Nachweis von MHC IT auf Keratinozyten, waren die MHC II-Molekiile

in einzelnen Féllen nur mit dem Antikérper gegen humanes HLA-DR oder mit dem Antikor-
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per gegen die S-Kette des felinen MHC II detektierbar. Dabei handelte es sich im Fall des
Nachweises von MHC II auf Endothelzellen um andere Biopsien als im Falle des MHC I1-
Nachweises auf Keratinozyten.

Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen ebenfalls hdufig MHC II auf Endothelzellen auf,
allerdings waren im positiven Falle Gefifse aus allen Plexus betroffen. Zusitzlich konnten
in diesen Féillen auch in anderen Organen (Leber, Lunge, Niere) MHC Il-exprimierende

Endothelzellen beobachtet werden.

4.2.2.4 MHC II-Nachweis auf weiteren Zellen der Haut

Neben der MHC II-Expression auf den oben beschriebenen Zellen der Haut liefen sich in
einzelnen Féllen auch MHC II-positive Driisenepithelien der Schweifsdriisen sowie MHC II-
positive Fibrozyten und Adipozyten detektieren. So z. B. MHC II-positive Driisenepitheli-
en im Fall einer perivaskuldren Dermatitis in einem dilatierten Driisenschlauch. MHC II-
exprimierende Adipozyten wurden in einem Fall einer Pannikulitis, in einem Fall einer plas-
magzellularen Pododermatitis, in einem Fall einer perivaskuldren hyperplastischen Derma-
titis, an der auch eosinophile Granulozyten beteiligt waren, und in einer Biopsie mit un-
klarem Verdnderungsmuster beobachtet. MHC II-positive Fibrozyten konnten in insgesamt
fiinf Biopsien (2 Fille einer Pannikulitis, 2 Félle einer noduliren granulomatésen Dermati-
tis, 1 Fall einer perivaskuldren hyperplastischen Dermatitis mit Beteiligung von eosinophilen
Granulozyten) gefunden werden. Auffillig war in diesem Zusammenhang, dass eine positive
Markierung ausschlieflich mit dem Antikorper gegen humanes HLA-DR erfolgte. Weiterhin
fiel auf, dass die Fibrozyten, welche Bestandteil von Granulationsgewebe waren, zu grofsen
Teilen keine MHC II-Expression zeigten.

Die Férbung mit Antikérpern gegen die a-Kette des MHC II des Menschen (HLA-DR)
erzielte eine deutliche Markierung der Talgdriisen in allen Proben der Katze (Abbildung 28).

Tiere der Kontrollgruppe wiesen in keinem Fall eine MHC II-Expression auf Driisenepi-
thelien von Schweifdriisen, Adipozyten oder Fibrozyten auf.

Biopsien mit hochgradiger Entziindung und einer ausgepragten MHC II-Expression auf
den verschiedenen Zellen zeigten haufig zusitzlich eine immunhistologische Markierung von
feinkornigem, nicht zellassoziiertem Material. Moglicherweise handelte es sich dabei um Zell-
fragmente von zugrunde gegangenen Zellen. Die Areale der so genannten ,flame figures® in
Biopsien mit eosinophilem Granulom zeigten ebenfalls eine diffuse, nicht zellassoziierte Mar-

kierung um das eosinophile Material herum (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Tagebuchnummer T1061/04. Positive Markierung der Talgdriisen, Allergie.
Obj. x 2,5; Inlay: Obj. x 40. Maus anit-human HLA-DR, PAP, Papanico-
laous Hamatoxylin Gegenfarbung.

Abbildung 29: Tagebuchnummer T1163/05. Nicht zellassoziierte positive Markierung
(Pfeile) um eine ,flame figure”, eosinophiles Granulom. Obj. x 20. Maus
anit-human HLA-DR, PAP, Papanicolaous Hamatoxylin Gegenfiarbung.

4.2.2.5 MHC II-Gesamtexpression

Die MHC II-Gesamtexpression lag bei fast allen Dermatitiden zwischen +-+ und +++-+,
wihrend eine Gesamtexpression von + nur bei einigen perivaskuldren Dermatitiden auftrat.

Die Proben der Kontrollgruppe wiesen alle eine Gesamtexpression von + auf.
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Der Gruppenvergleich der MHC II-Gesamtexpression zwischen den Biopsien mit Der-
matitiden und der Kontrollgruppe mittels des WMW-Testes ergab einen statistisch signi-
fikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p < 0,0001). Der Vergleich der MHC II-
Gesamtexpression zwischen den verschiedenen Typen von Dermatitiden erzielte ebenfalls
einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,0001) wobei die Gruppe der noduléren und
diffusen Dermatitiden durch eine besonders hohe mittlere Rangzahl auffiel. Die MHC II-
Gesamtexpression ist in den Tabellen 9 und 10 dargestellt. Die Daten fiir den Gruppenver-
gleich zwischen Tieren mit Dermatitiden und der Kontrollgruppe sind in den Tabellen 20

und 21 im Anhang aufgefiihrt.

Tabelle 9: MHC II-Gesamtexpression bei Katzen mit Dermatitiden (anti-feliner MHC II)

MHC II-Gesamtexpression Mittlere
Dermatopathie (anti-felines MHC II) Rangzahl
+ ++ +++ -+

Follikulitiden 2 3 3 1 45,938

PHD mit eos. Granulozyten 2 18 1 1 29,341

PD 6 4 1 0 22,25

Nod. und diffuse Dermatitiden 0 1 1 27 63,19
Pannikulitis 0 2 0 2 n.a
Bullose Dermatitis 0 1 0 0 n.a
Pustuldse Dermatitis 0 1 0 0 n.a
IFD 0 0 0 2 n.a

Unklar 3 1 0 2 29,167
Kontrollgruppe 12 0 0 0 n.a

PHD: perivaskuldre hyperplastische Dermatitis; IFD: Interface Dermatitis; PD: perivaskulére
Dermatitis
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Tabelle 10: MHC II-Gesamtexpression bei Katzen mit Dermatitiden (anti-human HLA-

DR)
MHC II-Gesamtexpression Mittlere
Dermatopathie (anti-human HLA-DR) Rangzahl
+ ++ +++ b
Follikulitiden 2 3 3 1 31,944
PHD mit eos. Granulozyten 2 18 1 1 27,523
PD 6 4 1 0 17,591
Nod. und diffuse Dermatitiden 0 1 1 27 60,155
Pannikulitis 0 2 0 2 n.a
Bullose Dermatitis 0 1 0 0 n.a
Pustulése Dermatitis 0 1 0 0 n.a
IFD 0 0 0 2 n. a.
Unklar 3 1 0 2 28,667
Kontrollgruppe 12 0 0 0 n. a.

PHD: perivaskuldre hyperplastische Dermatitis; IFD: Interface Dermatitis; PD: perivaskulére
Dermatitis

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen der Menge der LHZ in der Epider-
mis und der MHC II-Gesamtexpression besteht, wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman berechnet. Dieser lag fiir die Gruppe der Katzendermatitiden bei 0,358 mit einem
p-Wert von 0,0006 fiir die Markierung mit dem Antikorper gegen felines MHC II und bei
0,357 mit einem p-Wert von 0,001 fiir die Markierung mit dem Antikérper gegen humanes
HLA-DR. Daraus kann geschlossen werden, dass auch bei der Katze ein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der MHC II-Gesamtexpression und der Menge der LHZ in
der Epidermis besteht.

74



5 Diskussion

Das histopathologische Erscheinungsbild von Dermatitiden ist, auch unter Anwendung der
ypattern analysis“, nicht immer eindeutig. So kann sich eine bestimmte Hauterkrankung
wahrend ihres zeitlichen Verlaufes in verschiedenen Entziindungsmustern présentieren und
es konnen gleichzeitig verschiedene ,Muster* auftreten. Zudem treten hiufig Uberlappun-
gen verschiedener Dermatitiden oder von Dermatitiden und Dermatosen auf. Auch bei der
Untersuchung der Hautbiopsien im Rahmen dieser Arbeit liel sich dieses Problem nicht
vermeiden. Letzteres dufsert sich darin, dass mehreren Entziindungen in Biopsien der ver-
schiedenen Gruppen keine spezifische Atiologie zugeordnet werden konnte. Zusitzlich gab es
sowohl beim Hund, als auch bei der Katze eine Gruppe von Hautverinderungen, denen nicht
einmal ein spezifisches Muster zuzuordnen war. In diesem Zusammenhang sollte jedoch be-
dacht werden, dass die Entnahme einer Biopsie im Verlauf der klinischen Diagnostik haufig
als letzte diagnostische Moglichkeit betrachtet wird. Dementsprechend weit fortgeschritten
und sekundir verédndert kann eine Hautentziindung sein. Schliefslich sollte auch in Betracht
gezogen werden, dass eine eventuelle Therapie einen Einfluss auf das histopathologische Er-
scheinungsbild haben kann.

So ist die Schwierigkeit der dermatopathologischen Diagnostik nicht nur in der Sache an
sich begriindet, sondern wird durch zusétzliche externe Faktoren verkompliziert. Auf Grund
des retrospektiven Charakters dieser Arbeit war eine Aufklarung und Beriicksichtigung der
externen Faktoren nicht immer moglich. Das erklirt zusédtzlich die Gruppe an ,unklaren
Fillen“. Da der Nachweis von MHC II-Antigenen bei Dermatitiden als potentielle Moglichkeit
zur zusitzlichen Abgrenzung verschiedener Dermatitiden gegeneinander angenommen wurde,
schien es jedoch sinnvoll zu sein, die Gruppe der ,,unklaren Dermatitiden® in die Untersuchung

mit aufzunehmen.

5.1 MHC II-Antigene auf Zellen des Immunsystems

Die MHC II-Antigene kommen bei Hund und Katze konstitutionell auf den professionel-
len APC wie den Makrophagen sowie den epidermalen und dermalen dendritischen Zellen
vor (Rideout et al., 1990; Rabanal et al., 1995). Daneben ist auch auf der Oberfliche al-
ler B-Lymphozyten und T-Lymphozyten MHC II-Protein zu finden (Doveren et al., 1986;
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Cobbold und Metcalfe, 1994; Rideout et al., 1990). Diese Befunde bestétigten sich in der
vorliegenden Untersuchung. Im Gegensatz zum Menschen, bei dem das Vorhandensein von
MHC II-Antigenen auf T-Lymphozyten in der Haut als Merkmal fiir die Aktivierung der
vorhandenen Lymphozyten genutzt wurde (Foster et al., 1990), ist die Unterscheidung in
aktivierte und nicht aktivierte T-Lymphozyten bei Hund und Katze auf dieser Basis nicht
moglich.

Beziiglich der LHZ konnte beim Hund und bei der Katze ein signifikant haufigeres Vorkom-
men dieser Zellen in der Epidermis von entziindeter Haut im Vergleich zu nicht entziindeter
Haut beobachtet werden. Dieses Resultat stimmt ebenfalls mit Ergebnissen fritherer Unter-
suchungen iiberein. So dokumentierte Day (1996) ein signifikant hdufigeres Vorkommen der
LHZ in caniner Epidermis von Hunden mit Lupus erythematodes, Hypersensitivitatsreak-
tionen und Pyodermien, sowie Marsella et al. (2006) bei Beagles nach Durchfiihrung eines
Allergietestes. Roosje et al. (1997 und 2004) beschrieben ein gehiuftes Vorkommen von LHZ
in der Epidermis bei Katzen, ebenfalls nach Durchfiihrung eines Allergietestes.

Neben einer quantitativen Zunahme der LHZ in der Epidermis, fielen sowohl bei den Hun-
den als auch bei den Katzen im Falle von Dermatitiden aukerdem deutlicher ausgeprigte
zytoplasmatische Fortsétze als bei Tieren der Kontrollgruppe und bei Tieren mit nicht ent-
ziindlichen Verdnderungen auf. Die verstarkte Ausprigung der Fortsitze ist moglicherweise
Ausdruck der Aktivierung.

Mittels der Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman konnte in der
vorliegenden Studie sowohl fiir den Hund als auch fiir die Katze ein statistisch hoch si-
gnifikanter Zusammenhang zwischen der Zahl der LHZ in der Epidermis und der MHC II-
Gesamtexpression berechnet werden. Das Ergebnis weist darauf hin, dass es bei Dermatitiden
neben der Zunahme der LHZ in der Epidermis auch zu einer Aufregulierung der MHC II-
Gesamtexpression kommt. Dies ist auf der einen Seite sicher in den konstitutionell MHC I1-
exprimierenden infiltrierenden Entziindungszellen begriindet. Auf der anderen Seite konnte
an Hand dieser Untersuchung jedoch gezeigt werden, dass verschiedene andere Zellen der
Haut auch MHC II expimieren kénnen. Zusétzlich wiesen auch von eosinophilen und neu-
trophilen Granulozyten dominierte Entziindungen eine erh6hte MHC II-Gesamtexpression
auf.

In der hier vorliegenden Untersuchung fiel zusitzlich ein gehduftes Vorkommen von LHZ
in der Epidermis bei Hunden mit IFD (denen urséchlich in 9 Féllen ein LE zugrunde lag) im
Vergleich zu Hunden mit anderen Dermatitiden auf. Diese Beobachtung steht Untersuchungs-
ergebnissen und Erklarungsansitzen zur Pathogenese des LE beim Menschen, bei denen eine

Abnahme der LHZ in verdnderter Haut bei Lupus-Patienten festgestellt wurde (Mori et al.,
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1994), entgegen. Moglicherweise besteht hier ein speziesspezifischer Unterschied im immu-
nologischen Reaktionsmuster. Diese Vermutung wird durch die Tatsache, dass auch Day
(1996) eine Zunahme der LHZ in der Epidermis von Hunden mit LE beobachtete, gestiitzt.
Die Beobachtung, dass das Entziindungszellinfiltrat in der Dermis beim Hund zahlreiche
Plasmazellen enthélt, wihrend beim Menschen in der Dermis T-Lymphozyten vorherrschen
(Bos und de Rie, 2005), ldsst einen Unterschied im immunologischen Reaktionsmuster von
Mensch und Hund mit LE vermuten. Welche Bedeutung den LHZ in der Epidermis bei
Hunden mit LE zukommen, kann noch nicht abschliefend geklart werden. Moglicherweise
reichern sie sich in Arealen der Zellzerstorung an, um das dabei freiwerdende Antigen auf-
zunehmen. Da es sich bei den in der Epidermis lokalisierten LHZ um unreife Zellen handelt
(Teunissen, 2005), ist es unwahrscheinlich, dass sie vor Ort in die Antigenprasentation und
Stimulation der Immunantwort involviert sind. Auf der anderen Seite scheint der Phéno-
typ dieser Zellen von ihrer Umgebung abzuhéngen (Teunissen, 2005). Deshalb sollte nicht
vollstindig ausgeschlossen werden, dass die LHZ im Rahmen der Antigenprisentation bei
Hunden mit IFD von Bedeutung sind.

Neben den oben genannten konstitutionell MHC II-exprimierenden Entziindungszellen
und im Gegensatz zu den in der Vergangenheit durchgefiihrten immunhistologischen Unter-
suchungen zu Dermatitiden beim Hund (Day, 1996), konnten wir bei Hunden und Katzen
eine MHC II-Expression auf Plasmazellen nachweisen. In einigen Biopsien waren sowohl
MHC II-positive als auch MHC Il-negative Plasmazellen sichtbar. Unter Beriicksichtigung
der Tatsache, dass B-Lymphozyten zu den konstitutionell MHC Il-exprimierenden Zellen ge-
horen, kann vermutet werden, dass es einen Mechanismus gibt, der die MHC II-Expression
auf Plasmazellen unterdriickt. Dafiir sprechen auch Ergebnisse von Untersuchungen zur
MHC II-Expression an Plasmozytom-Zelllinien. Diese erklidren das Erléschen der MHC II-
Expression durch die Transkriptionsrepression der CIITA-Expression. Dabei konnte gezeigt
werden, dass sowohl der CIITA Typ III-Promotor, welcher fiir die konstitutionelle MHC II-
Expression auf B-Lymphozyten verantwortlich ist (Ghosh et al., 2001), als auch der CIITA
Typ IV-Promotor, welcher in zahlreichen nicht professionellen APC die MHC II-Expression
reguliert (Chen et al., 2007), inaktiviert wird. Fraglich bleibt, ob diese Ergebnisse auf ,nor-
male” Plasmazellen iibertragbar sind, ob dieser Mechanismus fiir Carnivoren ebenso zutrifft
und, wenn dies der Fall ist, warum dann nicht alle Plasmazellen die Expression einstellen.
Die Tatsache, dass Day (1996 und 1997) keine MHC II-Molekiile auf Plasmazellen bei Hun-
den mit Dermatitiden nachwies, konnte darin begriindet sein, dass er keine Vorbehandlung
zur Antigendemaskierung durchfiihrte.

Im Gegensatz zu Untersuchungen an Mastzelllinien, die eine MHC II-Expression auf Mast-
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zellen und in Mastzellgranula beschreiben, konnten wir weder beim Hund noch bei der Katze
MHC II-positive Mastzellen detektieren. Moglicherweise ist diese Diskrepanz in der Metho-
dik begriindet. Denn im Gegensatz zu den an Mastzelllinien durchgefiihrten Versuchen, wur-
den in der vorliegenden Studie keine fluoreszenzmarkierten Antikorper verwendet. Letztere
ermoglichen in der Regel eine bessere Detektierbarkeit von in kleinen Mengen vorhande-
nem Antigen. Zusédtzlich wurde in dieser Arbeit formalinfixiertes Material verwendet. Da
die Antigenmaskierung bei der Verwendung aldehydbasierter Fixationslosungen nicht nur
vom Antigen selber, sondern auch von den Proteinen in der direkten Umgebung des Anti-
gens abhéngt (Hed und Enestrom, 1981), wire es grundsétzlich denkbar, dass Antigene auf

bestimmten Zellen maskiert bleiben und deshalb nicht nachweisbar sind.

5.2 MHC II-Antigene auf Keratinozyten

Die Expression von MHC II auf Keratinozyten der Epidermis wurde beim Hund in einem
Fall von Pemphigus foliaceus (Day, 1996), in einem Fallbericht iiber das uveodermatologische
Syndrom (Carter et al., 2005) sowie bei der cutanen Leishmaniose beschrieben (Fondevila et
al., 1997; Papadogiannakis et al., 2005). Bei der Katze ist bislang keine MHC II-Expression
auf Keratinozyten im Zusammenhang mit Dermatitiden beschrieben worden.

In der vorliegenden Untersuchung erfolgte der immunhistologische Nachweis von MHC II-
Molekiilen auf Keratinozyten bei Dermatitiden verschiedener Ursache, wobei auffillig war,
dass entweder Keratinozyten von Epidermis und Haarfollikel eine Markierung zeigten, oder
ausschlieflich Keratinozyten der Epidermis oder des Haarfollikels angefirbt waren. Im Er-
gebnisteil dieser Arbeit wurde die Beschreibung der MHC II-Expression auf Keratinozyten
anhand dieser Kriterien geordnet und auch hier sollen die Dermatitiden nicht nur auf der Ba-
sis ihrer Ursache, sondern auch auf der Basis der MHC II-Expression auf den verschiedenen
Keratinozyten (epidermal und/oder follikuldr) diskutiert werden.

Auf epidermalen und follikuldren Keratinozyten konnte beim Hund in insgesamt 15 Biop-
sien eine MHC II-Expression beobachtet werden. In acht dieser Biopsien lag eine Interface
Dermatitis vor, wobei in sechs Féllen ursdchlich ein LE zugrunde lag und in zwei Fallen
keine eindeutige Ursache feststellbar war. Weiterhin konnte bei einer oberflachlichen nekro-
tisierenden Dermatitis, einer Biopsie mit einer pustuldsen, bakteriell bedingten Dermatitis,
bei einer oberflachlichen hyperplastischen Dermatitis unklarer Ursache und bei vier Biopsien,
deren Veranderung keinem bestimmten Muster zu zuordnen war, eine positive Markierung
von epidermalen und follikuldren Keratinozyten dokumentiert werden. Auffillig in diesem

Zusammenhang ist, dass es sich bei allen Dermatitiden, welche MHC II-positive epidermale

78



5.2 MHC II-Antigene auf Keratinozyten

und follikulére Keratinozyten aufwiesen, durchweg um hochgradige, subakute bis chronische
Entziindungen handelte, welche ein ausgepréigtes dermales Infiltrat zeigten. Zusétzlich wies
die Epidermis in all diesen Fillen durch unterschiedliche Kennzeichen (Hyperplasie, Nekrose,
Ulzeration, Spongiose) eine direkte Beteiligung am Entziindungsgeschehen auf.

Bei der Katze wurden in insgesamt acht Biopsien MHC II-Molekiile auf epidermalen und
follikuldren Keratinozyten detektiert. In diesen acht Biopsien lagen in einem Fall eine IFD, in
zwei Fallen eine plasmazelluldre Pododermatitis, in zwei Féllen eine eitrige Follikulitis (wobei
die Entziindung in einem Fall durch eine Infektion mit Dermatophyten begriindet war), in
einem Fall eine nodulédre granulomatose Pannikulitis und in einer Biopsie eine perivaskulire
eosinophile hyperplastische Dermatitis vor. Obwohl diese Gruppe von Dermatitiden bei der
Katze sehr heterogen zu sein scheint, zeichneten sich alle Biopsien durch ein hochgradiges
dermales Infiltrat und eine Beteiligung der Epidermis aus. Die Beteiligung der Epidermis
war durch das Vorliegen einer Ulzeration, Spongiose oder deutlichen serozelluldren Krusten
gekennzeichnet.

Ausschliefslich auf epidermalen Keratinozyten konnte sowohl beim Hund als auch bei der
Katze nur in wenigen Biopsien eine MHC II-Expression beobachtet werden. Dies waren
beim Hund im Einzelnen Biopsien mit IFD (n = 4), Pemphigus foliaceus (n = 1) und nicht
eindeutigem Verdnderungsmuster (n = 2). Bei der Katze handelte es sich um Biopsien mit
IFD (n = 1), Pannikulitis (n = 1) und nicht eindeutigem Verdnderungsmuster (n = 1).

Auch den hier aufgefiihrten Dermatitiden war eine hochgradige subakute bis chronische
Entziindung unter Einbeziehung der Epidermis zu Eigen.

Die dritte Gruppe, bei der MHC II-Proteine auf Epithelzellen nachgewiesen werden konn-
ten, zeigte ausschlieflich eine Markierung von follikuléren Keratinozyten.

Beim Hund gehorten dieser Gruppe in erster Linie Tiere mit muraler IFF und Furunkulose
an. Urséchlich lag in den meisten Fillen eine Demodikose (n = 40) oder eine Dermatophy-
tose (n = 16) zugrunde. Daneben waren in Follikulitiden unklarer Ursache (n = 7), im
Falle von Druckpunkt Komedonen (n = 2), bei interdigitaler Follikulitis (n = 1) und bei
der Schéferhundpyodermie (n = 1) MHC Il-positive follikuldre Keratinozyten nachweisbar.
Die Biopsien der Katze zeigten in elf von 16 Fillen einer Follikulitis MHC II-Proteine auf
follikuldren Keratinozyten. Fiinf dieser Félle lag eine Dermatophytose zugrunde. Zusétzlich
konnte bei der Katze auch bei Vorliegen eines eosinophilen Granuloms (n =5 von 11), einer
noduliren pyogranulomatdsen Dermatitis (n = 5 von 10), einer perivaskuldren Dermatitis
(n = 6 von 35) und bei einer Dermatitis, die keinem bestimmten Muster zu zuordnen war
(n =1 von 7), ein positives Signal dokumentiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung weisen auf einen Zusammenhang zwischen
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der MHC II-Expression auf nicht immunologischen Zellen — vor allem Keratinozyten — und
der Entziindungszellinfiltration hin.

Verschiedene Autoren fanden heraus, dass die Anwesenheit von MHC II auf der Zelloberfla-
che von Keratinozyten mit einer Aktivierung der Keratinozyten durch IFN~ oder auch durch
Allergene zusammen zu hingen scheint (Griffiths et al., 1989b; Albanesi et al., 1998; Baner-
jee et al., 2004). Das zur Aktivierung fithrende IFN~v stammt dabei aller Wahrscheinlichkeit
nach von den infiltrierenden Entziindungszellen, wobei in erster Linie T-Lymphozyten eine
Rolle spielen diirften (Barker et al., 1988b).

Diese Auffassung wiirde die MHC II-Expression in den hier beschriebenen Fillen, ins-
besondere im Falle der IFD sowie der Demodikose und der Dermatophytose bei Hunden
und Katzen erkldren, da all diese Erkrankungen durch ein von aktivierten T-Lymphozyten
dominiertes Infiltrat charakterisiert sind. Zusétzlich infiltrieren die Lymphozyten direkt die
Epidermis (IFD) beziehungsweise die dufsere Wurzelscheide des Haarfollikels (murale IFF)
(Caswell et al., 1995; Parker und Yager, 1997; Gross et al., 2005).

Weiterhin scheint nicht nur die Art der infiltrierenden Entziindungszellen, sondern auch
deren Lokalisation von Bedeutung zu sein. So kann die IFD im Falle eines LE oder eines
Erythema multiforme ausschlieklich die Epidermis betreffen oder aber die Follikelinfundibu-
la in gleicher Weise mit einbeziehen (Gross et al., 2005). Entsprechend konnte im Falle beider
Erkrankungen entweder ausschlieflich auf epidermalen oder auf epidermalen und follikuléren
Keratinozyten der Nachweis von MHC II-Antigenen erfolgen. Auf follikuldren Keratinozy-
ten wurde eine MHC II-Expression dagegen in erster Linie bei Vorliegen einer Follikulitis
beziehungsweise einer Furunkulose, also einer direkten Beteiligung des Haarfollikels an der
Entziindung gesehen. Diese Tatsache konnte damit zusammenhéngen, dass das von den Lym-
phozyten produzierte IFN+v nur in die direkte Umgebung der Lymphozyten diffundiert und
dort seine Wirkung entfaltet. Letztere fiihrt dann iiber die in Abschnitt 2.1 beschriebenen
Mechanismen zur MHC II-Expression auf Keratinozyten.

Die hier aufgefiihrten Faktoren wiirden auch die MHC II-Expression auf epidermalen und
follikuldren Keratinozyten in den iibrigen beschriebenen Féllen erkléren, da all diese Derma-
titiden durch eine hochgradige Entziindung mit einem oftmals diffusen Infiltrat direkt unter
der Epidermis und unter Einbeziehung der Epidermis charakterisiert waren.

Im Gegensatz zur muralen IFF sind die tiefen Pyodermien und die traumatisch bedingten
Follikulitiden durch die Infiltration von zahlreichen neutrophilen Granulozyten und einigen
Makrophagen charakterisiert (Gross et al., 2005). Da sich das Zytokinmuster von eitrigen
Entziindungen deutlich von dem lymphozytarer Entziindungen unterscheidet und da IFN~

nicht mafgeblich an eitrigen Entziindungen beteiligt ist (Abbas und Lichtmann, 2005e),
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ist der hier diskutierten Hypothese gemifs im Falle der tiefen Pyodermien keine MHC II-
Expression auf follikulédren Keratinozyten zu erwarten. Demzufolge kann das {iberwiegende
Fehlen von MHC II-Molekiilen auf follikuldren Keratinozyten bei der tiefen Pyodermie erklart
werden, obwohl in diesen Fillen die Haarfollikel direkt in die Entziindung mit einbezogen
sind.

Auch die Falle mit MHC II-negativen Keratinozyten, die in einigen Fillen mit Demodiko-
se und Dermatophytose beobachtet wurden, kénnten so erkliart werden, da in diesen Fallen
keine murale Interface Follikulitis zu beobachten ist, sondern lediglich eine chronische eitrige
Perifollikulitis. Zwei Biopsien mit Demodikose und drei Biopsien mit Dermatophytose wie-
sen trotz hochgradiger Follikulitis und Furunkulose, an der zahlreiche Lymphozyten beteiligt
waren, keine MHC II-positiven Keratinozyten auf. In diesen Biopsien standen auf Grund der
hochgradigen Furunkulose nur wenig intakte Follikel zur Beurteilung zur Verfiigung. Es ist
also nicht auszuschliefen, dass in anderen Schnittebenen MHC Il-positive Follikelkeratino-
zyten detektiert werden konnten.

Die Hypothese der MHC II-Expression auf Keratinozyten aufgrund infiltrierender Lym-
phozyten wird durch die Ergebnisse der statistischen Analyse von Biopsien in denen eine
Demodikose oder eine Dermatophytose diagnostiziert wurde, gestiitzt. Sie zeigten ein statis-
tisch signifikant hdufigeres Vorkommen von MHC Il-positiven follikuldren Keratinozyten bei
Tieren mit muraler IFF und Furunkulose im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Falle der De-
modikose konnte zusétzlich ein statistisch signifikanter Unterschied in der MHC II-Expression
auf follikuldren Keratinozyten zwischen Hunden mit muraler IFF und Perifollikulitis ermit-
telt werden.

Die Tatsache, dass nicht nur Proben mit muraler IFF, sondern auch zahlreiche Biopsien
mit Furunkulose eine MHC II-Expression aufwiesen, liefle sich darauf zuriickfiihren, dass die
Einteilung der Follikulitiden immer nach dem dominierenden Verdnderungsmuster erfolgte,
gleichzeitig jedoch hédufig auch andere Komponenten von Follikulitiden vorliegen. Das heift:
In vielen Fallen von Furunkulose lag gleichzeitig eine murale IFF vor. Zusédtzlich sollte be-
dacht werden, dass auch Makrophagen, welche einen grofen Teil der Entziindungszellen bei
einer Furunkulose ausmachen, im Rahmen einer Thl-vermittelten Immunantwort aktiviert
werden. Letztere wird neben anderen Zytokinen wiederum durch IFN+y gesteuert.

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass in 5 von 11 eosinophilen Granulo-
men sowie in 5 von 10 noduldren granulomatosen/pyogranulomatosen Dermatitiden der
Katze MHC II auf follikuldren Keratinozyten gefunden wurde. Eosinophile Granulozyten
werden im Rahmen einer Th2-Immunantwort aktiviert und tragen zur Hemmung der IFN~-
Ausschiittung bei (Abbas und Lichtmann, 2005f). Auf der Basis der Hypothese, dass IFN~y
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zur MHC II-Expression auf Keratinozyten fiihrt, ist zu erwarten, dass im Falle eines eosi-
nophilen Granuloms keine MHC II-Expression auf Keratinozyten zu beobachten ist. Da das
eosinophile Granulom jedoch nicht nur durch das Vorhandensein von eosinophilen Granulozy-
ten gekennzeichnet ist, sondern in der Regel auch zahlreiche Makrophagen sowie mehrkernige
Riesenzellen vorkommen (Fondati et al., 2001), ist auch hier denkbar, dass bei élteren Verin-
derungen nicht mehr das Zytokinmuster der Th2-vermittelten Immunantwort dominiert, son-
dern aufgrund der granulomatosen Entziindung grofsere Mengen an IFN+v produziert werden,
die eine MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten bedingen. Die unterschiedlichen
Entziindungsphasen im Verlauf eines eosinophilen Granuloms scheinen sich demnach in der
MHC II-Expression auf nicht konstitutionell MHC II-exprimierenden Zellen auszudriicken.

Auch bei der tiefen pyogranulomatosen Entziindung kénnte die MHC II-Expression auf
follikuldren Keratinozyten durch das im Rahmen der Thl-vermittelten Immunreaktion ent-
standene IFN~ erkliart werden. Diese Moglichkeit wird wiederum von der Tatsache unter-
stiitzt, dass in diesen Fillen, im Gegensatz zu den muralen IFF, Haarfollikel auch im Bereich
des Isthmus — also in tieferen Abschnitten der Dermis — MHC II-positive Keratinozyten auf-
wiesen. Bei den muralen [FF befanden sich die MHC II-positiven Keratinozyten insbesondere
im Infundibulum, eben in dem Abschnitt der stidrksten lymphozytaren Infiltration.

Die Bedeutung der MHC II-Expression auf Keratinozyten ist, wie in Abschnitt 2.4 aufge-
fiihrt, noch nicht ganz geklért. Verschiedene Untersuchungen sprechen dafiir, dass Keratino-
zyten MHC II-Molekiile tatséchlich synthetisieren und es sich nicht um von aufen angelagerte
oder gar phagozytierte Molekiile anderer zerstorter Zellen handelt. So konnten Albanesi et al.
(1998) zeigen, dass Keratinozyten das den MHC-Proteinen homologe HLA-DM-Protein und
den Klasse II-Transaktivator RFX5 exprimieren. Auferdem scheint die Expression durch Zu-
gabe von IFN~v zu Keratinozytenzelllinien induzierbar zu sein (Barker et al., 1988b; Griffiths
et al., 1989b; Banerjee et al., 2004).

Die néchste Frage, die sich ergibt, beschéftigt sich mit der Funktion der MHC II-Molekiile
auf Keratinozyten. Handelt es sich dabei lediglich um eine Reaktion auf ein bestimmtes Zy-
tokinmilieu oder préasentieren die Keratinozyten tatsichlich Antigen? Die Tatsache, dass Ke-
ratinozyten HLA-DM produzieren, welches in APC die Bindung von Antigen an das MHC I1-
Molekiil katalysiert, sowie dass auf der Oberfliche von Keratinozyten exprimierte MHC II-
Antigene sehr resistent gegeniiber Dodecylsulfat sind, lassen eine Bindung von Antigen ver-
muten (Albanesi et al., 1998). Auch konnte gezeigt werden, dass Keratinozytenzelllinien in
der Lage sind, eine Proliferation von T-Lymphozyten zu induzieren sowie in Kultur zugege-
bene Molekiilfragmente zu prisentieren (de Bueger et al., 1993; Gaspari und Katz, 1988).
Die effektive Antigenprésentation hingt jedoch nicht alleine von den MHC II-Molekiilen ab.
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Vielmehr bedarf es weiterer Signale, die iiber so genannte Co-Faktoren vermittelt werden.
Zu diesen Co-Faktoren gehoren in erster Linie die von T-Lymphozyten exprimierten CD28-
Molekiile. Diese bedingen durch die Bindung an CD80 und CD86 (=B7-1 und B7-2), welche
auf APC zu finden sind, eine Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten (Linsley
und Ledbetter, 1993). Das Fehlen von CD80 und CD86 auf APC hingegen fiihrt zur klo-
nalen Anergie von T-Zellen (Mueller et al., 1989). Auf humanen Keratinozyten normaler
Haut konnte kein (Simon et al., 1994) oder konnten nur geringe Mengen (Fleming et al.,
1993) von CD80 detektiert werden. Dariiber hinaus beobachteten Gaspari et al. (1988) und
Bal et al. (1990) in verschiedenen Untersuchungen zur Antigenprasentation durch Keratino-
zyten die Erzeugung einer klonalen Anergie (Gaspari et al., 1988; Bal et al., 1990). Diese
Beobachtung und die Tatsache, dass Keratinozyten gesunder Haut maximal geringe Men-
gen an CD80 exprimieren, fiihrten zu der Vermutung, dass Keratinozyten aufgrund ihrer
fehlerhaften Antigenprisentation zu der Aufrechterhaltung der Toleranz von epidermotro-
pen T-Lymphozyten beitragen und in gewisser Hinsicht dem immunstimulatorischen Effekt
der LHZ entgegen wirken (Burns et al., 2005; Wakem et al., 2000). Auf der anderen Seite
konnte beim Menschen eine Zunahme der CD80-Molekiile auf Keratinozyten bei allergischer
Kontaktdermatitis (Wakem et al., 2000) und Lichen ruber planus sowie auf Keratinozyt-
entzelllinien nach Stimulation vermerkt werden. Daher wurde vermutet, dass Keratinozyten
unter Einwirkung von Stressoren CD80 exprimieren und damit in der Lage sind, Antigen
effektiv zu présentieren, was wiederum zum Niederbruch der immunologischen Toleranz in
der Haut fiihrt und eine T-Helferzell-vermittelte Entziindung zur Folge hat (Wakem et al.,
2000; Simon et al., 1994).

Die Bedeutung der MHC II-Expression beim Hund und bei der Katze ist noch unklar.
Denkbar wiren, unter Beriicksichtigung der im humanmedizinischen Bereich erzielten Ergeb-
nisse, folgende immunologische Ereignisse: Ein initialer Stimulus (Selbstantigen, Fremdanti-
gen) fithrt zur Aktivierung der LHZ und zur Stimulierung und Proliferation von
T-Lymphozyten im Lymphknoten. Diese emigrieren in die Haut und fithren iiber eine Aus-
schiittung von IFNvy zur MHC II-Expression auf Keratinozyten sowie eventuell auch zur
Expression von fiir die Antigenprisentation wichtigen Co-Faktoren der B7-Familie. Nach
dieser Aktivierung der Keratinozyten wiren sie dann selber in der Lage, Antigen effektiv zu
exprimieren und damit T-Helferzellen zu stimulieren. Md&glicherweise tragt diese Wirkung
dann zur Aufrechterhaltung der Entziindung im Rahmen von IFD und IFF sowie zur Zer-
storung von Keratinozyten bei und stellt eine Art Verstirkereffekt dar. Abbildung 30 soll

den moglichen Effekt einer MHC II-Expression auf Keratinozyten verdeutlichen.

83



5 Diskussion

Antigen

Aufnahme von Antigen
durch LHZ
Antigenprasentation im
regionaren Lymphknoten

!

Infiltration der Haut mit
T-Lymphozyten

Expression von MHC I
Produktion von IFNy ) und Co-Faktoren
auf Keratinozyten

1 !

Proliferation von
epidermotropen
Lymphozyten

Angtigenprasentation
(== durch Keratinozyten

Abbildung 30: Moglicher Effekt der MHC II-Expression auf Keratinozyten

5.3 MHC II-Antigene auf Endothelzellen

Die Endothelzellen der Geféfse in der Haut stellten die zweite, nicht konstitutionell MHC II-
exprimierende Zellart neben den Keratinozyten dar, auf der MHC II-Molekiile detektierbar
waren. In Biopsien von Hunden und Katzen mit Dermatitiden farbten sich Endothelzel-
len des oberflachlichen, mittleren und/oder tiefen Geféfiplexus sowie von Venen und/oder
Arterien positiv an. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen bestimmten Formen von
Dermatitiden beobachtet werden. Auch schien es keine Verbindung zwischen der Lokalisa-
tion einer Entziindung innerhalb der Biopsie und derjenigen MHC II-positiver Gefife oder
Gefiafiplexus zu geben. Auffillig war hingegen, dass die Endothelzellen von Proben mit nicht
entziindlichen Hautverdnderungen beim Hund nur in zwei Féllen MHC II-Antigene expri-
mierten und dass in diesen Fillen jeweils der tiefe Gefédfiplexus betroffen war. Die Tiere der
Kontrollgruppe wiesen sowohl beim Hund als auch bei der Katze MHC Il-positive Endo-
thelzellen auf. Dabei waren die Endothelzellen der Kontrollhunde nur in 4 von 10 Biopsien
MHC II-positiv und auch hier befanden sie sich ausschliefslich in Gefiaften des tiefen Plexus.

Bei der Katze hingegen waren in der Kontrollgruppe meistens die Endothelzellen in allen
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Gefafplexus MHC Il-positiv.

Nach Rabanal et al. (1995) ist bei gesunden Hunden keine Expression von MHC II auf
Endothelzellen der Haut zu beobachten (Rabanal et al., 1995) wihrend Alldinger et al. (1996)
bei gesunden Hunden im Gehirn vereinzelt MHC II-Molekiile auf Endothelzellen nachwiesen
(Alldinger et al., 1996).

Rideout et al. (1990) zeigte MHC II-Molekiile auf Endothelzellen gesunder Katzen (Ri-
deout et al., 1990) und Kipar (2002) konnte bei SPF Katzen im Gehirn, jedoch nicht in
anderen Organen, vereinzelt MHC II-positive Endothelzellen detektieren (Kipar, 2002). Zu-
sammenfassend lasst sich aus der Literatur schliefsen, dass bei gesunden Hunden und Katzen
zwar MHC II-Molekiile auf Endothelzellen vorkommen kénnen, diese jedoch nur in geringer
Menge exprimiert werden.

Studien zu Endothelzellen des Menschen dokumentieren eine konstitutionelle MHC II-
Expression auf mikrovaskuldren Endothelzellen (Cines et al., 1998) sowie die Induktion der
Expression auf anderen Endothelien durch IFN~ (Cines et al., 1998; Pober et al., 2001).

Moglicherweise sind auch bei Hund und Katze basale TFN~-Spiegel fiir eine geringe
MHC II-Expression auf Endothelzellen verantwortlich. Die Ergebnisse der vorliegenden Un-
tersuchung weisen darauf hin, dass es im Rahmen einer Entziindung zur Aufregulierung der
MHC II-Expression auf Endothelzellen kommt. Dafiir spricht unter anderem, dass es sich bei
den Kontrolltieren nicht um ,,gesunde” Hunde und Katzen handelte, sondern um Tiere, die
aus dem Sektionsgut des Institutes fiir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitit
Giessen stammten, so dass die Endothelreaktion eventuell eine systemische Aktivierung dar-
stellt. Besonders die Tatsache, dass bei den Kontrollkatzen entweder Gefiafe aller Plexus
und die Geféife der inneren Organe MHC II exprimierten oder alle Gefifse negativ waren,
unterstiitzt diese Vermutung.

In der vorliegenden Untersuchung fiel auf, dass sich zahlreiche léngliche, perifollikular lie-
gende Zellen MHC Il-positiv darstellten. Teilweise begrenzten diese Zellen spaltartige Hohl-
rdume. Eine Doppelmarkierung mit Antikorpern gegen MHC II und Faktor VIII-related
Antigen zeigte, dass diese Zellen teilweise MHC II und Faktor VIII-related Antigen expri-
mierten und teilweise im Wechsel mit Faktor VIII-related Antigen-positiven Zellen lagen. Da
sowohl Endothelzellen von Blutgefifen als auch Endothelzellen von Lymphgefifen Faktor
VIII-related Antigen exprimieren (Hultberg und Svanholm, 1989), wurde zur Abklirung, ob
es sich bei den perifollikuldr lokalisierten Spaltraumen um Lymph- oder Blutgefife han-
delt, zuséitzlich eine immunhistologische Farbung mit Laminin durchgefiihrt. Laminin wurde
in verschiedenen Studien als geeignet fiir die Unterscheidung von Lymph- und Blutgefifen
befunden (Hultberg und Svanholm, 1989; Otsuki et al., 1990). Wie aus Abbildung 16 ersicht-
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lich, zeigen nicht alle Faktor VIII-related Antigen markierten Bereiche auch eine Markierung
mit Laminin. Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse kann zusammenfassend gesagt wer-
den, dass die Haarfollikel von einem dichten Netzwerk aus Blut- und Lymphkapillaren sowie
dendritischen Zellen umgeben sind und dass die Endothelzellen dieser Kapillaren unter Um-

stinden auch MHC II exprimieren konnen.

5.4 MHC II-Expression auf weiteren Zellen der Haut

In einigen Biopsien mit unterschiedlichen Dermatitiden zeigten beim Hund und bei der Katze
die Epithelzellen der Schweifidriisen, die Adipozyten und auch die Fibrozyten eine MHC II-
Expression. Tiere mit nicht entziindlichen Hautverdnderungen sowie Tiere der Kontrollgrup-
pe wiesen in keinem Fall eine MHC II-Expression auf diesen Zellen auf. Genau wie bei allen
anderen, nicht konstitutionell MHC II-exprimierenden Zellen (Plasmazellen, Keratinozyten,
Endothelzellen) fiel auch hier wieder auf, dass innerhalb einer Biopsie nie alle Zellen eines
Typs MHC Il-positiv waren.

Auf dermalen Fibrozyten ist das vorkommen von MHC II sowohl beim Menschen als auch
bei Hunden und Katzen beschrieben. Dabei konnte an humanen Fibrozytenzelllinien gezeigt
werden, dass normale, unstimulierte Fibrozyten MHC Il-negativ sind, aber nach Stimulation
mit [FN~ eine MHC II-Expression aufweisen. Dann trat HLA-DR am stirksten in Erschei-
nung, wihrend HLA-DP nur in geringer Menge und HLA-DQ fast gar nicht detektiert werden
konnten (Geppert und Lipsky, 1985).

Beim Hund ist das Vorkommen von MHC Il-positiven Fibrozyten bei gesunden Tieren
(Rabanal et al., 1995) und in Zusammenhang mit verschiedenen Dermatitiden beschrieben
worden (Day, 1996; Day, 1997; Papadogiannakis et al., 2005). Die dermalen Fibrozyten der
gesunden Katze scheinen dagegen keine MHC II-Expression zu zeigen, wihrend auf neoplas-
tischen Zellen im felinen Fibrosarkom MHC II-Molekiile detektiert werden konnten (Bleier,
2003). In der vorliegenden Studie konnten wir weder bei gesunden Hunden noch bei gesunden
Katzen MHC Il-positive Fibrozyten nachweisen. In einigen Biopsien mit deutlicher Entziin-
dung hingegen schon. Insbesondere die Tatsachen, dass in den positiven Féllen nicht alle
Fibrozyten eine Expression zeigten, spricht wiederum fiir das lokale Vorkommen von zum
Beispiel IFN~, welches die Expression induziert. Fraglich bleibt, warum nicht alle Biopsi-
en, in denen eine starke, von Lymphozyten dominierte Entziindung vorlag, MHC II-positive
Fibrozyten aufwiesen.

Eine konstitutionelle MHC II-Expression ist beim Menschen auf Zellen der eccrinen
Schweifdriisen beschrieben (McGregor et al., 1991). Literaturstellen, die MHC II-positive
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Adipozyten beschreiben, konnten nicht gefunden werden.

Da in der vorliegenden Untersuchung nie alle Schweifidriisenepithelien und nie alle Adi-
pozyten positiv markiert waren und da nicht eine diffuse, sondern eine lokale, zellassoziierte
Markierung beobachtet werden konnte, wird angenommen, dass es sich tatsdchlich um eine
MHC II-Expression handelt. Die Tatsache, dass auch diese Zellen nur im Falle einer deut-
lichen Entziindung MHC II exprimierten, ldsst vermuten, dass wiederum im Rahmen der
Entziindung entstehendes IFN+vy eine Expression induziert.

In Biopsien mit starker Entziindung konnte neben der zellassoziierten Markierung von
MHC II-Molekiilen zusétzlich eine extrazellulédre fein granulierte Farbung dokumentiert wer-
den. Insbesondere im Falle von eosinophilen Granulomen bei der Katze fiel die Anhdufung
von nicht zellassoziiertem MHC II-positivem Material im Randbereich der ,flame figures” auf.
Bei dieser Markierung konnte es sich um Material zugrunde gegangener, MHC Il-positiver
Zellen handeln. Insbesondere im Falle des eosinophilen Granuloms scheint dies wahrschein-
lich, da es sich bei den ,flame figures“ um Areale zugrundegehender und degranulierter eo-
sinophiler Granulozyten handelt (Bardagi et al., 2003) und diese moglicherweise ein Milieu
schaffen, das auch angrenzende Zellen nekrotisch werden lasst. Auf der anderen Seite ist auch
das Vorkommen von 16slichem MHC II im menschlichen Serum und bei der Maus beschrieben
(MacKay et al., 2006; Callahan et al., 1975). Das losliche MHC IT im menschlichen Serum
war mit dem in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikorper (TAL -1B5) detektier-
bar (MacKay et al., 2006). Daher ist auch denkbar, dass es sich bei der nicht zellassoziierten
Markierung in den hier untersuchten Fillen um l6sliches MHC II handelt. Aufgrund der
Tatsache, dass im Rahmen der Produktion von l6slichem MHC II nur der pl-Promotor zur
CIITA-Expression bendétigt wird, ist es wahrscheinlich, dass das 16sliche MHC II von den-
dritischen Zellen und Makrophagen produziert wird (MacKay et al., 2006). Denn eben diese
Zellen benutzen den pl-Promotor zur CIITA-Expression, wihrend B-Lymphozyten z.B. den
plII-Promotor benutzen und in nicht professionellen APC der pIV-Promotor aktiv ist (Reith
et al., 2005).

5.5 Unterschiede in der Detektierbarkeit von MHC II-Proteinen

mit unterschiedlichen Antikorpern bei der Katze

Bei der Katze erfolgte die Markierung der MHC II-Proteine mit zwei unterschiedlichen Anti-
korpern. Zunichst wurden alle Schnitte mit einem Antikérper gegen die 5-Kette des felinen
MHC II geférbt (von Bothmer, 2007). Mit diesem Antikérper farbten sich in den meisten

Biopsien alle als konstitutionell MHC II-exprimierend beschriebene Zellen an. Zusétzlich
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konnte in einigen Biopsien eine MHC II-Expression auf Keratinozyten, Endothelzellen, Adi-
pozyten und Epithelzellen von Schweifidriisen beobachtet werden. Fibrozyten liefsen sich mit
diesem Antikorper jedoch nicht anfarben.

Bei Betrachtung aller untersuchten Biopsien der Katze fielen jedoch immer wieder solche
auf, in denen nur eine sehr schwache Markierung erzielt werden konnte. Einige Biopsien liefsen
sich auch nach wiederholter Farbung iiberhaupt nicht markieren. Da als interne Prozesskon-
trolle die LHZ in der Epidermis sowie die im HE-Schnitt beobachteten Makrophagen und
Lymphozyten dienten, kann ausgeschlossen werden, dass in diesen Biopsien keine MHC II-
exprimierenden Zellen vorhanden waren. In einem zweiten Schritt, in dem alle Biopsien mit
einem monoklonalen Antikorper gegen die a-Kette des humanen HLA-DR markiert wurden,
konnten zusétzlich in diesen Biopsien MHC Il-positive Zellen detektiert werden. Es stellt
sich daher die Frage, warum der Antikorper gegen die -Kette des felinen MHC II in eini-
gen Fillen nicht reagierte. Bei dem MHC II-Molekiil handelt es sich um ein Protein. Daher
muss prinzipiell damit gerechnet werden, dass es im Rahmen von postmortaler Autolyse und
Faulnis degradiert wird und deshalb nicht mehr detektierbar ist. Denkbar ist auch, dass die
B-Kette empfindlicher gegeniiber Einwirkungen der genannten Art ist als die a-Kette. Diese
Moglichkeit wurde mittels eines einfachen Versuches abgeklirt, in dem von einem Stiick Haut
einer frischen sezierten Katze nach unterschiedlichen Zeiten (sofort, nach 24, nach 48 und
nach 72 Stunden) eine Probe fiir 24 Stunden in 10 % Formalin gelegt und anschliefend in
Paraffin eingebettet wurde. Selbst nach 72 Stunden konnte das MHC II-Antigen mit beiden
Antikorpern noch detektiert werden.

Weiterhin ist bekannt, dass eine lang anhaltende Fixierung in Formalin schéidlich fiir die
antigenen Strukturen sein und die immunhistologische Reaktion beeinflussen kann. (Ramos-
Vara, 2005). Da es sich bei den untersuchten Proben um eingesendetes Material aus der
Routinediagnostik des Institutes fiir Veterindr-Pathologie handelt, ist nicht klar, wie lange
eine Biopsie tatsdchlich fixiert wurde. Um auszuschliefien, dass eine lang anhaltende Fi-
xierungsdauer fiir die fehlende bzw. schlechte Immunreaktion verantwortlich ist, wurden
in einem weiteren Versuch Hautproben einer sezierten Katze unterschiedlich lange (24, 48
und 72 Stunden) in 10% Formalin fixiert. Dieser Versuch zeigte jedoch, dass die Dauer
der Fixierung keinen Einfluss auf das Ergebnis der immunhistologischen Farbung mit dem
katzenspezifischen Antikorper hatte.

Auf der anderen Seite gab es Biopsien, die sich mit dem Antikérper gegen die feline 5-Kette
deutlich starker markieren lieflen, als mit dem Antikorper gegen die humane a-Kette des
MHC II. Es gab jedoch keinen Fall, in dem eine Biopsie mit dem letztgenannten Antikérper

gar nicht farbbar gewesen wire.
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Da beide Antikorper nach dem gleichen immunhistologischen Protokoll angewendet und
die Schnitte mit der gleichen Methode zur Antigendemaskierung vorbehandelt wurden, kann
die unterschiedliche Markierung auch nicht durch eine variierende Methodik begriindet wer-
den.

Weiterhin wurde kein Zusammenhang zwischen einem bestimmten Entziindungsmuster
oder einer bestimmten Entziindungsursache und der fehlenden Anffarbbarkeit entdeckt. Des-
halb ist es wohl unwahrscheinlich, das ein bestimmter Mechanismus, zum Beispiel eines Er-
regers, die MHC II-Expression in den beschriebenen Féllen beeinflusst hat.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit, welche die unterschiedliche Anfiarbbarkeit der Kat-
zenbiopsien mit beiden Antikérpern erkliren konnte, wére, dass nicht immer beide Anteile
des MHC II-Molekiils auf der Zelloberfliche exprimiert werden. Das heifst, es wére in be-
stimmten Fallen entweder nur die a-Kette oder nur die S-Kette nachweisbar. Literaturstellen

zu diesbeziiglichen Untersuchungen waren jedoch nicht auffindbar.

5.6 Speziesvergleich

Ein abschliefsender Vergleich der Untersuchungsergebnisse des Hundes mit denen der Katze
zeigt, dass sich die MHC II-Expression in der Haut im Falle von Dermatitiden bei beiden
Tierarten dhnlich verhilt. So konnte sowohl beim Hund als auch bei der Katze eine Zunahme
von MHC II-positiven Zellen insgesamt und auch eine Zunahme der LHZ in der Epidermis bei
entziindlichen Hautverdnderungen festgestellt werden. Zudem zeigten im Falle von Entziin-
dungen bei beiden Tierarten auch zahlreiche nicht konstitutionell MHC II-exprimierende Zel-
len eine positive Markierung. Insbesondere die MHC II-Expression auf Keratinozyten schien
bei Hunden und auch bei Katzen nur im Zusammenhang mit bestimmten Entziindungsmus-
tern aufzutreten. Dabei standen die Entziindungen, welche durch ein lymphozytéares, haufig
auch intraepidermales oder intramurales Infiltrat charakterisiert waren, im Vordergrund. Ei-
ne Besonderheit der Katze war die MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten bei
Vorliegen eines eosinophilen Granuloms und einer pyogranulomatosen/granulomatosen Der-
matitis. Moglicherweise ist dieser Unterschied nur in der Tatsache bedingt, dass diese Arten
von Entziindungen bei der Katze weitaus haufiger sind als beim Hund und deshalb auch in
der Probandengruppe stirker vertreten waren. Andererseits sind eben diese Entziindungen
fiir die Katze sehr typisch und stellen ein diagnostisches Problem dar. Wahrend fiir das eosi-
nophile Granulom zurzeit eine allergische Genese vermutet wird (Gross et al., 2005), ist die
Ursache vieler granulomatoser/pyogranulomatoser Dermatitiden der Katze ungeklart. Die

Tatsache, dass Katzen in diesen Féllen mit einer MHC II-Expression auf follikuldren Kera-
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tinozyten reagieren, obwohl der Haarfollikel nicht direkt in die Entziindung involviert ist,
konnte auf eine besonders starke Ausschiittung von Zytokinen, insbesondere von IFN~, im
Rahmen dieser granulomatosen /pyogranulomatosen Entziindungen hinweisen. Moglicherwei-
se stellen diese Entziindungen damit eine heftige Reaktion auf , kleine Noxen dar, weshalb
hiufig keine Ursache feststellbar ist.

Ein Vergleich der Ergebnisse dieser Studie mit Untersuchungen zur MHC II-Expression
bei Dermatitiden des Menschen zeigt, dass Hunde und Katzen ein dem Menschen &hnliches
Expressionsmuster aufweisen. Ein wichtiger Unterschied ist jedoch, dass bei Hunden und
Katzen alle Lymphozyten konstitutionell MHC II exprimieren. Weiterhin konnte bei beiden
Tierarten eine MHC II-Expression auf einigen Plasmazellen detektiert werden, wihrend Un-
tersuchungen an Plasmozytom-Zelllinien zeigen, dass beim Menschen die MHC II-Expression
im Rahmen des Wandels vom B-Lymphozyten zur Plasmazelle sistiert. Auf der anderen Seite
zeigen einige Studien MHC II-Molekiile in humanen Mastzellen, die wiederum bei Hund und
Katze nicht detektiert werden konnten. Eine MHC II-Expression auf Keratinozyten scheint
beim Menschen sowie bei Hunden und Katzen im Zusammenhang mit lymphozytéren Ent-
ziindungen aufzutreten. Ein direkter Vergleich dieser Entziindungen scheint auf Grund der

Unterschiede in den auftretenden Entitdten nicht gewinnbringend zu sein.

Letztendlich zeigt die vorliegende Untersuchung einen deutlichen Zusammenhang zwischen
Hautentziindungen bei Hunden und Katzen und der MHC II-Expression in der Haut. Offen-
sichtlich scheinen dabei Entziindungen, die im Rahmen einer Thl-Immunanwort entstehen,
starker mit einer gesteigerten MHC II-Expression zu reagieren als andere Entziindungen.
Dies lésst sich an Hand der MHC II-Expression auf Keratinozyten am deutlichsten zeigen.
Zusatzlich scheinen die MHC Il-positiven Keratinozyten auch den Wirkungsort der produ-
zierten Zytokine widerzuspiegeln.

Eine der anfianglichen Fragestellungen dieser Arbeit ging von der Einsetzbarkeit des
MHC II-Nachweises als zusétzlichen diagnostischen Parameter aus. Betrachtet man die Ein-
zigartigkeit eines bestimmten MHC II-Expressionmusters, so fillt auf, dass ein Muster nicht
einer bestimmten Atiologie zugeordnet werden kann, sondern lediglich einem bestimmten
Entziindungsmuster. Einen Einsatz in der Diagnostik zur Unterscheidung, ob eine Derma-
titis durch Faktor A oder Faktor B hervorgerufen wurde, ist daher sicher nicht mdglich.
Auf der anderen Seite spiegelt insbesondere die MHC II-Expression auf Keratinozyten das
Zytokinmuster und den Wirkungsort der Zytokine wider. Deshalb wire der Einsatz des
MHC II-Nachweises eine denkbare zusidtzliche Moglichkeit, um den Effekt einer Entziin-

dung abzuschatzen.
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6.1 Zusammenfassung

1. Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, die eine genauere Charakterisie-
rung und Differenzierung von Dermatitiden von Hunden und Katzen ermdoglicht, um neue
Erkenntisse iiber den Zusammenhang von verschiedenen Hautentziindungen, deren Patho-
genese und deren Ursachen zu erhalten. Weiterhin sollte ein Vergleich der Ergebnisse mit
jenen der Humanmedizin erfolgen, um speziesspezifische Unterschiede zu dokumentieren.
Da die MHC II-Antigene eine zentrale Rolle in der Immunantwort spielen und ihre Expres-
sion als ein wesentlicher Indikator fiir das Vorhandensein von bestimmten Entziindungstypen
betrachtet werden kann, scheinen sie besonder geeignet zur Etablierung eines erweiterten Un-

tersuchungsverfahrens.

2. Die Literaturiibersicht erldutert den Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) unter be-
sonderer Beriicksichtigung der MHC II-Antigene und der Mechanismen der Antigenprésen-
tation. Im Weiteren werden die Besonderheiten des MHC bei Hunden und Katzen sowie
die einzelnen Komponenten des Immunsystems der Haut unter besonderer Beriicksichtigung
der MHC II-Molekiile dargestellt. Schlieklich gibt das erste Kapitel einen Uberblick iiber
den Stand der Forschung beziiglich der MHC II-Expression bei Dermatitiden von Menschen,

Hunden und Katzen.

3. Die eigenen Untersuchungen erfolgten iiberwiegend an Hautbiopsien von insgesamt 169
Hunden und 94 Katzen aus der Routinediagnostik des Institutes fiir Veterindr-Pathologie
der Justus-Liebig-Universitit Giefsen aus den Jahren 2003 bis 2006. Die histopathologische
Untersuchung zur Charakterisierung der Entziindung erfolgte immer an HE-gefarbten sowie
an Perjodsaure-Schiff (PAS) gefirbten Schnitten. Die histopathologische Beurteilung und
Einordnung der Biopsien in Gruppen erfolgte nach der ,pattern analysis“.

Der Nachweis von MHC II-Molekiilen geschah mittels immunhistologischer Methoden.

4. Die immunhistologische Untersuchung der Hautbiopsien bei Hunden und Katzen ergab in

allen Fillen eine MHC II-Expression auf den Langerhans Zellen der Epidermis, auf dermalen
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dendritischen Zellen, Makrophagen und Lymphozyten. Die Plasmazellen zeigten in vielen,
jedoch nicht in allen Biopsien eine positive Markierung. Ein Zusammenhang zwischen der
MHC II-Expression auf Plasmazellen und einer bestimmten Hautverdnderung liefs sich nicht
feststellen.

Neben den Zellen des Immunsystems wiesen auch Keratinozyten und Endothelzellen in ver-
schiedenen Fillen eine MHC II-Expression auf. Ein auffélliges Merkmal beziiglich der MHC
[I-Expression auf Keratinozyten war, dass entweder epidermale und follikuldre Epithelzellen
positiv reagierten (insbesondere bei Vorliegen einer Interface Dermatitis), oder ausschliefslich
epidermale Keratinozyten (bei verschiedenen Entziindungen, in welche die Epidermis einbe-
zogen war) oder follikuldre Keratinozyten (vor allem im Falle von Follikulitiden bei Hunden
und Katzen und eosinophilen Granulomen bei Katzen) eine Expression zeigten. Bei den Fol-
likulitiden, welche durch eine MHC II-Expression auf follikuldren Keratinozyten auffielen,
handelte es sich vor allem um Interface Follikulitiden, denen urséchlich eine Infektion mit
Demodexmilben oder Dermatophyten zugrunde lag.

Endothelzellen waren in zahlreichen Hautproben mit verschiedenen Entziindungen und
teilweise auch in Proben der Kontrolltruppe markiert. Dabei wurde MHC II auf Endothel-
zellen von Venen und Arterien, in verschiedenen Geféfsplexus sowie auf aktivierten und nicht

aktivierten Zellen beobachtet.

5. In Biopsien der Katze erfolgte der Nachweis von MHC II-Molekiilen mit zwei verschie-
denen Antikérpern, einem katzenspezifischen und einem kreuzreagierenden gegen humane
MHC II-Molekiile. Mit dem kreuzreagierenden Antikorper konnte in allen Biopsien MHC
IT detektiert werden, wiahrend dies mit dem katzenspezifischen Antikdrper in einigen Fillen

nicht moglich war.

6. MHC IlI-positive Keratinozyten konnten insbesondere in Biopsien mit lymphozytenrei-
chen Entziindungen nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich zum grofsen Teil um Inter-
face Dermatitiden und murale Interface Follikulitiden. Da Interferon v (IFNv) die MHC II-
Expression in verschiedenen Zellen steigert, kann vermutet werden, dass die infiltrierenden
Lymphozyten IFN+v produzieren und so die MHC II-Expression auf Keratinozyten bedingen.
Moglicherweise kann die MHC II-Expression auf Keratinozyten zur Aufrechterhaltung einer

solchen Entziindung beitragen.
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6.2 Summary

1. The purpose of this study was to establish a method to improve characterization and
differentiation of dermatitides in dogs and cats. It was the aim to get new knowledge about
the relation between different dermatitides, pathogeneses and etiologies of skin inflammation.
In addition, it was attempted to compare the results with data from human medicine in order
to estimate varieties between different species.

MHC class II molecules play a crucial roll in many immune responses. Therefore, this

demonstration may be helpfull for the establishment of diagnostic improvement.

2. The literature review deals with the present knowledge concerning the major histocom-
patibility complex (MHC), specifically the MHC class II antigens. Furthermore, the parti-
cularities of MHC class IT antigens in dogs and cats and an overview on the components of
the skin immune system in consideration of MHC class II molecules is presented. Moreover,
the current state of knowledge regarding MHC class II expression in dermatitides in humans

as well as in dogs and cats is described.

3. Investigations were performed mostly on 169 skin biopsies from dogs and 94 skin bi-
opsies from cats collected from the routine diagnostic material of the Institut fiir Veterinar-
Pathologie, Justus-Liebig-Universitiat Giessen, Giessen, Germany, between 2003 and 2006.
Histopathological examination was performed on HE-stained and PAS-stained sections. On
the basis of pattern analysis, skin biopsies were classified in different types of inflammati-

on. Detection of MHC class II antigens was performed with immunohistochemical techniques.

4. The immunohistochemical assessment of MHC class Il expression revealed MHC class
IT proteins on different cell types of infiltrating inflammatory cells, i.e. APCs (antigen-
presenting cells), macrophages, T lymphocytes and B lymphocytes. The plasma cells, howe-
ver, did not show expression in each case.

Furthermore, in numerous samples MHC class II positive keratinocytes and endothelial
cells were found. Concerning MHC class II expression by keratinocytes, either an expression
by epidermal and follicular keratinocytes (mainly in interface dermatitis), or by epidermal
keratinocytes alone (dermatitides with epidermal involvement), or by follicular keratinocytes
alone (folliculitis in dogs and cats and eosinophilic granuloma in cats) occurred. Especially
biopsies with interface folliculitis due to infection with Demodex mites or dermatophytes

showed MHC class II positive follicular keratinocytes.
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MHC class II positive endothelial cells were found in numerous biopsies with inflammation
in which different vascular plexuses as well as arteries and veins, either with activated or

with non activated endothelial cells, were positive.

5. In feline biopsies, the detection of MHC class II molecules was performed with two diffe-
rent antibodies, an antibody specific for feline MHC class II and a cross reacting antibody
against the human MHC class II. The cross reacting antibody revealed a signal in every sam-
ple, whereas detection with the species specific antibody showed a positive result in most

but not in all samples.

6. MHC class II positive keratinocytes were particularly observed in biopsies with lymphocy-
tic inflammation. These inflammations belonged mainly to the groups of interface dermatitis
and mural interface folliculitis. Since it is known that MHC class II expression increases due
to the influence of Interferon v (IFN+), it is hypothesized that lymphocytes which infiltrate
epidermis or hair follicles secrete IFN~. This in turn may induce MHC class II expression
by keratinocytes. We hypothesize that this is in association with the development and the

maintenance of such inflammations.
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Tabelle 12: Menge der LHZ in der Epidermis bei Hunden. Gruppenvergleich zwischen Hun-
den mit entziindlichen und nicht entziindlichen Hautverdnderungen sowie der

Kontrollgruppe
Dermatopathie LHZ
+ ++ +++  ++++ | Total | Arithmetischer
Mittelwert
Dermatitiden 4 45 92 11 152 2,72
Nicht entziindl. 4 6 2 0 12 1,83
Hautverdanderungen
Kontrollgruppe 8 2 0 0 10 1,20
Total 16 53 94 11 174

LHZ: Langerhanssche Zellen
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Tabelle 13: Menge der LHZ in der Epidermis bei Hunden. Vergleich zwischen den verschie-
denen Dermatitiden

Mittlere
Dermatitiden LHZ Rangzahl
- e +++ e
Follikulitiden 0 23 57 3 71,699
IFD 0 0 5 7 118,708
PHD 1 3 8 1 70,346
PHD mit eosinophilen
Granulozyten 1 3 11 1 73,563
Pustuldse Dermatitis 0 2 4 0 66,167
Nodulédre/diffuse Dermatitis 0 1 3 1 85,4
Pannikulitis 0 2 0 0 n. a.
Nekrotisierende Dermatitis 0 1 0 0 n. a.
Atrophische Dermatosen 1 4 2 0 n. a.
Verhornungsstorungen 1 1 1 0 n.a
Hautverdnd. mit dermalen
Ablagerungen 0 1 1 0 n. a.
Hautverdnd. mit
dysplastischen Haarfollikeln 2 0 0 0 n. a.
Unklare Fille 3 4 4 2 56,538
Kontrollgruppe 8 2 0 0 n. a.

IFD: Interface Dermatitis; LHZ: Langerhanssche Zellen; PHD: perivaskulédre hyperplastische
Dermatitis

Tabelle 14: MHC II-Gesamtexpression beim Hund. Gruppenvergleich zwischen Hunden mit
entziindlichen und nicht entziindlichen Hautverdnderungen sowie der Kontroll-

gruppe
Dermatopathie MHC II-Gesamtexpression
Arithmetischer
+ ++ +++ -+ Total Mittelwert
Dermatitiden 4 45 73 35 157 2,98
Nicht entziindl.
Hautverdnderungen 8 3 0 0 12 1,50
Kontrollgruppe 8 2 0 0 10 1,20
Total 16 53 94 11 174
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Signalement, Pathologisch-anatomische Gesamtdiagnose und MHC II-Nachweis
in der Haut von Kontrollhunden; zur Beurteilung der LHZ, siehe Kapitel

3.5.10.3.1
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Daten zum Signalement, der Biopsieentnahmestelle, der morphologischen und

Tabelle 16

der atiologischen Diagnose von Hautbiopsien der Katze
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Tabelle 17: Menge der LHZ, dargestellt mit dem Antikérper gegen den felinen MHC II,

in der Epidermis bei Katzen; Gruppenvergleich zwischen Katzen mit Derma-
titiden und Kontrollkatzen

Dermatopathie LHZ (anti-feliner MHC II)
+ ++ +++ -+ Total Arithmetischer
Mittelwert
Dermatitiden 24 27 37 1 89 2,13
Kontrollgruppe 12 0 0 0 12 1
Total 36 27 37 1 101

LHZ: Langerhanssche Zellen

Tabelle 18: Menge der LHZ, dargestellt mit dem Antikorper gegen den humanen MHC 1,

in der Epidermis bei Katzen. Gruppenvergleich zwischen Katzen mit Derma-
titiden und Kontrollkatzen

Dermatopathie LHZ (anti-humaner MHC II)
+ ++ +++ -+ Total Arithmetischer
Mittelwert
Dermatitiden 18 29 35 0 82 2,2
Kontrollgruppe 12 0 0 0 12 1
Total 30 29 35 0 101

LHZ: Langerhanssche Zellen
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Tabelle 19: Menge der LHZ in der Epidermis bei Katzen. Vergleich der verschiedenen Grup-
pen von Dermatitiden; die Darstellung erfolgte mit den Antikdrpern gegen den
felinen und den humanen MHC II, das jeweils stirkste Signal ging in die Aus-
wertung ein

Mittlere
Dermatitiden LHZ Rangzahl
+ ++ +++ -+

Follikulitiden 3 5 7 1 45,406

PHD mit eos. Granulozyten 3 7 11 0 46,095

PD 6 4 2 0 27,167

Nod. und diff. Dermatitis 4 11 10 1 43,519
Pannikulitis 1 1 2 0 n.a
IFD 0 0 2 0 n.a
bulldse Dermatitis 0 0 1 0 n.a
pustulose Dermatitis 0 0 1 0 n.a

unklar 4 0 2 0 28,167
Kontrollgruppe 12 0 0 0 n.a

IFD: Interface Dermatitis; LHZ: Langerhanssche Zellen;
PHD: perivaskulédre hyperplastische Dermatitis; PD: perivaskulére Dermatitis

Tabelle 20: MHC II-Gesamtexpression, dargestellt mit dem Antikorper gegen den felinen
MHC II, in Biopsien von Katzen. Gruppenvergleich zwischen Tieren mit Der-
matitis und Kontrolltieren

Dermatopathie MHC II-Gesamtexpression (anti-feliner MHC II)
Arithmetischer
+ ++ ++ -+ Total Mittelwert
Dermatitiden 16 28 12 35 84 2,76
Kontrollgruppe 12 0 0 0 12 1
Total 28 28 12 35 103
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Tabelle 21: MHC II-Gesamtexpression, dargestellt mit dem Antikérper gegen den huma-
nen MHC II, in Biopsien von Katzen. Gruppenvergleich zwischen Tieren mit

Dermatitis und Kontrolltieren

Dermatopathie MHC II-Gesamtexpression (anti-human HLA-DR)
Arithmetischer
+ ++ +++ -+ Total Mittelwert
Dermatitiden 11 31 7 35 84 2,78
Kontrollgruppe 12 0 0 0 12 1
Total 23 31 7 35 96
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II-

und MHC

Gesamtdiagnose
Nachweis, mit den Antikorperg gegen den felinen und den humanen MHC II in

Pathologisch-anatomische

: Signalement,

Tabelle 22

der Haut von Kontrollkatzen; zur Beurteilung der LHZ siehe Kapitel 3.5.10.3.1
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B Losungen, Puffer und Bezugsquellen

B.1 Losungen und Puffer

Tris-buffered-saline (TBS, pH 7,6)

Stammlosung (10x):

60,57 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethane

610 ml Aqua bidest.

390ml 1N HCI

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.
Gebrauchslosung:

100 ml Stammlosung

900 ml 0,8 % NaCl in Aqua bidest.

Die Gebrauchslosung hatte einen pH-Wert von 7.8.

Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,4 300 mOsm)

Stammldsung:
42 g NaCl krist.
9,26 g NaoHPO x 2H,0 p.a.
2,15g KH,PO,
Aqua bidest. ad 1000 ml
Gebrauchslosung:
Stammldsung 1:5 in Aqua bidest. verdiinnen
Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.

Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0)

Stammlésung A: 0,1 M Zitronensaure
21,01 g CsHsO7 x HyO
1000 ml Aqua bidest.
Stammldsung B: 0,1 M Natriumzitrat
29,41 g C¢H;0O7Naz x HyO
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B.2 Bezugsquellen fiir Chemikalien

1000 ml Aqua bidest.
9ml Stammlésung A und 41 ml Stammlésung B mit 450 ml Aqua bidest. Auf 500 ml auffiillen
und mischen (Magnetriihrer).

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.

Imidazol/HCl-Puffer 0,1 M (7,1)

6,81 g Imidazol

Aqua bidest. ad 1000 ml.

Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI. Der pH Wert wurde mit 0,1 M HCI eingestellt. Losung ca. 1
Woche haltbar.

3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-Losungen (DAB)

100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol /HCI-Puffer (pH 7,1) 16sen und mischen (Magnetriih-
rer). Filtrieren und unmittelbar vor Gebrauch 70 ul 30 % H,O, zugeben.

Kardasewitch

200 ml 25 % Ammoniaklosung mit 800 ml 70 % Ethanol ansetzen.

Papanicolauos Gebrauchslésung

Papanicolauos Hamatoxylin 1b und Aqua dest. Im Verhé&ltnis 1:10 mischen und filtrieren.

B.2 Bezugsquellen fiir Chemikalien

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ammonia solution, reinst (NH3), 5460.1
Merthiolat 6389.1

Methanol, 5627.3

Isopropanol, 9866.4

Roti-Histol®, 6640.3

Xylol, 7913.4

Zitronensdure-Monohydrat (CgHgO7 x HoO, 6490

DakoCytomation, Hamburg

Glycergel, C0563
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B Losungen, Puffer und Bezugsquellen

Fluka Feinchemikalien, jetzt Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze

Imidazol, 56750
Natriumzitrat purum, p.a., 71406
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane (Trisma Base), 93352

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH (GfL), Burgwedel

Plastikkiivetten Typ 1013

I. Hecht, Kiel-Hasse

Eukitt®

Life Science International, Frankfurt/Main

Coverplates™ 721100013

Menzel Glaser, Braunschweig

Superfrost* /Plus-Objekttrager, 041300

E. Merck, Darmstadt

Dimethylformamid, 103053.1000
HCI, 1M /1, 109970

KH,;POy, p.a., 104873.0250

NaCl krist., 106400.5000

Na,HPO4 x 2H50, p.a., 106580.0500
NaOH, 1M, (Platzchen), 106498.0500
Natriumnitrit, 106549.0100
Neufuchsin, 4041

Papanicolaous Losung 1b, 9254
Perhydrol® 30 % H,O, p.a. 7210
Propandiol, 801464
2-Amino-2-Methyl-13-Propandiol, 801464 (4,2 g in 200 ml Aqua bidest.)

Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim

Tissue Tec®, 4383
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B.2 Bezugsquellen fiir Chemikalien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim

3,3’-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB), D-5637
Levamisol, L9756

Naphthol-AS-Bi-Phosphat, N-2250

Protease Typ XXIV, P-8038

Stockmeier Chemie, Dillenburg

Ethanol 520, 96 %, verg. mit 1% Petrolether

Vogel GmbH & Co KG, Giessen

Paraffin, rein (Schmelzpunkt 56 — 58 °C) Tissue Tek® Vacuum Infiltration Processor
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C Liste der verwendeten Abkiirzungen

ABC
ABC-AP
Ag
bidest
BKH
BMMC
BSA
CD
CLA
CLIP
CIITA
DAB
DD
DLA
dest.
evtl.
excl.
EKH
FIP
FLA
FLUTD
G

gor.

HE

hgr.

HLA
HLA-DR
ICAM
IFD

140

Avidin-Biotin-Komplex
Avidin-Biotin-Komplex-Alkalische Phosphatase
Antigen

bidestillata

Britische Kurzhaar-Katze
bone-marrow-derived mast cells

bovines Serumalbumin

cluster of differentiation

cutaneous lymphocyte-associated antigen
class II-associated invariant chain peptide
class II transcription activator
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Differentialdiagnose

dog leukocyte antigen

destillata

eventuell

exclusive

Européische Kurzhaar-Katze

Feline Infektiose Peritonitis

feline leukocyte antigen

feline lower urinary tract disease
Geschlecht

geringgardig

Stunde

Hamatoxylin-Eosin

hochgradig

human leukocyte antigen

Antikorper gegen den MHC II des Menschen
intercellular adhesion molecule

Interface Dermatitis



IFF
IFN
Ii
IL

k.A.
LE

LFA
LHZ

M-CSF
mg
mgr.
MHC II
min

mk

ml

mM

mOsm

nl
MIIC

obB
p.a.
PAP
PBS
PD
PHD

s

S.0.

Interface Follikulitis

Interferon

invariante Kette

Interleukin

Jahr

keine Angaben

Lupus erythematodes

leukocyte function-associated antigen
Langerhans Zellen

molar

mannlich

monocyte collony simulating factor
Milligramm

mittelgradig

major histocompatibility complex class II
Minuten

ménnlich kastriert

Milliliter

Millimolar

Milliosmolal

Monate

Mikroliter

MHC class II compartment

Anzahl

ohne besonderen Befund

per analysem

Peroxidase anti-Peroxidase
Phosphate-buffered saline
perivaskulidre Dermatitis
perivaskuldre hyperplastische Dermatitis
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
registered trade mark

Sekunden

siehe

siehe oben
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C Liste der verwendeten Abkiirzungen

SIS

SS

TBS
TCR
TGF
Tgb.-Nr.
TNF
Tris

v.a.

w

wk
WMW-Test
7P

z.T.
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skin immune system
Schweineserum

Tris-buffered saline
T-Zellrezeptor

transforming growth factor
Tagebuch-Nummer
Tumor-Nekrosefaktor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
vor allem

weiblich

weiblich kastriert
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
Zitratpuffer

zum Teil



Veroffentlichung zum Thema der Doktorarbeit

Huisinga, M., Failing, K., Reinacher, M. 2007. MHC class II expression by follicular kerati-
nocytes in canine demodicosis - an immunohistochemical study.
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Ich erklére, dass ich die vorgelegte Dissertation selbstéindig, ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt habe, die ich in der Dissertation angegeben habe. Al-
le Textstellen, die wortlich oder sinngemiaft aus veroffentlichten oder nicht vertffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation er-
wiahnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitdt Giefsen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis niedergelegt sind, eingehalten.
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