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erosive pustulése Dermatose der Kopfhaut (EPDK)
photodynamische Therapie (PDT)

Diaminobenzidin (DAB)

dest. = Destillata, Destilliertes Wasser

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure
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Einleitung

1 Einleitung

Erosive Hautveranderungen an der Kopfhaut von Patienten sind ein zunehmend héaufiges
Krankheitsbild. Zu den mdglichen Ursachen und Differentialdiagnosen (1) kénnen zahlreiche
Krankheitsbilder gehdren wie z.B. Infektionen, spinozellulare Karzinome, Pemphigoide (2),
Lupus erythematodes und die erosive pustulése Dermatose der Kopfhaut (EPDK).

Die Hautveranderungen der EPDK sind erosive Veranderungen, die an der kahlen Kopfhaut
lokalisiert sind und bei denen sich histologisch kein Anhalt fur Malignitat zeigt (3).

Sowohl die Therapie als auch die diagnostische Einordnung dieser Hautver&nderung stellt

aktuell eine groRe Herausforderung dar.

Die Erkrankung wurde zuerst im Jahre 1977 beziehungsweise 1979 von Burton (4) und Pye
(5) beschrieben.

Die erosive pustulése Dermatose der Kopfhaut (EPDK) ist eine seltene chronische
Entziindung der Kopfhaut, deren Atiologie ungeklart ist.(2) Anamnestisch wird haufig eine
vorausgegangene Operation an dieser Stelle angegeben.(5) Die EPDK neigt dazu, spontan
die kahle Kopfhaut der Patienten zu befallen.(2) In der Regel betrifft diese Erkrankung vor
allem &ltere weibliche(6) Patienten (>70 Jahre), wobei man von keiner sicheren
Geschlechtspraferenz ausgehen kann.(6) Das klinische Bild dieser Erkrankung besteht in der
Entwicklung schmerzhafter nicht- follikularer Pusteln, flacher Erosionen und Verkrustungen
auf der atrophischen Kopfhaut.(6) Diese Pusteln kdnnen eventuell zu einer narbigen
Alopezie fihren.(6) Die Erkrankung zeigt durch Erosionen und Ulzerationen haufig eine
verzogerte Heilungstendenz, teilweise sogar einen therapierefraktaren Verlauf. Die
Erkrankung verlauft mit intermittierender Besserung und anschlieBender Narbenbildung. (1)
Andere Erkrankungen/Diagnosen wie eine Koronare Herzerkrankung, ein cerebraler Insult,
ein arterieller Hypertonus oder Diabetes mellitus und ernste Krebserkrankungen wurden
ebenfalls haufig als Komorbiditat diagnostiziert.(2) Histopathologie und direkte
Immunfluoreszenz sind bei der Diagnosestellung von besonderer Bedeutung, da die EPDK
ein Basalzellkarzinom oder ein spinozellulares Karzinom imitieren kann. (2) Da die
Erkrankung von vielen Differenzialdiagnosen abgegrenzt werden muss wie z.B. der
Follikulitis decalvans, sollten grof3ziigige Probenbiopsien durchgefiihrt werden. Fir die
EPDK gibt es derzeit keine allgemeinen Therapieempfehlungen. Die meisten Patienten
zeigen trotz antiinflammatorischer Lokaltherapie einen schwankenden klinischen Verlauf.
Als mogliche Therapieoptionen werden orale und topische Steroide (6), Tacrolimus (7), eine
photodynamische Therapie (PDT) (8) sowie einfache Wundverbande mit antiseptischen
MaRnahmen aufgefuhrt. Die Erkrankung sollte sowohl Klinikern wie auch

Dermatopathologen bekannt sein, um sie korrekt einordnen und therapieren zu kdnnen.



Einleitung

In dieser Dissertation besprechen wir das Krankheitsbild der EPDK und prasentieren unsere
eigenen klinischen und histopathologische Erfahrung mit dieser Erkrankung, da bisher wenig
diagnostiziert wurde. AuBerdem wird ein kleiner Ausblick in die Zukunft gegeben, inwieweit

man diese Erkrankung therapeutisch beeinflussen kann.

Es wird eine Immunhistochemische-Analyse der EPDK mit acht verschiedenen Antikérpern
durchgefuhrt. Nach immunhistochemischer Farbung der Antikorper wurde die Haufigkeit der
Antikorper in den verschiedenen Patientengruppen nachgewiesen und somit die Expression
der verschiedenen Antikdrper bei EPDK-Patienten und gesunden Patienten verglichen. Des
Weiteren wird untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der hochsten Expression der
Antikorper mit der hdchsten Wirkung nach aktueller Studienlage besteht. Daflir wurden
Hautbiopsien von siebzehn Patienten entnommen, wobei die Patienten in zwei Gruppen
eingeteilt wurden. Die erste Gruppe besteht aus elf Patienten mit erosiver pustuléser
Dermatose der Kopfhaut. Bei dieser Gruppe wurden Hautbiopsien aus der betroffenen Haut
entnommen. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um sechs Patienten, die nicht erkrankt

sind und eine normale Haut aufweisen.

Die Erkenntnis Uber die beteiligten Antikdrper soll Rickschlisse im Zusammenhang mit der
Diagnostik und der Entwicklung von Therapiemdglichkeiten liefern. Au3erdem kann die
unterschiedliche Auspragung der verschiedenen Antikdrper dazu beitragen, deren Rolle im
Pathomechanismus der erosiven pustulosen Dermatose der Kopfhaut besser zu verstehen.
Dies konnte die Mdglichkeit er6ffnen, langfristig genauer und gezielter im Immunsystem

einzugreifen.

1.1 Ziel der Dissertation

e das Krankheitsbild der erosiv pustulésen Dermatose (EPDK) zu présentieren

e eigene klinische und histopathologische Erfahrungen von 17 Patienten zu vergleichen

o die Haufigkeit und das Verhéltnis der vorgegebenen Antikdrper bei der erosiven
pustulésen Dermatose der Kopfhaut im Vergleich zur normalen Haut darzustellen

e eine First Line Therapie Empfehlung zu geben
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2 Literaturdiskussion

2.1 Definition

Die EPDK ist eine seltene, atiologisch ungeklarte, chronische, nicht mikrobiell
induzierte, nicht-follikulare Hauterkrankung der lichtgeschadigten Kopfhaut und /oder
der Beine alterer Menschen mit konsekutiver, flachiger narbiger Alopezie.(6-10) Sie
ist eine entzundliche Erkrankung mit Pusteln, (11)Erosionen und Krustenbildung auf
der Kopfhaut, die zu einer narbigen Alopezie fiihrt.(9, 10, 12, 13) Die Alopezie tritt
sekundar durch die chronische Entziindung mit konsekutiver Zerstérung der

Haarfollikel, insbesondere der follikularen Stammzellen auf.(14)

2.2 Historisch

Die Erkrankung wurde erstmals 1977 von Burton (10) und dann 1979 von Pye et al.
beschrieben.(5, 10, 13, 15) (4) Insgesamt sind seitdem ca. 150 Félle publiziert
worden, wobei die meisten davon die Kopfhaut, deutlich weniger das Bein und nur
Einzelfalle beide Bereiche gleichzeitig oder auch andere Lokalisationen betreffen.(8)

2.3 Epidemiologie

Diese bislang relativ selten beschriebene Erkrankung betrifft Gberwiegend Frauen im
Alter zwischen 60 und 90 Jahren.(7, 16) Die EPD tritt typischerweise in hbherem
Alter mit einer weiblichen Prddominanz von ca. 2:1 auf.(8) Die EPDK wurde in einer
Serie von sechs alteren weiblichen Patienten beschrieben. In den darauffolgenden

Jahren wurde die Erkrankung auch bei M&nnern dokumentiert.(14)

2.4 Komorbiditaten

Die Koronare Herzerkrankung, der cerebrale Insult , der arterielle Hypertonus, der
Diabetes mellitus und ernste Krebserkrankungen wurden haufig als Komorbiditat

angetroffen.(14)
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2.5 Atiologie

Die Atiologie ist noch ungeklart.(2)(17)

Ausldsende Faktoren sind lokale mechanische und chemische Traumata oder

chronische Sonnenexpositionen. (10, 15, 18)
Es gibt keine mikrobielle Komponente.

Vereinzelt wurde das Auftreten nach Herpes Zoster, Hauttransplantationen oder

anderen chirurgischen Eingriffen beschrieben. (6)

Die Erkrankung tritt nach lokalen Verletzungen wie Verbrennungen, Kryotherapie,
Strahlentherapie, photodynamischer Therapie, Hauttransplantationen und
Haartransplantationen sowie nach der Behandlung mit topischen Medikamenten wie

Retinoiden, Imiquimod und 5-Fluorouracil auf.(9, 13)

Es wird aber auch von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis,
Autoimmunhepatitis, Hashimoto-Thyreoiditis und Takayasu-Aortitis als auslésenden
Faktoren berichtet.(9)

2.6 Manifestation

Die Erkrankung betrifft meist altere Personen (Durchschnittsalter: 70 Jahre).(15)

Es gibt keine sichere Geschlechtspraferenz, (15) jedoch tritt die EPDK
typischerweise in héherem Alter mit einer weiblichen Pradominanz von ca. 2:1 auf.(8)
Die Erkrankung neigt dazu, in aktinisch geschadigter Haut aufzutreten.
Typischerweise tritt die EPDK an Beinen mit Veneninsuffizienz oder an atrophischer

Haut auf, die durch aktinische Sch&den auf der Kopfhaut verursacht wurden.(17)
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2.7 Pathogenese

Die Pathogenese der chronischen erosiven Kopfhaut ist nicht gut verstanden und
nicht vollstandig gekléart, aber neben anderen Faktoren werden epidermale Atrophien
jeglicher Art, ein Mangel an Stammzellen des Haarwulstes, Autoimmunmechanismen

und Fremdkorperreaktionen auf abgebrochene Haare in Betracht gezogen.(19)

Eine gestdrte Hautbarriere, chronische Entziindungen, Sekundarinfektionen,
UbermaRige Angiogenese, gestorte Bildung, Erhaltung und Differenzierung von
Basalzellen und die Hochregulierung von Matrixmetalloproteinasen wurden als

madgliche pathogenetische Faktoren vorgeschlagen.(18)

Die Pathologie bei der EDKP beschreibt eine massive Fibrose der Dermis mit
erheblicher Reduzierung der Haarfollikeldichte und Fehlen von Talgdriisen mit einem

neutrophilen Infiltrat um die Haarfollikel auf Hohe des Isthmus.

Pradisponierende Faktoren wie kirzliche oder vergangene lokale Traumata,
Hauttransplantationen und Ubermafige Sonneneinstrahlung auf der kahlen Kopfhaut
wurden bei dieser Erkrankung berichtet. Dartiber hinaus wurden
Autoimmunerkrankungen im Zusammenhang mit der EPDK wie die rheumatoide
Arthritis, die Hashimoto-Thyreoiditis, Autoimmunhepatiten und die Takayasu-Aortitis
beschrieben, was die Moglichkeit einer haufigen immunologischen Dysfunktion
bedeutet. Es wird angenommen, dass eine physische Schadigung der Haut die
Produktion von Autoantikdrpern gegen epidermale und dermale Strukturen mit einer
sekundaren Entziindungsreaktion induzieren kann. Dartber hinaus kann die EPDK-
Reaktionsfahigkeit auf Steroide und entziindungshemmende Medikamente eine

Autoimmunhypothese bestatigen.(19)

2.8 Genetik

Soweit festgestellt werden konnte ist eine familiare Pradisposition fir eine EPDK in
der Literatur bisher nicht dokumentiert worden. Da die EPDK jedoch bei alteren
Menschen auftritt, diirfte es sehr schwierig sein, nach zwei oder mehr Jahrzehnten

weitere Nachweise flr familiare Falle zu erbringen.(20)



Literaturdiskussion

2.9 Klinisches Bild

Das klinische Bild dieser Erkrankung sind herdférmige, erythematdse, haarlose
Areale am Kapillitium mit zentraler Atrophie und meist randstandigen, follikular
gebundenen Papeln und Pusteln mit starkem Juckreiz und ohne Ansprechen auf
antibiotische und -mykotische Therapie.(6) Die Hautveranderungen am Kapillitium
verlaufen chronisch und schubweise. Es treten flache Pusteln, Erosionen und
Krusten auf. Die Pusteln sind nicht an die Haarfollikel gebunden. Die Veranderungen
gehen in eine umschriebene vernarbende Alopezie liber. Neuerdings wurde eine
besondere Variante der erosiven pustuldsen Dermatose der unteren Extremitaten
beschrieben.(13, 15, 16)

Abbildung 1 Klinisches Bild 1 Abbildung 2 Klinisches Bild 2

Abbildung 3 Klinisches Bild 3 Abbildung 4 Klinisches Bild

Abbildung 5 Klinisches Bild 5 Abbildung 6 Klinisches Bild 6

Bilder mit freundlicher Genehmigung der Universitatsmedizin Mainz :Patienten der Hautklinik
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2.10 Histologie

Die histologischen Befunde bei einer EPDK sind unspezifisch, zeigen aber
typischerweise eine epidermale Atrophie, fokale Erosionen und ein gemischtes

entziindliches Infiltrat in der oberen Dermis.(9)

Es sind oft hochsitzende, nicht follikulare gebundene intraepidermale bis subkorneale
Pusteln.(6) Zudem ist eine hyperplastische, teils erosive Epidermis mit subkornealer
Pustulation festzustellen. In der Dermis zeigen sich lymphozytére, neutrophilenreiche
Infiltrate mit Zeichen einer leukozytoklastischen Vaskulitis. Im spéateren Stadium
kommt es zu einer Vernarbung mit Verlust der Haarfollikel. Die direkte

Immunfluoreszenz ist negativ.(16)

Histologisch zeigt die EPDK je nach Krankheitsstadium unterschiedliche Befunde wie
eine unspezifische Entzindungsreaktion mit atrophischer Epidermis und chronischer
Entziindung, beginnend mit einer spongiotischen pustulésen oberflachlichen Reaktion
im Frihstadium, gefolgt von einem gemischten entzindlichen Infiltrat aus
Neutrophilen, Lymphozyten und Plasmazellen bis hin zu Riesenzellen in den spéaten
Stadien.(21)(10)(18)

Die histologischen Merkmale bei der Untersuchung einer Biopsieprobe der
Kopfhautlasionen sind nicht diagnostisch, bestehen aber aus perifollikularen und
intrafollikularen neutrophilen und lymphoplasmatischen Infiltraten und "nackten”
Haarschaften, die von granulomatdsen Infiltraten und Bereichen mit narbiger Alopezie
umgeben sind.(18) Also ein dermales Infiltrat von Neutrophilen und Lymphozyten mit

Verlust der normalen Kollagenarchitektur, Vasodilatation und Angiogenese.(13)

Im Wesentlichen zeigt sich ein dichter dermaler Entziindungsprozess mit Kruste oder
Erosion und spéaterer Vernarbung. Ein dermales Odem mit Teleangiektasien kann
ebenfalls vorkommen. Neben Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten werden haufig auch Plasmazellen im entziindlichen Infiltrat
angetroffenen. Jedoch sind diese histopathologischen Befunde unspezifisch. Daher
ist die klinisch-pathologische Korrelation entscheidend fir die Diagnosestellung. (15)

Die Histologie ist meist unspezifisch und nicht hilfreich bei der Diagnosefindung,

wichtig jedoch um DD auszuschliel3en.
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Zusammengefasst :

¢ handelt es sich um intraepitheliale neutrophile Infiltrate bzw. subcorneale
Pusteln (nicht follikular gebunden)

e Atrophie und Erosionen

o follikulare Destruktion

e ggf. polymorphe dermale Entzindungsinfiltrate

e negative direkte Immunfloureszenz

¢ eine minimale leukozytoklastische Vaskulitis kann sich darstellen (10)
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Die histologische Ubersichtsaufnahme einer aktiven L&sion zeigt einen entziindlichen
Prozess der gesamten Dermis (a). Man erkennt eine diskrete Parakeratose,
Spongiose und Lymphozyten innerhalb der Epidermis. Die obere und mittlere Dermis
wird von einem dichten und diffusen entzindlichen Infiltrat durchzogen, das sich aus
Lymphozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und reichlich Plasmazellen
zusammensetzt (b). In tieferen Regionen zeigt sich eine Fibrose mit drahtférmigen
Bundeln kollagenen Bindegewebes (c). In einer weiteren Biopsie vom Rande einer
aktiven Lasion sind auffallend viele eosinophile Granulozyten neben Lymphozyten
und Plasmazellen (d).Das ist ein erosives, aktives Stadium der Erkrankung. Bei
fehlender Epidermis imponiert in der oberen und mittleren Dermis ein Odem begleitet
von Teleangiektasien und einem sparlichen entzindlichen Infiltrat, das sich
vorwiegend aus neutrophilen Granulozyten zusammensetzt (e). Alle Abbildungen
zeigen eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Histopathologisch findet sich eine Kruste
oder Erosion mit Granulationsgewebe-ahnlichen Veréanderungen im Korium mit

spaterer Entstehung einer Narbe.(14)

oy
0 PR .
o Ot

Abbildung 7 Uberblick tber die Histopathologie der EPDK in den verschiedenen Stadien der
Erkrankung. (14)
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2.11 Differentialdiagnosen

e impetiginisierte Kopfekzem haufigste Differenzialdiagnose

e chronisch-vegetierende Pyodermie

e Pyoderma gangraenosum,

e pustuldse Psoriasis

e subkorneale pustulése Dermatose (Sneddon-Wilkinson)
e Folliculitis decalvans

o Primar bakterielle Follikulitis : follikular gebundener Prozess;

mikrobiologischer Nachweis von Bakterien

e Psoriasis pustulosa generalisata: Pustelbildungen stets auch auf3erhalb des

Capillitiums
e Tinea capitis superficialis: bei Erwachsenen selten
o Perifolliculitis capitis abscedens et suffodiens

o Sterile eosinophile Pustulose (Ofuji): disseminierte, stark juckende und
gerttete Papeln und Plaques mit Entwicklung steriler (follikularer) Pusteln.
Konfluenz zu gréReren Herden ist mdglich; auch anulare und polyzyklische
Herde mit zentraler Regression und peripherer Progression kénnen auftreten.

Histologisch eosinophile Dermatitis. Haufig auch Hamatoeosinophilie. (6)
e irritierte solare Keratosen
e Plattenepithelkarzinome
e pustuldse Psoriasis
e narbiges Pemphigoid nach Brunsting-Perry
e Lupus erythematodes
¢ Pemphigus foliaceus
e Lichen planus

(8-10, 16)
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2.12 Diagnostik

Die Diagnose der EPDK wird in der Regel durch den Ausschluss anderer Erkrankungen
gestellt.(9)-12)

Laborchemisch sind bakteriologische und mykologische Untersuchungen des
Pustelinhalts meist negativ, teilweise findet sich ein Nachweis von Staphylococcus
aureus, das von vielen Autoren jedoch als Sekundarinfekt gedeutet wird.(17)
Routinelaboruntersuchungen einschlief3lich der Autoantikbrper waren mit Ausnahme

leicht erhdhter Entziindungsmarker normal.(13)

Die  Diagnose wird  histopathologisch bestétigt.(15)

Eine Diagnostik Uber die, kirzlich berichtet wurde, die Dermoskopie (oder
Trichoskopie). Sie ist ein nutzliches Hilfsmittel fir die Diagnose, da sie fehlende
follikulare Ostien mit ausgepragter Hautatrophie zeigt und somit die dermalen Gefal3e
sichtbar macht, obwohl die Histologie fur die endgiltige Diagnose zwingend
erforderlich ist.(10)

Das Vorhandensein von sichtbaren Haarzwiebeln bei der EPDK wurde in der Literatur
noch nie beschrieben und scheint einzigartig und diagnostisch fiir diese Krankheit zu
sein. Die Trichoskopie kann bei der Diagnose der EPDK hilfreich sein, da sie
atrophische und eine dinne Kopfhaut, das Fehlen von Follikelostien, offensichtliche

oberflachliche BlutgefalRe und vor allem sichtbare Haarfollikelzwiebeln zeigt.(15)

11
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2.13 Therapie

Es gibt bisher keine publizierten Fallberichte tber eine klare Praferenz fir die Therapiewahl

noch fur die Therapiedauer.(8)

Nach 6 Wochen wurde oft eine Abheilung mit verbleibender narbiger Alopezie
festgestellt.(12)

Externe Therapie/ Topisch

Eine Therapiemdglichkeit ist das Ablésen der Krusten mit wassriger Chinolinol-
Ldsung und anschlieRender Behandlung mit antientziindliche und abtrocknende
Externa wie Glukokortikoid-haltigen Tinkturen sowie feuchten Umschlagen mit

antiseptischen Zusatzen wie Kaliumpermanganat (hellrosa) oder Chinosol.

Ggf. Versuch mit Tacrolimus (Protopic 0,1%) oder Calcipotriol (Psorcutan).

Topische Antibiotika haben keinerlei Wirkung. Bei Sekundéarinfektion sollte mit

lokalen Desinfizienzien gearbeitet werden.

Zu den berichteten Behandlungen fiir eine EPDK gehéren topische hochwirksame

Kortikosteroide(18), Retinoide, Calcipotriol, Dapson und topisches Tacrolimus. (18)

Interne Therapie

Zusatzlich zur externen Behandlung orale Zinktherapie. Bei stark entztindlicher
Auspragung koénnen kurzfristig Glukokortikoide intern wie Prednison (z.B. Decortin)

40-80 mg/Tag eingesetzt werden; zligige Dosisreduktion.
Systemisch

Es gibt keine befriedigende systemische Therapie bei dieser Erkrankung. Antibiotika
bringen nur wenig Verbesserung. Bei der Behandlung mit Glukokortikoiden zeigt sich
zwar eine prompte Besserung, die aber nach Absetzen der Medikation sofort zum
Wiederaufflammen der Erkrankung fihrt. (16) Die photodynamische Therapie ist bei

einigen Patienten wirksam, hat aber bei anderen die Krankheit ausgel6st.(9)
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In der Regel werden bei der Therapiewahl erstmal Malinahmen zur Vermeidung von
Superinfektionen und die Verwendung von milden Emollienzien empfohlen, wobei

Mikroorganismen wahrscheinlich keine wichtigen pathogenen Faktoren sind.

Obwohl haufig Antibiotika eingesetzt werden, profitieren die Patienten in der Regel
nicht von einer Antibiotikabehandlung, es sei denn, es liegt eine offensichtliche

Infektion vor.

Niedrigpotente topische Steroide wurden gelegentlich ohne nennenswerten Nutzen
eingesetzt. Chirurgische Eingriffe scheinen zu einer Verschlimmerung zu fihren und

werden generell abgelehnt. (18)

2.14 Verlauf/ Prognose

Der klinische Verlauf ist verzdgert mit intermittierenden Besserungen und einer
Tendenz zur Vernarbung und konsekutiver Alopezie.(15) Die Erkrankung verlauft
chronisch. Haufig kleben die Haare an getrocknetem Exsudat zusammen, was vom
Patienten als schmerzhaft und kosmetisch stérend empfunden wird. Bei einigen
Patienten entwickelte sich spéter ein spinozellulares Karzinom.(16) Bei manchen

Patienten tritt auch eine Spontanheilung auf.

13



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Herstellung der Paraffinschnitte

e Tissue-Tek Il Vakuum-Infiltrationsprozessor Vogel Giel3en

e ROTI-Histofix 4,5% saurefrei mit pH7 phosphatpuffat Fa. Roth Karlsruhe
¢ Rotationsmikrotom MIKRTOM LEICA RM 2245

e Feather Microtome Blade A35

e SuperFrost® Plus Objekttrager; Fa. Menzel, Braunschweig

3.2 Immunhistochemische Farbungen

3.2.1 Material

o Deckglaser Fa. Menzel, Braunschweig
e Alkohol (1): 70 % Alkopharm 70 Briiggemann Alcohol, Heilbronn;
e Alkohol (2): 96 % Ethanol vergéallt Martin & Werner Mundo oHG, Mainz Kostheim
e Alkohol (3): 100% Isopropylalkohol Hedinger, Stuttgart
¢ Xylol AplliChem, Darmstadt
e Citrat-Puffer zur Dampfgarerbehandlung von Paraffinschnitten: Fa Medac
e PMB1-250
e Tris-Pufferstammldsung: EnVision Flex Dako. Tris-Puffer-(Spllung): EnVisio
e Flex Dako-Spulpuffer
e Tris-Puffer-(Spulung): 1:10 Verdiinnung der Stammldsung mit Aqua dest
o EDTA- Puffer fir Dampfgarerbehandlung von Paraffinschnitten (pH 8,0)
e Citrat-Puffer fur Dampfgarerbehandlung von Paraffinschnitten (pH 6,0)
e Antikdrperverdinnungspuffer: Dako S2022 Innovative Diagnostik-System, Hamburg
o Detektionskit: Dako Real TM EnVision Detection System-K5007, Peroxidase/ DAB+,
Rabbit/Mouse
o Flasche A: Dako Real TM DAB+ Chromogen
o Flasche B: Dako Real TM Substrate Buffer
o Flasche C: Dako Real TM EnVision TM/HRP, Rabbit/Mouse Sekundéarer
(gebrauchsfertiger) Antikorper
o Gegenfarbung: Saures Hamalaun nach Meyer
e Dampfgarer (Fa. Braun)

e Sonstiges: Pipetten, Spritzen, EppendorfgefalRe, Farbekivetten
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3.2.1.1 Antikorper

CD 1A

CDh3

Ch4

Ch38

CD 14

CD 207

Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA

Firma Dako Deutschland GmnH Agilent Technologies

Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Leica Biosystems Nussloch Gmbh

Verdinnung 1:50
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma CellMarque (Sigma-Aldrich Co.LLC)

Verdinnung 1 :100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma : Dako Deutschland GmbH Aglient Technologies

Monoclonal rabbit antibody

Cell Marque ; Produkt Code 114R-14
Verdinnung : Gebrauchsfertig
Vorbehandlung : EDTA -Puffer im Damfgarer
Monozyten/Makrophagen

Anti Human CD1

Verdiinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA

Firma: Leica Biosystems Nussloch Gmbh

15



Material und Methoden

IL17(A)
- Verdunnung 1:500
- Antigendemaskierung mit Citrat
- Firma: Bioss Antibodies
IL36-Gamma - Polyklonat Rabit Antibody

- Antibodies-online Abin 2856607
- Verdunnung 1:250
- Vorbehandlung: Citrat

3.3 Auswertung

* Leica Application Suite Software

* Softwareversion V4.3

* Lichtmikroskop Typ Leica DMIL

* Fotoapparat Typ Nikon D7000 (16 Megapixel); Nikon D100

» Kameratyp Leica DFC295
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45.2.2 Methoden

4.1 Patientengruppe

Es werden insgesamt 17 Patienten in dieser immunhistochemischen Analyse mit
einbezogen, die in den Jahren 2015 bis 2018 in der Haut- und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz behandelt wurden.

Diese werden in zwei Gruppen eingeteilt:

Die erste Gruppe besteht aus 11 Patienten mit einer erosiven pustulésen Dermatose des
Kapillitiums.

Die zweite Gruppe dient als Kontrollgruppe und umfasst sechs Patienten, die nicht erkrankt
sind.

4.2 Probeentnahme

Nach Aufklarung der Patienten wird unter Lokalanasthesie die Probenentnahme im
Rahmen der Behandlung in der Haut- und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz
durchgefiuhrt. Die sechs Biopsien der Patienten, die nicht an einer EPDK leiden, wurden im
Rahmen anderer Behandlungen des Universitatsklinikums entnommen und zur

Forschung bereitgestellt.
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4.3 Herstellung der Paraffinschnitte

1. Fixierung der Biopsien in Formalin

2. Entwasserung durch alkoholische Reihen mittels Tissue-Tek®Vakuum-
Infiltrationsprozessor

3. Einbettung im Tissue-Tek® Tissue Embedding Console System

4. Kuhlung der Blocke

5. Zuschnitt der Biopsien mittels Mikrotom Leica 2245 (Schnittbreite: 2-2.5

Mikrometer)
6. Wasserbad GFL 1052 zum Strecken

7. Aufbringen der Schnitte auf adhasive Objekttrager (Super Frost Plus)
8. Auflegen der Objekttrager auf Warmeplatte zur Vermeidung von
Schrumpfartefakten

9. Trocknen der Schnitte (Brutschrank; 60 Minuten, 60 Grad Celsius)

4.4 Immunhistochemische Verfahren

4.4.1 AntikOrperproduktion

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl monoklonale als auch polyklonale

Antikodrper verwendet, die aus Kaninchen und Mausen gewonnen wurden.

Monoklonale Antikdrper: Monoklonale Antikorper sind das Produkt eines einzelnen

Klons von Plasmazellen und reagieren nur mit einem bestimmten Epitop des

Antigens. Sie haben in der Immunhistologie bestimmte Vorteile gegeniiber

polyklonalen Antikdrpern. Dazu gehoren folgende Aspekte: hohe Homogenitat, wesentlich

empfindlicher gegentiber
jeglichen Verédnderungen, das Fehlen unspezifischer Antikdrper und geringe
chargenabhangigen Qualitatsschwankungen. Zur Herstellung monoklonaler

Antikorper werden hauptséchlich Mause herangezogen.
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Polyklonale Antikdrper: Polyklonale Antikorper werden von verschiedenen Zellen
gebildet und reagieren mit verschiedenen Epitopen des Antigens. Sie sind folglich
immunchemisch verschieden. Zur Herstellung dieser Antikorper werden

hauptsachlich Kaninchen herangezogen.

4.4.2 Polymerkonjugat-Methode

Anhand der Polymerkonjugat-Methode besteht die Mdglichkeit, monoklonale und
polyklonale Antikoper indirekt nachzuweisen. Die Durchfuhrung dieser Methode

erfolgt in zwei Schritten und basiert auf der Bildung von Antigen-Antikorper-
Komplexen.

Schritt 1: Inkubation des zu untersuchenden Gewebes mit dem Primarantikorper.
Dadurch kommt es zur Bildung des Antigen-Primar-Antikérperkomplexes.

Schritt 2: Inkubation des gebildeten Antigen-Primar-Antikdrperkomplexes mit einem
Polymer, welches den Sekundarantikérper und Peroxidase-Enzyme enthalten. Dadurch
kommt es zur Bindung des Primarantikorpers am Sekundarantikdrper, was man

als indirekten Nachweis bezeichnet. Um diese Reaktion sichtbar zu machen, wird

eine DAB-Chromogen-LAsung hinzugefugt.
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Schritt 1

first pnmary a2nticody J\/\ second lissue anligen
(monociona)) ®  ~FFenzyme

Y secondary antibody

g (antimouse)
AN\ /\ first issus antigen i polymer (spine melecule)

Abbildung 8: Polymerkonjugat-Methode: Indirekter Nachweis eines Antikdrpers (22)
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Hybridom - Techni

Abbildung 9: Herstellung monoklonaler Antikdrper durch Hybridom- Technik (23)
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4.5.2.2 Farbeverfahren

4431 Deparaffinierung

Nach dem Schneiden wird das Paraffin mit Xylol aus den Schnitten entfernt (Deparaffinierung).
Im n&chsten Schritt erfolgt die Wasserung der Schnitte tGber eine absteigende Alkoholreihe

(jeweils 5 min). Nach der Wasserung sind die Schnitte fertig fur die Farbung.
1. Xylol

2. Xylol

3. 100% Alkohol

4. 100% Alkohol

5. 96% Alkohol

6. 70% Alkohol

7. Aqua dest.

4.4.3.2 Antigendemaskierung

Die Formalinfixierung erméglicht den Erhalt der Morphologie des Gewebes, jedoch bilden sich
chemische Quervernetzungen (Cross-Links) zwischen verschiedenen Proteinen. Diese flihren
zur Anderung der Struktur mancher Epitope. Das Ergebnis kann ein partieller oder
vollstandiger Verlust der Immunreaktivitdit des Antigens sein. Man spricht von einer

.Maskierung“ des Antigens.

Durch die Antigendemaskierungsmethoden oder Antigen- Retrieval kann die verlorene
Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine zum grof3en Teil wieder hergestellt werden. Die
Epitopdemaskierung (=Antigen retrieval) soll die Bindungsstellen fir den Prim&rantikorper
moglichst freilegen. Meist wird ein thermisches Verfahren wie in dieser Arbeit mit dem
Dampfgarer gewahlt. Der Erfolg der Antigenfreilegung hangt allerdings nicht nur von der
Erhitzungsmodalitat ab, auch die Dauer der Erhitzung kann sich stark auf den Erfolg der
Farbung auswirken. AuRerdem spielt die Auswahl der Pufferlésung und ihr pH-Wert beim
Erhitzen eine Rolle. Fir diese Studie kamen Citrat-Puffer pH 6,0 und EDTA-Puffer pH 8,0 zum

Einsatz.
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Um die verlorene Immunreaktivitit wiederherzustellen, wurde die

hitzeinduzierten Antigendemaskierung mit Citrat und EDTA verwendet:

Behandlung mit Citrat:

» Behandlung mit Citrat-Pufferlésung (PH 6,0) im Dampfgarer (40 min)
» AbkiUhlen bei Raumtemperatur (20 Minuten)

* Spulen mit Leitungswasser

» Behandlung mit Tris-Puffer-Lésung

Behandlung mit EDTA:

* Behandlung mit EDTA-Pufferlosung (PH 8,0) im Dampfgarer (30 min)
* Abklhlen bei Raumtemperatur (20 Minuten)
* Spulen mit Leitungswasser

» Behandlung mit Tris-Puffer-Lésung
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4.4.3.3 Farbeprotokoll gemald den Laborrichtlinien der Hautklinik und Histologie der

Universitatsmedizin der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz

* Entparaffinierung

» Antigendemaskierung

* Tris-Puffer (3 min)

* Ermittlung des Verhaltnisses von Primarantikérper und Antikérperverdiinnungspuffer

* Inkubation des Primarantikérpers mit einem Antikérperverdinnungspuffer der Firma DAKO
(60 min)

* Spulen mit Tris-Puffer (2x4 min)

* Inkubation mit Sekundarantikérper (30 min): Dako Real EnVision -K5007 TM/ HRP,
Rabbit/Mouse Flasche A

* Spulen mit Tris Puffer (2x4 min)

* Vorbereiten der DAB + Chromogenlosung: Flasche B (Dako REAL TM Substrate Buffer; 1
ml) + Flasche C (Dako Real TM DAB+Chromogen 1 Tropfen)

* Farbung mit DAB-Chromogen-L6sung (7 min)

* Spulen mit Leitungswasser (5 min)

* Spulen mit Aqua dest. (30 sek.)

* Hamatoxylin-Gegenfarbung (30 sek)

* Spilen mit Leitungswasser (10 min) « Spllen mit Aqua dest. (30 sek.)

» Schwenken in aufsteigender Alkoholreihe zur Entwasserung (je 10 Sek.)
* 1x 96% iger Alkohol

* 2x 100% iger Alkohol

* Xylol

* Eindecken mit Eukitt Sigma 03989 — 500 ml
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5. Analyse der Biopsien
Zur Bearbeitung und Erfassung der Antikoper der Schnitte wurde das Programm ImageJ
verwendet.

.5.1. Bilddokumentation

Die Gewebeschnitte wurden mittels digitalem Farbkamerasystem (Leica DFC 295)
abfotografiert. Pro Antikorper-Farbung und Patient wurden finf Zonen mit der grof3ten Menge
an Antikérpern ausgesucht. Alle Bilder wurden bei 20-facher VergrofRerung abfotografiert.

IL36-G Zone 1 IL38-G Zone 2 IL36-G Zone 3
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Abbildung 10: Beispiel von finf Verschiedenen Zonen bei 20x Vergrolierung

.5.2. Bildanalyse

Die Analyse der Biopsien erfolgte in zwei Schritten:
1. Vorbearbeitung der Bilder mit dem ImageJ Plugin - IHC-Profiler
(https:// sourceforge.net/projects/incprofiler/)

2. Analyse der Bilder mit ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/)

Nach der automatisierten Bildanalyse wurde das analysierte Bild mit dem Originalbild direkt
verglichen, um sicherzustellen, dass keine Fehler bei der Bildanalyse aufgetreten sind. Um
Fehler zu minimieren, wurde das analysierte Bild bei Abweichungen vom Originalbild nochmal
manuell bearbeitet. AnschlieRend wurden die gefarbten Antikorper stichprobenartig manuell
ausgezahlt. Die Ergebnisse der automatisierten Bildanalyse konnten hierdurch bestétigt

werden.
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4.5.2.1 Bildbearbeitung mit dem ImageJ Plugin- IHC Profiler

Als erstes wurden die Bilder mit dem ImageJ Plugin- IHC Profiler bearbeitet. Durch die

Bearbeitung werden die Antikdrper aufgrund der Bearbeitung der Farben besser erkennbar.

Bearbeitungsprotokoll:

1. ImageJ starten
2. Bild in Image J 6ffnen (,File” 1,Open® IDatei vom Speicherort auswahlen !,Open®)

3. Plugins auswahlen ! IHC-Profiler ! Nuclear Stained Image ! Vector ,H DAB*
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Abbildung 11: Beispiel einer Farbenbearbeitung mit ImageJ — IHC-Profiler

4.5.2.2 Analyse mit ImageJ im Detail
Als nachstes erfolgte die Zellanalyse mit Hilfe von ImageJ. Um genauere Ergebnisse bei der

automatisierten Auszahlung zu erzielen, wurden eigene Makrobefehle pro Antikdrper

eingesetzt.
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Abbildung 12: Beispiel einer Bildanalyse mit ImageJ
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5. Ergebnisse

5.1. Ubersicht

Die Analyse mit Hilfe von ImageJ ermdglicht die Auszahlung der Antikorper.

Antikorper:
CD-Antigen Zellulare Expression Molekulares Funktion
Gewicht (kDa)

CD1A Kortikale  Thymozyten, | 43-49 MHC Klasse -
Antigen-préasentierende ahnliches Molekail,
Zellen(Dendritische Prasentation lipider
Zelle, Langerhans) Antigene

CD3 Thymozyten, T-Zellen Drei Peptide: | Assoziiert mit dem T-

20-28 Zellantigen-rezeptor,
Signaltransduktion

CD4 Thymozyten,T- 55 KO-Rezeptor fir MHC-
Zellen,Monozyten,Makro Klasse-lI, Molekdle,
phagen Signaltransduktion

CD8 Thymozyten,Subpopulati | 30-38 CO-Rezeptor fir MHC
on, Regulatorische Klasse | Molekile
T-Zellen

CD14 Myelomonozytische 53-55 Rezeptor fur
Zellen/ Makrophagen Lipopolysaccharid-

Komplex und
Lipopolysaccharid-
Bindungsprotein

CD207 Langerhans Zellen 40 Birbeck Granula
Formation

Zytokine/Inter | Zellen, die das Zytokind | Zielzellen Immunologische

ferone sezernieren Effekte

IL17 T-Zellen Stromazellen | Proinflammatorische

u. Zytokine,
Fibroblasten Chemokineigenschafte
n fur  Neutrophile,
Regulation der
Hamatopoese
IL36G T-Zellen Keratinozyten | T-Zell-Proliferation

Tabelle 1: Analyse der Antikorper
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5.1. Ubersicht

5.1 Histologische Schnitte

5.1.1 Patient1
(660-17, weiblich, 77 Jahre, DD : Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

Antikorperverteilung
Patient 1, Erosive pustulose Dermatose des Kapillitiums

700
600
500
400
300
200

a 0 u B
0 = - —
CD3 CDh4 CD8

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36
Gamma

Antikorper-Anzahl

Antikorper-Name

Abbildung 13: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei Patient 1 mit EPDK,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.2 Patient 2

(3464-17, mannlich, 80 Jahre, Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums):

Antikorperverteilung

Patient 2, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums
200

150
100
50
, I = _ -
CD3 CD4 CD8

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl

Antikérper-Name

Abbildung 14: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Patient 2 mit EPDK; Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.3 Patient 3
(4989-17, weiblich, 66 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums)

Antikorperverteilung
Patient 3, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

400
350
300
250

200
150
100
o p
0 [ ]

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl

o

Antikérper-Name

Abbildung 15: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei Patient 3 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.4 Patient4

(0705-18, weiblich, 83 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums)

Antikorperverteilung
Patient 4, erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

< 250
N
c
< 200
9]
2 150
:0
=X
£ 100
<
0 [ =
CD1A CD3 CDh4 CD8 CDh14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikérper-Name

Abbildung 16: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 4 mit EPD; Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.5 Patient5
(0721-18, weiblich, 54 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

Antikorperverteilung
Patient 5, Erosive pustulose Dermatose des Kapillitiums

< 300
N

£ 250
8 200
S 150
=

c

< 100

0 [ |
CD 1A CD3 CD4 CD8 CD14 CD207 I-17  IL-36 Gamma

Antikérper-Name

Abbildung 17: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Patient 5 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.6 Patient 6
(1379-18, weiblich, 90 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

CD3 CDh4 CD8

CDh14 CD207 IL17 IL36G

CD1A

Antikorperverteilung
Patient 6, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

350
300
250
200

150
100 .
, Wm

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl

Antikérper-Name

Abbildung 18: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Patient 6 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.7 Patient7
(1380-18, weiblich, 90 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

Antikorperverteilung
Patient 7, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

‘S 400

N

o

< 300

(0]

o

5 200

=

£ 100

< -

0 i [ [ i
CD 1A cD3 CD4 D8 CD14 CD207 IL-17  IL-36 Gamma

Antikorper-Name

Abbildung 19: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei Patient 7 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.8 Patient 8
(1450-18, weiblich, 71 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

Antikorperverteilung
Patient 8, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

140

120
100
8
6
4
> B
0
CD3 CDh4 CD8

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl
o O O O

Antikorper-Name

Abbildung 20: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei Patient 8 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.9 Patient9
(1451-18, weiblich, 71 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

IL36G

Antikorperverteilung
Patient 9, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

140

120
100
80

60
M
0 e
CD3 CDh4 CDS8

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl

o

Antikérper-Name

Abbildung 21: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei Patient 9 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.10 Patient 10
(1456-18, mannlich, 76 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

CD1A CD3 CDh4

CDh14 CD207 IL17 IL36G

CD8

Antikorperverteilung
Patient 10, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums

< 350
i
S 300
<
£ 250
o
S 200
~
= 150
< 100
o - ]
0 = —
CD1A cD3 CD4 cD8 cD14 €D207 IL-17  IL-36 Gamma

Antikorper-Name

Abbildung 22: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Patient 10 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.11 Patient 11
(1775-18 11, mannlich, 81 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

CD1A

CDh14 CD207 IL17

Antikorperverteilung
Patient 11, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums
250
200
150

100
* - i
0

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Anzahl

o

Antikérper-Name

Abbildung 23: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 11 mit EPDK, Fehlerindikator:
Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.12 Patient 1
(2548-16, Kontrollgruppe):

Antikorperverteilung
Patient 1 Gesunde Haut

250
200

Antikorper-Anzahl

150
100
"N a W m N
0 [ ]
CD1A CD3 CD4 CD8 CD14 CD207 IL-17 IL-36
Gamma

Antikorper-Name

Abbildung 24: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 1 mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.13 Patient 2
(5811-15, Kontrollgruppe):

CD1A CD3 CDh4 CD8

Antikorperverteilung
Patient 2 Gesunde Haut

500

400 T

300

200 T [

3
0 i i i ——

CD1A CD3 CD4 CD8 CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikdrper-Anzahl

Antikorper-Name

Abbildung 25: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 2 mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.14 Patient 3
(5775-15, Kontrollgruppe) :

CD8
Antikorperverteilung
Patient 3 Gesunde Haut
< 350
<.E 300
5 250
o
’f" 200
S 150
C
< 100
50
0 i
CD1A CcD3 cD4 CD8 CD14 CcD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikorper-Name

Abbildung 26: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 3 mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.15 Patient 4
(5763-15, Kontrollgruppe):

CDh14 CD207 IL17 IL36G

Antikorperverteilung
Patient 4 Gesunde Haut

£ 160
N 140
< 120
8 100
2 8
€ 60
T

: =

0 [

CD1A D3 CD4 D8 CD14 CD207 IL-17  IL-36 Gamma

Antikorper-Name

Abbildung 27: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikdrper bei Patient 4 mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.16 Patient 5
(4510-15, Kontrollgruppe):

CD207 IL17 IL36G

Antikorperverteilung
Patient 5 Gesunde Haut

200
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100
50
) ] H =

CD1A CD3 CD4 CD8 CD14 CD207 IL-17 IL-36 Gamma

Antikdrper-Anzahl

Antikorper-Name

Abbildung 28: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Patient 5 mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.1.17 Patient 6 (Kontrollgruppe)

CD1A CDh4 CD8

IL17 IL36G

Antikorperverteilung
Patient 6 Gesunde Haut

= 200
@
N
C
< 150
(]
2
S 100
+—
c
< 50
0 i = ﬁ mim
CD1A CD3 cDa cD8 cD14 D207 IL-17  IL-36 Gamma

Antikérper-Name

Abbildung 29: Absolute Anzahl der verschiedenen Antikorper bei Kréber mit gesunder Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.2 AntikOperauszéhlung

5.2.1 Absolute Antikdrperauswahl der EPDK
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per-Angzahl
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Antikor
o
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o

Antikorperverteilung

Erosive pustulose Dermatose des Kapillitiums

Antikdrper-Name

Hn=17
A >
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N\ Q,@@
(€]
:,;o
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Abbildung 30: absolute Anzahl der Antikdrperverteilung bei EPDK, Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.2.2 Absolute Antikérperauswahl der Kontrollgruppe mit normaler Haut

Antikorperverteilung
Kontrollgruppe

< B n=6
S
c 200
<
& 150
qé. 100 i
X
‘;:g 0 i i [~
s % ™ » ™ A A >
- Q Q Q Y Q N Q&
C C O Q v
oY S © VoS
:-,)‘o
WV

Antikorper-Name

Abbildung 31: absolute Anzahl der Antikbrperverteilung bei  Patienten mit normaler Haut,
Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.2.3 Absolute Antikérperauswahl der EPDK und Kontrollgruppe

Vergleich Antikorperverteilung
Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums vs.
Kontrollgruppe

CD1A CD14 CD207 IL-17 IL-36Gamma

250

200

-Anzahl
ar
(0]
o

per

Antikor
K
o
o

5

o

o

H Kontrollgruppe M Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums
Antikorper-Name

Abbildung 33: absolute Anzahl der verschiedenen Antikérper bei allen Patienten mit EPDK und der
Kontrollgruppe mit normaler Haut, Fehlerindikator: Standardfehler
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5.1. Ubersicht

5.2.4 T-Test - Unterschiede zwischen EPDK und Kontrollgruppe

p-Value

CD1A 0,093753057
CD3 0,342357903
CD4 0,473527763
CD8 0,038505423
CD14 0,020520504
CD207 0,5821234
IL17 0,964928198
IL36G 0,632109768

Tabelle 2: T-Test fur EPDK und Kontrollgruppe
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5.1. Ubersicht

5.2.5 Heat- Map der Antik6rperauszéhlung
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Tabelle 3: Heat-Map der Antikdrperauszahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen

Antikorper bei allen Patienten mit EPDK, Fehlerindikator: Standardabweichung
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6. Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des digitalen Leica Systems fotografisch ausgewerteten
Hautproben der Patienten entstammen aus der Haut- und Poliklinik der Universitatsmedizin

der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz.

Die Probanden teilten sich in zwei Gruppen. Die eine Gruppe schloss elf Patienten ein, welche
an einer EPDK mit einer erkrankten Haut litten. Die zweite Gruppe beinhaltete sechs Patienten

mit normaler Haut (Kontrollgruppe).

Innerhalb dieser Arbeit wurden Gewebe mit immunhistochemischen Methoden angefarbt.
Durch die immunhistochemische Farbung der Hautproben konnten die Zellen, die an der

Immunreaktion beteiligt waren, dargestellt werden.

Dabei werden Zell- oder Gewebestrukturen, die an Antikorper gekoppelt sind, Gber Farbstoffe

dargestellt.

Es wurden Farbungen mit acht verschiedenen Antikérpern (CD1A, CD3, CD4, CD8, CD14,
CD207, 1L17, IL36G) durchgefuihrt und die Anzahl der an der Immunreaktion beteiligten Zellen
anschliel3end ausgezahilt.

Die selektierten Antikérper wurden nach der Farbung jeweils sechsmal unter dem Mikroskop
fotografiert und danach durch ein selbstandiges Programm ausgewertet. Dadurch wurde die

Haufigkeit der verschiedenen Antikérper in beiden Patientengruppen bestimmt.

Bei den EPDK-Patienten zeigt sich folgende Haufigkeitsverteilung in absteigender

Reihenfolge:

IL-36G, CD14, CD4, CD3, CD§, CD207, CD1a, IL-17.

Die Kontrollgruppe hatte folgende Haufigkeiten in absteigender Form:
IL-36G, CD1a, CD4, CD 14, CD3, CD207, CDS8, IL-17.

Auffallig in beiden Gruppen war CD1A, welcher bei EPDK-Patienten als vorletzter in der

Rangfolge auftritt und bei der Kontrollgruppe als zweithaufigster Wert in der Rangfolge folgt.
CD14 zeigte sich bei den Erkrankten haufiger im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Auch fallt auf, dass IL-36G in beiden Gruppen am haufigsten auftritt und IL-17 in beiden

Gruppen in niedriger Anzahl vorhanden ist.
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Keinen grof3en Unterschied zeigten CD3, CD4 und CD207. Sie sind bei EPDK-Patienten sowie

in der Kontrollgruppe in gleicher Anzahl vorhanden.

Der im Rahmen der statistischen Auswertung angewendete T-Test ermdglicht einen Vergleich

der Mittelwerte an Antikorper zwischen den verschiedenen Gruppen.
Mit Hilfe des T-Test zeigte sich bei beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied.
Das Ergebnis des T-Test konnte mit Hilfe von niedrigen P-werten bestatigt werden:

IL-17 >> 0,965
IL-36G >> 0,632
CD207 >> 0,582
CD 4 >> 0,474
CD3 >> 0,342
CD1A >> 0,094
CDS8 >> 0,039
CD14 >> 0,021

© N o g~ w D PR

Bei dem T-Test haben drei der acht getesteten Antikdrper eine ausgepragte Signifikanz in
aufsteigender Reihenfolge: CD14, CD8 und CD1A.

Jedoch weisen CD14 und CD8 mit dem niedrigstem P-Wert einen auf3erordentlichen

Unterschied auf.
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6.2 Diskussionen von Material/ Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautproben von Patienten mit einer EPD und
mit normaler Haut (Kontrollgruppe) entnommen. Zunéachst erfolgte die
histologische Bearbeitung der Hautproben.

Die anschlieRenden immunhistochemischen Farbungen der Gewebeschnitte wurden unter
vorgegebenen Handlungsablaufen mit verschiedenen Antikdrpern durchgefihrt. Hierbei wurde
mit grofBer Genauigkeit gearbeitet. Mithilfe von Stoppuhren und Zeittafeln wurden die
Herstellerangaben zu den einzelnen Arbeitsablaufen und Einwirkzeiten genau eingehalten.
Allerdings sind trotz Genauigkeit und sorgféaltigem Arbeiten Fehler nicht zu vermeiden.
SchlieRlich sind Fehler durch Umgebungsfaktoren wie Anderung der Luftfeuchtigkeit und
Lufttemperatur oder personenabhéngige Fehler wie Ermidung, Stress und Unaufmerksamkeit
nicht auszuschlieBen. Es wurde aber vor der immunhistochemischen Farbung darauf
geachtet, Fehler durch entsprechende Vorbereitung der benétigten Materialien und
Chemikalien zu minimieren. Bei jedem Farbedurchgang wurde eine Positiv- und

Negativkontrolle mitgefuhrt, um die Spezifitat der Reaktion sicher zu stellen.

Nach der immunhistochemischen Antikorperfarbung erfolgte die mikroskopische
Auswertung der eingedeckten Objekttrager. Hierfiir wurden pro Objekttrager funf
Bildausschnitte, die die grof3te Antikdrpermenge des Gewebeschnittes aufwiesen,
manuell abfotografiert. Bereiche mit der gro3ten Antikdrpermenge waren an der
starken Farbung erkennbar. Diese wurden mit einer Negativfarbung verglichen, um
angefarbte Bereiche in den Negativfarbungen nicht mit in die Auswertung
aufzunehmen. Da unterschiedliche Ansichten Uber die am starksten eingefarbten
Areale bestehen, sind Fehler nicht auszuschlieen. Auch sind Gefalie im
Gewebeschnitt durch eine starkere Farbung gekennzeichnet. Diese sind allerdings fir
die vorliegende Arbeit nicht bedeutsam und mussen somit nicht ausgewertet werden.
Aus diesem Grund wurde beim Abfotografieren der Bildabschnitte darauf geachtet,
Bereiche, die Gefal3e beinhalten, méglichst nicht zu erfassen.

Die anschlieRende automatisierte Analyse und Auswertung der abfotografierten Bilder

erfolgte mit den Programmen ImageJ Plugin IHC- Profiler und ImageJ. Diese
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computergestiitzten Verfahren bieten im Vergleich zur manuellen Auszahlung der
Antikorper einige Vorteile. Da hierbei eine manuelle Auszahlung der Antikérper
vermieden wird, ist bei der automatisierten Analyse mit einem geringeren zeitlichen

Aufwand wie auch einer geringeren Fehlerquote zu rechnen. Es kdnnen durch das schnellere

Auszahlen der Antikorper in derselben Zeit mehrere Gewebeschnitte ausgewertet werden.

Hierdurch kann mithilfe der automatisierten Analyse ein wesentlich grof3eres Patientenkollektiv
hinsichtlich der Antikdrperverteilung untersucht werden. Vorteilhaft ist auf3erdem, dass
menschliche Fehler wie Mudigkeit oder Unachtsamkeit, die eventuell bei einer manuellen
Auszahlung der Antikdrper entstehen kdnnten, bei dieser automatisierten Analyse mdoglichst
minimiert werden kénnen. Dartiber hinaus ermdglicht die automatisierte Analyse eine deutlich

schnellere und vereinfachte Auszahlung vieler Antikorper.

Somit kann dieses Verfahren im Rahmen der Forschung dazu beitragen, dass man
schneller zu Ergebnissen kommt, die wiederum zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese von bestimmten Krankheiten dienen kann. Schliel3lich kann dies dann
dazu fuihren, dass die Forschung schneller neue Therapieansatze fiir bestimmte
Krankheiten entwickelt. Das automatisierte Auszéhlen der Antikérper kann auf3erdem
auch bei vielen anderen Krankheitsbildern angewendet werden. Dadurch ist auch ein
schneller Vergleich der Antikorperverteilung bei unterschiedlichen Krankheitshildern
mdoglich. Ein weiterer Vorteil des automatisierten Auszahlens der Antikorper ist die
genaue sowie schnelle Uberpriifung und Wiederholung der Ergebnisse. Bei dem
manuellen Auszahlen der Antikdrper kdnnen bestimmte Fehler wie das vollstandige
Ubersehen oder doppeltes Auszahlen von Antikdrpern entstehen. Diese Fehler
werden mithilfe der automatisierten Analyse der Antikorper verhindert.

Die Arbeitsweise des Programms ImageJ kann allerdings das automatisierte
Auszéhlen der Antikorper negativ beeinflussen. Nach der manuellen Einstellung
erkennt das Programm ImageJ die angefarbten Antikorper. Allerdings ist hierbei
nachteilig, dass es gelegentlich auch Strukturen mitzahlt, die

denselben Farbton wie die Antikdrper aufweisen. Aufgrund von hierdurch
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entstehenden Ungenauigkeiten beim Auszahlen der Antikorper werden die Ergebnisse
verfalscht. Diese Fehler konnen allerdings minimiert werden, indem eine prazise
Einstellung des Auswertungsbereichs in ImageJ vorgenommen wird. Daflr wird das
Programm auf die genaue Farbe der Antikorper eingestellt. Fir bessere und genauere
Ergebnisse wurde jedes von ImageJ bearbeitete Bild manuell mit dem Originalbild
verglichen. Bei Abweichungen vom Originalbild wurden die Farben angepasst, indem
das automatisch analysierte Bild nochmals manuell bearbeitet wurde. Auf diese Weise
koénnen falsche Auswertungen verhindert werden. Die begrenzte Anzahl der

Bildausschnitte ist ein weiterer Nachteil der angewendeten Methode.

In der vorliegenden Arbeit wurden pro Antikorper funf Bildausschnitte abfotografiert und
ausgewertet, die reprasentativ fir den gesamten Gewebeschnitt sind. Hierdurch ist

ein exaktes Auszahlen der Antikdrper nicht gewéhrleistet. Letztendlich missten mehr
als funf Bildausschnitte in die Auswertung einbezogen werden, um genauere
Ergebnisse zu erzielen.

Bei der statistischen Auswertung handelt es sich um eine explorative Datenanalyse,
d.h. es wird keine Korrektur fir multiples Testen durchgeftihrt. Aus diesem Grund sind
die p-Werte mit besonderer Vorsicht zu interpretieren. Ein p-Wert von unter 0,05 wird
deshalb in einem Test nur als statistisch relevant, jedoch nicht als statistisch signifikant
bezeichnet.

Die Seltenheit dieser Krankheit ist eine Einschrankung und die geringe Anzahl an Patienten

stellt ebenfalls eine Einschrankung dar.
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6.3 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Dissertation wurde die Rolle des Immunsystems im Rahmen der EPDK naher
untersucht. Dabei spielte eine immunhistochemische Analyse der proinflammatorischen Zellen
des Immunsystems eine wesentliche Rolle. Hautproben von elf erkrankten Patienten und
sechs gesunden Patienten wurden histologisch aufgearbeitet und anschlieBend mit acht
verschiedenen Antikérpern eingefarbt. Da in der Literatur keine vergleichbaren Studien
vorliegen, in denen mit bestimmten Antikorpern eine immunhistochemische Analyse beziglich
einer Hauterkrankung durchgefiihrt wurde, ist es interessant zu analysieren, welche
proinflammatorischen Zellen des Immunsystems in welcher Menge bei EPDK-Patienten
vorkommen. Da einige Antikorper im Vergleich zu anderen Antikbrpern mit einer héheren
Haufigkeit vorkommen, lasst sich daraus schlussfolgern, dass die hohere Expression dieser
Antikodrper einen Zusammenhang mit der Pathophysiologie und der nachfolgenden Therapie
haben kann. Niedrig exprimierte Antikorper spielen demzufolge eine nur untergeordnete Rolle
im Rahmen der Pathophysiologie. Im Folgenden werden die immunhistochemischen Marker,

die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, nédher beschrieben.

Der Begriff Cluster of Differentiation (,Unterscheidungsgruppen®), abgekurzt CD, bezeichnet

eine Gruppe von Zellen mit verschiedenen Oberflaichenmerkmalen.

Im Gegensatz zu der normalen Haut sind CD14 und CD8 in der Haut der EPDK-Patienten
hoch exprimiert.

Das CD14-Antigen wurde erstmalig 1982 beschrieben.(14) Einige CDs haben eine Rezeptor-
oder Signalfunktion, wahrend bei anderen enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden
konnte; darlber hinaus wird einigen Clustermolekiilen eine zentrale Rolle bei der

interzellularen Kommunikation zugeschrieben.(24)

Beim CD14-Liganden handelt es sich meistens um ein membrangebundenes Glykoproteine
(Oberflachenprotein),(25) das sowohl Uber einen GPI-Anker gebunden an der Zellmembran
als auch in l6slicher Form vorliegen kann, und hauptsachlich auf Monozyten, Makrophagen
oder neutrophilen Granulozyten exprimiert wird.(26) CD14 selbst kann Signale nicht nach
intrazellular leiten, weshalb der Toll-like Rezeptor-4 (TLR) als transmembraner Ko-Rezeptor

in Verbindung mit MD2 das Immunsystem aktiviert.(27)

Als CD8-Rezeptor oder einfach CD8 bezeichnet man Erkennungsmolekule, die an den MHC-
I-Komplex (Major Histocompatibility Complex) binden. Sie spielen im Immunsystem eine
wichtige Rolle, da Abwehrzellen mit ihrer Hilfe kérpereigene von korperfremden Peptiden

unterscheiden kdnnen.
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T-Zellen erkennen Antigene Uber einen spezifischen Rezeptor, den sogenannten T-Zell-
Rezeptor (TCR). Dafur muss das Antigen allerdings von einer antigenprasentierenden Zelle
(APC) angeboten werden. Die stabile Bindung der T-Zelle an die antigenprasentierende Zelle

erfordert die Beteiligung sog. Auxillidrproteine. Zu diesen gehdéren CD4 und CDS8.

CD8 ist in die Zellmembran von zytotoxischen T-Zellen eingelagert und fir diesen Zelltyp und
seine direkten Vorlaufer charakteristisch. Daneben kommt CD8 auch auf regulatorischen T-
Zellen, NK-Zellen, Thymozyten und dendritischen Zellen vor.(28-30)

CD8-Lymphozyten zéhlen zu den zytotoxischen Zellen. (31) Die Expression von CD8 erfolgt
auf den zytotoxischen T-Zellen.(32) CD8 kommt in der Dermis und Epidermis vor. Die
Eliminierung von infizierten Zellen und intrazellularen Mikroorganismen gehéren zu ihren
Aufgaben. Sie produzieren das Zytokin INF-y.(33) Bei einer Reinfektion intrazellularer
Krankheitserreger wie Viren und beim Schutz vor Infektionen spielen CD8+-T-Zellen eine
zentrale Rolle.(34) AuBBerdem binden sie an MHC-I.(32) Diese aktivieren wiederum CD8-
Lymphozyten.(31) MHC-I prasentieren Antigene, die von CD8+-T-Zellen erkannt werden. Sie
koénnen die Zellen entweder durch Sekretion von zytolytischen Molekilen wie Granzymen und
Perforin eliminieren oder eine Apoptose induzieren.(35) In der vorliegenden Arbeit fihrte die
Antikoérperfarbung mit CD8 bei den EPDK-Patienten zu einer haufigen Antigen-Antikérper-

Reaktion.

Der ausschlaggebende Pathomechanismus der EDKP ist zwar unklar, aber es zeigt sich eine
Entzindungsreaktion, welche teils auf einer autoimmunen Komponente, teils auf einer
genetischen Pradisposition beruht und sowohl durch unspezifische als auch durch adaptive
Immunantworten veranlasst wird. Die primare T-Zell-Aktivierung ist jedoch noch nicht
vollstandig erlautert. Bereits erwahnte Traumata oder Medikamentreaktionen kénnten die
Aktivierung der Zellen veranlassen, welche in weiterer Folge vor allem durch
Interferonexpression-Freisetzung reagieren und die Rekrutierung von Thl- und Thl7-
Lymphozyten induzieren. Forschungen lassen im Rahmen anderer Erkrankungen wie die
Psoriasis darauf schlieRen, dass sowohl CD4+, als auch CD8+ T-Zellen, wesentlich an der
Immunreaktion beteiligt sind.(36, 37) Jedoch erweist sich der auslésende Mechanismus als

Inhalt noch offener Forschungsfragen.
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Patienten mit akuten oder chronisch inflammatorischen Erkrankungen zeigten eine erhohte
Expression von CD14 auf phagozytotischen Zellen. (38) In keinen Studien wurde gezeigt, dass
CD-14 eine bedeutsame Schlisselrolle fir EPDK spielt; jedoch zeigten verschiedene Studien,
dass CD-14 vor allem in Zusammenspiel mit dem humanen Toll-like-Rezeptor als Zielmolekdl
fur das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) von gram-negativen Bakterien dient. Wenn der
CD14-Rezeptor mit Lipopolysacchariden in Berihrung kommt, aktiviert er seine Zelle zur
Ausschittung von TNF-a und IL-1B und vermittelt so eine entsprechende
Entzindungsreaktion. Die CD14-Expression selber wird durch TNF-a und IL-1B verstarkt,
solange Lipopolysaccharide anwesend sind.(25) Die LPS-induzierte TLR-Aktivierung l6st eine
Entzindung des Wirts aus, indem sie die zellulare Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und Zelladhasionsmolekilen antreibt. An der lokalen Infektionsstelle
ist die entziindungsférdernde Signalgebung, die sich aus dem CD14-Shuttle ergibt, schiitzend
und fihrt zu einer lokalen Beseitigung eindringender Bakterien. Eine weit verbreitete Infektion
und Aktivierung dieses entziindungsfordernden Signalsystems kann jedoch zum Tod durch
Sepsis fihren.(39) Dies weist darauf hin, dass diese Entziindungsachse ein potenter Treiber
der Krankheitspathologie der EPDK sein kénnte.

Es stellt sich die Hypothese, dass das Immunsystem mit zunehmendem Alter an Treue und
Effizienz abnimmt, was zu einer erhéhten Anfalligkeit fir Immun- und Barrieredysfunktionen
und pathologischen Zustanden im Zusammenhang mit Entziindungen oder Autoreaktivitat
fuhrt. Diese allgemeine Veranderung der Immunitat wird als ,Immunoseneszenz® bezeichnet.
Mit der Immunoseneszenz ist das Immunsystem weniger in der Lage, auf fremde Antigene zu

reagieren und die Toleranz gegeniber sich selbst aufrechtzuerhalten.(40)

Der Begriff ,, Inflamm-Aging“ wurde gepragt, um das Phanomen einer chronischen Aktivierung
des angeborenen Immunsystems auf niedrigem Niveau zu beschreiben, was zu erhéhtem
oxidativem Stress fiihrt.(40) Es ist bekannt, dass das alternde Immunsystem eine geringere
Toleranz gegeniber sich selbst und eine erhthte Autoreaktivitatsrate aufweist.(40)

Eine EPDK kann mit anderen Autoimmunerkrankungen assoziiert sein.(40)

Die bereits in der Literatur beschriebenen Behandlungen befassen sich mit der zugrunde
liegenden Pathophysiologie der Immundysregulation, die mit einer schlechten Wundheilung
bei einer EPDK einhergeht. Die Hauptstiitze der Behandlung ist die Immunsuppression mit
topischen superpotenten Kortikosteroiden oder systemischem Prednison oder anderen
topische Therapien wie Calcineurin-Inhibitoren. Als weitere Therapie wurde Dapson
eingesetzt, um die abnorm Ubertriebene Immunreaktion bei diesen Patienten zu bekampfen.
Auch Retinoide, die das Immunsystem unterdriicken, indem sie die Toll-like-Rezeptor-2-
vermittelte Immunantwort normalisieren, haben sich in einigen Fallen als wirksam

erwiesen.(40)
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Einige sehr aktuelle Studien zeigten aul3ergewdhnliche Ergebnisse in der Therapie von
dermatologischen Erkrankungen mit monoklonalen Antikdrpern, welche die Wirkung des
Interleukins blockieren. Die in dieser Arbeit nachgewiesene, sehr starke und signifikante
Exprimierung von CD-14 bei EPDK-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe deutet darauf
hin, dass CD-14 eine auBRerordentlich wichtige und bedeutsame Rolle in der Pathogenese der
EPDK spielt.

Die therapeutische Reaktion auf Biologicals unterstutzt die zentrale Rolle der Tumor-Nekrose-
Alpha / Interleukin (IL)-Achse bei der Pathogenese der EPDK. In Studien wurde beobachtet,
dass Biologicals wie Anti-Interleukin-17-Agents, Ustekinumab (IL12/23-Antibody) und
Phosphodiesterase Typ-4 Inhibitoren, bei der langfristigen Bekampfung von refraktéren Féllen,
vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von Psoriasis gezeigt haben, so kann

angeregt werden, diese Methode ebenfalls bei EPDK-Patienten anzuwenden.

Besetzt man die CD14-Molekile mit blockierenden anti-CD14 monoklonalen Antikérpern (also
Antikérpern, die die Ligandenbindungsstelle des Rezeptors verdecken), so kann man die

Infektionskaskade blockieren oder mit einem TNF-alpha-Hemmer therapieren.
Aktuell gibt es auf dem Markt TNF-alpha-Antikorper/Biologicals wie z.B.
Infliximab (Remicade®)

Adalimumab (Humira®)

Certolizumab (Cimzia®).

Es handelt sich hierbei um pharmazeutisch hergestellte Antikdrper, d.h. Eiweile, die sich an
Botenstoffe der Entztindung im Kdrper (d.h. TNF-alpha) heften und so Entziindungsreaktionen
bremsen konnen. Diese Medikamente kommen bei verschiedenen menschlichen
Entziindungskrankheiten zum Einsatz: v.a. bei rheumatischen Erkrankungen des
Skelettsystems und bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen sowie bei der

Psoriasis.(41)
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Der ausschlaggebende Pathomechanismus der EDKP ist zwar unklar, aber im Rahmen dieser
Arbeit basiert der gemeinsame Hauptaspekt auf einer fehlregulierten Immunantwort, welche
durch teils nachgewiesene, teils noch unbekannte Ursachen zu Stande kommt und auf einem
Zusammenspiel von vielen verschiedenen &tiologischen Faktoren beruht. Es zeigen sich

gehauft Triggermechanismen, welche die Immunreaktion beeinflussen.

Hauptaugenmerk der Forschung bei der Therapie von Dermatosen sollten pathogenetisch

relevante Mechanismen als Angriffspunkt fir pharmakotherapeutische Interventionen sein.

Sowohl Lokaltherapien mit Calcineurininhibitoren als auch topische Kortikosteroide weisen
wesentliche dermatologische Nebenwirkungen auf. Calcineurininhibitoren gehen mit einem
erhdhten Malignomrisiko einher und sollten mit besonderer Vorsicht gehandhabt werden. Ziel
der Systemtherapie ist eine Immunmodulation durch Immunsuppression, wodurch es zu einem
erhdhten Risiko fir gravierende Infekte und maligne Entartungen kommen kann. Im Rahmen
einer Kortikosteroid Therapie kann es als Nebenwirkung zum Cushing-Syndrom sowie zu
einer opportunistischen Infektion kommen. Der therapeutische Nutzen der anti-
hyperkeratotischen Retinoidwirkung Uberwiegt im Vergleich zu dessen mdoglichen
Problematiken, wodurch mit regelmafligen Kontrolluntersuchungen Retinoide als eine

Therapieoption der ersten Wahl fir solche Prozesse Anwendung finden kdénnten.(42-46)

Die vorliegende Auswertung verdeutlicht durch die sehr hohe Signifikanz die bedeutende Rolle
dieser regulatorischen Proteine CD8/14 in der Pathogenese der EPDK. Demzufolge kdnnen
die wesentlichen immunologischen Einflussfaktoren als neue Wirkungsorte flr
pharmakologische Interventionen erforscht werden, um in weiteren Schritten die Entwicklung
neuartiger pharmakologischer Wirkstoffe zu erméglichen oder auch bereits entwickelte
Medikationen gezielter einsetzen zu koénnen. Somit liegt das Hauptaugenmerk auf der
Erweiterung des pathogenetischen Verstandnisses, um folglich Medikationen unter

bestmdéglichem Nutzen-Risikoverhaltnis fur EPDK-Patienten anzuwenden.
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7. Zusammenfassung

Die EPDK ist eine selten chronische entziindliche Erkrankung. Sie kommt h&ufig in hdherem
Lebensalter und o6fter bei Frauen vor. Die Hautveranderungen der EPDK sind erosive,
krustige, konturlose pustulose Veranderungen an der kahlen Kopfhaut. Die Patienten klangen
nicht tber Schmerzen, sondern lediglich tGber einen anhaltenden Juckreiz.

Die EPDK tritt hdufig bei Menschen mit lichtgeschadigter Kopfhaut spontan oder nach
Infektionen bzw. Wundheilungsstérungen auf.

Das Wissen uber die Existenz dieser Erkrankung ist sehr begrenzt und wird selten als
Differenzialdiagnose in Betracht gezogen.

Die Erkrankung zeigt eine verzogerte Heilungstendenz bis hin zu einem therapierefraktaren
Verlauf.

Fur EPDK-Patienten gibt es derzeit keine allgemeinen Therapieempfehlungen. Als mégliche
Therapieoptionen werden orale und topische Steroide, Tacrolimus, eine photodynamische
Therapie (PDT) und einfache Wundverbande mit antiseptischen MafRhahmen aufgefihrt.

Der genaue Pathomechanismus wie auch die genaue Atiologie dieser Erkrankung sind noch

ziemlich unklar und in der Literatur sind kaum genaue Daten vorhanden.

Die erosive pustulése Dermatose der Kopfhaut wird oft falsch diagnostiziert, jedoch zeigt die
EPDK charakteristische trichoskopische Merkmale, namlich eine schwere Hautatrophie mit
Erosionen, Krusten und Haarzwiebeln, die durch die Epidermis sichtbar sind, was eine

Diagnose ermdglichen kann.

Die EPDK spricht sehr gut auf eine topische Therapie mit hochwirksamen Steroiden oder
Tacrolimus an, die in diesem Zustand als Erstlinienbehandlung in Betracht gezogen werden

sollten. Laborchemisch zeigen sich keine Auffalligkeiten.

Diese Arbeit befasst sich jedoch mit den Immun-Zellen, die h&aufig in den infizierten Arealen
gegenuber der normalen Haut vorkommen und bei der Krankheitsentstehung, Diagnostik und

Therapie in Zukunft eine wichtige Rolle spielen werden.

Hierflr wurden Biopsien der normalen Haut von sechs Patienten gegenlber elf Biopsien der

infizierten Haut untersucht.

Die Biopsien wurden durch Verfahren der Gewebeaufbereitung fir die mikroskopische
Untersuchungen als Gewebeschnitte hergestellt. Diese Schnitte wurden danach
immunhistochemisch angefarbt und im Anschluss flinf bis sechs Bildzonen mit der maximalen
Anzahl von Antigenprasentierten Arealen abfotografiert und durch ein computergesteuertes
Aufzahlungssystem erfasst und in Excel-tabellen Ubertragen. Die Haufigkeiten wurden

anschliel3end in Form von Diagrammen dargestellt.
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Zum Schluss ergibt sich ein Vergleich aus diesen beiden Gruppen.
Die Untersuchung basierte auf der Anzahl der haufigen Antikoper in den jeweiligen Gruppen.
Bei der EPDK zeigte sich eine hohe Anzahl an CD-14 und CD8.

Zukunftsorientiert ermdglicht der Zugewinn dieser Neuerkenntnisse sowie der Ansatz eines
tieferen Einblicks in die Pathogenese der Dermatosen, einen erweiterten Ansatz in Bezug auf
eine Therapieoption, da diese Erkrankung und vor allem deren Therapie eine groRRe

Herausforderung darstellt.

Demzufolge konnen die wesentlichen immunologischen Einflussfaktoren als neue
Wirkungsorte fur pharmakologische Interventionen erforscht werden, um in weiteren Schritten
die Entwicklung neuartiger pharmakologischer Wirkstoffe zu ermdglichen oder bereits
entwickelte Medikationen gezielt einsetzen zu kdnnen. Somit liegt ein Hauptaugenmerk auf
der Erweiterung des pathogenetischen Verstandnisses, um folglich Medikationen unter

bestmdéglichem Nutzen-Risikoverhaltnis fir EPDK-Patienten anzuwenden.

Die Grundlage der beschriebenen Pathomechanismen basiert vor allem auf einer

Dysregulation der Immunreaktion.

Fur die Unterbindung einer fehlgesteuerten Immunantwort erweist sich im Rahmen eines
zukunftsorientierten ~ Behandlungsschemas  insbesondere  die  Anwendung  von
Biologikapraparaten als erfolgsversprechend, da diese gezielt wesentliche Komponenten der

Entziindungskaskade inhibieren.

Vor allem werden die Medikamente noch im Off-label-use, wie anfangs Omalizumab bei
Urtikaria, meist flr die Behandlung schwerwiegender dermatologischer Krankheitsbilder
angewendet, konnten diese Wirkstoffe zukiinftig einen wertvollen Bestandteil der etablierten
Standardtherapierichtlinien bilden. Daraus wirde in weiterer Folge eine winschenswerte

Erweiterung des Spektrums an verfligharen Therapieoptionen resultieren.

Im Zuge geringer Inzidenzzahlen und der einhergehenden geringen Studienlage liegen oftmals
keine definierten Behandlungswege als Standardtherapieschema vor, wodurch die Wahl eines
Standardtherapeutikums bereits Hirden mit sich bringt. Auf Grund dieser geringen Datenlage
finden neue Praparate, hierbei vor allem biologische Wirkstoffe, trotz des hohen
Erfolgspotentials vor allem im Off-label-use oder als Alternativoptionen nur aktuell eine
Anwendung. Um die Zulassung fur neue Pharmakotherapeutika zu ermdglichen und einen
standardisierten Therapieweg zu entwickeln, bedarf es an umfassenderen Fallstudien mit

Einbeziehung eines gréReren Patientenkollektives.
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Bei der langfristigen Bekampfung von refraktdren Féllen sollte ein Therapieansatz die
Verwendung von blockierenden anti-CD14 Antikérpern sein (also Antikdrpern, die die
Ligandenbindungsstelle des Rezeptors verdecken), so kann eine Blockade der

Infektionskaskade bewirkt werden.

Die vorliegende Auswertung verdeutlicht durch die sehr hohe Signifikanz die bedeutende Rolle

dieser regulatorischen Proteine in der Pathogenese von EPDK.

Es sollten gemeinsame Standpunkte betreffend &tiologischer, pathogenetischer und
therapeutischer Ansichtsweisen erhoben werden, da eine Uberregulierte Fehlreaktion der
Immunantwort die Basis entzundlicher, nicht-infektibser Hautkrankheiten bildet. Es zeigen sich
wesentliche Gemeinsamkeiten wie eine immunologische Triggerung, Antigenreaktionen,
sowie eine UberschieRende Reaktion des umliegenden Gewebes, welche die fehlregulierten
Immunantworten darstellen, deren Atiologie und Pathomechanismen jedoch noch unklar sind.
Dementsprechend sollten pharmakologische Immunmodulatoren als gemeinsame
Therapieoption in Betracht gezogen werden, deren Ziel eine Reduktion wie auch Unterbindung

der immunologischen Fehlreaktionen sein sollte.

Aufgrund eines geringen Patientenkollektivs, das von Dermatosen betroffen ist, existieren
keine einheitlichen therapeutischen Richtlinien. Dartber hinaus kommen insbesondere
Therapeutika wie Biologicals im Off-label-use zu vermehrtem Einsatz und die Etablierung und
Zulassung neuartiger Medikation stellt aufgrund der geringen Studienlage eine
Herausforderung dar. Schlussendlich zeigen biologische und nicht-biologika-basierende
Therapieoptionen Potential fur die zukinftige Anwendung im klinischen Alltag, sobald eine
ausreichende Datenlage vorgelegt werden kann. Ebenso kdnnten experimentelle Ansatze
sowie ein erweitertes Verstandnis Uber immunologische Hintergriinde zukinftig zu einer
Neuorientierung in der dermatologischen Pharmakotherapie beitragen und die Etablierung von

Therapierichtlinien begunstigen.
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8. Anhang histologische Ubersichtsbilder; HE-Farbung

8.1 Patienten mit erosiver pustuloser Dermatitis

8.1.1 Patientl

(660-17, weiblich,77Jahre, DD: Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums):

8.1.2 Patient2

(3464-17, mannlich, 80 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):
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8.1.3 Patient 3
(4989-17, weiblich, 66 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums)

8.1.4 Patient4

(0705-18, weiblich, 83 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums)

2 R b

8.1.5 Patient5
(0721-18, weiblich, 54 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums)
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8.1.6 Patient 6
(1379-18, weiblich, 90 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

B

8.1.7 Patient?7

(1380-18, weiblich, 90 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

FR
i

8.1.8 Patient8

1450-18, weiblich, 71 Jahre, Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums):
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8.1.9 Patient9
(1451-18, weiblich, 71 Jahre, Erosive pustuldse Dermatose des Kapillitiums):

8.1.10 Patient 10

(1456-18, mannlich, 76 Jahre, Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums):

8.1.11 Patient 11
(1775-18 1l, méannlich, 81 Jahre, Erosive pustulése Dermatose des Kapillitiums):
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8.2 Patienten mit normaler Haut

8.2.1 Patientl
2548-16,Kontrollgruppe):

8.2.2 Patient 2
(5811-15, _Kont[oll-grL‘Jppe):

— 3 \ Y

SN

8.2.3 Patient 3
(5775-15, Kontrollgruppe):




Anhang histologische Ubersichtsbilder; HE-Farbung

8.2.4 Patient4
(5763-15, Kontrollgruppe):

, TVl

8.2.5 Patient5
(4510-15, Kontrollgruppe):
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