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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Haut

Die Haut stellt die &uRere Begrenzung des menschlichen Kérpers zu seiner Umwelt
dar und ist mit etwa 2 m2 das grof3te Organ des Menschen (Lullmann-Rauch, 2002).
Sie bietet Schutz vor dem Eindringen von Krankheitserregern und dient als Barriere
gegen Hitze und UV-Strahlung. Eine weitere zentrale Aufgabe besteht in der
Regulation des Wasserhaushaltes. Der Aufbau der Haut verhindert einen
Ubermafigen Verlust von Wasser und wirkt somit einer Dehydratation entgegen
(Elias, 1983). Dadurch kommt der Intaktheit der Haut in Form einer

Permeabilitatsbarriere ein hoher Stellenwert zu (Denecker et al., 2007).

1.2 Aufbau und Differenzierung

Die Haut des Menschen gliedert sich in verschiedene Schichten: die Epidermis, ein
mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel, sowie die Dermis als bindegewebiger
Anteil und die Subcutis bestehend aus Binde- und Fettgewebe (siehe Abb. 1.1). Die
Epidermis (Oberhaut) und die Dermis (Lederhaut) bilden zusammen die Cutis,
welche die aulRerste Schicht der Haut darstellt. In der Dermis befinden sich Blut- und
Lymphgefalie, Drusen und Haarfollikel. Wéhrend die Talgdrisen Talg produzieren,
welcher die Haut zusatzlich vor dem Austrocknen schitzt, spielen die
Schweil3driisen eine Rolle bei der Regulierung der Korpertemperatur. Die in der
Dermis verlaufenden Gefalie versorgen die dartiber liegende gefaldfreie Epidermis.
Unterhalb der Dermis befindet sich die Subcutis (Unterhautfettgewebe). Diese
Schicht enthalt loses Binde- und Fettgewebe, in dem groR3ere Nerven und Gefalie

verlaufen. Sie wird auch als Hypodermis bezeichnet.
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Abb. 1.1 Schematischer Aufbau der menschlichen Haut

Die oberste Schicht der Haut ist die Epidermis. Darunter befindet sich die Dermis, in der sich Blut- und
Lymphgefalle, Sinneszellen und Nerven sowie Talg- und Schweil3drisen befinden. Die Subcutis ist eine
fettgewebsreiche verschiebliche Schicht. Die Unterhaut besteht aus losem Binde- und Fettgewebe.

Die Epidermis setzt sich aus den Keratinozyten zusammen. Sie bilden ein
mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel (siehe Abb. 1.2). Die Zellteilung
(Proliferation) findet in der basal gelegenen Schicht, dem einschichtigen Stratum
basale, statt. Von hier durchlaufen die Zellen eine Differenzierung, die sie Uber das
mehrschichtige Stratum spinosum und das Stratum granulosum bis in das Stratum
corneum aufsteigen lasst. Dort haben die Keratinozyten ihre terminale
Differenzierung erreicht und liegen nun als kernlose Korneozyten fir eine Dauer von
etwa zwei Wochen vor, bevor sie im Zuge der Desquamation schlieflich

abgeschilfert werden (Eckert, 1989). Es ist ein sich standig wiederholender Prozess,
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durch den sich die Epidermis kontinuierlich erneuert (Lullmann-Rauch, 2002). Diese
Vorgange werden auch terminale epidermale Differenzierung genannt. Die
Zeitspanne von der Neuentstehung eines Keratinozyten bis zu seiner Abschilferung

betragt in etwa vier Wochen (1. Moll, 6. Ausgabe, 2005).

Die Permeabilitatsbarriere der Haut wird vor allem durch die oberste Schicht der
Epidermis gebildet, dem Stratum corneum (Elias, 1983; Segre, 2006). Die
Korneozyten weisen dort den geringsten Wassergehalt aller Keratinozyten auf.
Dieser liegt im Stratum corneum von gesunder Haut zwischen 10-20%
(von Zglinicki et al., 1993). Im Laufe der Differenzierung sinkt der Wassergehalt in
den Zellen immer weiter ab. Gleichzeitig kommt es zu einer Zunahme des
Proteinanteils im Zellinneren. Diese Proteine, beispielsweise Filaggrin, Loricrin und
Involucrin, spielen wahrend des Verhornungsprozesses eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der ,cornified cell envelope® (Candi et al., 2005).

Kormeozyt Lipidhalle £
cornified cell envelope

Stratum
corneum

Stratum __f= AR
granulosum =
Ausstol der Lipide in -
den Extrazelluarraum

Stratum __|
spinosum  §#

Stratum .
basale =

Basallamina-

Langerhans
Zelle

Keratinozyt

Abb. 1.2 Schematischer Aufbau der menschlichen Epidermis

Die Abbildung zeigt die Hauptvertreter der epidermalen Proteine in den entsprechenden
Zellschichten. Der Aufbau der Epidermis gliedert sich in unterschiedliche Zellschichten. Im Stratum
basale findet die Zellteilung statt. Im Laufe der Differenzierung kommt es zu einer Expression von
verschiedenen Proteinen, die an der Bildung des sogenannten ,cornified cell envelopes®
mafgeblich beteiligt sind. Dieser entsteht durch die Verknipfung der Strukturproteine an der
zytosolischen Seite der Plasmamembran sowie der Bindung extrazelluldrer Lipide und ersetzt
schlieBlich in der terminalen Differenzierung die Plasmamembran der Korneozyten.
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1.3 Strukturproteine der Epidermis

Im Zuge der Differenzierung verlieren die Keratinozyten ihre Zellkerne und auch die
Plasmamembran wird durch den stabileren ,cornified cell envelope® ersetzt. Dieser
wird als widerstandsfahige Zellhille verstanden und sorgt fiir die nétige Festigkeit der
Korneozyten. Gebildet wird er an der zytosolischen Seite der Plasmamembran mit
Hilfe von quervernetzten Strukturproteinen, wie beispielsweise Filaggrin, Loricrin und
Involucrin, die mit Hilfe von Transglutaminasen kovalent verknipft werden

(Kalinin et al., 2001). Gleichzeitig werden extrazellulare Lipide gebunden.

Somit haben die Strukturproteine des ,cornified cell envelopes® fur die Stabilitat der
Zelle eine wichtige Funktion inne (Downing, 1992). Die Lipidsynthese erfolgt im Laufe
der Differenzierung im oberen Stratum granulosum intrazellular in allen kernhaltigen
Keratinozyten. Die Lipide werden zusammen mit hydrolytischen Enzymen in
sogenannten lamellar bodies“ gespeichert. Beim Ubergang vom Stratum
granulosum zum Stratum corneum werden sie durch Fusion der Jamellar bodies® mit
der Plasmamembran in den Extrazellularraum ausgesto3en (Elias et Menon, 1991).
Durch die Freisetzung der hydrolytischen Proteine erfolgt die Umwandlung der
polaren in apolare Lipide, die fir die eigentliche Bindung des Wassers und somit fur
die Verhinderung eines transepidermalen Wasserverlustes verantwortlich sind. Die
Lipidschicht besteht vor allem aus freien Fettsauren, Ceramiden (Sphingolipiden) und
Cholesterol (Grubauer et al., 1989). Die Ceramide stellen mengenmé&Rig mit etwa
50% den gréRten Anteil dar. Somit setzt sich die Permeabilitatsbarriere zum Einen
aus dem im Verlauf der Differenzierung zugenommenen intrazellularen Proteinanteil
zusammen, zum Anderen aus den extrazellular angereicherten Lipiden (Elias, 1983;
Schurer et Elias, 1991; Elias et Feingold, 1992; Elias, 1996). Diese Barriere
verhindert dadurch UberméaRigen Wasserverlust und bietet der Haut somit einen

effektiven Schutz vor Dehydratation.

1.3.1 Caspase-14

Die Caspase-14 ist ein Mitglied der evolutionar konservierten Cystein-Aspartat-
spezifischen Proteasen (Denecker et al., 2007). Die meisten dieser Caspasen sind in

Entziindungs- und Apoptose-Vorgénge involviert. Die Caspase-14 stellt jedoch eine
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Ausnahme dar. Sie gilt als eine der noch am wenigsten verstandenen Caspasen und
wird entgegen anderer typischer Funktionen dieser Proteinfamilie mit der
Zellproliferation und -differenzierung in Verbindung gebracht. In der Haut l&asst sich
ihre Expression in den Differenzierungs- und Verhornungsschichten sowie in
Haarfollikeln von Saugetieren beobachten (Lippens et al., 2000; Alibardi et al., 2005).
Die begrenzte Expression, die sich hauptsachlich in verhornenden Epithelien
darstellen lasst, zeigt ihre Rolle im Verhornungsprozess der terminalen

Keratinozytendifferenzierung auf.

Die Expression der Caspase-14 steigt wahrend der Differenzierung der
menschlichen Keratinozyten in vitro (Eckhart et al., 2000). Im Stratum granulosum ist
diese Protease mit den Zellkernen, den Keratohyalin-Granula und den Desmosomen
assoziiert. Im weiteren Verlauf lasst sie sich im Zytoplasma der Korneozyten, den
(Korneo-) Desmosomen und den Zellkerntiberresten nachweisen. Die Beobachtung
deutet auf eine Rolle der Caspase-14 im Abbau des Zellkerns hin (Denecker et al.,
2008). In vivo zeigte sich die Expression der Caspase-14 nur in den
Differenzierungsphasen und beim Kernabbau. In der Proliferationsphase konnte sie
nicht nachgewiesen werden (Lippens et al., 2000; Rendl et al., 2002).

Das direkte Substrat der Caspase-14 ist das Polyprotein Profilaggrin sowie das durch
die Prozessierung entstandene Strukturprotein Filaggrin (Denecker et al., 2007).
Seine aktiven Filaggrin-Einheiten sind im Stratum corneum am Ausbau des ,cornified
cell envelopes” beteiligt. Durch weiteren Abbau der Filaggrin-Monomere in
Aminosauren und ihre Derivate ist die Caspase-14 an der Entstehung von
Abbauprodukten beteiligt, die als ,natural moisturizing factors® als wichtige
Feuchtigkeitsspender der Haut dienen (Kezic etal., 2008). Bei entziindlichen
Dermatosen gibt es Hinweise auf eine gestdrte Caspase-14-Expression. Fur die
Erkrankung atopisches Ekzem sowie Psoriasis vulgaris konnte dies bereits eindeutig

nachgewiesen werden (Walsh et al., 2005 Hvid et al., 2011).

Untersuchungen von Caspase-14-defizienten Mausen zeigen ebenfalls die
Bedeutung dieses Enzyms im Profilaggrinabbau und im Aufbau einer effizienten
Hautbarriere. Die Haut dieser Mause ist glanzender und stérker lichenifiziert, was auf
ein veradndertes Stratum corneum hinweist. In den Zellen befinden sich vermehrt

Keratohyalin-F-Granula, die dem Profilaggrinvorrat entsprechen (Denecker et al.,
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2007). Dass die Caspase-14 fur die fehlerfreie Prozessierung des Profilaggrins eine
wichtige Rolle zu spielen scheint, zeigt sich bei den knock-out-M&usen vor allem
durch ein verandertes Verarbeitungsmuster mit nachfolgend vermehrtem
Wasserverlust und verminderter Hydratation. Dartber hinaus weist die Haut eine
erhohte UVB-Empfindlichkeit auf. Eine intakte Permeabilitatsbarriere bietet somit
nicht nur einen Schutz vor Dehydratation, sondern auch vor schadigender
UVB-Strahlung. Verschiedene frihe und spate Differenzierungsmarker wie Loricrin

und Involucrin sind bei diesen Mausen quantitativ nicht verandert gewesen.

1.3.2 Filaggrin

Eines der mengenmaliig haufigsten Strukturproteine der Epidermis ist das Filaggrin.
Es wird im Stratum granulosum als unldsliches Polyprotein Profilaggrin synthetisiert
(Resing et al., 1995) und in F-Keratohyalin-Granula gespeichert (Steven et al., 1990).
Im Laufe der Differenzierung wird das Profilaggrin in zehn bis zwdlf funktionelle
Filaggrin-Einheiten gespalten.

Eine Schlusselrolle spielt Filaggrin bei der Ausbildung des ,cornified cell envelopes”®
sowie beim Aufbau der epidermalen Permeabilitdtsbarriere. Es verbindet Keratin 1,
Keratin 10 und andere intermediare Filamente innerhalb des Zytoskeletts der
Keratinozyten. Anschlielend kommt es zum Kollaps des Zytoskeletts und der
Intermediarfilamente (Kalinin et al., 2002). Dadurch entstehen die ,cornified cell
envelopes®, welche eine Permeabilitatsbarriere gegen aulRere Einflisse wie Wasser
oder Allergene und mechanische Reize darstellen (Candi et al., 2005). Durch eine
weitere Prozessierung der Filaggrin-Monomere entstehen Abbauprodukte in Form
von (hygroskopischen) freien Aminosauren wie Urocaninsaure,
Pyrrolidoncarbonséure und Alanin, die einen Teil des sogenannten ,natural
moisturizing factors® darstellen. Diese tragen als Feuchtigkeitsspender durch
Wasserbindung zur Weichheit und Flexibilitat der Haut bei (Kezic et al., 2008).

Das Filaggrin-Gen befindet sich in der Region 1921 des humanen Chromosom 1 im
sogenannten ,Epidermalen Differenzierungskomplex®. Dieser enthalt GUber 40 Gene
von Schlusselproteinen, welche in die epidermale Differenzierung involviert sind.

Dazu zahlen unter anderem auch Loricrin und Involucrin (Volz et al., 1993;
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Mischke et al., 1996). Eine Mutation im Filaggrin-Gen (FLG) geht mit einem erhéhten
Wasserverlust und einem verminderten Anteil an hygroskopischen Aminoséauren
einher (Rawlings et Harding, 2004). Bei diesen Patienten liegt eine gestotrte
Hautbarriere vor. Zwischen 14% und 56% der Patienten mit atopischem Ekzem
tragen ein oder mehrere FLG-Null Allele. Sie haben ein 1,2-13 mal hoheres Risiko
diese Erkrankung zu entwickeln. Wie in Kohortenstudien gezeigt werden konnte,
besteht bei betroffenen Personen ein erhdhtes Risiko an einem persistierenden
Ekzem zu erkranken (Palmer etal., 2006). Homozygote Patienten zeigen einen
kompletten Verlust des Filaggrins und leiden unter der Hauterkrankung
Ichthyosis vulgaris (Fischschuppen-Erkrankung), welche durch eine extrem trockene,
schuppige Haut charakterisiert (Candi et al., 2005) und mit dem atopischen Ekzem

assoziiert ist.

Eine durch Zufall entstandene Mausmutante, welche als ,flaky tail“ bezeichtet wird,
zeigte eine trockene, schuppige Haut und vermindertes Profilaggrin/Filaggrin bei

normaler Expression anderer Differenzierungsmarker (Presland et al., 2000).

1.3.3 Loricrin

Ein weiteres epidermales Strukturprotein ist das Loricrin, welches reich an Glycin,
Serin und Cystein ist. Es wird in der spaten Phase der Differenzierung im Stratum
granulosum der Epidermis und in anderen keratinisierten Epithelien wie
beispielsweise der Gingiva exprimiert (Hohl et al., 1991). Loricrin macht 65-85% der
quervernetzten Proteine der menschlichen Epidermis aus (Hohl etal., 1993) und
tragt als ein Hauptprotein der ,cornified cell envelopes® mit ungefahr 70% den
grodten Anteil zur Bildung und Stabilisierung desselben bei (Koch et al., 2000). Es
bildet mit Filaggrin, Involucrin und weiteren Calcium-bindenden Proteinen das

Grundgerust des ,cornified cell envelopes” (Steinert et Marekov, 1995).

Mit Hilfe spezifischer Antikorper ist die Darstellung von Loricrin in der Epidermis
moglich (Hohl et al., 1993; Hohl, 1993). So konnte bei Loricrin-defizienten M&ausen
ein defekter Aufbau des ,cornified cell envelopes® festgestellt werden. Die Haut wies

keine gestorte Hautbarriere auf, sie war jedoch gegeniber mechanischen Reizen
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anfalliger. Gleichzeitig konnte mittels ELISA ein vermehrtes Vorliegen von
Profilaggrin festgestellt werden (Koch et al., 2000).

Far unterschiedliche Hauterkrankungen, die mit Hyperkeratosen einhergehen,
wurden Mutationen im Loricrin-Gen nachgewiesen (Maestrini etal., 1996;
Christiano, 1997).

1.3.4 Involucrin

Das Involucrin ist ein weiteres Protein der menschlichen Epidermis. Als
Vorlauferprotein liegt es im Zytoplasma vor. Im Stratum corneum stellt dieses
Strukturprotein eine bedeutende Komponente des ,cornified cell envelopes” dar. An
dieses Gerust binden andere intrazellulare Proteine sowie die extrazellularen Lipide,
vornehmlich  Ceramide, aber auch Cholesterol und freie Fettsduren
(Marekov et Steinert, 1998).

Involucrin lasst sich mit spezifischen Antikérpern in der gesunden menschlichen Haut
ab dem oberen Stratum spinosum darstellen (Ishida-Yamamoto et lizuka, 1995). Bei
Hauterkrankungen mit verstarkten Zellteilungsraten wie beispielsweise der Psoriasis
vulgaris lasst sich das Involucrin auch in den unteren Schichten des Stratum

spinosum anfarben (McKay et Leigh, 1995).

Gezielte Ablation des Involucrin-Gens bei Mausen fiihrte zu keiner Veranderung in
der Funktion der Hautbarriere, jedoch zu einer verminderten Reparaturfahigkeit der
Hautbarriere. Es zeigten experimentell erzeugte Hautbarrierestérungen eine

verfriihte Expression des Proteins (Ekanayake-Mudiyanselage et al., 1998).

1.4 Hauterkrankungen mit Barrierestorungen

Der Wassergehalt im Stratum corneum der Epidermis ist fur das Hautbild
entscheidend. Dieser liegt in gesunder Haut im Bereich von 10-20%
(von Zglinicki et al., 1993). Eine Verminderung des Wassergehaltes fihrt zu einer
trockenen Haut mit subjektivem Spannungsgefihl, Rétung und Schuppung

(Chernosky, 1972). Diese Haut ist zudem anfélliger gegentber auf3eren Einflissen




Einleitung

wie beispielsweise Wasser, Allergenen und Infektionserregern. Dabei spielt der
Aminosauregehalt fir die Wasserbindung im Stratum corneum eine entscheidende
Rolle. Es konnte nachgewiesen werden, dass in trockener Haut ein verminderter
Aminosauregehalt besteht (Jakobsen et al., 1990). Dartber hinaus wurde gezeigt,
dass in dehydrierter Haut der Ceramid-Anteil sowohl qualitativ als auch quantitativ
gegenuber normaler Haut verandert war (Melnik et al., 1988; Imokawa et al., 1991;
Aktimoto et al., 1993; Rogers et al., 1996).

Durch eine akute Stérung der Hautbarriere kommt es zu einer reaktiven
Sezernierung des Inhaltes vorgeformter ,lamellar bodies® als Reparaturversuch der
Permeabilitdtsbarriere. Dieses hat einen Anstieg der DNA- und Lipidsynthese mit
epidermaler Hyperproliferation zur Folge (Proksch etal., 1993). Durch Induktion
verschiedener Hyperproliferationskeratine, unter anderem auch des Proteins
Involucrin, kommt es zu einer veranderten epidermalen Differenzierung

(Ekanayake-Mudiyanselage et al., 1998).

1.4.1 Atopisches Ekzem

Das atopische Ekzem (AE), auch Neurodermitis genannt, ist eine chronisch-
rezidivierende Hauter-
krankung (siehe Abb. 1.3),
die bis zu 15% der Kinder
in  westlichen Industrie-
landern betrifft (Leung et
Bieber, 2003). Die

Patienten leiden unter

trockener, sproder Haut

. . Abb. 1.3 Klinisches Erscheinungsbild des atopischen Ekzems
mit  starkem  Juckreiz.

. . Das atopische Ekzem ist durch eine trockene, sprode Haut

Besonders sind die insbesondere an den Beugeseiten der Extremitaten, dem Gesicht

Hautareale an den und der Kopfhaut charakterisiert. Es wird ein multifaktorieller
Hintergrund angenommen.

Beugeseiten der Extremi-

taten, das Gesicht und die Kopfhaut betroffen. Bei multifaktoriellem Hintergrund sind
komplexe Interaktionen zwischen Umwelt- und genetischen Faktoren fir die

Erkrankung urséchlich (Morar et al., 2006). 70-80% der Patienten leiden an der
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sogenannten extrinsischen Form dieses Ekzems mit erh6hten IgE-Spiegeln und
einer Typ-I-Sensibilisierung gegentiber unterschiedlichen Allergenen. Bei 20-30% der
Patienten fehlen eine Sensibilisierung und ein erhdhter IgE-Spiegel, welche als
intrinsische Form bezeichnet wird (Folster-Holst et al., 2006). In der Akutphase des
Ekzems lasst sich eine Th2-Immunantwort nachweisen. Daruber hinaus wurde
mehrfach bestatigt, dass FLG-Mutationen wie R501X und 2282del4 mit AE assoziiert
sind (Palmer, 2006). Vergesellschaftet mit dem AE sind die allergische Rhinitis und
das Asthma bronchiale (Marenholz et al., 2006). Bisher sind annahernd 40 ,Loss-of-

function“-Mutationen bei AE identifiziert worden (O’Regan et al., 2008).

1.4.2 Psoriasis

Die Psoriasis, eher bekannt unter dem Namen der ,Schuppenflechte, ist ebenfalls
eine chronisch-entzindliche, in
Schuben  auftretende  Haut-
erkrankung (siehe Abb. 1.4).
Eine groblamellare Schuppung
mit silbriger Farbe ist typisch fur
das Hautbild (Louden etal.,
2004). Die Pradilektionsstellen

sind die Streckseiten der

. Abb. 1.4 Klinisches Erscheinungshbild der Psoriasis
Gelenke, die Kopfhaut, _ o o
Die Psoriasis ist durch groblamellare Schuppen silbriger

Fingernagel und die Farbe gepragt. Pradilektionsstellen sind die Streckseiten
Anogenitalregion. Neben  der der Gelenke, die Kopfhaut und die Anogenitalregion.

klassischen Plaque-Psoriasis ist die pustulése Psoriasis abzugrenzen, die vor allem
die Hand- und Ful3flachen betrifft. Es werden zwei Haufigkeitsgipfel beschrieben:
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr sowie zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr.
Die Pravalenz der Psoriasis betragt 1-3% weltweit (Bowcock et Cookson, 2004). In
10-30% der Falle sind auch die Gelenke betroffen (Psoriasisarthritis) (Bowcock,
2004). Ahnlich dem atopischen Ekzem ist eine multifaktorielle Genese evident.
Neben der Vermutung einer psychischen Komponente spielen méglicherweise auch
Autoimmunprozesse bei der Entwicklung der Krankheit eine Rolle. Es wird

angenommen, dass korpereigene Autoantigene T-Zellen stimulieren. Im Vergleich

10
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zum atopischen Ekzem ist die Psoriasis mit einer Thl-Reaktion assoziiert
(Kupper et al., 2004). Es wurde bisher keine Assoziation zu FLG-Mutationen
nachgewiesen, jedoch konnte eine veranderte Filaggrin-Expression gezeigt werden
(Proksch et al., 2006).

1.4.3 Allergisches Kontaktekzem

Das allergische Kontaktekzem ist der haufigste Ekzemtyp und eine besondere Form
einer Allergie. Ausgelost wird
diese Reaktion durch
sensibilisierte Thl-Lympho-
zyten (Kupper et al., 2004). Sie
entspricht einer Reaktion vom
verzogerten Typ, welche auch

als  Typ-IV-Reaktion  nach

Coombs und Gell bezeichnet Abb. 1.5 Klinisches Erscheinungsbild des allergischen

wird. Das wohl bekannteste Kontaktekzems

Beispiel fii . I isch Als haufigster Ekzemtyp zeigt sich in der Akutphase eine
eispiel Tur ein  allergisches kraftige RoOtung mit Blaschenbildung, wéhrend sich die
Kontaktekzem ist die Chronifizierung mit Hyperkeratosen und Rhaganden darstellt.

Nickelallergie. Schatzungsweise 1,9 bis 4,5 Millionen Menschen in Deutschland sind
gegen Nickel sensibilisiert (Schnuch et al., 2002). Das allergische Kontaktekzem ist
eine chronisch-rezidivierende Erkrankung mit akuten Schiben und auf3ert sich in
Form ekzematbser Hautveranderungen. Ein akuter Schub zeigt sich als kraftige
Rotung mit Blaschenbildung, wahrend die chronische Phase von Schuppen,
Hyperkeratosen und Rhagaden gepréagt ist (siehe Abb. 1.5). In der Frihphase kommt
es zu einer Vasodilatation, einem interzellularem Odem und gleichzeitiger
Blaschenbildung. Nach etwa 48 Stunden zeigen sich schliel3lich parakeratotische
Hautveranderungen. Bei der Chronifizierung prasentiert sich das Hautbild

hyperkeratotisch mit Lichenifikation und Rhagaden.

Der Erkrankung geht eine Sensibilisierungszeit von mindestens 12 Stunden bis zu
mehreren Tagen voraus. Dies ist individuell unterschiedlich und abhéngig von der
Lange und Konzentration des Allergens, des Hautzustandes und der vorliegenden

Barrierefunktion sowie von der genetischen Disposition (Frosch 4th edition, 2004).
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Durch die ablaufende verzdgerte Typ-IV-Reaktion nach Coombs und Gell, die durch
eine zellvermittelte Reaktion charakterisiert wird, kommt den T-Lymphozyten die
entscheidende Bedeutung zu (Saint-Mezard et al., 2004). Dartber hinaus stellt sich
die Kontaktallergie als ein unabhangiger Risikofaktor fir die Entwicklung eines
Handekzems dar (Bryld et al., 2003).

1.5 Zielsetzung der Dissertation

Die Differenzierung der Keratinozyten unterliegt einem fein abgestimmten
Regelmechanismus, um eine funktionsfahige Permeabilitdtsbarriere der Haut
auszubilden. Fir diesen sind verschiedene Keratine und Proteine wie die

Caspase-14, Filaggrin, Loricrin und Involucrin von grof3er Bedeutung.

Das aus dem Profilaggrin durch Prozessierung freigesetzte Filaggrin spielt fur die
Hydratation der Haut eine entscheidende Rolle. Es wurde eine Assoziation von
Mutationen des Filaggrin-Gens mit dem atopischen Ekzem nachgewiesen. Diese
betreffen jedoch nur einen Teil der Patienten und kénnen daher nicht fur alle als
krankheitsursachlich angesehen werden. Es kénnten aber bei der Prozessierung von
Filaggrin ebenfalls Defekte auftreten, die eine verminderte Filaggrin-Expression
bewirken. Eine verminderte Caspase-14-Expression wurde bereits fur die
entziindliche Dermatose Psoriasis vulgaris gezeigt. Im Wesentlichen wurden
luckenhafte zytoplasmatische Anfarbungen sowie prominente, ungefarbte Zellkerne
beschrieben (Walsh et al., 2005).

Somit lag es nahe, die Patienten mit atopischem Ekzem auf die Expression von
Caspase-14 und Filaggrin sowie Loricrin und Involucrin zu untersuchen. Zum
Vergleich mit anderen entziindlichen Dermatosen wurden zudem Analysen an
Patienten mit Psoriasis und allergischem Kontaktekzem durchgefiihrt. Als Kontrolle

dienten Normalhautproben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Hautbiopsien

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Studie. Dabeli
stutzt sich die Arbeit auf bereits entnommene Hautbiopsien, die in den histologischen
Archiven der Dermatologie des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH),
Campus Kiel, aufbewahrt wurden. Die paraffinfixierten Praparate wurden unter

gleichen Bedingungen archiviert und gelagert.

Die Zuordnung der Patienten zu den drei Krankheitsbildern erfolgte anhand der
klinischen und histologischen Diagnosen, die innerhalb des Zeitraums von
2003-2007 erstellt wurden. Die jeweiligen Paraffinblocke wurden zum Zwecke der
immunhistochemischen Untersuchung herausgesucht. Es wurden die Daten von
insgesamt 33 Patienten im Alter von 36 bis 85 Jahren
(Durchschnittsalter: 57,2 Jahre) ausgewertet. 14 Hautproben stammten von

weiblichen Patienten, 19 Hautproben wurden von méannlichen Patienten entnommen.

Ausgewahlt wurden Hautbiopsien mit folgenden Hauterkrankungen:

e Atopisches Ekzem
e Psoriasis

e Allergisches Kontaktekzem

Hinsichtlich der Diagnose des atopischen Ekzems ergaben sich folgende Verteilung:

e 12 Praparate
e Patienten im Alter von 36 bis 79 Jahren (Durchschnittsalter: 55,3 Jahre)

e eine Geschlechtsverteilung von 5 weiblichen zu 7 mannlichen Patienten

13
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Hinsichtlich der Diagnose der Psoriasis ergaben sich folgende Verteilungen:

e 12 Praparate
e Patienten im Alter von 41 bis 81 Jahren (Durchschnittsalter: 57,6 Jahre)

¢ eine Geschlechtsverteilung von 4 weiblichen zu 8 mannlichen Patienten

Hinsichtlich der Diagnose des allergischen Kontaktekzems ergaben sich folgende

Verteilungen:

e 9 Praparate
e Patienten im Alter von 43 bis 85 Jahren (Durchschnittsalter: 58,8 Jahre)
¢ eine Geschlechtsverteilung von 5 weiblichen zu 4 mannlichen Patienten

e es bestanden Kontaktsensibilisierungen gegen Duftstoffe, Kaliumdichromat
und Kobalt-1I-Chlorid, Nickel, 4-4-Diamiondiphenylmethan und Wollwachse

Als Kontrolle dienten sieben Normalhautproben. Diese Proben wurden im Rahmen
plastisch-asthetisch chirurgischer Eingriffe gewonnen. Die histologischen Schnitte
wurden aus intakter Haut, welche im Rahmen der jeweiligen Operationen entfernt
wurden, entnommen. Die Probanden waren zwischen 37 und 62 Jahre alt
(Durchschnittsalter: 47 Jahre). Dabei stammten 60 % der Praparate von weiblichen

sowie 40 % der Praparate von mannlichen Probanden.

2.1.2 Antikorper
Alle histologischen Schnitte wurden mit jeweils vier verschieden Antikdrpern gefarbt.

Es wurden kommerzielle Antikérper verwendet, die dem histologischen Labor der
Dermatologie, UKSH, Campus Kiel, fur wissenschaftliche Untersuchungen zur
Verfigung stehen.
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Polyclonal Antibody to Caspase-14, Spezies: Schwein, (Imgenex; Catalog No: IMG-5713)
Monoclonal Antibody to Filaggrin, Spezies: Kaninchen, (abcam; FLGO01; Catalog No: ab3137)

Polyclonal Antibody against Loricrin, Spezies: Schwein, (COVANCE; BAbCO, Catalog NO:
PRB-145P)

Monoclonal Antibody to Involucrin, Spezies: Kaninchen, (Acris Antibodies GmbH; Catalog
No: DM3111)

Die Beurteilung der Farbungen erfolgte nach einer Punkte-Skala von 0 bis 3, wobei

die Zahl 1 das Bild einer gesunden Haut widerspiegelte.

2.1.2.1 Caspase-14

keine Anfarbung
Anfarbbarkeit ab dem unteren Stratum spinosum

Anfarbbarkeit erst ab dem mittleren Stratum spinosum

deutliche Anfarbbarkeit des Stratum granulosum und setzt sich optisch von den
anderen Zellreihen ab

2.1.2.2 Filaggrin

0: keine Anfarbung

1 1-2 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt
2: 1-2 Zellreihen, teilweise 3-4 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt
3: 3-4 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt

2.1.2.3 Loricrin

keine Anfarbung
1-2 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt

1-2 Zellreihen, teilweise 3-4 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt

3-4 Zellreihen des Stratum granulosum sind angefarbt
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2.1.2.4 Involucrin

keine Anfarbung
Anfarbbarkeit des oberen Stratum spinosum bis Stratum corneum

Anfarbbarkeit des mittleren Stratum spinosum bis Stratum corneum

Anfarbbarkeit unteres Stratum spinosum bis Stratum corneum

2.1.3 Weiteres Material

Aqua destillata DeltaSelect, Dreieich

DAB BioGenix, San Ramon, USA
Ethanol Merck, Darmstadt
Glycergel Mounting Serum DAKO Glostrup, Danemark
H2,05 Walter, Kiel

Mayers Hamalaun Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt

StreptAB Complex HRP DAKO, Glostrup, Danemark
Tris Merck, Darmstadt

Xylol Walter, Kiel

Citratpuffer:

9ml Stammldésung A und 41ml Stammlésung B in 450ml Aqua dest. geldst
Stammlésung A: 0,1M Zitronensaure (21,0g C¢HsO,xH,0) in 1000ml Aqua dest.
Stammlésung B: 0,1M Natriumcitrat (29,419 CgHs0,xH,0) in 1000ml Aqua dest.

TBS:

Stammldsung: pH 7,4; 56g Tris, 218,25g Natriumchlorid z.A. ad 2500ml Aqua dest.,

Gebrauchslésung mit Aqua dest. auf 1:10 verdiinnen
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2.2 Methoden

2.2.1 Farbung

Zur immunhistochemischen Farbung wurden aus den in Paraffin eingebetteten

Hautproben 1-3um dicke Schnitte angefertigt. Anschlielend wurden sie auf

Objekttrager (Menzel-Glaser) aufgezogen und fiir 40 Minuten bei 60°C getrocknet.

Zur Beurteilung der epidermalen Proliferation und Differenzierung wurden die

Schnitte mit den Antikérpern Caspase-14, Filaggrin, Loricrin und Involucrin gefarbt.

Die Anfarbung erfolgte nach den Herstellerangaben im histologischen Labor der

Dermatologie, UKSH, Campus Kiel.

Die Anfarbung der Antikorper Caspase-14 und Loricrin erfolgte in folgenden
Schritten:

1.

Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte fir zweimal finf Minuten in Xylol

Einwirken fur zweimal eine Minute in 100%igem Alkohol, 96%igem Alkohol sowie
70%igem Alkohol

Spulung der Schnitte in Aqua dest.

Blockieren der endogenen Peroxidase durch Inkubation von 3%iger H,O,/Aqua dest.
Lésung uber funf Minuten

Spulen in Aqua dest.

anschlieRend 30 minutiges Kochen der Schnitte in 10mM Citratpuffer mit einem
pH-Wert von 6.0

Abkihlung fur weitere 30 Minuten im Citratpuffer und Spulen in Aqua dest.
Schnitte fur finf Minuten in TBS stellen
Schnitte fir 30 Minuten mit normal swine serum (DAKO Code No. X0901) inkubieren

Uberschissige Serum entfernen, Schnitte mit dem 1. Antikdrper fir weitere
30 Minuten inkubieren

Spulen fur dreimal funf Minuten in TBS

weitere Inkubation des 2. Antikorpers (biotinylated swine-anti rabbit immunglobulins)
fur 30 Minuten.
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10.

11.

Spilung fur dreimal funf Minuten in TBS, anschlieBende Inkubation des
streptABC/Complexes

Schnitte dreimal finf Minuten in TBS spuilen
anschliel3end Peroxidase Substrat-Losung DAB fir finf bis 15 Minuten

DAB mit Aqua dest. abspulen und zur Gegenfarbung fur funf bis zehn Sekunden in
Hamalaun-Lésung stellen

"Blauen” in Leitungswasser und Eindeckeln mit Glycergel Mounting Medium

Die Anfarbung des Antikdrpers Filaggrin erfolgte in folgenden Schritten:

1.
2.

10.

11.

12.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte fur zweimal finf Minuten in Xylol

Einwirken fiir zweimal eine Minute in 100%igem Alkohol, 96%igem Alkohol sowie
70%igem Alkohol

Spulung der Schnitte in Aqua dest.

Blockieren der endogene Peroxidase durch Inkubation von 3%iger H,O,/Aqua dest.
Lésung Uber funf Minuten

Spulen in Aqua dest.

anschlieend 30 minltiges Kochen der Schnitte in 10mM Citratpuffer mit einem
pH-Wert von 6.0

Abkuhlung fur weitere 30 Minuten im Citratpuffer und Spullen in Aqua dest.
Schnitte fur finf Minuten in TBS stellen
Schnitte fir 30 Minuten mit normal rabbit serum (DAKO Code No. X0902) inkubieren

Uberschissiges Serum entfernen, Schnitte mit dem 1. Antikdrper fir weitere
30 Minuten inkubieren

Spulen fur dreimal funf Minuten in TBS

weitere Inkubation des 2. Antikdrpers (biotinylated rabbit-anti mouse immunglobulins)
fur 30 Minuten

Spulung fir dreimal funf Minuten in TBS, anschlieBende Inkubation des
streptABC/Complexes

Schnitte dreimal finf Minuten in TBS spulen
anschliel3ende Peroxidase Substrat-Losung DAB fir finf bis 15 Minuten

DAB mit Aqua dest. abspulen und zur Gegenfarbung fir funf bis zehn Sekunden in
Hamalaun-L6sung stellen

"Blauen" in Leitungswasser und Eindeckeln mit Glycergel Mounting Medium
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Die Anfarbung des Antikdrpers Involucrin erfolgte in folgenden Schritten:

1.

10.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte fur zweimal finf Minuten in Xylol

Einwirken fur zweimal eine Minute in 100%igem Alkohol, 96%igem Alkohol sowie
70%igem Alkohol

Spulung der Schnitte in Aqua dest.

Blockieren der endogene Peroxidase durch Inkubation von 3%iger H,O./Aqua dest.
Lésung uber funf Minuten

Spulen in Aqua dest.

anschliel3end sechs minutige Inkubation mit der Proteinase K

Spulen in Aqua dest.

Schnitte fir 30 Minuten mit normal rabbit serum (DAKO Code No. X0902) inkubieren

Uberschussiges Serum entfernen, Schnitte mit dem 1. Antikorper fur weitere
30 Minuten inkubieren

Spulen fur dreimal funf Minuten in TBS

weitere Inkubation des 2. Antikorpers (biotinylated rabbit-anti mouse immunglobulins)
fur 30 Minuten

Spulung fur dreimal funf Minuten in TBS, anschlieBende Inkubation des
streptABC/Complexes

Schnitte dreimal finf Minuten in TBS spiilen
anschliel3ende Peroxidase Substrat-Losung DAB fir funf bis 15 Minuten

DAB mit Aqua dest. abspulen und zur Gegenfarbung fir funf bis zehn Sekunden in
Hamalaun-Losung stellen

"Blauen" in Leitungswasser und Eindeckeln mit Glycergel Mounting Medium

2.2.2 Auswertung

Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Mikroskop (Firma Zeiss) in einer

100fachen sowie 200fachen VergréRerung. Von zwei unabhangigen Untersuchern

wurde die Bewertung der Hautproben in die oben genannten Kategorien

vorgenommen.
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2.2.3 Statistik

Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mittels des statistischen Programms SPSS. Fir
die statistische Auswertung wurde der exakte Test nach Fisher angewandt. Dies ist
ein Signifikanztest auf Unabhangigkeit zweier Merkmale. Fir die Auswertung wird

hierzu die Kontingenztafel herangezogen.

Auf Grund der vorliegenden Daten, welche sich mit einer erwarteten Haufigkeit von
<5 Proben in mehr als 20% der Zellen und einer beobachteten Haufigkeit in einigen
Zellen mit der Anzahl Null darstellten, eignete sich somit der exakte Test nach
Fisher. Das ubliche Signifikanzniveau von 5% wurde durch die Bonferoni-Korrektur
(alpha adj=0,05/3=0,017=1,7%) auf den p-Wert von p=1,7% gesenkt. Das
Signifikanzniveau wurde auf Grund des multiplen Testens gesenkt, um falsch

positive Ergebnisse (Fehler 1. Grades) zu vermeiden.
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3 Ergebnisse

Es wurden die drei entziindlichen Hauterkrankungen atopisches Ekzem, Psoriasis
und allergisches Kontaktekzem untersucht. lhnen gemeinsam ist eine gestorte
Hautbarriere. Als Vergleichsgruppe wurde klinisch gesunde Haut herangezogen.

Die Hautschnitte wurden mit vier verschiedenen Antikdrpern angefarbt, um die
Expressionen folgender Proteine darzustellen:

e Caspase-14
e Filaggrin
e Loricrin

e Involucrin

3.1 Vergleich des atopischen Ekzems mit Normalhaut mittels
immunhistochemischer Analyse

3.1.1 Anféarbung der Caspase-14 bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Abb. 3.1 Lichtmikroskopische Darstellung der Caspase-14-Expression bei atopischem
Ekzem und Normalhaut

Die Expression der Caspase-14 stellte sich in der Mehrzahl der Praparate des atopischen Ekzems
verspatet dar. Die Anfarbbarkeit war ab dem mittleren Stratum spinosum zu erkennen. In den
Préaparaten zur Normalhaut zeigte sich eine Anfarbung bereits in den basalen Zellreihen.
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In der Normalhaut zeigte sich bereits ab dem Stratum suprabasale eine Anfarbung
der Caspase-14 im Zytoplasma. Bezogen auf die gesamte Epidermis lief3 sich vom
Stratum suprabasale bis zum Stratum corneum eine leichte Intensitatszunahme
feststellen. Die Anfarbung der Caspase-14 in der Epidermis des atopischen Ekzems
bot eine deutlich verminderte Anfarbung in den unteren Schichten und nahm an
Intensitat in den hoheren Zellschichten zu. Eine deutliche Anfarbung war in sieben
von zwolf Praparaten vermehrt erst ab dem mittleren Stratum spinosum zu erkennen
bzw. die Farbung war vom Stratum granulosum zum Stratum spinosum abnehmend.
Es zeigten sich im Expressionsmuster der Caspase-14 im Vergleich des atopischen
Ekzems mit der Normalhaut signifikante Unterschiede (p-Wert=0,013).

Expression von Caspase-14

100% -
60%
40%
n=8
20%
0%
Atopisches Ekzem n=12 Normalhaut n=7

ODeutliche Anfarbbarkeit des Str. granulosum

OAnfarbbarkeit erst ab dem mittleren Str. spinosum

B Anféarbbarkeit ab demunteren Str. spinosum

Abb. 3.2 Anfarbbarkeit der Caspase-14 bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Beim atopischen Ekzem zeigte sich in vier Praparaten eine Anfarbbarkeit der Caspase-14 ab dem
unteren Stratum spinosum, in acht Préaparaten liel3 sich eine Anfarbbarkeit erst ab dem mittleren
Stratum spinosum feststellen. Als Vergleich dienten Normalhaut-Praparate, die eine Anfarbbarkeit ab
dem unteren Stratum spinosum aufwiesen.
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3.1.2 Anfarbung des Filaggrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Abb. 3.3 Lichtmikroskopische Darstellung der Filaggrin-Expression bei atopischem Ekzem
und Normalhaut

Die Expression von Filaggrin stellte sich in elf von zwolf Praparaten des atopischen Ekzems
verbreitert auf drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum dar. In den Praparaten zur Normalhaut
zeigte sich lediglich eine Anfarbung der oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum.

Nach Anfarbung des Filaggrins in der Normalhaut und der Haut des atopischen
Ekzems zeigten sich unterschiedliche Expressionsmuster. In allen Hautschnitten der
Normalhaut liel3 sich eine lickenlose Anfarbung des Filaggrins in den oberen ein bis
zwei Zellreihen des Stratum granulosum feststellen. Im Gegensatz dazu war eine
Verbreiterung der Anfarbungszone in sieben von zwolf Hautproben des atopischen
Ekzems bis in das obere Stratum spinosum zu erkennen. Die Anfarbung war jedoch
lickenhaft und unregelmalig. So zeigten Zellen im Stratum granulosum stellenweise
keine Anfarbung, teilweise liel3 sich eine Anfarbung der oberen zwei Zellreihen bis zu
einer Ausbreitung der Anfarbung auf die oberen vier Zellreihen erkennen. Die
Veranderung der Immunfarbung fiel beim atopischen Ekzem im Vergleich zur
Normalhaut statistisch signifikant aus (p-Wert=<0,001).
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Expression von Filaggrin

B = -
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Atopisches Ekzem n=12 Normalhaut n=7

03-4 Zellreihen des Str. granulosum angefarbt

O01-2 Zellreihen, teilweise 3-4 Zellreihen des Str. granulosum angefarbt

B1-2 Zellreihen des Str. granulosum angefarbt

Abb. 3.4 Anfarbbarkeit des Filaggrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut

In sieben Praparaten des atopischen Ekzems zeigte sich eine Verbreiterung der Filaggrin-Expression
auf die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum. In vier Praparaten stellte sich eine
Filaggrin-Anfarbbarkeit der oberen ein bis zwei Zellreihen mit einer Ausdehnung der Anfarbung auf
insgesamt drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum dar. In den Normalhaut-Praparaten waren
die oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum angefarbt.

3.1.3 Anfarbung des Loricrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut
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Abb. 3.5 Lichtmikroskopische Darstellung der Loricrin-Expression bei atopischem Ekzem
und Normalhaut

Die Expression von Loricrin stellte sich in acht von zwolf Praparaten des atopischen Ekzems
verbreitert auf drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum dar. In den Préparaten zur Normalhaut
zeigte sich lediglich eine Anfarbung der oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum.
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In der Anfarbung des Proteins Loricrin zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Normalhaut und der des atopischen Ekzems (p-Wert=0,019). In allen
Praparaten der Normalhaut sowie in vier von zwolf Praparaten des atopischen
Ekzems wurde Loricrin in den beiden oberen Zellreihnen des Stratum granulosum
exprimiert. In sechs Préparaten des atopischen Ekzems zeigte sich eine
Ausdehnung der Anfarbung auf das obere Stratum spinosum, die teilweise

Unterbrechungen in der Kontinuitat der Farbung aufwiesen.

Expression von Loricrin
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B1-2 Zellreihen des Str. granulosum angefarbt

Abb. 3.6 Anfarbbarkeit des Loricrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Die Anfarbbarkeit von Loricrin bei atopischem Ekzem stellte sich in sechs von zwoélf Praparaten auf
drei bis vier Zellreihen verbreitert dar. Zwei von zwélf Praparaten zeigten eine teilweise Verbreiterung
der Anfarbung auf drei bis vier Zellreihen des oberen Stratum granulosum, vier Praparate zeigten die
gleiche Anfarbbarkeit auf die oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum wie die
Praparate der Normalhaut.
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3.1.4 Anfarbung des Involucrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Atopisches Ekzem Normalhaut

Abb. 3.7 Lichtmikroskopische Darstellung der Involucrin-Expression bei atopischem
Ekzem und Normalhaut

Die Anfarbbarkeit des Involucrins bei atopischem Ekzem zeigte eine deutliche Verbreiterung innerhalb
der Epidermis, die beginnend ab dem unteren bzw. mittleren Stratum spinosum zu erkennen war. In
den Praparaten der Normalhaut stellte sich die Anfarbbarkeit ab dem oberen Stratum spinosum dar.

In der Normalhaut zeigte Involucrin eine Anfarbung des oberen Stratum spinosum
und des Stratum granulosum. Im Vergleich dazu war die Anfarbung des Involucrins
in der atopischen Haut ausgedehnter und bereits friher erkennbar. Ab dem unteren
bzw. dem mittleren Stratum spinosum konnte eine Farbung festgestellt werden. Es
lieR sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Breite der
immunhistologischen Anfarbung zwischen der atopischen und der Normalhaut
aufzeigen (p-Wert=<0,001).
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Expression von Involucrin
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OAnfarbbarkeitnurunteres Str. spinosum bis Str. corneum
O Anfarbbarkeit nur mittleres Str. spinosum bis Str. corneum

@ Anfarbbarkeitnur oberes Str. spinosum bis Str. corneum

Abb. 3.8 Anfarbbarkeit des Involucrins bei atopischem Ekzem und Normalhaut

Sechs Préaparate des atopischen Ekzems zeigten eine Anfarbbarkeit von Involucrin beginnend ab dem
unteren Stratum spinosum. In funf von zwdlf Préparaten des atopischen Ekzems war eine
Anfarbbarkeit ab dem mittleren Stratum spinosum zu erkennen. Ein Praparat des atopischen Ekzems
verhielt sich wie die Normalhaut-Préaparate mit einer Involucrin-Anfarbbarkeit ab dem oberen Stratum
spinosum.
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3.2 Vergleich der Psoriasis mit Normalhaut mittels
immunhistochemischer Analyse

3.2.1 Anfarbung der Caspase-14 bei Psoriasis und Normalhaut

", ‘P'soﬁ%lsisﬁj::-f/ ‘ '

Abb. 3.9 Lichtmikroskopische Darstellung der Caspase-14-Expression bei Psoriasis und
Normalhaut

Die Anfarbbarkeit der Caspase-14 bei Psoriasis zeigte in zehn Praparaten abweichende
Expressionsmuster im Vergleich zur Normalhaut. Bei Psoriasis war die Caspase-14 verspatet ab dem
mittleren Stratum spinosum nachzuweisen. Teilweise stellte sich das Stratum granulosum besonders
farbintensiv dar. Die Normalhaut-Praparate zeigten einen Beginn der Anféarbbarkeit bereits ab dem
Stratum suprabasale.

Die Caspase-14 zeigte in der Normalhaut eine Anfarbung der Epidermis, die ab dem
Stratum suprabasale festzustellen war. Die Psoriasis-Haut bot eine unregelmaRige
und liickenhafte Anfarbung der Epidermis. Fir die Expression der Caspase-14 zeigte
sich eine vom Stratum suprabasale zunehmende Anfarbung. Drei Hautproben lie3en
eine deutlich verstarkte Anfarbung des Stratum granulosum und des oberen Stratum
spinosum mit einer bis zum unteren Drittel reichenden Anfarbung des Stratum
spinosum erkennen. Einige Zellkerne zeigten keine Anfarbung im Stratum
granulosum. Es liel sich ein statistisch signifikanter Unterschied im
Expressionsmuster der Caspase-14 im Vergleich der Psoriasis zur Normalhaut
nachweisen (p-Wert=0,002).

28




Ergebnisse

Expression von Caspase-14
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@ Anfarbbarkeitab demunteren Str. spinosum

Abb. 3.10 Anféarbbarkeit der Caspase-14 bei Psoriasis und Normalhaut

Die Auswertung der Psoriasis ergab eine verspatete Anfarbbarkeit der Caspase-14 in sieben von
zwolf Praparaten. Sie begann ab dem mittleren Stratum spinosum. Bei drei Praparaten zeigte sich
eine besonders deutliche Anfarbung des Stratum granulosum mit einer schwacheren Farbung des
Stratum spinosum. Im Vergleich der Anfarbbarkeit verhielten sich zwei Psoriasis-Préaparate &hnlich der
Normalhaut mit einer Anfarbbarkeit ab dem unteren Stratum spinosum.

3.2.2 Anféarbung des Filaggrins bei Psoriasis und Normalhaut

Abb. 3.11 Lichtmikroskopische Darstellung der Filaggrin-Expression bei Psoriasis und
Normalhaut

In Abschnitten des Psoriasis-Préparates war eine lickenhafte Anfarbung von Filaggrin erkennbar,
diese Anfarbung zeigte sich im Vergleich zur Normalhaut deutlich verbreitert. Die Filaggrin-Expression
bei Normalhaut stellte sich auf die oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum begrenzt
dar.
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Es konnte ein signifikanter Unterschied in der Expression des Filaggrins bei der
Psoriasis und der Normalhaut gezeigt werden (p-Wert=<0,001). In der Normalhaut
wurde Filaggrin ltickenlos im Stratum granulosum exprimiert. Im Gegensatz dazu
zeigte sich bei der Psoriasis eine Filaggrin-Expression, die lickenhaft war und bis in

das obere Stratum spinosum reichte.

Expression von Filaggrin
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@ 1-2 Zellreihen des Str. granulosumangefarbt

Abb. 3.12 Anfarbbarkeit des Filaggrins bei Psoriasis und Normalhaut

In elf von zwdlf Praparaten der Psoriasis liel3 sich eine verbreiterte Anfarbbarkeit des Filaggrins auf
die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum nachweisen. Die Normalhaut sowie ein
Praparat der Psoriasis zeigten eine Farbung des Filaggrins beschrankt auf die oberen ein bis zwei
Zellreihen des Stratum granulosum.
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3.2.3 Anfarbung des Loricrins bei Psoriasis und Normalhaut

Abb. 3.13 Lichtmikroskopische Darstellung der Loricrin-Expression bei Psoriasis und
Normalhaut

Die Anfarbbarkeit des Loricrins bei Psoriasis zeigte sich in zehn Praparaten verandert zur Normalhaut.
Sie war auf die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum verbreitert. Die Loricrin-
Farbung bei Normalhaut stellte sich auf die oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum
begrenzt dar.

In der Normalhaut zeigte sich eine Anfarbung der oberen ein bis zwei Zellreihen des
Stratum granulosum. Bei der Psoriasis war eine Ausweitung der Anfarbung bis in das
obere Stratum spinosum zu erkennen. Die Anfarbung des Loricrins war nicht
durchgangig und wies eine luckenhafte Expression bei der Psoriasis auf. Es besteht
ein signifikanter Unterschied in der Anfarbung des Loricrins bei der Psoriasis und der
Normalhaut (p-Wert=0,001).
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Expression von Loricrin
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Abb. 3.14 Anfarbbarkeit des Loricrins bei Psoriasis und Normalhaut

In neun von zwolf Hautpraparaten der Psoriasis stellte sich eine Anfarbbarkeit ausgedehnt auf die
oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum dar. Ein Préparat zeigte eine Anfarbbarkeit der
oberen ein bis zwei Zellreihen des Sratum granulosum mit zum Teil Anfarbung weiterer Zellreihen des
Stratum granulosum. Sowohl die Normalhaut als auch zwei Praparate der Psoriasis zeigten eine
Loricrin-Anfarbung der oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum.

3.2.4 Anfarbung des Involucrins bei Psoriasis und Normalhaut

~ Normalhaut

-—

Abb. 3.15 Lichtmikroskopische Darstellung der Involucrin-Expression bei Psoriasis und
Normalhaut

Die Anfarbbarkeit von Involucrin in den Praparaten der Psoriasis zeigte eine Verbreiterung ausgehend
vom unteren bzw. vom mittleren Stratum spinosum bis zum Stratum corneum. In der Normalhaut
begrenzte sich die Anfarbung vom oberen Stratum spinosum bis zum Stratum corneum.

In der gesunden Haut fuhrte der Antikdrper fir Involucrin zu einer scharfen,
bandféormigen Anfarbung des Stratum granulosum und des oberen Stratum
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spinosum. In der Psoriasis-Haut zeigte sich eine Ausbreitung mit diffuser Anfarbung
der Epidermis bis in die mittleren und unteren Schichten des Stratum spinosum. Es
lie@ sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Psoriasis-veranderten
Epidermis im Vergleich zum Expressionsmuster der Normalhaut darstellen
(p-Wert=<0,001).

Expression von Involucrin
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Abb. 3.16 Anfarbbarkeit des Involucrins bei Psoriasis und Normalhaut

In sechs von zwolf Praparaten der Psoriasis stellte sich eine verfriihte Anféarbung von Involucrin dar,
die vom unteren Stratum spinosum ausging. Sechs Psoriasis-Praparate zeigten eine Anfarbbarkeit ab
dem mittleren Stratum spinosum. Die Involucrin-Farbung bei Normalhaut war vom oberen Stratum
spinosum bis Stratum corneum erkennbar.
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3.3 Vergleich des allergischen Kontaktekzems mit Normalhaut
mittels immunhistochemischer Analyse

3.3.1 Anfarbung der Caspase-14 bei allergischem Kontaktekzem und
Normalhaut

Abb. 3.17 Lichtmikroskopische Darstellung der Caspase-14 bei allergischem Kontaktekzem
und Normalhaut

Die Anféarbbarkeit von Caspase-14 bei allergischem Kontaktekzem stellte sich in der Mehrzahl der
Praparate als verspatet im Vergleich zur Normalhaut dar. In funf Praparaten war sie beginnend ab
dem mittleren Stratum spinosum. Die Farbung der Normalhaut zeigte eine Anférbbarkeit bereits ab
dem unteren Stratum spinosum.

Die Caspase-14 zeigte in der Normalhaut eine Anfarbbarkeit bereits ab dem Stratum
suprabasale. Die Anfarbung der Caspase-14 der Kontaktekzem-Haut bot in sieben
von neun Prdparaten eine veranderte Expression mit einer schwéacheren Anfarbung
der unteren Schichten der Epidermis. Eine deutliche Anfarbung des Stratum
granulosum war in zwei dieser Hautproben zu erkennen. Es konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen der Caspase-14-Expression beim Kontaktekzem und der

Normalhaut nachgewiesen werden (p-Wert=0,008).
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Expression von Caspase-14
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Abb. 3.18 Anfarbbarkeit der Caspase-14 bei allergischem Kontaktekzem und Normalhaut

Finf von neun Préparaten des allergischen Kontaktekzems zeigten eine verspéatete Anféarbbarkeit von
Caspase-14, die sich beginnend ab dem mittleren Stratum spinosum darstellte. In zwei Praparaten
war eine besonders ausgepragte Anfarbung des Stratum granulosum erkennbar. Zwei Préaparate des

allergischen Kontaktekzems und die Normalhaut zeigten eine Anfarbung ab dem unteren Stratum
spinosum.

3.3.2 Anféarbung des Filaggrins bei allergischem Kontaktekzem und
Normalhaut

Abb. 3.19 Lichtmikroskopische Darstellung der Filaggrin-Expression bei allergischem
Kontaktekzem und Normalhaut

Die Anfarbung von Filaggrin zeigte sich in einem Grof3teil der Préparate auf die oberen drei bis vier
Zellreihen des Stratum granulosum verbreitert. In einigen Praparaten waren sowohl ein bis zwei als
auch drei bis vier Zellreihen angefarbt. In drei Préparaten des allergischen Kontaktekzems und in der

Normalhaut stellte sich die Farbung auf die oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum
begrenzt dar.

35




Ergebnisse

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Anfarbung von
Filaggrin in der Normalhaut im Vergleich zum Kontaktekzem (p-Wert=0,030). In der
Normalhaut wurde Filaggrin in den oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum
granulosum angefarbt. Beim allergischen Kontaktekzem zeigten sich trotz des nicht
statistisch signifikanten Ergebnisses unterschiedliche Expressionsmuster. Drei der
Anfarbungen wiesen eine Expression des Filaggrins in den oberen ein bis zwei
Zellreihen auf, zwei Farbungen zeigten eine Expression des Filaggrins, die nicht nur
auf die oberen ein bis zwei Zellreihen beschrankt war, sondern sich teilweise auch
bis ins obere Stratum spinosum (obere drei bis vier Zellreihen) verbreitert darstellte.
Vier Praparate boten eine durchgehende Ausbreitung der Filaggrin-Expression bis

ins obere Stratum spinosum mit einer Anfarbung der oberen drei bis vier Zellreihen.

Expression von Filaggrin
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Abb. 3.20 Anfarbbarkeit des Filaggrins bei allergischem Kontaktekzem und Normalhaut

In vier Préaparaten des allergischen Kontaktekzems zeigte sich eine Verbreiterung der Filaggrin-
Expression auf die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum. In zwei Praparaten stellte
sich eine Filaggrin-Anfarbbarkeit der oberen ein bis zwei Zellreihen mit einer teilweisen Ausdehnung
der Anfarbung auf insgesamt drei bis vier Zellreihen des Stratum granulosum dar. In den Normalhaut-
Praparaten sowie in drei Praparaten des allergischen Kontaktekzems waren die oberen ein bis zwei
Zellreihen des Stratum granulosum angefarbt.
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3.3.3 Anfarbung des Loricrins bei allergischem Kontaktekzem und Normalhaut
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Abb. 3.21 Lichtmikroskopische Darstellung der Loricrin-Expression bei allergischem
Kontaktekzem und Normalhaut

Die Expression von Loricrin stellte sich in sechs von neun Préaparaten des allergischen Kontaktekzems
verandert dar. Eine Verbreiterung der Anfarbung auf die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum
granulosum war erkennbar. In den Praparaten der Normalhaut zeigte sich lediglich eine Anfarbung der
oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum.

In der Normalhaut zeigte sich eine schmale Anfarbung des Loricrins der oberen ein
bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum, wahrend beim allergischen
Kontaktekzem eine Ausbreitung der Anfarbung bis in das obere Stratum spinosum
bei zwei Drittel der Hautproben auffallig war. Bei drei Hautproben liel3 sich eine
durchgéngig verbreiterte Loricrin-Expression feststellen. Fir die Loricrin-Expression
bestanden fur das allergische Kontaktekzem im Vergleich zur Normalhaut statistisch
signifikante Unterschiede (p-Wert=0,011).
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Expression von Loricrin
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Abb. 3.22 Anfarbbarkeit des Loricrins bei allergischem Kontaktekzem und Normalhaut

Die Anfarbbarkeit des Loricrins bei allergischem Kontaktekzem zeigte sich in sechs Praparaten
verandert zur Normalhaut. Drei Praparate waren auf die oberen drei bis vier Zellreihen des Stratum
granulosum verbreitert. Drei weitere Praparate zeigten eine Verbreiterung der Anfarbung tber grof3e
Bereiche des Praparates neben Bereichen mit nur ein bis zwei Zellreihen Farbung. Die Loricrin-
Farbung bei Normalhaut sowie drei Praparate des allergischen Kontaktekzems stellten sich auf die
oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum begrenzt dar.

3.3.4 Anfarbung des Involucrins bei allergischem Kontaktekzem und
Normalhaut

Normalhaut

Abb. 3.23 Lichtmikroskopische Darstellung der Involucrin-Expression bei allergischem
Kontaktekzem und Normalhaut

Die Anfarbbarkeit von Involucrin bei allergischem Kontaktekzem zeigte sich in sieben von neun
Préaparaten verbreitert. Sie war beginnend ab dem unteren bzw. mittleren Stratum granulosum bis zum
Stratum corneum. Die Normalhaut liel3 eine Anfarbbarkeit des Involucrins ab dem oberen Stratum
granulosum erkennen.
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Involucrin zeigte eine Anfarbung des Stratum granulosum und der oberen Zellreihen
des Stratum spinosum in der Normalhaut. Eine Ausdehnung der Expression des
Involucrins war bei dem Kontaktekzem bis zum mittleren bzw. zum unteren Stratum
spinosum in sieben von neun Hautproben zu erkennen. Es liel3 sich ein signifikanter
Unterschied in der Involucrin-Expression der Normalhaut verglichen mit der des
allergischen Kontaktekzems zeigen (p-Wert=0,009).

Expression von Involucrin

100% -
60% e
40%
20% n=3
0%

Allergisches Kontaktekzem n=9 Normalhaut n=7

OAnfarbbarkeitnurunteres Str. spinosum bis Str. corneum
O Anfarbbarkeit nur mittleres Str. spinosum bis Str. corneum

@ Anfarbbarkeitnur oberes Str. spinosum bis Str. corneum

Abb. 3.24 Anfarbbarkeit des Involucrins bei allergischem Kontaktekzem und Normalhaut

Die Anfarbbarkeit von Involucrin stellte sich in drei Praparaten des allergischen Kontaktekzems
verbreitert ab dem unteren Stratum spinosum dar. Vier Préaparate zeigten eine Farbung beginnend ab
dem mittleren Stratum spinosum. Die Involucrin-Anfarbung in der Normalhaut sowie in zwei
Praparaten des allergischen Kontaktekzems lie3 eine Expression ab dem oberen Stratum spinosum
erkennen.
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3.4 Vergleich der Strukturprotein-Expressionen bei entziindlichen
Dermatosen

3.4.1 Expression der Caspase-14 bei den entziindlichen Dermatosen im
Vergleich zur Normalhaut

Es zeigte sich eine veranderte Expression der Caspase-14 im Vergleich der drei
Hauterkrankungen mit der Normalhaut (p-Wert=0,003). Innerhalb dieser
Krankheitsbilder lie3 sich kein signifikanter Unterschied in der Expression der

untersuchten Proteine erkennen (p-Wert=0,448).

Caspase-14
100% -

0,
60% n=7

0, n=
40% -
20%

n=3 n=2
0%

Atopisches Ekzem Psoriasis Allerg. Kontaktekzem Normalhaut
n=12 n=12 nh=9 n=7

ODeutliche Anfarbbarkeit des Str. granulosum

oAnfarbbarkeit erst ab dem mittleren Str. spinosum

B Anféarbbarkeit ab demunteren Str. spinosum

Abb. 3.25 Vergleich der Caspase-14-Expression bei entziindlichen Dermatosen und
Normalhaut

Darstellung der Expression der Caspase-14 bei den Krankheitsbildern und in der Normalhaut. Unter
Zuhilfenahme des exakten Tests nach Fisher konnten folgende Ergebnisse berechnet werden:
p-Wert=0,003 (einschlieRlich Normalhaut); p-Wert=0,448 (die drei Hautkrankheiten ohne
Normalhaut).

In den Praparaten der Normalhaut zeigte sich in allen Proben eine Farbung der
Epidermis, welche sich beginnend ab dem Stratum suprabasale bis zum Stratum
corneum mit diskreter Intensitatszunahme darstellte. Vier von zwo6lf Praparaten des
atopischen Ekzems, zwei von zwolf Praparaten der Psoriasis und zwei von neun
Praparaten des allergischen Kontaktekzems wiesen ebenfalls diese Farbung auf.

Bei den Praparaten des atopischen Ekzems war die Farbung der Epidermis mittels
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Caspase-14 in acht von zwolf Praparaten, in den Praparaten der Psoriasis in sieben
von zwolf Praparaten sowie in den Préparaten des Kontaktekzems in fiinf von neun
Praparaten nur bis zur Mitte des Stratum spinosum bzw. eine Intensitatsabnahme
vom Stratum granulosum zum Stratum suprabasale erkennbar.

Eine veranderte Anfarbbarkeit von Caspase-14 mit einem Expressionsmuster,
welches sich mit einer deutlichen Anfarbung des Stratum granulosum gegentiber den
Ubrigen Zellreihen im Vergleich zur Normahaut darstellte, war beim atopischen
Ekzem nicht erkennbar, bei der Psoriasis in drei von zwdlf Préparaten und bei

allergischen Kontaktekzemen zeigte es sich in zwei von neun Praparaten.

3.4.2 Expression des Filaggrins bei den entzindlichen Dermatosen im
Vergleich zur Normalhaut

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression des
Filaggrins im Vergleich der drei Hauterkrankungen und der Normalhaut
(p-Wert=<0,001). Im Vergleich der Filaggrin-Expression innerhalb der drei
Hauterkrankungen ohne Bericksichtigung der Normalhaut zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Expression (p-Wert=0,057).

Filaggrin
100% —
60% -
40% n=11
20% "= n=4
0%

Atopisches Ekzem Psoriasis Allerg. Kontaktekzem Normalhaut
n=12 n=12 n=9 n=7

03-4 Zellreihen des Str. granulosumangefarbt

O1-2 Zellreihen, teilweise 3-4 Zellreihen des Str. granulosumangefarbt

B 1-2 Zellreihen des Str. granulosumangefarbt

Abb. 3.26 Vergleich der Filaggrin-Expression bei entziindlichen Dermatosen und Normalhaut

Darstellung der Expression des Filaggrins bei den Krankheitsbildern und in der Normalhaut. Unter
Zuhilfenahme des exakten Tests nach Fisher konnten folgende Ergebnisse berechnet werden:
p-Wert=<0,001 (einschlieBlich Normalhaut); p-Wert=0,057 (die drei Hautkrankheiten ohne
Normalhaut).

41




Ergebnisse

Bei den Praparaten der Normalhaut waren durchgangig die obersten ein bis zwei
Zellreihen des Stratum granulosum angefarbt, beim atopischen Ekzem waren bei
einem von zwolf Praparaten die oberen zwei Zellreihen angefarbt. Ein solches
Anfarbemuster zeigte sich ebenfalls bei der Psoriasis in einem von zwolf Praparaten
und beim allergischen Kontaktekzem in drei von neun Praparaten.

Bei vier von zwoOlf Praparaten des atopischen Ekzems und bei zwei von neun
Praparaten des Kontaktekzems waren die oberen ein bis zwei Zellreihen und dariber
hinaus teilweise auch die oberen drei bis vier Zellreihen angefarbt.

Bei sieben von zwolf Praparaten des atopischen Ekzems, bei elf von zw6lf Psoriasis-
Praparaten sowie in vier von neun Praparaten des allergischen Kontaktekzems

waren durchgéangig drei bis vier Zellreihen angefarbt.

3.4.3 Expression des Loricrins bei den entziindlichen Dermatosen im
Vergleich zur Normalhaut

Es lieBen sich im Vergleich der Hauterkrankungen unter Hinzunahme der
Normalhaut (p-Wert=0,007) ein statistisch signifikanter Unterschied feststellen. Im
Gegensatz dazu zeigte sich im Vergleich der Hauterkrankungen ohne Normalhaut
(p-Wert=0,392) keine statistisch signifikanten Unterschiede in den histologischen

Farbungen flr Loricrin.
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Abb. 3.27 Vergleich der Loricrin-Expression bei entziindlichen Dermatosen und Normalhaut

Darstellung der Expression des Loricrins bei den Krankheitsbildern und in der Normalhaut. Unter
Zuhilfenahme des exakten Tests nach Fisher konnten folgende Ergebnisse berechnet werden:
p-Wert=0,007 (einschlielich Normalhaut); p-Wert=0,392 (die drei Hautkrankheiten ohne
Normalhaut).

In den Praparaten der Normalhaut waren die oberen ein bis zwei Zellreihen des
Stratum granulosum angefarbt wie auch in vier von zwdlf Praparaten des atopischen
Ekzems, zwei von zwoélf Praparaten der Psoriasis und drei von neun Préaparaten des
Kontaktekzems.

Eine Farbung von den oberen ein bis zwei Zellreihen des Stratum granulosum mit
Ausbreitung der Anfarbung auf die oberen drei bis vier Zellreihen zeigte sich in zwei
von zwolf der Préaparaten des atopischen Ekzems sowie in einem der zwolf
Psoriasis-Praparate und in drei von neun Praparaten des allergischen
Kontaktekzems.

Bei den Préparaten des atopischen Ekzems waren in funf von zwolf, bei der
Psoriasis in neun von zwolf und bei dem allergischen Kontaktekzem in drei von neun

Praparaten die oberen drei bis vier Zellreihen konstant angefarbt.

3.4.4 Expression des Involucrins bei den entztindlichen Dermatosen im
Vergleich zur Normalhaut

Beim Auswerten der Ergebnisse zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
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Expression des Involucrins in der Vergleichsgruppe der drei Hauterkrankungen unter
Hinzunahme der Normalhaut (p-Wert=<0,001). Dagegen konnte kein Unterschied der
Involucrin-Farbung  innerhalb  der  Hauterkrankungen  festgestellt  werden
(p-Wert=0,622).

Involucrin
100% 7 =1y
n=>5 n=6
60% =
40%
20% n=6 n=6 n=3
0%

Atopisches Ekzem Psoriasis Allerg. Kontaktekzem Normalhaut
n=12 n=12 n=9 n=7

OAnféarbbarkeit nurunteres Str. spinosum bis Str. corneum
oAnféarbbarkeit nur mittleres Str. spinosumbis Str. corneum

B Anféarbbarkeit nur oberes Str. spinosum bis Str.corneum

Abb. 3.28 Vergleich der Involucrin-Expression bei entziindlichen Dermatosen und Normalhaut

Darstellung der Expression des Involucrins bei den Krankheitsbildern und in der Normalhaut. Unter
Zuhilfenahme des exakten Tests nach Fisher konnten folgende Ergebnisse berechnet werden:
p-Wert=<0,001 (unter Hinzunahme der Normalhaut); p-Wert=0,622 (die drei Hautkrankheiten ohne
Normalhaut).

Eine Farbung des Stratum granulosum bis héchstens zum oberen Stratum spinosum
zeigte sich bei allen Préparaten der normalen Haut. Ein Praparat des atopischen
Ekzems und zwei von neun Praparaten des Kontaktekzems zeigten ebenfalls eine
solche Farbung.

Eine Farbung des Involucrins bis zur Mitte des Stratum spinosum war bei finf von
zwolf der AE-Praparate, bei sechs von zwolf der Psoriasis-Praparate und bei vier von
neun Praparaten des allergischen Kontaktekzems erkennbar.

In sechs von zwolf Praparaten des atopischen Ekzems, sechs von zwoélf Psoriasis-
Praparaten sowie in drei von neun Praparaten des allergischen Kontaktekzems

zeigte sich eine Anfarbung bis zum unteren Stratum spinosum.
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4 Diskussion

Um eine intakte Hautbarriere zu gewahrleisten und Erkrankungen entgegenwirken zu
konnen, ist eine sich stdndig erneuernde Epidermis notwendig. Sie sollte den
transepidermalen Wasserverlust verhindern und vor Dehydratation schitzen (Hoffjan
et Stemmler, 2007). Voraussetzung hierfur ist die regelrechte Differenzierung der
Keratinozyten. An diesem Prozess sind zahlreiche Proteine beteiligt, die fur die

Ausbildung eines funktionsfahigen ,cornified cell envelope” essentiell sind.

4.1 Caspase-14

Eines der Proteine, die an der Formation des Stratum corneum und der Ausbildung
eines funktionsfahigen ,cornified cell envelope® beteiligt sind, ist die Protease
Caspase-14. Sie wird bei klinisch gesunder Haut in Zellschichten, in denen
vornehmlich die Differenzierung stattfindet, exprimiert (Lippens et al., 2000; Alibardi
et al., 2005). Diese Erkenntnis lasst auf eine zentrale Rolle dieses Enzyms in der
terminalen Differenzierung der Keratinozyten schlie3en. So beschrieben Walsh et al.
eine leichte Anfarbung der basalen Zellreihen mit einer Anfarbung des Zytoplasmas
ab dem Stratum suprabasale und eine Anfarbung der Zellkerne der Keratinozyten ab
dem Stratum granulosum in der normalen Epidermis (Walsh et al.,, 2005). Die
Ergebnisse konnten wir im Expressionsmuster in unseren Kontrollpraparaten mit
Normalhaut bestatigen. Der in dieser Arbeit verwendete Antikoérper fur die
Caspase-14 farbt sowohl die inaktive als auch die aktive Form an. Das inaktive
Proenzym besteht aus vier Einheiten: einer N-terminalen Prodoméne, einer grol3en
Untereinheit p20 (17kDa), einer kleinen Untereinheit p10 (11kDa) und einer kurzen
Verbindungsregion (Linker region), welche die gro3e und die kleine Einheit verbindet.
Die aktive Caspase ist ein Heterodimer aus der gro3en (p20) Untereinheit und der
kleinen (p10) Untereinheit (Yamamoto et al., 2010). In unseren Untersuchungen liel3
sich in der Epidermis eine Expression der Caspase-14 in der gesunden Haut schon
in den basalen Zellreihen feststellen. Zuséatzlich zeigte sich eine Anfarbung der
Zellkerne ab dem Stratum spinosum. Das Stratum basale zeigte eine Anfarbung, die
der Hintergrundfarbung entspricht, jedoch keine Anfarbbarkeit der Caspase-14

darstellte.
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Erwdhnenswert ist, dass es Yamamoto et al. 2010 gelang, einen Antikérper zu
entwickeln, der nur die aktivierte Form der Caspase-14 anfarbt. Das
Expressionsmuster dieser aktiven Caspase-14 lie sich lediglich in den
verhornenden oberen Zellschichten nachweisen. Dabei wurden 71-94% der inaktiven
Procaspase in die aktive Caspase-14 im Stratum corneum umgewandelt (Yamamoto
et al., 2010). In unserer Arbeit haben wir einen Antikérper verwendet, der sowohl die
proaktive als auch die aktivierte Form anfarbt, sodass dies folglich lediglich die
Beurteilung der gesamten Caspase-14-Expression zulieR. Uber die Konzentration
der aktiven Form in den oberen Zellreihen lasst sich in dieser Arbeit daher nur
spekulieren. Wie hoch der Anteil der proaktiven Form ist, welcher tatsachlich in die
aktivierte Caspase-14 gespalten wird, lasst sich daraus nicht beurteilen. Ein Vortell
des verwendeten Antikorpers ist jedoch die Mdglichkeit, die Caspase-14 bereits zu

Beginn ihrer Expression beurteilen zu kdnnen.

In unseren Untersuchungen zeigte sich beim atopischen Ekzem ein signifikanter
Unterschied im Expressionsmuster der Caspase-14 im Vergleich zur Normalhaut. In
der atopischen Haut war erst ab dem mittleren Stratum spinosum eine deutliche
Anfarbung der Zellreihen feststellbar. Dies lasst auf eine verspatete Expression der
Caspase-14 im Rahmen der Erkrankung des atopischen Ekzems schlieBen, was
ebenfalls von Hvid et al. beschrieben wurde (Hvid et al., 2011). Somit kénnte diese
Beobachtung als eine mogliche Ursache der Barrierestérung bei Patienten mit
atopischem Ekzem angenommen werden, da kein intakter ,cornified cell envelope®
gebildet werden kann. Eine verminderte Konzentration der aktiven Form der
Caspase-14 wurde bereits in Untersuchungen zum atopischen Ekzem beschrieben
(Yamamoto et al., 2010).

Da ein Grol3teil der Procaspase-14 in die aktivierte Form gespalten wird, scheint die
Konzentration der aktivierten Caspase-14 ausschlaggebend fir eine ausreichende
Spaltung ihres Substrates Profilaggrin zu sein. Eine zu geringe Konzentration des
Enzyms konnte fiir ungenigend prozessiertes Filaggrin verantwortlich sein. Denkbar
ware, dass die verspatete Expression der Caspase-14 nicht mehr kompensiert
werden kann. Somit konnte eine verminderte Filaggrinspaltung zu einem
verminderten Anteil der hygroskopischen Aminosauren flhren, die als ,natural
moisurizing factor” dienen. Dieser Befund lasst sich gut mit dem phanotypischen

Charakteristika von ekzematdser, trockener Haut, der gestérten Hautbarriere und der
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Inflammation des atopischen Ekzems vereinbaren. (Leung et Bieber, 2003; Howell et
al., 2007).

Einen Einfluss auf die Modulation der Expression durch immunologische Prozesse
konnte fur die Caspase-14 ebenfalls wichtig sein. Hvid et al., konnten durch eine
Stimulation der Keratinozyten mit Th2-assoziierten Zytokinen, IL-4 und IL-13, eine
Herabregulation der Caspase-14-mRNA  nachweisen (Hvid et al., 2011).
Interessanterweise ist beschrieben, dass in Untersuchungen mittels ELISA das
Caspase-14-Level und der Anteil der aktiven Form von der Gesamt-Caspase-14 bei
Frauen Uber 50 Jahren signifikant vermindert war. Darlber hinaus war die aktive
Caspase-14 herunter reguliert, sowohl in lasionarer Haut als auch in nicht lasionarer
Haut dieser AE-Patienten im Vergleich zur Normalhaut in der gleichen Altersklasse.
In diesem Zusammenhang ware eine weiterfihrende Untersuchung auf Unterschiede
der Caspase-14- und der Filaggrin-Expression bei langjahrigen Atopikern im

Vergleich zu denjenigen, bei denen die Erkrankung erst kurz besteht.

Veranderungen im Expressionsmuster der Caspase-14 wurden in dieser Arbeit
ebenfalls in den Hautproben der Psoriasis festgestellt. In vorherigen Untersuchungen
wurde eine verminderte Expression der Caspase-14 in Psoriasis-Haut mit
luckenhafter, zytoplasmatischer Anfarbung und prominenten, ungefarbten Zellkernen
beschrieben (Walsh et al., 2005). Diese Erkenntnisse wurden unter der Verwendung
des Antikorpers, der wiederum ubiquitdr die Caspase-14 anfarbt, erlangt. Ergebnisse
uber die Aktivierung und die Konzentration der aktiven Caspase-14 in den oberen
Zellreihen bei der Psoriasis vulgaris, beispielsweise unter dem von Yamamoto
entwickelten Antikorper, liegen nicht vor. Es konnte jedoch durch Western blotting
gezeigt werden, dass im Stratum corneum parakeratotischer Bereiche von Psoriasis-
Patienten eine signifikante Menge an der proaktiven Form neben den Untereinheiten
pl7 und pll der aktiven Caspase-14 vorlag. In der Normalhaut zeigten sich nur die
Untereinheiten p17 und pll (Fischer et. al., 2004). In unseren Untersuchungen war
die Caspase-14-Expression in den unteren Zellreihen im Vergleich zur Normalhaut
erniedrigt und stellte sich mit einer Anfarbung erst ab dem mittleren Stratum
spinosum dar. Folglich kdnnte diese verspatete Expression als Hinweis auf eine

ebenfalls verminderte Konzentration der aktiven Caspase-14 gedeutet werden.
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Wir haben in drei von zwoIf Praparaten der Psoriasis sowie in zwei von neun
Praparaten des allergischen Kontaktekzems eine sehr deutliche, ,sprunghafte”
Anfarbung des Zytoplasmas und der Zellkerne im Stratum granulosum im Vergleich
zu den darunter liegenden schwach angefarbten Zellen des Stratum spinosum
aufzeigen konnen. Dieses Expressionsmuster war in keinem unserer Praparate des
atopischen Ekzems zu erkennen. In den Praparaten der Psoriasis und des
allergischen Kontaktekzems fielen jedoch neben einigen Zellkernen, die nicht
angefarbt waren, auch Zellen im Stratum granulosum auf, deren Zytoplasma
besonders ungleichmaliig stark angefarbt war. In einigen Praparaten liel3 sich auch
eine verspatete Expression ohne diese scheinbare ,sprunghafte” Expression
feststellen. Auch Lippens et al. wiesen eine verminderte Caspase-14-Expression, vor
allem in parakeratotischen Bereichen, nach (Lippens et al., 2000). Wir konnten in
unseren Untersuchungen eine ebenfalls verspatete Caspase-14-Expression
feststellen. Warum es zu dieser verspateten Expression mit teilweise fehlender
Anfarbung der Zellkerne in den starker differenzierten Zellreihen kommt, steht noch
im Fokus wissenschaftlicher Diskussionen. Ein sehr interessanter Aspekt dieser
Protease ist, dass es einen immunologischen Einfluss auf die Caspase-14 geben
konnte. So wurde gezeigt, dass es in Hautproben des gleichen Psoriasis-Patienten
Unterschiede im Expressionsmuster der lasionalen und nicht-lasionalen Haut gibt
(Lippens et al, 2000). Das Korrelat der Immunreaktion  sind
Leukozytenansammlungen bei der Psoriasis (I. Moll, 6. Auflage, 2005), die durch die
Ausschittung von Entzindungsmediatoren auch einen Einfluss auf die
Caspase-14-Expression haben kdnnten. Eine Stimulation mit IFN-y, welches mit der
Thl-Reaktion assoziiert ist, zeigte verminderte Level von Caspase-14—mRNA

(Hvid et al., 2011). Dies lasst eine immunmodulatorische Komponente vermuten.

In Hautproben zum allergischen Kontaktekzem konnte ebenfalls ein signifikanter
Unterschied in der Expression der Caspase-14 zur Normalhaut festgestellt werden.
Auch hier zeigte sich eine verspatete Expression der Caspase-14 in finf von neun
Praparaten. Das allergische Kontaktekzem ist ebenfalls wie die Psoriasis eine
Hauterkrankung ausgeldst durch sensibilisierte Thl-Lymphozyten. Die gleichen
Zytokine, beispielsweise INF-y, die vermutlich eine Veranderung der Caspase-14-
Expression in der Psoriasis bewirken, konnten auch eine immunmodulatorische

Wirkung beim allergischen Kontaktekzem ausiben. Im Vergleich der

48




Diskussion

Expressionsmuster der Hauterkrankungen atopisches Ekzem, Psoriasis und
allergisches Kontaktekzem untereinander lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede (p-Wert=0,448) feststellen.

Es wird vermutet, dass zusatzlich zur Aktivitat der zytoplasmatischen Caspase-14 die
Translokation der Caspase-14 in den Zellkern fir die terminale Differenzierung
wichtig sein kdnnte. Welche Regelmechanismen und Einflisse an dieser Stelle eine
Rolle spielen, sind noch nicht vollstandig geklart. Ein vermindertes Eintreten der
Caspase-14 in den Zellkern kénnte somit nicht nur bei der Psoriasis vulgaris (Walsh
et al., 2005), sondern auch bei anderen Hauterkrankungen mit Barrierestorung wie
dem atopischen Ekzem und dem allergischen Kontaktekzem zu einer fehlerhaften
terminalen Differenzierung fuhren. In unseren histologischen Farbungen zeigten sich
ebenfalls in einigen Zellreihen Zellkerne, die nicht angefarbt waren. Die in dieser
Arbeit bewerteten Praparate wurden nur von klinisch verénderten Hautbereichen
entnommen. Ein Vergleich der Caspase-14-Expression von lasionaler Haut und

nicht-lasionaler Haut der Dermatosen erfolgte nicht.

Bekannt ist, dass das Transkriptions-Faktor-Aktivator-Protein-1 (AP-1) und der
Kernfaktor ,nuclear factor® kB (NFkB) als Aktivatoren der Caspase-14-Expression
fungieren (Ballaun et al., 2008). Die proximal gelegene Promoter-Region der
Caspase-14 weist funktionelle Bindungsstellen sowohl fir das AP-1 als auch den
NFkB auf. AP-1 ist ein Proteindimer-Komplex, bestehend aus Mitgliedern der Jun-
und Fos-protoonkogenen Subfamilie, die in verschiedenen Kombinationen
vorkommen (M. Karin et al.,, 1997). Untersuchungen haben eine veranderte
Expression des JunB und der beeintrachtigten AP-1 DNA-Bindungsaktivitat in
Hautldsionen schwerer Psoriasis vulgaris aufgezeigt (Johansen et al., 2004).
Dartber hinaus konnte im Tierversuch bei Mausen nachgewiesen werden, dass das
Fehlen der Jun-Proteine bei zunachst gesunder Haut zu einer Psoriasis der Haut
fuhrte (Zenz et al., 2005). Zwei potente Induktoren des AP-1 sind griner Tee-
Polyphenol und Vitamin D3 (Lippens et al., 2003). Das Vitamin D3 wird Uber die
Nahrung aufgenommen oder durch UVB-Strahlung aus 7-Dehydro-Cholesterin
gebildet. Eine negative Korrelation zwischen der Konzentration von Vitamin D und
der Auspragungsstéarke des atopischen Ekzems konnte bereits gezeigt werden. Die
Konzentrationen des Vitamins waren bei Patienten mit einem schweren

Auspragungsgrad des atopischen Ekzems geringer im Vergleich zu Patienten mit
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einer leichteren Form (Peroni et al., 2011). Es bestehen therapeutische Hinweise, die
eine Korrelation zwischen der oralen Substitution von Vitamin D und einer Besserung
des bestehenden Ekzems zeigen (Sidbury et al., 2008; Review in Fdlster-Holst et al.,
Atopisches Ekzem-Grundlagen und Updates, 2011). Um jedoch weiterflihrende
Aussagen vor allem im Hinblick auf die therapeutischen Optionen und eine
Modulation der Expression der Caspase-14 machen zu konnen, sind weitere

Untersuchungen erforderlich.

Die Caspase-14 teilt sich die vermutete Abhangigkeit vom AP-1 mit vielen anderen
Proteinen, welche in die terminale Differenzierung involviert sind wie beispielsweise
Filaggrin (Jang et al., 1996) und Involucrin (Welter et al., 1995). Daraus konnte
abgeleitet werden, dass ein verandertes AP-1 nicht alleinig zu einer verénderten
Expression der Caspase-14 fiihrt. Auch der Einfluss auf andere Strukturproteine, die
an der Bildung der ,cornified cell envelope® beteiligt sind, wéare denkbar. Die
Farbungen geben jedoch Hinweise darauf, dass der Expressionszeitpunkt sowohl
beim Filaggrin und Loricrin als auch beim Involucrins vorzeitig ist, wahrend sich im
Gegensatz dazu die Caspase-14-Expression bei allen drei untersuchten

Hauterkrankungen verspatet darstellt.

4.2 Filaggrin

Als Substrat der Caspase-14 konnte sowohl das Polyprotein Profilaggrin als auch
das Filaggrin identifiziert werden. Die aktive Caspase-14 schneidet diese und ist fur
die Entstehung einer funktionsfahigen Hautbarriere verantwortlich. (Denecker et al.,
2007). Da Abbauprodukten des Filaggrins als ,natural moisturizing factor® eine
entscheidende Rolle als natlrlicher Feuchtigkeitsspender der Haut zukommt, ist
neben der richtigen Prozessierung durch die Caspase-14 auch die fehlerfreie und
rechtzeitige Expression des Filaggrins entscheidend. Die Filaggrin-Expression bei
Kontrollpréparaten mit gesunder Haut war auf die oberen ein bis zwei Zellreihen des
Stratum granulosum beschrénkt. Die Anfarbung stellte sich als schmale Bande dar.
Dies wurde bereits mehrfach in anderen Arbeiten beschrieben (Jensen et al., 2004;
Proksch et al., 2006).
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In der vorliegenden Arbeit lie3 sich ein signifikanter Unterschied in der Expression
des Filaggrins in der Normalhaut im Vergleich zum atopischen Ekzem feststellen. In
der untersuchten Haut dieser Erkrankung war die Filaggrin-Expression signifikant
verandert, die Anfarbbarkeit zeigte sich verbreitert auf die oberen drei bis vier
Zellreihen des oberen Stratum spinosum und des Stratum granulosum. Eine
verminderte und verfrihte Filaggrin-Anfarbung in der Haut von Patienten mit
atopischem Ekzem im Gegensatz zur deutlich starkeren Filaggrin-Anfarbung in
Normalhaut wurde bereits beschrieben (Jensen et al., 2004; Proksch et al., 2006).
Mittels ELISA konnte auch eine verminderte Filaggrin-Konzentration quantitativ
bestétigt werden (Segucci et al., 1996).

Daruiber hinaus ist noch immer die Bedeutung der Mutationen im FLG-Gen zur
Entstehung von Hauterkrankungen ein haufig und kontrovers diskutiertes Thema. Es
ist noch nicht vollstdndig verstanden, welchen Einfluss Mutationen auf die
Entwicklung von Hauterkrankungen nehmen. So wird einerseits vermutet, dass die
FLG-Mutationen nicht fur die verminderte Filaggrin-Expression verantwortlich sind.
Als ein Beispiel wird der Vergleich der Proben des atopischen Ekzems mit lasionaler
und nicht-lasionaler Haut des gleichen Patienten genannt. In diesem Fall ist nur eine
verminderte Filaggrin-Expression in der betroffenen Hautstelle zu erkennen
(Howell et al., 2007). Andererseits wurde mehrfach beschrieben, dass die ,loss-of-
function“-Mutation im Filaggrin-Gen den herausragenden und ausschlaggebenden
pradisponierenden genetischen Faktor fur die Entwicklung eines atopischen Ekzems
darstellt (Irvine et McLean, 2006; Sandilands et al., 2009). Diese Null-Mutationen
werden ungefahr bei einem Drittel der Patienten mit einem atopischen Ekzem
beobachtet (Weidinger et al., 2006). Allerdings lasst sich auch bei einem Prozentsatz
von 9% der nicht betroffenen Menschen eine solche Mutation finden, wahrend im
umgekehrten Fall auch Patienten ohne eine FLG-Mutation am atopischen Ekzem
leiden. 40% der Patienten mit FLG-Null-Allelen leiden nicht am atopischen Ekzem
(O’Regan et al., 2008). In einer familienbasierten Studie wurde gezeigt, dass die
Mutationen R501X und 2282del4 mit dem atopischen Ekzem assoziiert sind.
Besonders zur extrinsischen Form, charakterisiert durch hohe IgE-Spiegel und
Nachweis spezifischer IgE-Antikorper (Folster-Holst et al., 2006) sowie klinisch
schwere Formen, besteht die Assoziation mit Filaggrin-Mutationen (Weidinger et al.,
2006).
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Studien von Gustafsson et al. und llli et al. zeigten, dass viele Patienten dem
atopischen Ekzem ,entwachsen® und mit zunehmendem Alter nicht mehr an diesem
leiden (Gustafsson et al., 2000; llli et al., 2004). Es ist von einer Pradominanz der
Th2-Zellen mit den Leit-Zytokinen IL-4 und IL-13 auszugehen. Es wéare somit
maoglich, dass die veranderte Filaggrin-Expression auf die Immundysbalance
zuruckzufiuihren ist und weniger auf die Mutation. Das lasst sich mit der Studie von
Howell et al. vereinbaren, der verminderte Filaggrin-Expressionen bei Patienten
sowohl mit als auch ohne Null-Mutationen feststellte (Howell et al., 2007). Auch
experimentelle Studien Dbestéatigten diese Ergebnisse, die eine signifikante
Verminderung von Filaggrin-mRNA in den Keratinozyten in Anwesenheit von IL-4
und IL-13 zeigten (Hvid et al., 2011).

Es ist vorstellbar, dass es zum Einen durch die verspatete Caspase-14-Expression
zu einer Stérung der Hautbarriere kommt, das Filaggrin wird in diesem Fall nicht
regelhaft prozessiert. Zum Anderen stammen schatzungsweise ein Drittel der AE-
Hautproben von Patienten mit einer Filaggrin-Mutation, bericksichtigt man die
statistisch ermittelte Verteilung der FLG-Mutationen bei Atopikern (Weidinger et al.,
2006). Wahrend homozygote Patienten einen totalen Funktionsverlust des Filaggrin-
Produktes aufweisen, der mit trockener, schuppender Haut des Krankheitsbildes der
Ichthyosis vulgaris einhergeht, zeigen die heterozygoten Trager eine mildere Form
oder bleiben symptomfrei (Smith et al., 2006).

Filaggrinmutationen sind mit schweren Formen des atopischen Ekzems assoziiert
ebenso wurden Assoziationen zu Lebensmittelallergien und Asthma beschrieben.
Ohne das atopische Ekzem sind die Erkrankungen jedoch nicht mit der
Filaggrinmutation vergesellschaftet, sodass pathogenetisch eine Sensibilisierung
gegen die Allergene Uber die defekte Barriere anzunehmen ist (Marenholz et al.,
2006). Offensichtlich hat auch das Thl-assoziierte Zytokin IFN-y einen Einfluss auf
Filaggrin, wie kirzlich am verminderten mRNA-Level fur Filaggrin in Anwesenheit
von IFN-y, dem Leitenzym von Thl-Zellen, festgestellt wurde (Hvid et al., 2011).

Diese Beobachtung ist mit unseren Ergebnissen zu vereinbaren.

In den Praparaten der Psoriasis zeigte das Filaggrin eine signifikant verminderte
Anfarbung gegenuber der Normalhaut. Die Anfarbung wies Licken auf und war

teilweise auf das obere Stratum spinosum ausgeweitet. Mehrfach konnte die Rolle
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des Filaggrins in der Ausbildung der Psoriasis bereits bestétigt werden; es liel3en
sich in vorherigen Untersuchungen eine verminderte immunhistologische Farbung
des Filaggrins und verminderte Keratohyalin-Granula, welche die Speicherform des
Profilaggrins darstellen, feststellen. Zusatzlich konnte eine verminderte FLG-mRNA
und ein vermindertes Filaggrin-Protein in der Haut betroffener Patienten mit Psoriasis
vulgaris nachgewiesen werden (Nirunsuksiri et al., 1995). Fraglich ist jedoch, ob es
einen direkten Einfluss der veranderten Expression der Caspase-14 auf die Filaggrin-
Expression gibt. In Caspase-14-knock-out-Mausen zeigten sich vermehrte
Profilaggrin-Vorrate und verédnderte Verarbeitungsmuster (Denecker et al.,, 2007).
Dies kbnnte bedeuten, dass das Profilaggrin regelrecht in ausreichendem Mal3e in
der Zelle gebildet, jedoch nicht regelrecht prozessiert wird. Im Zuge der
Differenzierung konnte sich das Filaggrin ansammeln und kumulieren. Durch die
deutlich veréanderte Expression der Caspase-14 bei der Psoriasis konnte somit auch
die Prozessierung des Filaggrins bei diesen Patienten oder bei Patienten mit
Dermatosen, die eine Verdnderung in der Caspase-14-Expression vorweisen,
vermindert sein. Die Caspase-14 ist in der Lage, die FLG-Wiederholungen direkt zu
schneiden, damit im weiteren Verlauf ein Abbau der Filaggrin-Fragmente in freie
Aminosauren erfolgen kann (Hoste et al., 2011). Kirzlich wurde beschrieben, dass
die Caspase-14 ein N-terminales Profilaggrin-Fragment, die A und B Domanen und
einen Abschnitt der FLG-Wiederholung umfassend, direkt schneidet (Denecker et al.,
2007; Hoste et al., 2011).

In den untersuchten Hautproben unserer Psoriasis-Patienten war die Expression des
Filaggrins deutlich verbreitert und teilweise lickenhaft. Inwieweit die Konzentration
des Filaggrins in den Hautproben gegeniuber der Normalhaut veréndert ist, lasst sich
jedoch nicht sicher beurteilen. Ausgehend von der Intensitat der Anfarbung ist hier
von einer verminderten und verfriihten Expression auszugehen. Eine Analyse mittels
ELISA ware hilfreich, um die Konzentration des Filaggrins sicher bestimmen zu
konnen. Wodurch jedoch die veranderte Expression bedingt ist, bleibt ungeklart. In
der Vergangenheit wurde in einer Studie die FLG-,loss-of-function“-Mutationen
(R501X und 2282del4) von Patienten mit Psoriasis vulgaris oder Psoriasis-Arthritis
ausgewertet. Es konnte eine deutlich veranderte Filaggrin-Expression, jedoch keine

Assoziation zu den Mutationen festgestellt werden (Huffmeier et al., 2007).
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Die Filaggrin-Expression beim Kontaktekzem war nicht signifikant erhoht oder
vermindert im Vergleich zur Filaggrin-Expression in der Normalhaut (p-Wert=0,030).
Jedoch zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen in sechs von neun Praparaten des
allergischen Kontaktekzems eine teilweise Verbreiterung der Expression auf die
oberen drei bis vier Zellreihen des oberen Stratum spinosum und des Stratum
granulosum. Drei von neun Préparaten zeigten eine Expression der oberen ein bis
zwei Zellreihen des Stratum granulosum &hnlich der Normalhautproben. Hvid et al.
wiesen als Reaktion der Epidermis auf Zytokine, die mit einer Th1l- sowie mit einer
Th2-Antwort assoziiert sind, eine verminderte Synthese von Filaggrin-mRNA in den
Keratinozyten nach (Hvid et al., 2011). Die Psoriasis und das allergische
Kontaktekzem sind klassischerweise Thl-Reaktionen. Die veranderte Farbung des
Filaggrins sowohl bei der Psoriasis als auch beim allergischen Kontaktekzem kdnnte
somit einem &hnlichen immunmodulatorischen Mechanismus unterstehen. Beim
Vergleich der drei Hauterkrankungen bezogen auf die Anfarbbarkeit liel3en sich keine
signifikanten Unterschiede in der Anfarbbarkeit von Filaggrin nachweisen
(p-Wert=0,057).

DarlUber hinaus sollte auch der mogliche Einfluss einer Filaggrin-Mutation bei der
Entwicklung eines allergischen Kontaktekzems weiterhin untersucht werden. Eine
Assoziation zwischen Filaggrin-Null-Allelen  und einer Kontaktsensibilisierung
gegenuber Nickel konnte bereits nachgewiesen werden (Novak et al., 2007). Zu
vermuten ist, dass diese Assoziation auf die Filaggrin-Mutation induzierte
Barrierestorung zurlckzufiihren ist. In einer Studie von Carlsen et al. wurde die
Frequenz von Filaggrin-Null-Mutationen bei Patienten mit einem atopischen Ekzem
und einer Kontaktallergie auf mindestens ein Kontaktallergen verglichen mit
Patienten mit einer Kontaktallergie ohne atopisches Ekzem sowie Patienten der
Normalbevolkerung mit einem atopischen Ekzem ohne Kontaktallergie.
Interessanterweise zeigte sich eine verminderte Mutationsfrequenz bei Patienten, die
beide Hauterkrankungen aufweisen, im Vergleich zu Patienten mit isoliertem
atopischen Ekzem. Carlsen et al. vermuten, dass Patienten mit atopischem Ekzem
und Kontaktallergie einen besonderen Phanotyp des atopischen Ekzems aufweisen,
der nicht mit FLG-Mutationen assoziiert ist (Carlsen et al.,, 2011). Jedoch
widersprechen sich die Ergebnisse von Carlsen und die von Novak, die oben

genannt sind.
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Festzuhalten ist, dass die regelrechte Differenzierung der Keratinozyten fur die
Ausbildung einer intakten Hautbarriere essentiell ist. Durch die verminderte
Caspase-14-Expression kommt es vermutlich zu einer verminderten Prozessierung
des Filaggrins. Die Ausbildung der ,cornified cell envelope® ist folglich fehlerhaft. Als
Reparaturversuch konnte die verfriihte Expression der tbrigen Strukturproteine wie

Loricrin und Involucin angesehen werden.

4.3 Loricrin

Die Anfarbung des Loricrins zeigte sich in der Normalhaut als schmale Bande von
ein bis zwei Zellreihen im oberen Stratum granulosum. Die Loricrin-Expression im
atopischen Ekzem war mit einem p-Wert=0,019 zwar nicht signifikant veréandert,
jedoch zeigte sich in acht von zwolf Praparaten eine verbreiterte Loricrin-Anfarbung
auf drei bis vier Zellreihen bis in das obere Stratum spinosum im Vergleich zur
Normalhaut. Es wurde bereits eine verédnderte Loricrin-Expression im atopischen
Ekzem beschrieben (Jensen et al., 2004; Sugiura et al., 2005). Diese konnte mittels
Western-Blotting nachgewiesen werden und auch immunhistologisch zeigte sich in
vorherigen Untersuchungen eine Verbreiterung in der oberen Epidermis (Jensen et
al., 2004).

Vermutlich als ein Kompensationsversuch der Epidermis stellte sich die verfrihte
Expression des Loricrins dar. Sie kdnnte an Stelle des Filaggrins fir einen robusten
,cornified cell envelope“ sorgen. Die durch den normalerweise stattfindenden
weiteren Abbau des Filaggrins entstehenden hygroskopischen Aminosauren kénnen
jedoch nicht durch Loricrin ersetzt werden. Die Folge ist eine geschwéachte
Hautbarriere und ein Mangel an ,natural moisturizing factor mit der Konsequenz
einer gestorten Permeabilitatsbarriere gegen aul3ere Einflisse wie Allergene und
mechanische Reize sowie einem erhdhten Wasserverlust Gber die Haut (Candi et al.,
2005).

Es sind genetische Veranderungen bekannt, die mit der Psoriasis vulgaris assoziiert
sind. Neben dem wichtigsten Genort, dem Chromosom 6p21(PSORS1) werden auch
andere Orte vermutet, die einen Einfluss auf die Ausbildung einer Psoriasis haben

konnten (Bowcock, 2004). Hinweise fir einen Zusammenhang zwischen der
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Psoriasis-Erkrankung und dem Chromosom 1921 (PSORS4) wurde in der
italienischen Bevdlkerung gefunden. Zielgerichtete Untersuchungen des PSORS4-
Locus in italienischen Familien deuten auf die Region des Loricrin-Gens hin. Die
Loricrin-Expression war in der Epidermis der betroffenen Patienten vermindert
(Giardina et al., 2004). Es konnte jedoch nicht ursachlich fur die Pathogenese der

Psoriasis vulgaris nachgewiesen werden (Giardina et Sinibaldi, 2004).

In den untersuchten Hautproben unserer Arbeit stellte sich ein signifikanter
Unterschied in der Loricrin-Expression mit einer deutlichen Verbreiterung im
Vergleich zur Normalhaut dar. Vermutlich kann die verfriihte Expression auch an
dieser Stelle als Kompensationsversuch angesehen werden, eine schutzende
Hautbarriere mit einem intakten ,cornified cell envelope® aufzubauen. Inwieweit
genetische Veranderungen im Loricrin-Gen in den Expressionsunterschied mit
eingewirkt haben, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden. Es scheint ein
Zusammenspiel aus genetischen Komponenten zu sein, die sich gegenseitig
verstarken und letztendlich zum Krankheitsbild der Psoriasis fiihren. Dabei ist die
Intensitat der immunologischen Wirkung auf die Proteinexpression und der
Modulation des ,cornified cell envelopes noch ungewiss. Erwahnenswert ist, dass
sich auch beim Vergleich der Expressionsmuster von Loricrin kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei untersuchten Hauterkrankungen zeigte. Vieles deutet
auf &hnliche Reparaturversuche der Haut hin, die gestorte Hautbarriere wieder
aufzubauen, da es keine signifikanten Unterschiede im Expressionsmuster der vier

Antikdrper bei den untersuchten Hauterkrankungen gab.

Die Gene fir Filaggrin, Involucrin und Loricrin sind auf der gleichen Region des
Chromosoms 1g21 lokalisiert, der auch als ,epidermal differentiation complex”
bezeichnet wird. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich das Loricrin-Gen nicht
notwendigerweise die gleichen genregulatorischen Elemente mit den Filaggrin- und
Involucrin-Genen teilt (Yoneda et al, 1992). Dieses Wissen konnte die
Hochregulierung des einen Proteins bei gleichzeitiger Herabregulation eines anderen

Proteins erklaren.
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4.4 Involucrin

Zusatzlich zur veradnderten Expression der Caspase-14, des Filaggrins sowie des
Loricrins zeigte sich auch eine veranderte Involucrin-Expression. Wahrend sie in der
Normalhaut im oberen Stratum spinosum begann, zeigte sich sowohl beim
atopischen Ekzem als auch bei der Psoriasis und bei dem allergischen
Kontaktekzem eine Verbreiterung der Anfarbung bereits ab dem mittleren Stratum
spinosum. Jensen et al. beschrieben eine verfriihte und gleichzeitig verminderte
Anfarbung sowohl in lasionaler als auch in nicht Iasionaler Haut bei Patienten mit
atopischem Ekzem. Da Involucrin eine wichtige Rolle fir die kovalente Bindung der
Ceramide am ,cornified cell envelope® spielt, wurde vermutet, dass die verminderte
Expression mit einer verminderten Anzahl der Hydroxyceramide einhergeht (Proksch
et al., 2006).

Diese verfrihten Expressionen innerhalb der Hauterkrankungen lassen sich als
Versuch deuten, einen intakten ,cornified cell envelope“ zu bilden, einen erhéhten
Wasserverlust zu verhindern und somit die Stabilitdit der Hautbarriere
aufrechtzuerhalten. Eine verminderte Intensitat der Farbung des Involucrins und des
Filaggrins wurde bereits in nicht betroffenen Hautarealen von Patienten mit
atopischem Ekzem beschrieben (Jensen et al., 2004). Zudem stellte sich die
Anfarbbarkeit des Involucrins als verbreitert im atopischen Ekzem dar. Bei der
Psoriasis vulgaris liel3 sich das Involucrin auch in den unteren Schichten des Stratum
spinosum nachweisen (McKay et Leigh, 1995). Dieses zeigte sich ebenfalls in

unseren Praparaten.
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5 Zusammenfassung

Die Haut ist permanent der Umwelt mit ihren teilweise schadigenden Einflissen
ausgesetzt. Sie muss sowohl Allergenen und Infektionserregern als auch einer
Dehydratation entgegenwirken. Dabei kommt der Ausbildung einer intakten
Hautbarriere mit regelrechter Differenzierung der Keratinozyten eine wichtige
Aufgabe zu.

Im Zuge der terminalen Differenzierung verformen sich die Zellen ab dem oberen
Stratum granulosum zu kernlosen Korneozyten mit dem hoch belastbaren ,cornified
cell envelope® und den cornified envelope Proteinen Loricrin und Involucrin. Zudem
kommt es zur Umwandlung und Aggregation der Keratine. Dieser Prozess ist durch
die Expression spezifischer Proteine charakterisiert. Eine Veranderung in der
Prozessierung dieser Strukturproteine ist mit entziindlichen Hauterkrankungen wie

beispielsweise dem atopischen Ekzem und der Psoriasis assoziiert.

Caspase-14, ein Mitglied der Cystein-Aspartat-spezifischen Proteasen, nimmt eine
bedeutsame Rolle bei der Formation des Stratum corneum ein. Das Polyprotein
Profilaggrin wird zu Filaggrin und letzteres weiter zu Filaggrin-Monomeren und
Aminosauren mittels Caspase-14 abgebaut. Dabei ist Caspase 14 jedoch nur eines
von mehreren Enzymen, die an der Prozessierung von Filaggrin beteiligt sind. Die
wichtigste Funktion des Filaggrins (filament aggregating Protein) ist die Aggregation
der Keratine wahrend der Umwandlung der Keratinozyten in der lebenden Epidermis
zu den Korneozyten im Stratum corneum. Filaggrin-Abbauprodukte, Aminoséauren
wie Urocaninsaure, Pyrrolidoncarbonsaure und Alanin, dienen wiederum als
wichtiger Feuchtigkeitsspender (,natural moisturizing factor). Bei Patienten mit
einem atopischen Ekzem weist die Haut eine Barrierestérung mit R6tung und

Trockenheit auf, die mit Filaggrin-Mutationen assoziiert ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die drei entziindlichen Hauterkrankungen des
atopischen Ekzems, der Psoriasis und des allergischen Kontaktekzems auf die
Expression von Caspase-14 sowie die Expression der epidermalen Strukturproteine
Filaggrin, Loricrin und Involucrin  untersucht. Als Vergleich dienten
Normalhautproben. Ziel war es, die Expression dieser Proteine der

Hauterkrankungen untereinander und zur Normalhaut zu vergleichen, um zu
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pathogenetischen Krankheitsprozessen vermehrte Erkenntnisse zu erlangen. Mit
Hilfe von immunhistochemischen Farbungen lieen sich die Proteine im Verlauf der

Differenzierung darstellen.

Die Ergebnisse der Dissertation zeigen eine Verdnderung der Expression der
Caspase-14 innerhalb aller entzindlichen Hauterkrankungen im Sinne eines
verspateten Auftretens. Die immunhistologische Anfarbung bei entzindlichen
Hauterkrankungen ist erst im mittleren Stratum spinosum feststellbar, wahrend diese
bei Normalhaut bereits im unteren Stratum spinosum erfolgt. Das hat eine
verminderte Profilaggrin-Spaltung mit einer verminderten Hydratation der Haut zur
Folge. Die Filaggrin-Expression zeigte sich beim atopischen Ekzem und bei der
Psoriasis immunhistologisch zwar in einem gering verbreitertem Band entsprechend
der Verbreiterung der Epidermis, insgesamt jedoch zeigte sich eine lickenhaft und in
der Intensitat verringerte Anfarbung. Eine Verbreiterung des Anfarbemusters und
eine verfriihte Expressionen im Vergleich zur Normalhaut lieRen sich auch fir die
Strukturproteine  Loricrin ~ und Involucrin  bei allen drei entzindlichen

Hauterkrankungen feststellen.

Im Vergleich zur Normalhaut zeigte die Haut fir alle entzindlichen
Hauterkrankungen somit &hnliche Verdnderungen im Expressionsmuster der
Proteine, die am Aufbau eines funktionsfahigen ,cornified cell envelope“ und der
Keratinaggregation beteiligt sind. Das ist erstaunlich insofern, als dass sich diese
klinisch immunologisch und hinsichtlich der Triggerfaktoren unterschiedlichen
Dermatosen in den untersuchten Parametern der epidermalen Barriere kaum
unterscheiden. Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass es sich bei allen Patienten um
akute bis subakute Entzindungsreaktionen handelte, die offensichtlich eine
gemeinsame Endstrecke der Barrierestdrungen aufweisen. Somit ware interessant,
ob sich die Erkrankungen subklinisch oder im Stadium einer beginnenden
Entzindung hinsichtlich der untersuchten Barriereparameter unterscheiden. Diese
Erkenntnisse sollten zu weiterfihrenden Untersuchungen fuhren, auch mit dem Ziel

der Entwicklung neuer Medikamente.
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Schulbildung
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Weiterer Bildungsweg
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2009
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Seit 2011
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deutsch
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Beginn der Doktorarbeit an der Klinik fur
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Zweiter Abschnitt der arztlichen Prifung
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