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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Porokeratosis ist eine Verhornungsstorung der Epidermis mit unterschiedlichen
klinischen Formen (1). Das klinische Bild der Porokeratosis ist gekennzeichnet durch
rundliche, linsengro’e, leicht atrophe Erytheme mit einem peripheren
hyperkeratotisch-schuppigen Randwall. Eine langsame periphere Ausbreitung der
Herde ist typisch (2). Die kornoide Lamelle, eine schlotférmige Parakeratose, ist ein

charakteristisches histologisches Merkmal (3, 4).

Die Atiologie der Porokeratosis ist noch unklar. Auch Behandlungsrichtlinien der

Porokeratosis sind immer noch unzureichend (5).

Im Rahmen dieser Arbeit werden Hautproben von zwolf Patienten, die unter einer
Porokeratosis leiden, entnommen und mittels histochemischer Methoden angefarbt.
Die histochemische Analyse der Porokeratosis erfolgt hierbei mit verschiedenen
Antikorpern. Als Vergleich hierzu dienen Hautproben von sechs Individuen, die nicht
an Porokeratosis erkrankt sind und somit eine gesunde Haut aufweisen. Auch diese
Hautproben wurden mittels histochemischer Methoden angefarbt.

In dieser Arbeit soll die Haufigkeit der Antikorper bei Porokeratosis Patienten und bei
Individuen mit gesunder Haut dargestellt und untereinander in Bezug auf die
Expression der verschiedenen Antikorper verglichen werden.

Aus dieser Arbeit konnen Ruckschlisse Uber die Rolle verschiedener Antikorper am
Pathomechanimus der Porokeratosis gezogen werden. Dies soll zum besseren
Verstandnis des Krankheitsprozesses dienen, um der erfolgreichen Entwicklung eines
Pharmakas beizutragen. Aulerdem liefert diese Arbeit Erkenntnisse daruber, welche
Zellen des Immunsystems an der Entstehung der Porokeratosis beteiligt sind. Durch
diese neu gewonnenen Erkenntnisse kann das Immunsystem langfristig gezielter und
genauer angegriffen werden. Daraus konnte man bessere Ergebnisse bei der Therapie
der Porokeratosis erreichen und die Nebenwirkungen der Patienten lindern.
SchlieBlich ist ein erfolgreicher Therapiekonzept erstrebenswert, um im schlimmsten
Fall einer malignen Entartung entgegen zu wirken, da die Entstehung von
Basalzellkarzinomen/Basaliomen und Plattenepithelkarzinomen bei Porokeratosis
Patienten bereits beschrieben wurde (2). Eine effektive Therapie der Porokeratosis
wird die Hautsymptome der Patienten lindern und so zu einer besseren Lebensqualitat
beitragen.
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1.1 Fragestellungen dieser Arbeit
1. Welche Entzindungszellen kommen in den Hautproben von Patienten mit

Porokeratosis vor?
2. Wie haufig kommen diese Entzundungszellen vor?
3. In welchem Verhaltnis stehen die Entzindungszellen zueinander?

4. Wie haufig sind diese Entzindungszellen im Vergleich zur erkrankten Haut in der

normalen Haut exprimiert?

5. Welche Ruckschlisse kann man aus dem Vergleich der Hautproben der Patienten

mit Porokeratosis und den Hautproben der gesunden Individuen ziehen?
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2 Literaturdiskussion
2.1 Porokeratosis

2.1.1 Alilgemeine Informationen
Definition

Porokeratosis, auch Porokeratose genannt, ist eine seltene, erworbene oder erbliche
Dermatose. Diese Hauterkrankung ist auf eine Verhornungsstorung zurtckzufihren
(6-8).

Es handelt sich hierbei um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung (4, 9-11).
Erstmals wurde die Porokeratosis 1893 von Vittorio Mibelli beschrieben (4, 12, 13).

Charakteristisch sind ringformige, linsengrof3e oder lineare, gut umschriebene
keratotische Plaques. Zudem ist die kornoide Lamelle ein typisches histologisches
Merkmal (4, 6, 14).

Epidemiologie

Da die Porokeratosis nur selten vorkommt, konnen keine genauen Angaben zur

Epidemiologie gemacht werden (2).

Eine Studie aus dem Jahre 2005 geht davon aus, dass bevorzugt Manner an einer
Porokeratosis erkranken (4). Selten kann das Auftreten der Porkeratosis bei
dunkelhautigen Menschen beobachtet werden. Insbesondere Italiener und Kaukasier
scheinen zu den ethnischen Gruppen zu gehdren, die einem hoheren Risiko
ausgesetzt sind, an einer Porokeratosis zu erkranken (15).

Bei Porokeratosis Patienten besteht eine maligne Degeneration. Dabei fuhrt in 6,9%
bis 30% der Falle die Porokeratosis zu einem Hautkrebs. Meistens werden

Plattenepithelkarzinome und seltener Basalzellkarzinome beobachtet (16).

Nach einer Nierentransplantation variiert die Inzidenz an einer Porokeratosis zu
erkranken zwischen 0,34 und 10,68% (17). Unter den Organtransplantat Empfangern
ist die Porokeratosis superficialis disseminata actinica weit verbreitet (18). Die
Inzidenz, dass immunkompetente Porokeratosis Patienten Basalzellkarzinome,
Morbus Bowen oder Plattenepithelkarzinome entwickeln, liegt bei etwa 7% (17).
Normalerweise tritt die Porokeratosis auf der sonnenexponierten Haut auf. Am
haufigsten kann diese seltene Hauterkrankung im funften Lebensjahrzehnt auftreten.
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Jedoch ist auch ein Auftreten in jedem Alter moglich. Hierbei spielt das Geschlecht
keine Rolle, da ahnliche Haufigkeiten bei Frauen und Mannern beobachtet werden.

In der Regel geht man bei der Porokeratosis von einer erworbenen Erkrankung aus.
Allerdings liegt haufig auch eine familiare Veranlagung vor. Aus diesem Grund konnte
auch eine erbliche Komponente eine Rolle spielen (16).

2.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiopathogenese der Porokeratosis ist noch ungeklart (10, 11, 13, 15, 17, 19).
Allerdings geht man von Mutationen in Genen des Mevalonat-Stoffwechels aus (3).
Bei Patienten, die an einer Porokeratosis superficialis disseminata actinica leiden,
wurden Mutationen im Mevalonatkinase-Gen auf Chromosom 12924 beobachtet. Das
Mevalonatkinase-Gen kodiert fur das Enzym Mevalonatkinase. Dieses Enzym ist Teil
des Cholesterinsyntheseweges und schatzt vor durch ultraviolettes Licht induzierten
Zelltod (20).

Auch spielt die Immunsuppression bei der Pathogenese der Porokeratosis eine
wichtige Rolle. Sie kann den Krankheitsverlauf verschlimmern (12, 17).

Da bereits Langerhans-Zellen und T-Helfer-Zellen in Porokeratosis Mibelli Lasionen
nachgewiesen wurden, geht man davon aus, dass immunologische Mechanismen an

der Pathogenese beteiligt sein kdnnten (15).

Die Uberexpression des p53-Tumorsuppressorproteins und der unkontrollierte
Zellzyklus konnten auch eine wichtige Rolle an der Pathogenese der Porokeratosis
spielen. Reguliert wird das p53-Tumorsuppressor-Genprodukt durch mdmz2. Durch
den zyklinabhangigen Kinase-Inhibitor p21 haben beide einen Einfluss auf den
Zellzyklus. In einer Studie von Nelson et al. wurden verschiedene Formen der
Porokeratosis immunhistochemisch auf p53-, mdm2- und p21- Proteine getestet.
Hierbei war bei allen Fallen die Expression von mdm2 und p21 in den Keratinozyten
unter der kornoiden Lamelle vermindert und der p53-Wert, welches anhand der
verstarkten p53-Farbung erkennbar war, erhoht. Man vermutet, dass die Ursache fur
die erhohte immunhistochemische Farbung des p53 eine Mutation sein konnte,
weshalb sich die mutierte Form von p53 ansammelt und somit nachweisbar ist (11).

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein wichtiger Effektor des Zellzyklus.
Hauptfunktionen dieses Proteins sind die Aktivierung des apoptotischen Zelltods als
Reaktion auf Signale wie Hypoxie oder DNA-Schaden und die Induktion eines
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Zellzyklusstillstands. P53 agiert als Inhibitor der Zellproliferation. Die Schlusselproteine
mdm2 und p21 aktivieren und regulieren das Tumorsuppressorprotein p53. Mdm2
Protein hemmt p53, indem es ihren Abbau potenziert und ihre Transkription verhindert.
Auch das Protein p21 induziert durch eine Inaktivierung von cyclin-abhangigen
Kinasekomplexen eine Zellblockade. Bei malignen Erkrankungen kénnen Mutationen
der Gene p21 und mdm-2 nachgewiesen werden. Diese Mutationen und
Veranderungen des p53-Tumorsuppressor-Gens fuhren zu einem unkoordiniertem

Zellzyklus.

Zudem geht man davon aus, dass es bei Porokeratosis Patienten zu einer klonalen
Mutation mit Beteiligung von Chromosom 3 bei Fibroblasten und Keratinozyten kommt

(11).

In einer Studie von Shen et al. wird unter Verwendung der TUNEL-Methode die frihe
Apoptose von Keratinozyten in der Epidermis der Porokeratosis Lasionen dargestellt.
Diese Studie geht davon aus, dass eine abnormale frihe Apoptose der Keratinozyten
eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese der Porokeratosis spielen konnte. Die
frihe Apoptose epidermaler Keratinozyten fuhre zu einer fehlerhaften Differenzierung
dieser Zellen und somit zu einer Dysregulation des Keratinisierungsprozesses (21).

Bei der Porokeratosis handelt es sich um eine klonale Expansion von reifungsgestorter
Keratinozyten, wahrscheinlich aus Endstucken von ekkrinen Schweil3drisen. In
diesen Endstucken entsteht die kornoide Lamelle. Man geht von einem Keratinozyten-
Klon aus, der die Porokeratosis Anomalie tragt und sich durch Infektionskrankheiten,

Immunsuppression und Trauma vermehren kann (22).

Dabei gehoren Genetik, ultraviolettes Licht, Trauma, Infektion, Rontgenstrahlung und
Immunsuppression zu den Risikofaktoren bei der Entstehung der Porokeratosis (2, 17,
20). In diesem Zusammenhang wird vermutet, dass dies auf die Beeintrachtigung der
Immuniberwachungsfunktion von Langerhans-Zellen zurlckzufuhren ist. Dies fuhrt
wiederum zu einer Proliferation von abnormalen Keratinozyten Klonen in
Porokeratosis Lasionen, welches durch immunhistologische Studien bestatigt wird.
Hierbei konnte bereits in Porokeratosis Lasionen eine fehlerhafte Expression von HLA-
DR-Antigenen durch epidermale Langerhans-Zellen nachgewiesen werden (17).

Die Entwicklung einer Porokeratosis nach einer Organtransplantation gehért zu der
haufigsten Art einer Immunsuppression assoziierten Porokeratosis. Am haufigsten ist
dies nach einer Nierentransplantation der Fall. Laut Studien betragt die Zeit zwischen
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Organtransplantation und dem Auftreten der Porokeratosis 4 Monate bis 14 Jahre,
durchschnittlich 4- 5 Jahre (17). Schliellich erkranken Nierentransplantierte haufiger

an der Porokeratosis (3).

Die Studie von Raychaudhuri et al. zeigt, dass die Immunmodulation eine Rolle bei der
Entstehung der Porokeratosis spielen konnte (9). Auch besteht ein Zusammenhang
zwischen einer chronischen HCV-Infektion und einer Porokeratosis. Eine Studie aus
dem Jahre 2008 belegt, dass Patienten, die unter einer chronischen HCV-Infektion

leiden, eine Porokeratosis entwickeln kdnnen (18).

Zudem besteht ein Zusammenhang mit systemischen Erkrankungen wie Morbus
Crohn, Colitis ulcerosa, Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus, Lupus
erythematodes, Dermatomyositis, rheumatische Arthritis, Leukamie, Infektion mit dem

humanen Immundefizienz-Virus und Diabetes mellitus (23).

Aulerdem besteht bei vielen Porokeratosis Fallen eine Assoziation mit
Chemotherapien (17, 24). Die Entwicklung einer Porokeratosis kann durch
Immunsuppression im Zusammenhang mit Malignitat und Chemotherapie

verschlimmert oder ausgeldst werden (24).

Zusammenfassend zahlen die Immunsuppression, UV-Strahlung, genetische
Veranlagung, Hautkrankheiten, Systemerkrankungen, Transplantation, mechanisches
Trauma, Drogen und ethnische Gruppen zu den Triggerfaktoren der Porokeratosis
(15).

2.1.3 Klinische Erscheinungsformen

Bei der Porokeratosis unterscheidet man verschiedene klinische Formen:

* Porokeratosis Mibelli

» Porokeratosis superficialis disseminata actinica

+ Porokeratosis linearis unilaterlalis

» Porokeratosis palmoplantaris et disseminata (4, 10, 23, 25)
« Porokeratosis punctata (10, 17).

Definiert werden die verschiedenen Formen der Porokeratosis durch die Verteilung
und Anzahl der Lasionen (26). Unterschieden werden diese durch klinische Kriterien
(27). Jede einzelne Form der Porokeratosis weist ihre eigenen spezifischen
Eigenschaften bezlglich Verteilung, Morphologie und klinischem Verlauf auf (15).
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Die am haufigsten vorkommenden Formen der Porokeratosis sind die Porokeratosis
Mibelli und die Porokeratosis superficialis disseminata actinica (8).

Porokeratosis palmoplantaris et disseminata und Porokeratosis punctata kommen nur
selten vor (27).

Weitere seltene Formen der Porokeratosis sind die Porokeratosis ptychotropica,
Riesenporokeratosis, Gesichtsporokeratosis, retikulare Porokeratosis,
hypertrophische verrukése Porokeratosis und die eruptive pruritische (juckende)
papultse Porokeratosis (20).

Es besteht eine Koexistenz verschiedener Formen der Porokeratosis (4). Allerdings
kommt die Koexistenz bei einem einzelnen Patienten nur selten vor (13, 28). Die
Pathogenese dieser Koexistenz ist noch unbekannt. Die Ahnlichkeiten der
histologischen Befunde und des klinischen Erscheinungsbildes zwischen den
verschiedenen Formen der Porokeratosis konnten auf unterschiedliche phanotypische
Auspragungen einer gemeinsamen genetischen Anomalie hinweisen (7). Die Literatur
deutet auf einen wichtigen Zusammenhang zwischen der linearen Form der
Porokeratosis und der Porokeratosis superficialis disseminata actinica hin (7, 10).
Auch wurde beschrieben, dass die Porokeratosis Mibelli mit der Porokeratosis
superficialis disseminata actinica koexistiert (7). Die Koexistenz der Porokeratosis
superficialis disseminata actinica mit anderen Formen der Porokeratosis kommt nur

selten vor (29).

Die Porokeratosis Lasionen konnen zwar alle Korperteile betreffen, allerdings sind
Lasionen der Genitalien ungewohnlich (13, 30). Schlie3lich wurde in der Literatur von
weniger als 20 genitalen Porokeratosis Fallen berichtet. Irrtimlich kann die genitale
Porokeratosis als Granuloma anulare, Syphilis, Kondylom, Ekzem oder Lichen simplex
chronicus diagnostiziert werden (15). In der asiatischen Bevdlkerung traten
Porokeratosis Lasionen der Genitalien haufiger auf als in Berichten aus westlichen
Landern. Meistens handelt es sich hierbei um juckende L&sionen mit einer breiten
Altersverteilung (30).

Zu Beginn der Erkrankung sind die Lasionen durch keratotische Papeln charakterisiert.
Diese breiten sich langsam zentrifugal aus. Mit der Zeit entstehen ringformige
abgegrenzte Lasionen. Diese Lasionen bestehen aus einem atrophischen Zentrum.
Begrenzt wird das Zentrum von einem peripheren keratotischen Kamm. Oft sind die
Porokeratosis Lasionen asymptomatisch. Allerdings sind auch juckende Lasionen
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moglich (15).

Abbildung 1: Porokeratosis mit muldenférmigen eingesunkenen Herden (2)

Porokeratosis Mibelli

Bei der Porokeratosis Mibelli handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte
Keratinisierungsstérung mit unbekannter Atiologie (31). Es wurden aber auch
sporadische Falle beschrieben (32). Normalerweise betrifft diese Form der
Porokeratosis junge Menschen. Die Porokeratosis Mibelli weist bei Mannern (2,17:1)
eine héhere Pravalenz auf als bei Frauen (15, 33).

Diese Form entwickelt sich in der Kindheit. Morphologisch sind einzelne oder mehrere
Plaques mit erhdhten hyperkeratotischen Randern charakteristisch. Die Lasionen
kdénnen Uberall lokalisiert sein (10). Meistens entstehen die Lasionen einseitig an den
Gliedmalien. Allerdings kdnnen auch andere Korperteile (z.B. Lippen, Genitalien,
Schleimhaute, Handflachen oder FuRsohlen) betroffen sein. Uber Jahre kénnen die

Lasionen einen Durchmesser von bis zu 20 cm erreichen (15).

Die Studie von Scappaticci et al. stellte eine klonale Chromosomenanomalie mit
bevorzugter Beteiligung von Chromosom 3 bei Patienten mit Porokeratosis Mibelli fest.
Es bestehe eine Assoziation der Porokeratosis Mibelli als autosomal-dominante
Erkrankung mit einer chromosomalen Instabilitat. Typisch fur die Porokeratosis Mibelli
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ist eine erhdhte Anfalligkeit fur maligne Erkrankungen (34). Dies konnte auf die
Chromosomeninstabilitat zurtick zu fuhren sein (35).

Die Studie von Rothman et al. zeigt, dass Patienten nach einer Herztransplantation
eine Porokeratosis Mibelli entwickeln kénnen (36). Eine erfolgreiche Therapie der
Porokeratosis Mibelli Lasionen ist nicht aus kosmetischen Grinden, sondern auch
wegen des Risikos einer malignen Transformation sehr wichtig (12). Aus diesem

Grund sollte die Porokeratosis friihzeitig diagnostiziert und behandelt werden (33).

Aufgrund der unspezifischen klinischen Manifestationen ist die klinische Diagnose der
Porokeratosis Mibelli oft schwierig, weshalb die Hautbiopsie ein nitzliches

diagnostisches Mittel sein kann. SchlielBlich weist die Porokeratosis Mibelli die

kornoide Lamelle als morphologisches Kennzeichen auf (33).

Abbildung 2: Porokeratosis Mibelli (12)

Porokeratosis superficialis disseminata actinica

Zur Beschreibung einer klinischen Variante der Porokeratsis Mibelli wurde 1937 der
Begriff Porokeratosis superficialis disseminata von Andrew eingefuhrt. Die Klinik der
Porokeratosis superficialis disseminata und Porokeratosis superficialis disseminata
actinica ist ahnlich. Als Unterschied ist zu erwahnen, dass bei der Porokeratosis
superficialis disseminata UV-Licht keinen ausldsenden Faktor darstellt. Aus diesem
Grund entstehen die Porokeratosis superficialis disseminata Lasionen sowohl an
sonnengeschitzten als auch an sonnenexponierten Stellen (d.h. an den Genitalien,
Ful3sohlen, Handflachen und am Stamm). Ein weiterer Unterschied zur Porokeratosis
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superficialis disseminata actinica ist, dass sich die Porokeratosis superficialis
disseminata in einem viel friheren Lebensalter (in der Regel zwischen 5 und 10
Jahren) manifestiert. Vor allem nicht-aktinische Formen der Porokeratosis kénnen
nach Karzinomen, HIV-Infektionen, Organtransplantationen oder im Zusammenhang
mit anderen Ursachen fur Immunschwache entstehen. Als Gemeinsamkeit der
Porokeratosis superficialis disseminata und Pororkeratosis superficialis disseminata
actinica ist das Auftreten von Stechen oder Juckreiz bei einem Drittel der Patienten zu
erwahnen. In einigen Porokeratosis superficialis disseminata Fallen beschrieb
Drewing eine mogliche aktinische Atiologie (15). Erstmals wurde dann die
Porokeratosis superficialis disseminata actinica 1969 von Chernosky und Anderson
beschrieben (22). Sie ist die haufigste Form der Porokeratosis (20, 28, 37).

Hierbei handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte Verhornungsstorung
unbekannter Atiologie. Bekannte Risikofaktoren fiir die Entstehung der Porokeratosis
superficialis disseminata actinica sind Immunsuppression und Sonneneinstrahlung
(38). Betroffen sind vor allem hellhautige Personen an Regionen mit chronischer
Sonnenexposition (39).

Die Porokeratosis superficialis disseminata actinica beginnt im dritten oder vierten
Jahrzehnt (10, 20, 37). Morphologisch sind verbreitete, flache, ringférmige oder
oberflachliche Plaques charakteristisch (10). Diese Plaques oder Papeln sind braun
oder erythematos mit einem leicht atrophischen Zentrum und einem leicht erhabenen
keratotischen Rand (38). Die Lasionen sind an sonnenexponierten Stellen, Armen,
Beinen, Schultern und am oberen Ricken verteilt (10). Selten kann das Gesicht
betroffen sein (20). Bei weniger als 15% der Patienten werden von Gesichtseruptionen
berichtet (40). Die FuRsohlen und Handflachen werden geschont (20).

Es ist zu erwahnen, dass diese Form der Porokeratosis hauptsachlich bei Frauen an
den Extremitaten als atrophische Flecken auftritt (28, 37).

Die Lasionen konnen asymptomatisch oder leicht juckend sein. Durch Sonnenlicht
kann sich die Porokeratosis superficialis disseminata actinica verschlechtern. Darlber
hinaus kann sich dadurch der Juckreiz verstarken (20, 40). Man geht davon aus, dass
mindestens die Halfte der Porokeratosis superficilais disseminata actinica Patienten in
den Sommermonaten an Exazerbationen nach Exposition gegenuber kunstlichem

Licht (UVA, UVB) oder aufgrund von Sonneneinstrahlung leiden (15).

Aufgrund des typischen Aussehens der Lasionen kann diese Form der Porokeratosis
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klinisch diagnostiziert werden. Eine Hautbiopsie kann im Zweifelfall durchgefuhrt
werden. Zur Beurteilung der Porokeratosis superficialis disseminata actinica kann eine
Dermatoskopie nitzlich sein (20).

Die Histopatholgie der Porokeratosis superficialis disseminata actinica ist durch eine
kornoide Lamelle gekennzeichnet. Diese stellt eine Parakeratosesaule am lateralen
Rand der Lasion dar (38). Das Stratum granulosum unterhalb der kornoiden Lamelle
kann diinn oder nicht vorhanden sein (20). Zudem sind die Epidermiszellen atypisch
und unregelmafig angeordnet (38). In der Epidermis ist eine Dyskeratose auffallend.
Auch kann eine Spongiose vorhanden sein. Die obere Dermis kann eine Erweiterung
der Blutgefalle und ein leichtes lymphozytisches Infiltrat aufweisen.

Die Differentialdiagnose der Porokeratosis superficialis disseminata actinica umfasst
einige Krankheitsbilder. Zu den Differentialdiagnosen zahlen aktinische Keratosen,
Lichen planus, seborrhoische Keratosen, Flachwarzen, Tinea corporis und Granuloma

anulare.

Zur Epidemiologie der Porokeratosis superficialis disseminata actinica ist zu
erwahnen, dass eine leichte weibliche Dominanz (1,76:1) herrscht (15, 20). Haufiger
tritt diese Form der Porokeratosis in den 30er und 40er Jahren auf (20). Diese

Erkrankung hat einen langsamen progressiven Verlauf (15).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Porokeratosis superficialis disseminata
actinica eine fortschreitende kosmetische Belastung fur den Patienten darstellt und
zudem mit einem erhohten Risiko einer malignen Transformation der L&sionen
verbunden ist (40).

Porokeratosis linearis unilateralis

In den 1970er Jahren wurde die Porokeratosis linearis unilateralis erstmals
beschrieben (41). Sie ist eine seltene Form der Porokeratosis (15). Lasionen der
Porokeratosis linearis unilateralis konnen seit der Geburt oder frGhen Kindheit
vorhanden sein (10, 42). Gelegentlich kann sich die Porokeratosis linearis unilateralis

auch bei Erwachsenen oder alteren Menschen entwickeln (15).

Typisch sind hierbei ringformige, hyperkeratotische Plaques mit oberflachlicher, aber
markanter Grenze (10, 42). Angeordnet sind diese Lasionen linear und gruppiert

entlang der Blaschko-Linien.
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Es existieren zwei Formen der Porokeratosis linearis. Die haufigere lokalisierte Form
ist durch Lasionen gekennzeichnet, die einseitig vorkommen und sich oft auf die
distalen Extremitaten beschranken. Bei der seltenen generalisierten Form treten die

Lasionen vielfaltig auf. Betroffen sind hierbei mehrere Extremitaten und der Rumpf.

Frauen (1,63:1) erkranken im Vergleich zu Mannern etwas haufiger an dieser Form
der Porokeratosis (15).

Die Porokeratosis linearis unilateralis ist eine charakteristische klinische Form der
Porokeratosis mit maligner Transformation. Bei dieser Form tritt im Vergleich zu
anderen Formen der Porokeratosis eine maligne Verschlechterung haufiger auf. Dies

trifft insbesondere auf gréRere Lasionen von langer Dauer zu (42).

Zur Differentialdiagnose zahlen die Lichen striatus und der entzundliche lineare

verrukdse epidermale Naevus (43).

Verursacht wird die Porokeratosis linearis unilateralis durch eine klonale Proliferation
von Keratinozyten. Diese sind entlang der Blaschko-Linien verteilt (42). Man geht
davon aus, dass die Porokeratosis linearis unilateralis sporadisch auftretet. Hierbei
wurde kein bestimmtes Vererbungsmuster festgestellt.

Das gleichzeitige Auftreten der Porokeratosis linearis unilateralis mit der Porokeratosis
superficialis disseminata actinica ist bereits bekannt. Auch Kinder von Patienten, die
unter einer Porokeratosis superficialis disseminata actinica leiden, kdnnen an einer
Porokeratosis linearis unilateralis erkranken. Die Porokeratosis linearis unilateralis
stellt eine Segment- oder Mosaikform der autosomal dominant vererbten Typen dar.
Daher fuhrt ein Verlust der Heterozygotie einer Stammzelle zu einem Klon von Zellen,
die sich entlang der Blaschko-Linien vermehren und das abnormale Allel tragen. Die
Stammzelle tragt das Porokeratosis superficialis disseminata actinica- Allel in einem
frihen Stadium der Entwicklung im Embryo. Dies erklart den Befund der
Epidermiszellen mit abnormaler DNA-Ploidie, einem empfindlichen Marker fur
pramaligne Erkankungen, an der Basis der kornoiden Lamelle. Berichte Uber
metastasierende Plattenepithelkarzinome aufgrund einer Porokeratosis linearis
unilateralis bestatigen das maligne Potenzial dieser Form der Porokeratosis, weshalb

eine genaue Uberwachung hierbei von grofRer Bedeutung ist (42).
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L

Abbildung 3: Porokeratosis linearis unilateralis entlang der Blaschko-Linien des Beins (15)

Porokeratosis palmoplantaris et disseminata

Die Porokeratosis palmoplantaris et disseminata ist eine seltene Variante der
Porokeratosis (15, 23, 44). Manner erkranken doppelt so haufig (2:1) wie Frauen an
dieser Form der Porkeratosis (15). Sie kann in der Kindheit oder im Erwachsenenalter

auftreten.

Klinisch sind zahlreiche, oberflachliche Lasionen mit einer Grofle von <1 cm und
keratotischen Randern auffallend. Sie beginnt an den Fuf3sohlen und Handflachen.
Die Lasionen breiten sich allmahlich auf die Extremitaten und den Rumpf aus (4, 10).

Bei 25% der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata Patienten kommt es im
Sommer zu einer Verschlimmerung der Lasionen. Dartber hinaus leiden 25% der

Patienten unter starken Schmerzen aufgrund von Palmoplantarkeratosen (23).

Diese Lasionen sind druckschmerzhaft. Die Patienten mit einer Porokeratosis
palmoplantaris et disseminata sind beim Gehen und in der manuellen Geschicklichkeit

beeintrachtigt. Vor allem durch Hitzeeinwirkung und im Sommer sind diese Lasionen
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juckend. Bei Porokeratosis palmoplantaris et disseminata Patienten treten
Schleimhautlasionen in Nase, Mund, Bindehaut und Eichel wie bei der Porokeratosis
Mibelli nur selten auf (4).

Die Histopathologie der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata ist durch eine
fokale Ausdunnung der Epidermis mit Verlust der Granulatschicht und einer diskreten
Parakeratosesaule gekennzeichnet.

Zahlreiche, weit verbreitete Lasionen sind sowohl bei der Porokeratosis palmoplantaris
et disseminata als auch bei der Porokeratosis superficialis disseminata actinica
auffallend. Allerdings ist die Porokeratosis palmoplantaris et disseminata im Vergleich
zur Porokeratosis superficialis disseminata actinica nicht auf die sonnenexponierten

Bereiche beschrankt.

Bei der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata handelt es sich um eine
autosomal-dominante Erkrankung. Allerdings gibt es auch Patienten, bei denen in der
Familienanamnese keine Porokeratosis palmoplantaris et disseminata vorkommt.
Hierbei kann das Entstehen der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata auf
spontane Genmutationen zurtckzufuhren sein. Aufgrund eines genetischen Defekts
konnen abnormale Klone von Epidermiszellen entstehen. Diese vermehren sich
spontan oder als Reaktion auf Ausloser wie z.B. Immunsuppression oder Bestrahlung
(23).

Porokeratosis punctata

Die Porokeratosis punctata ist eine seltene Form der Porokeratosis (15). Sie beginnt
im Erwachsenenalter. Klinisch sind diffuse, punktgenaue, keratotische Lasionen
typisch, die an den Sohlen und Handflachen verteilt sind (10).
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Abbildung 4: Porokeratosis punctata an der Handfldche (15)

2.1.4 Differentialdiagnosen

Die Differentialdiagnose der Porokeratosis umfasst folgende Hauterkrankungen:

Psoriasis

aktinische Keratosen

Basalzellndvussyndrom (Gorlin-Goltz-Syndrom)
Morbus Darier

Lichen nitidus

benignes Hamartom der ekkrinen Schweil3drisen
porokeratotischer ekkriner Navus

erbliche punktuelle Keratodermie (15)

Lichen simplex chronicus

Lichen ruber verrucosus

Morbus Bowen

Hauttuberkulose

allergische Kontaktdermatitis

Candidiasis (16).

2.1.5 Therapie

Eine erfolgreiche Therapie der Porokeratosis ist wichtig, da sich im schlimmsten Fall

eine maligne Transformation entwickeln kann. Aufgrund der malignen Entartung sollte

bei Patienten mit einer Porokeratosis die Haut engmaschig kontrolliert werden (23).
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Die Behandlung der Porokeratosis ist schwierig. Ziel einer Therapie ist, das Risiko

einer Degeneration zu verringern (8).

Bei vielen Porokeratosis Patienten konnen bereits die Verwendung von
Feuchtigkeitscremes, Schutz vor Sonnenlicht und regelmaRige Kontrollen auf

bdsartige Tumore ausreichend sein (15).

Es werden viele verschiedene Therapien angewendet, welches darauf hinweist, dass
eine ideale Behandlung fehlt, die wirksam und sicher ist. Aus diesem Grund sollte jeder

Fall individuell bewertet werden (26).

Bei der Porokeratosis geht man von einer gunstigen Gesamtprognose aus, die
hingegen durch die Moglichkeit einer malignen Transformation der Lasionen trotzdem
unklar bleibt (6).

Es konnen keine europaischen und internationalen Richtlinien zur Therapie der
Porokeratosis erstellt werden, da Behandlungsstandards fur diese Krankheit fehlen.
Es sind randomisierte kontrollierte Studien erforderlich, um Patienten, die unter einer
Porokeratosis leiden, eine evidenzbasierte, qualitativ hochwertige standardisierte
Therapie anbieten zu koénnen (45). Zu betonen ist, dass die Mehrzahl der
Behandlungsmaoglichkeiten nur in Einzelfallen oder Fallserien angewendet wurden
(15).

Allerdings gibt es bereits mehrere Behandlungsmaoglichkeiten mit unterschiedlichen

Erfolgen.

Topische Vitamin D3-Analoga

Topische Vitamin D3-Analoga als eine Behandlungsmoglichkeit der Porokeratosis
modulieren Entzindungen sowie die Differenzierung und Proliferation von
Keratinozyten. Demzufolge haben sie im Rahmen von einer Verhornungsstorung wie

bei einer Porokeratosis potentiell positive Effekte.

In mehreren Fallen wird von einer Verbesserung und Heilung der Porokeratosis
superficialis disseminata actinica Lasionen berichtet. Diese Therapie fuhrte zu keinen
oder nur zu leichten Nebenwirkungen (z.B. leichte Hyperpigmentierung) (20). In der
Literatur werden topische Vitamin D3-Analoga bei der Behandlung der Porokeratosis

superficialis disseminata actinica als Therapie der ersten Wahl vorgeschlagen (16, 45).

Bei der Behandlung der linearen Porokeratosis mit Vitamin D3-Analoga konnten
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allerdings keine erfolgreichen Ergebnisse erzielt werden.

Der genaue Wirkungsmechanismus von Vitamin D3-Analoga bei der Porokeratosis ist
unklar (20).

Topische und systemische Retinoide

Retinoide als Vitamin-A-Derivate werden bei einer abnormalen
Keratinozytenproliferation  eingesetzt. Da  systemische  Retinoide  mehr
Nebenwirkungen aufweisen und diese zudem teratogen sind, werden topische
Retinoide bevorzugt. Bei der Therapie der Porokeratosis superficialis disseminata
actinica mit Retinoiden kommt es haufig zu Ruckfallen der Erkrankung (20).

Retinoide haben eine positive Auswirkung auf die Proliferation, Abschuppung und
Entzindung der Epidermis. Aus diesem Grund werden sie seit langem zur Behandlung

von Keratinisierungsstérungen eingesetzt (45).

Bei immunsupprimierten Patienten kann die Verwendung oraler Retinoide das Risiko

einer Karzinomentwicklung bei Porokeratosis Lasionen verringern (15).

Die Studie von Ruocco et al. zeigt, dass das Medikament Etretinat eine hemmende
Wirkung auf maligne Veranderungen der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata
haben kann. Hierbei wurde einem Patienten, der unter einer Porokeratosis
palmoplantaris et disseminata erkrankt war, Etretinat oral verabreicht. Diese Therapie
fuhrte zu einer Verbesserung der Porokeratosis Lasionen und verhinderte das
Auftreten von Plattenepithelkarzinomen (46). Im Jahre 1998 wurde Etretinat aus dem
Markt genommen und dafur Acitretin mit einer ahnlichen klinischen Wirksamkeit
eingefuhrt.

Hierbei kann das Absetzen oder Verringern der systemischen Retinoide zu Juckreiz
oder Schmerzen fuhren. Dies wiederum kann die Lebensqualitat der Porokeratosis

Patienten beeintrachtigen.

Eine Erhohung der Acitretindosis kann zu einer Cheilitis und systemischen

Nebenwirkungen fuhren.

Es kénnen zur Verringerung der Hyperkeratose zusatzlich Salicylsdure 6% Gel,
Salicylsaure in 10 bis 40% Konzentrationen und Harnstoff 20 bis 50% eingesetzt
werden (23). Zwar kdénnen keratolytische Behandlungen wie mit Salicylsaure eine
Regression der Porokeratosis Lasionen induzieren, jedoch sind mit Ruckfallen nach
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Absetzen der Behandlung zu rechnen (15).

Wahrend bei einigen Porokeratosis palmoplantaris et disseminata Patienten nach
dreiwochiger Etretinat Therapie eine wesentliche Verbesserung der Lasionen erzielt
werden konnte, kam es wiederum bei anderen Patienten nach dieser Therapie zu einer

Exazerbation der Lasionen.

In der Literatur wird dargelegt, dass die Porokeratosis palmoplantaris et disseminata
mit Isotretinoin erfolgreich behandelt werden konnte. Es kam hierbei zu einer
deutlichen Verringerung der Anzahl der Lasionen.

Auch erzielte man durch eine Kombination von oralen Retinoiden und topischem 5-

Fluorouracil ein positives Ergebnis.

Zusammenfassend wird vermutet, dass orale Retinoide das Risiko einer malignen
Entartung verringern kdnnen. SchlieRlich fuhrte hierbei das Absetzen von Etretinat zu
einem Plattenepithelkarzinom. Nach Beendigung der oralen Retinoidtherapie treten
haufig innerhalb von Wochen bis Monaten Ruickféalle der Lasionen auf (23).

Die Porokeratosis linearis unilateralis kann am besten mit systemischen oder
topischen Retinoiden therapiert werden (16). Bei der Anwendung von Retinoiden
missen Arzte allerdings zwischen den moglichen Nebenwirkungen von Vitamin-A-
Saurederivaten und der malignen Transformation bzw. der verminderten

Lebensqualitat dieser Patienten abwagen (45).

5-Fluorouracil

Topisches 5-Fluorouracil ist ein zytostatisches Mittel und fuhrt zu einer Stérung der
DNA-Synthese. Es hemmt zudem die Proliferation sich schnell replizierender Zellen
(40).

Eine Therapie mit 5-Fluorouracil kann zu einer vorubergehenden Remission der
Porokeratosis superficialis disseminata actinica beitragen. Allerdings ist diese
Therapie nur begrenzt, da diese zytotoxische Salbe eine schlechte Vertraglichkeit und

Nebenwirkungen aufweist (40).

Bei einigen Patienten fuhrt 5-Fluorouracil zu sehr schweren Entzindungsreaktionen,
Ulzerationen, Erythemen und zu einer Dermatitis (20). Auch postinflammatorische

Hyperpigmentierungen konnen Nebenwirkungen im Rahmen einer 5-Fluorouracil
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Behandlung sein (45). Normalerweise ist das klinische Ansprechen vortubergehend
(20).

In einer Studie konnten mit einer 5-Fluorouracil Therapie unterschiedliche Ergebnisse
erzielt. Zudem kann laut einer Studie eine Behandlungsunterbrechung notwendig sein
(45).

Bei der Behandlung der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata kann mit einer 5-
Fluorouracil Therapie ein nur geringer Erfolg erzielt werden (23).

Imiquimod

Imiquimod, ein Imidazochinolinamin, agiert als Modifikator der Immunantwort (47). Die
wichtigsten Zellen, die bei der Immunuberwachung bendtigt werden, sind die T-Helfer-
1-Zellen. Die Imiquimod-Creme kann Zytokine wie IFN-a, IFN-y, IL-12 und TNF-a
induzieren. Diese Zytokine fordern eine TH1-zellvermittelte Immunantwort (12).
Imiquimod kann somit durch Induktion von Zytokinen das angeborene Immunsystem
stimulieren (45). Imigimod rekrutiert die kdrpereigenen Immunzellen, indem es die Toll-

like Rezeptoren 7 und 8 aktiviert und Zytokine induziert.

Hauptsachlich wird Imiquimod zur Behandlung der Porokeratosis Mibelli und
Porokeratosis palmoplantaris et disseminata angewendet. Allerdings kdnnen bei der
Anwendung von Imiquimod ahnlich bei 5-Fluorouracil Entzindungsreaktionen
auftreten (20).

Die Studie von Hartman et al. aus dem Jahre 2010 zeigt, dass langere Behandlungen
mit topischem Imiquimod und 5-Fluorouracil zu keiner Verbesserung der Porokeratosis
Lasionen fuhrt. Auch kann hierdurch das Entstehen von neuen Lasionen nicht
verhindert werden (23).

Mit Imiquimod (Aldara®) kann aber auch eine erfolgreiche Behandlung erzielt werden
(17). Studien zeigen, dass eine Behandlung der Porokeratosis superficialis
disseminata actinica mit Imiquimod zu einer Heilung der Lasionen fuhrte. Nach dem
Auftreten von schmerzhaften oberflachlichen Ulzerationen kam es zu leichten
oberflachlichen Narbenbildungen und Resterythemen. Aufgrund von moglichen
schweren Nebenwirkungen wie Entzindungen und Geschwdirbildung sollte die
Anwendung von Imiquimod mit Vorsicht erfolgen. Daruber hinaus erfordert diese
Behandlungsmaoglichkeit beim Auftreten von schweren lokalen Reaktionen haufige
Konsultationen und therapeutische Pausen (45).
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In Studien wird berichtet, dass die Porokeratosis Mibelli mit topischer 5%-iger
Imiquimod-Creme erfolgreich behandelt werden kann (12, 48). Bei der Therapie mit
Imiquimod 5% Creme zeigten die Porokeratosis Mibelli Lasionen die besten
Ergebnisse (16, 45). Als Ergebnis dieser Therapie erzielte man eine Heilung der
Lasionen ohne Narbenbildung. 24 Monate danach konnte man bei diesen Patienten
klinisch kein Rezidiv feststellen (48).

Ingenolmebutat

Ingenolmebutat aus Euphorbia peplus/Wolfsmilchgewachs als eine weitere
Behandlungsmaoglichkeit kann bei der Therapie der Porokeratosis Mibelli die
hyperkeratotischen ringférmigen Plaques auflosen. Als Nebenwirkung ist eine leichte

voriibergehende Entziindung zu nennen (45).

Dieses Arzneimittel stellt ebenso eine Therapiemdglichkeit bei der Behandlung der
Porokeratosis superficialis disseminata actinica dar, welches hilfreich bei der

Hyperkeratose sein kann (20).

Diclofenac

Das topische Diclofenac ist ein nichtsteroidales Antirheumatikum und hemmt COX-2.
Zugelassen wurde dieses Medikament fur die Behandlung der aktinischen Keratose.
AuRerdem wurde Diclofenac mit unterschiedlichen Ergebnissen zur Behandlung der
Porokeratosis superficialis disseminata actinica eingesetzt (20).

Topisches Diclofenac 3% Gel dient als etablierte Behandlungsmoglichkeit bei der
Therapie von aktinischen Keratosen. Diclofenac wirkt Gber die Blockade der COX-2
entzindungshemmend. Normalerweise hemmt die COX-2 die Zellproliferation und

Angiogenese.

Studien legen dar, dass Diclofenac zwar den symptomatischen Juckreiz bei
Porokeratosis superficialis disseminata actinica und genitaler Porokeratosis lindert,
aber trotzdem lieferte Diclofenac keine Uberzeugenden positiven Kklinischen
Ergebnisse. Eine Therapie mit Diclofenac fuhrte zu unerwinschten Nebenwirkungen
wie Erythem, starke lokale Reizung und Dermatitis (45).

Cantharidenpflaster

Studien zeigen, dass man mit Cantharidenpflastern eine erfolgreiche Therapie der
Porokeratosis Mibelli erzielen kann. Unerwinschte Nebenwikungen einer solchen
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Therapie sind anhaltende postinflammatorische Erytheme und schwere Iokale
Reaktionen (45).

Immunsuppressiva

Uber die Behandlung der Porokeratosis mit topischen und systemischen
Immunsuppressiva gibt es nur wenige Berichte. Immunsuppressiva stellen keine
kausale Behandlung dar, da keine Hautentzindung, sondern eine Dysregulation der

Keratinisierung Hautursache fiir die Porokeratosis ist (45).

Allerdings kann man mithilfe von Immunsuppressiva eine symptomatische Linderung

des Juckreizes erzielen, wenn eine Entziindung begleitend eine Rolle spielt (45).

Kortikosteroide

Bekannt ist, dass Kortikosteroide eine entzindungshemmende und antiproliferative
Wirkung haben. Sie hemmen die DNA-Synthese vor allem in abnormalen Zellen.
Vermutet wird, dass Kortikosteroide die DNA-Synthese in einem abnormalen mutierten
Klon von Zellen in der Epidermis hemmen (31). In einem Fall wird berichtet, dass eine
Verabreichung topischer Kortikosteride in Kombination mit oralen Antihistamimika zu
einer partiellen Verbesserung der Symptome bei einer juckenden papuldsen

Porokeratosis fuihrte.

Mit einer Dexamethason Therapie konnte ein unvollstandiges Verschwinden der
Porokeratosis Mibelli Lasionen erzielt werden. Eine Studie legt dar, dass eine topische
Anwendung von Kortikosteroiden mit Saliclysaure bei Patienten mit genitalen
Porokeratosis Lasionen zu einer Linderung der Symptome flhrte (45).

Da es sich bei der Porokeratosis superficialis disseminata actinica nicht um eine
entzundliche Erkrankung handelt, sind Medikamente wie topische Kortikosteroide, die
die Immunantwort unterdricken, normalerweise nicht wirksam. Allerdings konnen
diese Medikamente dem Juckreiz, der im Rahmen dieser Erkrankung entsteht,

entgegenwirken (20).

Eine Studie aus dem Jahre 2010 belegt, dass die topische oder systemische
Behandlung der Porokeratosis palmoplantaris et disseminata mit Glukokortikoiden nur

einen geringen Erfolg bringt (23).

Topische Kortikosteroide dienen als Goldstandard fur die Therapie von vielen
entzindlichen Hauterkrankungen (45). Allerdings ist zu betonen, dass mit einer

Glukokortikoid Behandlung nur eine voribergehende Linderung der Symptome erzielt
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werden kann. Zudem sollte man bei einer solchen Behandlung vorsichtig sein.
SchlieBlich kann eine Immunsuppression die Proliferation der Porokeratosis und eine

maligne Transformation ausldsen (15).

Tacrolimus

Die Anwendung von Tacrolimus in Kombination mit Betamethason fuhrte in einer
Studie von Parks et al. zu einer schnellen und drastischen Verbesserung der
Hautlasionen bei einer Patientin mit einer linearen Porokeratosis. Zudem konnten
mithilfe dieser Therapie Juckreiz, Schmerzen und Parasthesien vollstandig bekampft
werden. Uber zweieinhalb Jahre wurde diese Patientin in 3 bis 6-monatigen Absténden
beobachtet. Hierbei konnte eine kontinuierliche Verbesserung der Hautlasionen
festgestellt werden. Die tagliche Tacrolimus Therapie wurde nach zweieinhalb Jahren
abgebrochen. Die Haut der Patientin zeigte bei der Untersuchung im Vergleich zum
Ausgangszustand nur wenige, sehr schwache Makula. Hiermit konnte anhand dieser
Studie die langfristige Wirksamkeit der Behandlung mit Tacrolimus und topischem

Betamethason belegt werden.

Insgesamt kdnne Tacrolimus eine sichere und wirksame Alternative zu herkdmmlichen
Behandlungen der Porokeratosis sein. Jedoch ist zu betonen, dass kontrollierte
Studien mit mehr Patienten, die langfristig beobachtet werden, erforderlich sind, um
die tatsachliche Wirksamkeit von Tacrolimus bewerten zu kénnen (41).

Bei der Tacrolimus-Salbe handelt es sich um einen topisch angewendeten Makrolid-
Lacton-Immunmodulator. Diese Salbe wird bei der Behandlung der atopischen
Dermatitis angewendet. Zum Wirkmechanismus von Tacrolimus ist zu sagen, dass es
Calcineurin hemmt, welches wiederum die Zytokin Genexpression unterbricht und die
T-Zell-Aktivitat herunterreguliert (49).

Man vermutet, dass Tacrolimus die angeborene Immunantwort in Keratinozyten
verstarkt und die Proliferation abnormaler Keratinozyten verhindert. Auf diese Weise

kdénnte Tacrolimus Porokeratosis Lasionen verbessern (41).

Laserbehandlungen

Laserbehandlungen mit Kohlendioxid, glitegeschaltetem Rubin-Laser, Erbium:Yttrium-
Aluminium-Garnet Laser, Neodym:Yttrium-Aluminium-Garnet Laser, fraktionierter
Photothermolyse und gepulstem Farbstofflaser konnen bei der Therapie der
Porokeratosis eingesetzt werden (45).
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In Bezug auf den Kohlendioxidlaser ist zu sagen, dass er gestreutes oder gepulstes
Infrarotlicht mit Wellenlangen zwischen 9,4 und 10,6 Mikrometern verwendet. Er wirkt
auf das Wasser in den Zellen. Hierbei fuhrt das Verdampfen der FlUssigkeit zu einer
Gewebezerstérung (20). Dieser Laser entfernt somit Schichten geschadigter Haut und
ermoglicht darunter die Regeneration von gesundem Gewebe.

Mit einer Kohlendioxid-Lasertherapie kdnnen zwar sofortige Resultate erzielt werden,
allerdings sind schwere Narben und postinflammatorische Pigmentierungen haufige
Nebenwirkungen (40). Die Hyperpigmentierung als Nebenwirkung ist vor allem bei
Patienten mit dunkler Haut ein grof3er Nachteil. Dartber hinaus handelt es sich hierbei
um eine schmerzhafte Therapie. Es ist zudem mit einer verlangerten Heilungszeit zu
rechnen. Trotz vollstandiger Entfernungen der Lasionen mithilfe des Kohlendioxidlaser
muss man mit einer hohen Rezidivrate ausgehen (40).

Mit einer Kohlendioxid-Lasertherapie kann die Porokeratosis linearis unilateralis
Lasionen erfolgreich behandelt werden. 6 Monate nach dieser Therapie konnte kein
Rezidiv festgestellt werden (50).

Kohlendioxidlaser wurden bei fast allen Formen der Porokeratosis angewendet.
Hierbei wurden verschiedene Ergebnisse veroffentlicht. Viele Veroffentlichungen
legen gute klinische Ergebnisse ohne Rezidive dar. Vor allem bei der Behandlung der
Porokeratosis superficialis disseminata actinica, Porokeratosis Mibelli und retikulierter
Porokeratosis konnten zufriedenstellende kosmetische Ergebnisse erzielt werden
(45). Eine kombinierte Verabreichung von Kohlendioxid-Lasertherapie und
Methylaminolevulinat-photodynamischer Therapie zeigte in einer Studie eine deutliche
klinische Verbesserung der Porokeratosis Lasionen (51).

Im Gegensatz hierzu reduziert der gilitegeschaltete Rubinlaser die
Hyperpigmentierung, indem er Melanin als Ziel verwendet. Allerdings wird die kornoide
Lamelle dabei nicht zerstort (20).

Der gutegeschaltete Rubinlaser als eine weitere Therapieoption wird traditionell zur
Behandlung von Haarentfernung und Lasionen mit Hyperpigmentierung angewendet.
Auch hyperpigmentierte Lasionen bei einer Porokeratosis superficialis disseminata

actinica kdnnen hiermit behandelt werden (52).

Allerdings kam man in einer Studie zu dem Ergebnis, dass der gutegeschaltete
Rubinlaser bei der Behandlung der Porokeratosis superficialis disseminata actinica nur

mafig erfolgreich war. Aber diese Behandlungsoption stellte im Gegensatz zu anderen
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Behandlungen eine gute Alternative dar (52). Vorteilhaft bei dieser Therapie sind eine
gute kosmetische Verbesserung und eine narbenlose Heilung mit relativ geringen
Schmerzen. Aufgrund der hohen Rezidivraten sollte diese Therapiemdglichkeit als
vorubergehende MalRnahme dienen. Zudem erfordert diese Therapie eine genauere,
umfangreichere Nachsorge, um eine fortschreitende Malignitat der rezidivierenden

Lasionen zu vermeiden (40).

Der gutegeschaltete Rubinlaser ist im Vergleich zum Yttrium-Aluminium-Granat
durch eine gréRere Penetration gekennzeichnet (20).

Die Anwendung des Yttrium-Aluminium-Granats erfolgt bei 532 nm fur pigmentierte
Lasionen. Yttrium-Aluminium-Granat fuhrt zu einer Entfernung der oberflachlichen
papillaren Dermis. Zudem vermindert es die Obliteration der kornoiden Lamelle und
Hyperpigmentierung (20).

Eine weitere Studie belegt, dass der Neodym:Yttrium-Aluminium-Garnet Laser bei
der Behandlung der Porokeratosis hervorragende Ergebnisse lieferte. Allerdings sind
weitere Untersuchungen hinsichtlich der Wirksamkeit des Nd:YAG-Laserbehandlung

bei einer groReren Gruppe von Testpatienten erforderlich (53).

Die Studie von Aird et al. zeigt, dass man mithilfe verschiedener Arten von YAG-
Lasertherapien bei der Behandlung der Porokeratosis superficialis disseminata
actinica erfolgreiche kosmetische Ergebnisse mit minimalen Beschwerden erzielen
kann. Sowohl der Nd:YAG-Laser als auch der Erbium-YAG-Laser gehoren zu den
zusatzlichen vorteilhaften Behandlungsmoglichkeiten bei der Therapie der
Porokeratosis superficialis disseminata actinica. Schliefdlich sind diese Lasertherapien
einfach anzuwenden. AuRerdem erfordern sie keine Anasthesie oder einen
Krankenhausaufenthalt. Es kommt zu keiner Hyperpigmentierung, Narbenbildung oder
Lasionsrezidiven bis zu 9 Monaten nach einer solchen Lasertherapie. Aus diesen
Grunden werden diese Lasertherapien als optimale Behandlungsmoglichkeiten
angesehen, die kontinuierlich eingesetzt werden konnen. Je nach Bedarf kdnne eine
Wiederholung der Behandlung alle paar Monate oder Jahre erforderlich sein (40).

In einer Studie von Rosenblum et al. wird berichtet, dass die Anwendung vom
Erbium:Yttrium-Aluminium-Garnet Laser im Vergleich zum Kohlendioxid-Laser zu
weniger Narben fuhrte. Der Er:YAG-Laser fuhrte zudem zu einer deutlichen
Verbesserung der Lasionszahl, der Kosmetik und des Schweregrades. Auch ein Jahr
nach dieser Behandlung konnte kein Rezidiv festgestellt werden. Der Er:YAG-Laser
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stelle eine vorubergehende BehandlungsmalRnahme dar, die vermutlich alle paar
Jahre eine Nachsorge erforderlich macht (54).

Die fraktionierte Photothermolyse als eine weitere Therapieoption ermoglicht
aufgrund von kleineren Verletzungsbereichen eine schnellere Wundheilung. Im
Vergleich zum Kohlendioxidlaser oder Er:YAG-Laser fuhrt die fraktionierte
Photothermolyse zu weniger schwerwiegenden unerwunschten Nebenwirkungen wie
Schmerzen und Erythemen. Diese Behandlung fuhrte in einer Studie zu einer malligen
bis deutlichen Abnahme der Porokeratosis superficialis disseminata actinica Lasionen.
Nach 3 bis 6 Behandlungen konnte auf’erdem eine Verbesserung der Hautstruktur
(GleichmaRigkeit der Farbe und Hautglatte) feststellt werden. Allerdings sind zur
genauen Bewertung der fraktionierten Photothermolyse zusatzliche Studien mit
unterschiedlichen Hauttypen und einer groReren Anzahl von Patienten erforderlich
(55). Laser mit fraktionierter Photothermolyse induziert kleine Bereiche thermischer
Nekrosen, die allerdings nicht allzu groRe Rotungen, Schmerzen oder Schaden

verursachen und zudem eine schnellere Heilung ermoglichen (20).

Die fraktionierte Photothermolyse fuhrt zu nur wenigen Nebenwirkungen. Hiermit
konnen riskante Gesichtslasionen in der Nahe des Mundes und der Augen mit einer

grolReren Sicherheit behandelt werden.

Zusammenfanssend kann mithilfe der fraktionierten Photothermolyse eine deutliche
Abnahme der Anzahl und Grdélke von behandelten Porokeratosis superficialis
disseminata actinica Lasionen erzielt werden. DartUber hinaus fuhrt diese

Behandlungsmdglichkeit zu einer 50%igen Verbesserung der Hautstruktur (40).

Die Studie von Alster et al. bezuglich der gepulsten Farbstofflaser Behandlung
berichtet Uber einen Fall, bei dem diese Behandlung zum Verschwinden der
Porokeratosis Lasionen fuhrte. Vermutlich wirkt der gepulste Farbstofflaser direkt auf
Kollagen und indirekt auf Histamin und Mastzellen. Wahrscheinlich aus diesen

Grunden konnte man klinische Veranderungen bei diesem Patienten beobachten (56).

Grenzstrahlenbehandlung

Der Grenzstrahl verwendet wie Rontgenstrahlen elektromagnetische Strahlung. Durch
Blockierung der DNA-Synthese hemmt er die Proliferation (20). Somit verursacht der
Grenzstrahl DNA-Schaden und Zelltod, wobei besonders sich schnell teilende Zellen
betroffen sind. Auch fuhrt der Grenzstrahl zu einer lokalen Aktivierung des

Komplements und erhoht die Immunreaktion.
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Rontgenstrahlen, die im Rahmen einer Grenzstrahlentherapie verwendet werden,
befinden sich am kurzwelligen Ende des elektromagnetischen Spektrums (1 pm bis 1
nm) (57).

In den ersten Millimetern der Haut sind die meisten entzindlichen Dermatosen aktiv.
Vorteil der Grenzstrahlenbehandlung ist, dass 50% der verabreichten
Grenzstrahlungen von den ersten 0,5 mm der Haut absorbiert werden. Somit wird die
Morphologie der Keratinozyten nicht verandert (58). Folglich ermdglicht diese Therapie
eine gezielte Behandlung der am starksten von Porokeratosis superficialis disseminata

actinica betroffenen Hautregionen (40).

Grenzstrahlen werden im Rahmen einer Porokeratosis Behandlung eingesetzt, weil
man davon ausgeht, dass diese eine entzindungshemmende und antineoplastische
Wirkung haben. Die Studie von Ricci et al. kam zu dem Ergebnis, dass Grenzstrahlen
zu einer Reduzierung der Entzundung fuhrten. Nach 12 Monaten konnte keine
Entwicklung eines Tumors festgestellt werden. Patienten berichteten, dass
Grenzstrahlen eine positive Wirkung auf den Juckreiz hatten. Diese Studie geht davon
aus, dass Grenzstrahlen den positiven Effekt von UV-Licht und/oder Réntgenstrahlung
bestmoglich kombinieren und somit im Vergleich zu Rontgenstrahlen weniger

Nebenwirkungen aufweisen (58).

Im Rahmen einer Studie von Ramelyte et al. wurde das Ansprechen von Porokeratosis
superficialis disseminata actinica Lasionen auf die Grenzstrahlentherapie untersucht.
Dabei konnte bei den meisten Patienten ein vollstandiger klinischer Ruckgang der
Lasionen festgestellt werden. Vorubergehende Nebenwirkungen traten bei allen
Patienten auf, die allerdings innerhalb von vier Wochen nach der letzten Bestrahlung
abklangen. Letztendlich kam diese Studie zu dem Ergebnis, dass eine
Grenzstrahlentherapie bei Porokeratosis superficialis disseminata actinica Patieten zu
empfehlen ist (57).

Es besteht nach einer Therapie mit weichen Rdntgenstrahlen (Grenzstrahlen) eine
sehr geringe Inzidenz von Karzinomen. Allerdings konnen Karzinome nach sehr hohen
Dosen bei Patienten auftreten, die empfindlich auf Rontgenstrahlen reagieren. Daher
sollten die Empfehlungen fur eine sichere Anwendung der Strahlentherapie befolgt
werden. Hierbei wird empfohlen, dass kein Hautareal lebenslang mehr als 10.000 rad
(100 Gy) grenznahen Strahlen ausgesetzt wird. Zudem sollte diese Dosis fraktioniert

werden. Falls diese Grenze Uiberschritten wird, sollte eine engmaschige Uberwachung
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des Patienten und eine regelmallige Untersuchung auf maligne Transformation

vorgenommen werden (58).

Phototherapien

Die photodynamische Therapie und das intensive gepulste Licht zahlen zu den
Phototherapien im Rahmen einer Porokeratosis Behandlung.

Die photodynamische Therapie dient zur Behandlung von Basalzellkarzinomen,
Plattenepithelkarzinomen und aktinischen Keratosen (20). Hierbei werden
Photosensibilisierungsmittel  (Methylaminolevulinat,  5-Aminolevulinsdure  oder
Hypericin) topisch angewendet (45). Diese werden von atypischen Keratinozyten
aufgenommen. Da diese Photosensibilisatoren reaktive Sauerstoffspezies erzeugen,
werden die atypischen Keratinozyten durch Lichteinwirkung zerstort (20).
Anschlielend werden die Hautbereiche bestrahlt. Dies fuhrt zur Produktion von
zytotoxischen Sauerstoffspezies. Diese wiederum verursachen Zellschaden und die
Zerstérung von bosartigem Gewebe (45).

Methylaminolevulinat oder 5-Aminoevulinsaure dringt in die beschadigten oder aktiven
Epidermiszellen ein und wird in ein starkes photosensibilsierendes Protoporphyrin IX
umgewandelt (59).

Entzindungen, Erytheme und Hyperpigmentierung gehdren zu den Nebenwirkungen
bei einer photodynamischen Therapie. Die photodynamische Therapie zeigt
schlechtere Ergebnisse mit einer hoheren Inzidenz von Nebenwirkungen. Wohingegen
die Lasertherapie nur zu minimalen Nebenwirkungen wie leichte Erytheme, malige

Odeme und leichte Hyperpigmentierung fiihrt (40).

Es ist wiederum zu betonen, dass es sich bei der photodynamischen Therapie um eine
sichere und gut vertragliche Technik handelt. Diese Therapie fuhrt insgesamt nur zu
wenigen Nebenwirkungen und guten kosmetischen Ergebnissen (26). Es wurden
bereits mehrere Berichte zur Anwendung der photodynamischen Therapie bei
verschiedenen Formen der Porokeratosis mit unterschiedlichen Ergebnissen
veroffentlicht.

In einer Studie wurde die photodynamische Therapie mit Methylaminolevulinat als
Photosensibilisierungsmittel bei Porokeratosis superficilais disseminata actinica
Patienten angewendet. Man kam hierbei zu keinen erfolgreichen Ergebnissen. Nur
eine leichte Abnahme der Hyperkeratose konnte beobachtet werden. Jedoch
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verschwanden diese Lasionen nicht. Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass die
photodynamische Therapie mit Methylaminolevulinat zur Behandlung der
Porokeratosis nicht vielversprechend ist (60).

In einer anderen Studie konnte durch eine photodynamische Therapie mit
Methylaminolevulinat eine klinische Verbesserung der Porokeratosis Lasionen erzielt

werden.

Eine weitere Studie aus dem Jahre 2015 zeigt bei Porokeratosis Patienten ein
hervorragendes Ansprechen auf eine photodynamische Therapie (61).

Dieses Ergebnis konnte anhand der Studie von Giuliodori et al. bestatigt werden.
Hierbei konnte die Porokeratosis Mibelli ebenso mit einer photodynamischen Therapie
erfolgreich behandelt werden. Auch 6 Monate nach der Behandlung konnte ein

erneutes Auftreten nicht festgestellt werden (33).

Eine Studie, die die photodynamische Therapie im Rahmen einer Porokeratosis
linearis unilateralis angewendet hatte, zeigte, dass man hierbei ein sehr
zufriedenstellendes klinisches und kosmetisches Ansprechen erzielen konnte. Bei der
Nachuntersuchung nach einem Jahr konnte eine Verschlechterung der Lasionen nicht
festgestellt werden (62). Dies wurde durch eine weitere Studie bestatigt (63, 64).

Eine Kombination der photodynamischen Therapie mit topischer Fluorouracil-Creme
fuhrte in einer Stunde nach 3 Wochen zu einer Heilung der Porokeratosis Mibelli
Lasionen. Beide Therapiemdglichkeiten wirken durch zwei unabhangige
Mechanismen. Die photodynamische Therapie wirkt selektiv auf atypische, hochaktive
Zellen und fuhrt durch die Bildung von toxischen Zwischenprodukten zu einer
Zerstorung.  Fluorouracil hemmt das Hauptenzym, welches fur den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der DNA-Synthese verantwortlich ist. Somit
hemmt es selektiv die schnelle Teilung von Zellen.

Zusammenfassend kann anhand dieser Studie fest gehalten werden, dass die
photodynamische Therapie mit oder ohne Kombinationstherapie im Rahmen einer
Porokeratosis Mibelli Behandlung eine wirksame und sichere Therapiemoglichkeit
darstellt (59).

Da unterschiedliche Ergebnisse im Rahmen einer photodynamischen Therapie erzielt
wurden, sind weitere Studien erforderlich, um klare Schlussfolgerungen bezuglich der

NuUtzlichkeit dieser Therapie zu ziehen (26).



Literaturdiskussion 29

Intensives gepulstes Licht zahlt auch zur Phototherapie (45). Laut Literatur dient IPL
aufgrund seines breiten Wellenlangenbereichs zur Behandlung von Haarentfernung,
Akne und Pigmentstorungen.

In einer Studie von Piccolo et al. kam man zu dem Ergebnis, dass IPL eine gultige
Therapieoption und Unterstutzung darstellt. Hiermit konnte man schlie8lich gute
Ergebnisse mit geringen Nebenwirkungen erzielen. In dieser Studie konnte belegt
werden, dass bei einem von 10 Porokeratosis Patienten, die mit IPL behandelt wurden,
nach vier Sitzungen eine deutliche Verbesserung der Lasionen zu erkennen war.
Allerdings konnte histopathologisch keine Verringerung der kornoiden Lamelle
festgestellt werden (65).

Man geht davon aus, dass die Wirksamkeit und Verwendung von IPL mit den
Erfahrungen des Bedieners zusammenhangt.

Es handelt sich hierbei um eine polychromatische, nicht koharente und breitspektrale
gepulste Lichtquelle (Xenonlampe). Diese kann Licht mit einer Wellenlange zwischen
390 nm und 1200 nm emittieren. Zum Wirkmechanismus ist zu sagen, dass es
Photone durch endogene oder exogene Chromophore in der Haut absorbiert. Durch
die Energieubertragung wird auf die Zielstrukturen Warme erzeugt und diese hierdurch
zerstort. Dieser Prozess wird als selektive Photothermolyse bezeichnet (65).

Chirurgische Eingriffe

Die chirurgische Entfernung zahlt als der definitivste Ansatz. Allerdings kann diese
Behandlungsmaoglichkeit abhangig von der GroRe, Anzahl und Stelle der Lasionen
aus technischen Grinden schwierig sein (12). Es gibt viele Veroffentlichungen, in
denen chirurgische Eingriffe als eine Behandlungsmoglichkeit der Porokeratosis
dargestellt werden.

In der Studie von Spencer et al. wurde gezeigt, dass die Porokeratosis Mibelli mithilfe
der Dermabrasion erfolgreich therapiert werden kann (66). Die Dermabrasion fuhrte
auch in einer anderen Studie bei der Behandlung der Porokeratosis linearis unilateralis
zu einer erfolgreichen Therapie der Lasionen (67).

Die vollstandige Exzision der Porokeratosis Lasionen zahlt auch zu den chirurgischen
MaRnahmen (45). Erforderlich ist eine Exzision bei Lasionen, die auf eine Malignitat
hinweisen. Bei allen Formen der Porokeratosis kann eine Exzision erfolgen (15).

Mit der Anwendung des Dermatoms konnten in einer Studie erfolgreiche Ergebnisse
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bei der Bahandlung der Porokeratosis ptychotropica erzielt werden (68).

In einer anderen Studie wurde von der erfolgreichen Therapie einer vulvaren
Porokeratosis mithilfe eines chirurgischen Ultraschallaspirators berichtet. Diese
Therapie fuhrte bei der Patientin zu einer Verbesserung der Kosmetik und einer
Auflésung ihres Juckreizes (69).

Auch die Hochfrequenzchirurgie kommt im Rahmen einer Porokeratosis Behandlung
zum Einsatz (45).

Kryotherapie

Die Kryotherapie als eine weitere Therapiemoglichkeit im Rahmen einer Porokeratosis
Behandlung zeigt akzeptable Ergebnisse. Vor allem anogenitale Porokeratosis
Lasionen konnten hiermit erfolgreich therapiert werden (45).

In einem Fall kam es bei einer Porokeratosis linearis unilateralis mithilfe der
Kryotherapie zu einer vollstandigen Heilung der Lasionen (70). Auch gute Reaktionen
bei Porokeratosis Lasionen der Lippe konnte mit der Kryotherapie erreicht werden
(71).

Die Studie von Dereli et al. stellte die Vorteile und Effizienz der Kryochirugie bei der
Behandlung der Porokeratosis Mibelli dar. Vorteile der Kryochirurgie sind die hohen
Heilungsraten, kurze Behandlungsdauer, wenige Komplikationen, geringe Kosten und
die Einfachheit. In dieser Studie kam es innerhalb von 4-6 Wochen zu einer
vollstandigen Verheilung der Porokeratosis Lasionen. Im dritten Monat waren eine
Pigmentveranderung und leichte Atrophie zu erkennen. Achtzehn von 20 behandelten
Porokeratosis Lasionen konnten hierbei erfolgreich therapiert werden. Nach der
Kryochirurgie konnten bei allen Porokeratosis Patienten Blasenbildung und Odeme
beobachtet werden. Die Heilung der Porokeratosis Lasionen erfolgte mit leichten bis
mittelschweren Narben. Bei einer Patientin mit dunkler Haut kam es zu einer Heilung
mit  Hypopigmentierung. Die Kryochirurgie fuhrte aullerdem zu einer
Patientenzufriedenheit (32). Insgesamt kann die Kryochirurgie fur kleinere
Porokeratosis Lasionen in Betracht gezogen werden (45). Als Nebenwirkung der
Kryotherapie ist die Narbenbildung zu erwahnen. Zudem treten haufig Rezidive auf
(20).

Zusammenfassung ist zur Therapie der Porokeratosis zu sagen, dass Porokeratosis
Patienten daruber aufgeklart werden sollten, Ubermafige Sonneneinstrahlung zu
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vermeiden und Sonnschutz zu verwenden. Die regelmaflige Untersuchung durch
einen Dermatologen spielt eine wichtige Rolle, um eine maligne Transformation oder

ein Wiederauftreten der Erkrankung feststellen zu kénnen (16).

Man kann bei einer Kontraindikation oder schwieriger Anwendung von topischen
Wirkstoffen die Kryochirurgie und chirurgische Eingriffe anwenden.

Eine wirksame Therapie der Porokeratosis ist die physikalische Zerstorung von
Lasionen durch Kryotherapie, Elektrodesikkation oder Kohlendioxidlaserbehandlung.
Allerdings sind hierbei die Narbenbildung und Depigmentierung unerwunschte

Nebenwirkungen.

Topische Retinoide oder eine photodynamische Therapie konnen bei oberflachlichen
Lasionen wirksam sein (17). Die Kryotherapie, Kirettage, Exzision und Dermabrasion
als weitere Therapiemadglichkeiten der Porokeratosis superficialis disseminata actinica
zeigen erfolgreiche Ergebnisse. Diese Therapien kommen allerdings nicht bei
ausgedehnten Erkrankungen zum Einsatz und sind nur begrenzt (20).

Traditionelle Behandlungsmoglichkeiten wie Vitamin-D-Analoga, topische Retinoide,
5-Fluorouracil, Kryotherapie und Steroide tragen zu einer kurzfristigen Linderung der
Erkrankungen bei. Aber hiermit kann kein langfristiger Therapieerfolg erzielt werden
(40).

Alles in allem kann festgehalten werden, dass randomisierte kontrollierte Studien
erforderlich sind, um eine evidenzbasierte Behandlung mit qualitativ standardisierten
Schemata anbieten zu konnen. Vermutlich sind hierbei multizentrische und
internationale Studien notwendig, da es sich bei der Porokeratosis um eine seltene
Hautkrankheit handelt (45).

2.1.6 Histologie

Die Histopathologie der Porokeratosis ist durch die kornoide Lamelle, eine dunne
Parakeratosesaule, gekennzeichnet (10, 23). Sie durchzieht die gesamte Hornschicht.
Verankert ist die kornoide Lamelle in einer gribchenartigen Vertiefung der Epidermis
(»in der Haut steckende Artischocke®) (2).

Bei der kornoiden Lamelle handelt es sich um eine Saule eng anliegender
parakeratotischer Zellen (16). Diese liegt Uber einer diinnen oder fehlenden granularen
Schicht. Die darunterliegende Dermis weist haufig ein entziindliches Infiltrat auf (2).
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Mithilfe des Lichtmikroskop kann in der Dermis ein maRig dichtes, chronisch
entzlindliches Infiltrat beobachtet werden (72). Es kdnnen dyskeratotische Zellen

vorhanden sein.

Elektromikroskopisch kann unter der kornoiden Lamelle eine Abnahme der
Lamellenkorperchen und der Keratohyalin-Granula festgestellt werden. Dieser Befund
konnte fur die fehlerhafte Abschuppung der Korneozyten verantwortlich sein.

Aufgrund von abgebauten Organellen und Lipidtrépfchen enthalten die
parakeratotischen Zellen der kornoiden Lamelle ein elektronendichtes Zytoplasma und
pyknotische Kerne. In der Malpighi-Schicht weisen die Keratinozyten Anzeichen einer
Degeneration, wie z.B. die periphere Kondensation von Tonofilamenten und

zytoplasmatische Vakuolen (15).

Die kornoide Lamelle als charakteristisches histologisches Merkmal kommt bei allen
Formen der Porokeratosis vor und ist somit bei der Diagnosestellung sehr hilfreich (4,
7,10,13,17,19, 20, 73).

Die Histogenese der Porokeratosis lasst sich als klonale Erkrankung der Epidermis
erklaren. Die Tendenz, dass sich diese Klone entwickeln, ist wahrscheinlich erblich
bedingt (74).



Literaturdiskussion 33

Abbildung 5: Histologisches Ubersichtsbild (HE-Férbung) vom Porokeratosis Patient 8; kornoide
Lamelle in der Epidermis

2.1.7 Diagnostik

Die Diagnostik der Porokeratosis erfolgt am besten mit einer Biopsie im Bereich des
erhohten Randes, da hier die kornoide Lamelle erkennbar ist. SchlieRlich spielt die
kornoide Lamelle eine wesentliche Rolle bei der Diagnosestellung der Porokeratosis.

Auch die Dermatoskopie ist fiir die Diagnostik hilfreich. Mithilfe der Dermatoskopie sind
die Porokeratosis Lasionen als zentrale braune Pigmentierung mit blau-grauen
Punkten erkennbar. Diese Punkte sind von einem einzigen hypopigmentierten Band

mit einer weilden Spur an der Peripherie umgeben (16).

Obwohl die Porokeratosis nur selten vorkommt, spielt die Diagnostik eine wichtige
Rolle. SchlieBlich besteht hierbei das Risiko einer malignen Degeneration. Um diesem
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Risiko entgegen zu wirken, ist die Zusammenarbeit der Dermatologen mit Pathologen
entscheidend (16).

2.2 Maligne Transformation der Porokeratosis
Die Porokeratosis ist eine pramaligne Hautkrankheit. Hierbei weisen bestimmte

Patientengruppen ein erhéhtes Risiko flr eine maligne Transformation auf (14).

Mit einer Rate von 19% zeigt die Porokeratosis linearis unilateralis die starkste
Tendenz zur malignen Transformation. Im Vergleich hierzu liegt diese Tendenz bei
allen anderen Formen der Porokeratosis bei 7,5%. Die Malignitat durch die
Porokeratosis linearis unilateralis kann in einem friheren Alter auftreten (Mittelwert
54,8 Jahre) (42). Somit besteht bei allen Formen der Porokeratosis eine Malignitat (4,
19). Am seltensten kommt es bei der Porokeratosis superficialis disseminata actinica

zu einer malignen Transformation (16).

Ein Verlust der Heterozygotie oder der Allelverlust stellt einen entscheidenden
Mechanismus bei der Entstehung vieler Krebsarten dar. Der genetische Mechanismus
des Allelverlustes, der zu einer Porokeratosis linearis fuhrt, kdnnte hierbei einen ersten
Schritt in der Karzinomentstehung darstellen (75).

In der Literatur geht man davon aus, dass bei der Porokeratosis eine Uberexpression
von p53 an der Apoptose abnormaler Keratinozyten beteiligt sein kann. Als Reaktion
auf diese Apoptose kdnnen dann Entzindungszellen in die Lasionen infiltrieren. Das
Beenden von diesem Regulationszyklus kann dazu fuhren, dass die krebsanfallige
Natur der Porokeratosis erworben wird. Schlief3lich kann es dann so zur Entwicklung
von Karzinomen kommen (21). Schlussfolgernd kann somit eine Uberexpression des
Tumorsuppressor-Gens p53 in der Epidermis im Rahmen der malignen
Transformation eine Rolle spielen (4, 20, 23, 42). In diesem speziellen Protein kommt
es zu einer funktionellen Aberration, die als wichtiger Schlusselfaktor bei der malignen
Transformation agiert. Hierbei sind moglicherweise die Proteine Involucrin, Fillagrin,
Cytokeratin und Psi-3 auch beteiligt (4).

Durch Induktion von Thymidin-Dimeren kann UV-Exposition vermutlich p53-
Mutationen verursachen (15). In vielen malignen Neoplasmen kdnnen Mutationen des
p53-Gens gefunden werden. Charakteristisch fur ein mutantes p53-Gen ist eine
langere Halbwertszeit. Zudem kann dieses Gen durch eine Immunperoxidase-Farbung
leicht nachgewiesen werden. In der Studie von Magee et al. wurde bei Porokeratosis

Patienten eine Immunperoxidase-Farbung mit einem Antikorper, der sich gegen p53
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richtet, durchgefuhrt. Anhand dieser Farbung konnte festgelegt werden, dass die
Porokeratosis auf eine genetische Mutation hindeutet. Au3erdem zeigte dabei das
Fehlen einer Expression des proliferierenden zellkernigen Antigens, dass die p53-

Uberexpression kein Spiegelbild der verstarkten Zellproliferation ist (76).

Bei der Porokeratosis konnen die Keratinozyten nicht normal reifen und sich
differenzieren. Dies kann einen Zusammenhang mit der erhohten Inzidenz von

Karzinomen bei Porokeratosis Patienten haben (77).

Porokeratosis Lasionen kdnnen sich am haufigsten zu einem Plattenepithelkarzinom,
Morbus Bowen, seltener auch zu einem Basalzellkarzinom oder Melanom entwickeln
(18, 23, 42, 48, 77-79). Haufiger tritt die maligne Transformation bei nicht exponierter
Haut an den Extremitaten auf. Hierbei betragt die durchschnittliche Latenzzeit 36
Jahre, wobei sie bei der Porokeratosis Mibelli kurzer ist. Normalerweise entstehen
maligne Lasionen einfach, aber in einem Drittel der Falle sind auch mehrere Tumore
moglich. Im Rahmen einer Porokeratosis kann eine verminderte Immunuberwachung

eine Rolle bei der Entwicklung bésartiger Hauterkrankungen spielen (15).

Frahere ionisierende Strahlung, grof3e Grofe, lange Dauer der Lasionen und der
lineare Typ stellen die grofiten Risikofaktoren bei der malignen Transformation dar (4,
23, 42, 80). Zudem steigt mit dem Alter des Patienten das Risiko einer bdsartigen
Entartung (18). Auch Patienten mit geschwachtem Immunsystem kdnnen eine
maligne Transformation der Porokeratosis aufweisen (20).

Die Studie von Otsuka et al. bestéatigte, dass die Porokeratosis eine Vorstufe von
bosartigen Tumoren ist und einen neoplastischen Prozess durchlauft. Hierbei wurde
mit Hilfe der Mikrofluorometrie der nukleare DNA-Gehalt von Epidermiszellen aus
porokeratotischen Lasionen gemessen (81). Dies sollte zur Ermittlung ihrer Fahigkeit
zu bosartigen Degeneration dienen (32). Es wurde festgestellt, dass 42% der
porokeratotischen Lasionen eine DNA-Polyploidisierung in der Epidermis aufwiesen.
Letztendlich kam man zu dem Ergebnis, dass die meisten porokeratotischen Lasionen,
mit oder ohne DNA-Polyploidisierung, die Zellanteile in der S- und G2/M-Phase
erhdhen (81). Es konnten also erhdhte Zellanteile in der S- und G2/M-Phase
festgestellt werden (32).

Nach einer Nierentransplantation sollte die Entwicklung einer Porokeratosis bei diesen
Patienten, vor allem in Bezug auf eine maligne Veranderung, genau verfolgt werden,

weil das Plattenepithelkarzinom bei Transplantatempfangern viel aggressiver ist und
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haufiger metastasiert. Die hohe Inzidenz, dass immunkompetente Porokeratosis ein
pramalignes Potenzial aufweisen, hat wahrscheinlich einen Zusammenhang mit der
Existenz abnormaler Klone in der Epidermis von Porokeratosis Lasionen und der

Chromosomeninstabilitat bei Fibroblasten (17).
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

In dieser immunhistochemischen Analyse nahmen insgesamt 12 Porokeratosis
Patienten teil, die zwischen den Jahren 2016 bis 2019 in der Haut- und Poliklinik der

Universitatsmedizin Mainz behandelt wurden. Hierbei konnten in den histologischen

Untersuchungen bei 7 dieser Patienten eine Porokeratosis superficialis disseminata
actinica beobachtet werden. Bei den restlichen 5 dieser Patienten wurden in den
histologischen Untersuchungen unabhangig von der Form eine Porokeratosis

festgestellt.

Als Kontrollgruppe dienen 6 gesunde Individuen, die nicht an einer Porokeratosis

erkrankt sind und somit eine normale Haut aufweisen.

3.2 Probeentnahme
Im Rahmen der Behandlung in der Haut- und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz
erfolgte unter Lokalanasthesie eine Probeentnahme. Zuvor wurde der Patient Uber

mogliche Risiken aufgeklart.

Im Rahmen anderer Behandlungen des Universitatsklinikums wurden die 6
Hautbiopsien der Kontrollgruppe, die nicht an einer Porokeratosis leiden, entnommen

und fur die Forschung zur Verfugung gestellt.
3.3 Paraffinierung und Schnittanfertigung
3.3.1 Material

Gerate

« Tissue-Tek® VIP® 5Jr (VIP= Vakuum-Infiltrationsprozessor)
Firma: Sakura
« Mikrotom RM 2245 (Rotationsmikrotom)
Firma: Leica Biosystems Nussloch GmbH
. Feather® A35 Microtome Blade (Mikrotomklinge)
Firma: FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.
« SuperFrost® Plus (Adhasions-Objekttrager)
Firma: Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG
* Horo Typ0383 (Brutschrank)
Firma: HORO Dr. Hofmann GmbH
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Chemikalien

+ ROTI®-Histofix 4,5%: pH-Wert=7, phosphatgepufferte Formaldehydlésung
4,5%
Firma: Carl Roth GmbH + Co. KG
» Alkohol (1): 70%
Firma: Carl Roth GmbH + Co. KG
« Alkohol (2): 96% Ethanol
Firma: Martin & Werner Mundo oHG
* Alkohol (3): 100% Isopropylalkohol
Firma: Aug. Hedinger GmbH + Co. KG
«  Xylol
Firma: AplliChem GmbH
* Destilliertes Wasser

3.3.2 Methode

Die Proben wurden in Formalin fixiert. Mittels Tissue-Tek® VIP® 5JR wurden sie
danach entwassert und eingebettet. Folglich erfolgte dann die Kuhlung der Proben.
Danach wurden mithilfe eines Mikrotoms Schnitte von 2-3 Mikrometer Dicke erstellt.
Diese Schnitte wurden dann auf adhasiven Objekttragern zum Strecken in ein
Wasserbad getaucht. Zur Vermeidung von Schrumpfartefakten wurden die fertigen
Objekttrager auf eine Warmeplatte aufgelegt. Auf der Warmeplatte verweilten diese
Objekttrager eine kurze Zeit. AbschlieRend wurden die Objekttrager im Brutschrank fur

60 Minuten bei 60 Grad Celsius getrocknet.



Material und Methoden 39

3.4 Immunhistochemische Farbungen
3.4.1 Material

Gerate

* Leica ST5010 Autostainer XL
Firma: Leica Biosystems Nussloch GmbH
+ Dampfgarer Typ 3216
Firma: Braun (De’Longhi Deutschland GmbH
+ Eindeckmaschine: LEICA CV5030
« Eindeckmittel: Entellan®
+ Deckglaser
« Spritzen
* Pipetten
« Farbeklvetten
+ Eppendorfgefalie

Chemikalien

« Alkohol (1): 70%
Firma: Carl Roth GmbH + Co. KG
« Alkohol (2): 96% Ethanol
Firma: Martin & Werner Mundo OHG
* Alkohol (3): 100% Isopropylalkohol
Firma: Aug. Hedinger GmbH + Co. KG
*  Xylol
Firma: AplliChem GmbH
« Target Retrieval (EDTA)
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies
» Antigenretrieval Buffer 1 pH= 6 (Citrat)
Firma: Spring Bioscience Corporation
«  Waschpuffer
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies
« Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse:
K5007
o Flasche A: Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse
Sekundarer (gebrauchsfertiger) Antikérper
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o Flasche B: Dako REAL™ Substrate Buffer
o Flasche C: Dako REAL™ DAB+ Chromogen
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies
« Saures Hamalaun nach Meyer (Gegenfarbung)
Firma: Merck KGaA
« Dako REAL™ Peroxidase- Blocking Solution S2023
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies
+ Dako REAL™ Antibody Diluent
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies
+ Dako Real™ Proteinase K S3020
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies

Antikorper

« Anti-CD 1a
Monoclonal mouse antibody
Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies

* Anti-CD 3
Monoclonal mouse antibody
Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Leica Biosystems Novocastra™ Liquid

« Anti-CD 4
Monoclonal rabbit antibody
Verdinnung 1:50
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Cell Marque (Sigma-Aldrich Co. LLC)
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« Anti-CD 8
Monoclonal mouse antibody
Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Dako Deutschland GmbH Agilent Technologies

* Anti-CK 16
Monoclonal mouse antibody
Verdunnung 1:20
Antigendemaskierung mit Citrat
Firma: Leica Biosystems Nussloch GmbH

* Anti-Ki-67
Monoclonal mouse antibody
Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit EDTA
Firma: Zeta Corporation/Medac

* Anti-Involucrin
Monoclonal mouse antibody
Verdinnung 1:100
Antigendemaskierung mit Proteinkinase K
Firma: EmergoEurope

3.4.2 Methoden

Deparaffinierung

Hierbei wird das Paraffin mit Xylol nach dem Schneiden aus den Schnitten entfernt
(Deparaffinierung). Die mit Schnitten versetzten Objekttrager wurden Uber eine
absteigende Alkoholreihe fur jeweils 5 Minuten gebadet. Dafur wurden die Schnitte in
folgenden Losungen in der genannten Reihenfolge belassen:

1. Xylol

2. Xylol
3. 100 % Alkohol
4. 100 % Alkohol
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5. 96 % Alkohol
6. 70 % Alkohol
7. destilliertes Wasser.

Antigendemaskierung

Die Fixierung in Formalin fuhrt zum Verlust der Immunreaktivitat vieler Antigene. Ein
Antigen kann aus einem oder mehreren Epitopen bestehen. Ein Epitop kann funf oder
mehr Aminosauren aufweisen. Sie konnen durch intermolekulare Faltung
dreidimensional einander genadhert sein (Tertidrstruktur) oder gebunden sein
(kontinuierliche Abfolge der Aminosauren in der Polypeptidkette).

Die Fixierung in Formalin kann bei einigen Epitopen zu deutlichen Anderungen ihrer
dreidimensionalen Struktur fuhren. Bei diesen Epitopen kommt es also zu einer
Konformationsanderung. Hierfur ist die formalininduzierte Bildung chemischer
Quervernetzungen verantwortlich. Diese chemischen Quervernetzungen koénnen
zwischen verschiedenen Proteinen (intermolekulare Cross-Links) oder innerhalb
desselben Proteins (intramolekulare Cross-Links) zustande kommen. Das Resultat
hiervon kann ein vollstandiger oder partieller Verlust der Immunreaktivitat sein. Dabei
wird von einer ,Maskierung“ des Antigens gesprochen (82).

Eine Antigendemaskierung ist erforderlich, da dieses Verfahren die Immunreaktivitat
wiederherstellt und die Wirkung der Formalin Fixierung umkehrt (83).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Antigene durch Hitzeeinwirkung demaskiert. Die
Schnitte wurden hierfur mit der fur den AntikOrper richtigen Pufferlosung, also
entweder mit EDTA oder Citrat, behandelt. Danach verweilten diese Schnitte fur 40
Minuten im Dampfgarer. Die anschlielende Abkuhlung erfolgte fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Ungefahr 5 Minuten wurden die Schnitte mit Leitungswasser
abgespult. Zuletzt wurden sie mit Waschpuffer behandelt.

Bezuglich des Antikorpers Anti-Involucrin ist zu ergadnzen, dass dieser Antikorper
durch enzymatische Behandlung demaskiert wurde. Die Schnitte wurden mit
Proteinkinase K vorbehandelt.

Farbeablauf

FUr die Farbung wurden die Objekttrager zunachst zweimal jeweils 5 Minuten mit
Waschpuffer gespult. AnschlieRend wurde Peroxidase Blocking Solution aufgetragen
und 5 Minuten auf den Objekttragern eingewirkt.
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Daraufhin erfolgte das Auftragen des Primarantikorpers. Fur 60 Minuten wirkte dieser
bei Raumtemperatur ein und wurde dann mit Waschpuffer abgespilt. Die Objekttrager
wurden hierfur zweimal jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer gespult. Nun wurde der

Sekundarantikorper, der bei Raumtemperatur eine Stunde einwirkte, aufgetragen.

Danach wurden die Objekttrager wieder zweimal jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer
gespult. Daraufhin erfolgte die Entwicklung der Schnitte mit DAB. Hierbei betrug die
Einwirkzeit 7 Minuten. Erneut wurden die Objekttrager ca. 5 Minuten mit
Leitungswasser gespult. Die anschliefende Gegenfarbung erfolgte fur ca. eine Minute
mit Hamatoxylin. Daraufhin wurden diese Objekttrager zuerst ca. 10 Minuten mit
Leitungswasser und anschliel3end ca. 30 Sekunden mit destilliertem Wasser gespult.
Danach wurden die Objekttrager fur die Entwasserung jeweils zwei Minuten in
folgenden Losungen gebadet:

1. 70% Alkohol
2. 96% Alkohol
3. 96% Alkohol
4. 100% Alkohol
5. 100% Alkohol
6. Xylol
7. Xylol.

Die Objekttrager wurden zuletzt mit der Eindeckmaschine LEICA CV5030 eingedeckt.
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3.5 Immunhistochemische Verfahren

3.5.1 Monoklonale Antikorper

In dieser Studie wurden monoklonale Antikorper verwendet. Monoklonale Antikorper
spielen eine wichtige Rolle in der Diagnostik, Therapie und Forschung (84). Fir viele
molekulare immunologische Untersuchungen dienen sie als wesentliche Werkzeuge.
Ein monoklonaler Antikdrper stammt von einem einzelnen B-Zellklon und ist fur ein

einzelnes Epitop spezifisch (85).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines monoklonalen Antikérpers (86)

Antikorper sind Glykoproteine der Immunglobulin-Superfamilie. Zur Identifizierung und
Neutralisierung von Antigenen oder fremden Organismen werden sie von B-Zellen
sekretiert. Bestandteile der Antikorper sind zwei schwere und zwei leichte Ketten.
Eingeteilt werden sie abhangig von der Art der schweren Ketten in verschiedene
Isotypen. In der Regel handelt es sich bei therapeutischen monoklonalen Antikorpern
um y- Immunglobuline (oder IgG) (87).

Die Hybridomtechnologie ermoglicht die biotechnologsiche Erzeugung monoklonaler
Antikdrper (84). Erstmals haben Kohler und Milstein 1975 die in-vitro-Produktion
muriner monoklonaler Antikorper aus Hybridomen beschrieben. Hiermit stellte dies
den ersten Schritt zur Entwicklung menschlicher monoklonaler Antikorper als
Therapeutika dar (87). Die Immunisierung des Organismus mit geeignetem Antigen ist
der erste Schritt des Erzeugungsprozesses monoklonaler Antikorper (84).

Die Milzzellen werden nach einer positiven Immunantwort isoliert und mit
Myelomzellen fusioniert. Dies dient dazu, um langlebige, stabile Antikorper

produzierende Zelllinien, also Hybridomzellen, zu erzeugen. Anschlielend werden
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jede Woche die Kulturiberstande von allen Hybridomzellen auf die Produktion des
interessierenden Antikdrpers gescreent.

Hybridomzellen, die den interessierenden Antikorper produzieren, werden bis ein
monoklonales Hybridom gefunden wird, kloniert. Hierbei handelt es sich um einen sehr
zeitaufwandigen Prozess. Aus diesem Grund wurden seit 1975 zur Erleichterung der
Erzeugung monoklonaler Antikorper unterschiedliche Selektionsstrategien entwickelt
(84).

Bereits in den frihen 1980er Jahren wurden therapeutische monoklonale Antikdrper
entwickelt. Im Jahre 1986 wurde das erste therapeutische monoklonale
Antikorperprodukt vermarktet. Seit dem 10. November 2014 sind 47 monoklonale
Antikorperprodukte in Europa oder USA fur die Behandlung von vielen Erkrankungen

zugelassen (88).

Ein Bericht aus dem Jahre 2017 geht von uber 50 lizenzierten monoklonalen
Antikorpern gegen viele Erkrankungen aus. Ungefahr 540 weitere monoklonale
Antikorper befinden sich in der laufenden klinischen Entwicklung. Nicht nur als
Therapeutika, sondern auch in Bezug auf Konsistenz und Stabilitat haben
monoklonale Antikorper im Vergleich zu polyklonalen Antikorpern uberlegenere
Eigenschaften (89).

Rekombinante DNA-Technologien ermdglichen die Humanisierung von monoklonalen
Maus-Antikorpern. Hierdurch werden diese Antikorper mit den Antikdrpern des
Menschen ahnlicher gemacht. Auf diese Weise konnen sie fur die Behandlung von
vielen chronischen Krankheiten, Krebs und Autoimmunerkrankungen geeignet sein
(90).

Zudem sind monoklonale Antikorper in der Immunhistochemie im Vergleich zu
polykonalen Antikdrpern vorteilhaft. Zu den Vorteilen gehdren das Fehlen
unspezifischer Antikorper, ihre leichte Charakterisierbarkeit, inre hohe Homogenitat
und geringe chargenabhangige Qualitatsschwankungen (86).

3.5.2 Herstellung monoklonaler Antikorper

Hauptsachlich werden Mause zur Herstellung monoklonaler Antikorper verwendet
(86). Die Herstellung monoklonaler Antikérper erfolgt durch Zellverschmelzung nach
dem klassischen Hybridomverfahren.
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Zunachst werden die Mause mit den gesuchten zellularen oder I6slichen Antigenen
immunisiert. Daraufhin kommt es zu einer Zunahme der Anzahl spezifischer B-
Lympgozyten in der Milz und den Lymphknoten. Die Antikorper produzierenden B-
Lymphozyten werden durch Zusatz von Fusionsvermittlern aus den Organen isoliert.
Diese B-Lymphozyten werden dann in vitro mit Zelllinien verschmolzen. Sie sind durch

einen Gendefekt charakterisiert, weswegen ihre Selektion mdglich ist.

Nur zellulare Fusionsprodukte, die mit B-Lymphozyten fusioniert haben, kdnnen nach
Zugabe eines Zellgifts Uberleben. Daraufhin erfolgt die Selektion der gewunschten

Klone bzw. Antikdrperspezifitat, die in Zellkulturen vermehrt werden.

Zuletzt kdnnen die Antikdrper aus den Zellkulturflissigkeiten labor- und grof3technisch

aufgereinigt werden (91).

N
lmmunisierung/\
von Mausen
/ i B-Zelltumorlinie
- Milz-B- &? mit ngdefekt
Lymphozyten Verschmelzung (=Selektionsmarker)

> (Fusion) zum
)@ Hybridom
- Hybridom-Selektion
y = ﬁ% durch Vergiftung nicht
) fusionierter Zellen

Klonierung der Antikorper-
produzierenden Hybridome

P
Selektirpef- o '

produzierenden Hybridomen °

Isolierung der monoklonalen Antikérper
aus der Zellkulturflissigkeit

Abbildung 7: Klassische Herstellung von monoklonalen Antikérpern (91)
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Zur Herstellung menschlicher monoklonaler Antikorper gibt es auch moderne
Verfahren. Dazu zahlen das Phagendisplay und die Immunoglobulintransgene. Diese
Verfahren sind durch eine Umgehung einer zweckgerichteten Immunisierung

gekennzeichnet.

Das Verfahren Phagendisplay zahlt zu den ersten und am weitesten verbreiteten in-
vitro-Selektionstechnologien (90). Bei dem Verfahren Phagendisplay werden die
gewunschten Antikorper Uber Genbanken von menschlichen Immungobulingenen
selektiert (91).

Die Biologie von Bakteriophagen spielt dabei eine wesentliche Rolle, da diese zum
Anzeigen von Antikérpern verwendet werden (92). Bei diesem Verfahren werden die
Antikérper kodiert und auf der Oberflache von Phagen exprimiert. Diese Antikorper
konnen anschlieBend an antigenbeschichteten Festphasen selektiert und expandiert

werden.

Das Auswahlverfahren wird hierdurch deutlich beschleunigt. Verwendet wird diese
Technik vor allem, wenn menschliche monoklonale Antikérper gebraucht werden (91).
Dieses Verfahren dient als leistungsfahige Technik, um die Antikorpereigenschaften
zu verbessern. Fur die Therapie wurden 2016 sechs menschliche Antikorper, die durch
Phagendisplay weiterentwickelt wurden, zugelassen. Adalimumab (Humira®) wurde
2002 als erster aus Phagen gewonnener Antikorper mit Phagendisplay zur
Vermarktung zugelassen (90).

Bei dem Verfahren Immunoglobulintransgene werden zunachst auf transgene Mause
menschliche Immunglobulingene Ubertragen und anschlielfend immunisiert. Dies fuhrt
zu einem starken Anstieg der Anzahl spezifischer B-Zellen, die menschliche
monoklonale Antikorper produzieren. Hiermit sind klassische Verfahren zur Zellfusion
moglich (91).
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Herstellung monoklonaler menschlicher Antikorper durch

Phagendisplay Human-Immunglobulin-Transgene
Genbanken von schweren (H) und leichten (L) Immunisierung von Mausen, die
Immunglobulin-Ketten werden mit Hilfe von Human-Immunglobulin-Transgene tragen
¢DNA aus menschlichen B-Zellen angelegt

O] ==

Formierung von zufallsverteilten
kombinatorischen Genbanken

— HL
F T ' ) )
HL Fusion von Milz-B-Lymphozyten mit
. - T -EJ B-Zell-Tumorlinie und Hybridomselektion

Expression der Genprodukte an der
Oberfliche von Phagen (= Phagendisplay-Bank)

(—
- C—>-_ Selektion und Klonierung Antikarper-

produzierender Hybridome

D:E ) P - B
]

Antikorper-V-Anteile von Immunglobulin-H- und
L-Ketten-Kombinationen werden selektiert

L AT

) [ 4

Umklonierung der Antikérpergene in
Produktionszellen und Isolierung der
Antikorper aus der Zellkulturflissigkeit

Abbildung 8: Moderne Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antik6rper (91)
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3.6 Analyse der angefarbten Objekttrager

3.6.1 Material

* Mikroskop LEICA DFC 295 mit einem angeschlossenem PC und einem
digitalem Farbkamerasystem

+ LEICA Application Suite Software

+ Softwareversion V4.3

* ImageJ (zum Herunterladen von diesem Bildbearbeitungs- und
Bildverarbeitungsprogramms siehe: https://imagej.nih.gov/ij/)

3.6.2 Methoden

Erstellung der Bilder

Zur Bilderstellung wurden die Gewebeschnitte mittels digitalem Farbkamerasystem
(Leica DFC 295) abfotografiert. Hierzu wurden pro Antikérper-Farbung und Patient flnf
reprasentative Bildausschnitte mit der groRten Menge an Antikdrpern, ausgesucht.
Zuletzt wurden diese fUnf Bilder bei zwanzigfacher VergroRerung angefertigt.

CD3-AK Bildausschnitt 1 CD3-AK Bildausschnitt 2 CD3-AK Bildausschnitt 3

CD3-AK Bildausschnitt 4 CD3-AK Bildausschnitt 5

Abbildung 9: Fiinf Bildausschnitte des Antik6rpers CD3 im Rahmen der Bilderstellung
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Analyse der Bilder

Die automatisierte Bildanalyse erfolgt mithilfe des Programmes Imaged. Hierbei
handelt es sich um ein Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm. Durch diese
Analyse sollen die Bilder in Zahlen transferiert werden. Diese Werte geben letztendlich
die Anzahl der angefarbten Zellen im jeweiligen Bildabschnitt wieder.

Fir die Analyse wurden die Bilder zunachst mit dem Program Imaged Plugin — IHC
Profiler (https://sourceforge.net/projects/ihcprofiler) vorbearbeitet. Anschlielend
wurden diese Bilder mit dem Programm ImagedJ (http://imagej.nih.gov/ij/) analysiert.

Hiermit wurden also die angefarbten Zellen der Bildabschnitte in Zahlen ausgedruckt.
Um Fehler bei der Bildanalyse zu vermeiden, wurde das analysierte Bild nach der
automatisierten Bildanalyse mit dem Originalbild verglichen. Bei Abweichungen vom
Originalbild wurde eine nochmalige manuelle Bearbeitung der Bilder durchgefuhrt.
Somit konnten Fehler reduziert werden. Zuletzt erfolgte eine stichprobenartige
manuelle Auszahlung der angefarbten Antikorper. Hiermit konnten die Ergebnisse der

automatisierten Bildanalyse bestatigt werden.

+ Bildbearbeitung mit dem ImageJ Plugin- IHC Profiler
Zunachst wurden die Bilder mit dem Imaged Plugin- IHC Profiler bearbeitet.
Hiermit werden die Farben bearbeitet, wodurch die Antikrper besser zu
erkennen sind. Im Folgenden sind die einzelnen Schritte aufgelistet:
o Starten des Programmes ImageJ
o Offnen des Bildes in ImageJ (,File“ — ,Open* — Auswahlen der Datei
vom Speicherort — ,Open®)
o Auswahlen von Plugins — IHC Profiler - Nuclear Stained Image —
Vector ,H DAB*
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CD3-AK Bildausschnitt 3

CD3-AK Bildausschnitt 3: bearbeitetes Bild

Abbildung 10: Farbenbearbeitung mit ImageJ- IHC Profiler (CD3-AK Bildausschnitt 3 als Beispiel)

Analyse mit ImageJ

o CD1a:

,setThreshold(0, 100)
run("Analyse  Particles...,

show=0Outlines summarize”)

CDa3:
,setThreshold(0, 100)
run("Analyse  Particles...,

show=0Outlines summarize”)

CD4:
,setThreshold(0, 100)
run(’Analyse  Particles...,

show=0Outlines summarize”)

CDs8:
,setThreshold(0, 100)

Die anschlieRende Zellanalyse erfolgte mithilfe des Programmes Imaged. Dazu
wurden eigene Makrobefehle pro Antikdrper eingesetzt. Hierdurch kénnen beim
automatisierten Auszahlen der Antikorper genauere Ergebnisse erzielt werden.

Die Bildanalyse erfolgt nach den folgenden Makrobefehlen:

"size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

"size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

"size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00
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run("Analyse  Particles...”,  "size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

show=0Outlines summarize”)

o CK16:
,setThreshold(0, 100)
run("Analyse  Particles...”,  "size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

show=0Outlines summarize”)

o Ki-67:
,setThreshold(0, 100)
run("Analyse  Particles...”,  "size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

show=0Outlines summarize”)

o Involucrin:
,setThreshold(0, 100)
run("Analyse  Particles...”,  "size=70-Infinity  circularity=0.00-1.00

show=0Outlines summarize”)

CD3-AK Bildausschnitt 3: bearbeitetes Bild CD3-AK Bildausschnitt 3: analysiertes Bild

Abbildung 11: Bildanalyse mit ImageJ (CD3-AK Bildausschnitt 3 als Beispiel)

Nach erfolgter Bildanalyse gibt Imaged eine Wertetabelle aus. Diese Tabelle beinhaltet
die Variablen ,Count, ,Total Area“, ,Average Size” und ,%Area”. Fur diese Analyse ist
die Variable ,Count” ausschlaggebend. Die ,Counts® gibt die Anzahl der gezahlten
Partikel im Bild wieder.
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3.7 Statistik

3.7.1 Material

 Excel

3.7.2 Methoden

Durch das Institut fur Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI)

erfolgte die statistische Beratung dieser Arbeit.

Fir die statistische Auswertung wurde mithilfe des Programmes Microsoft Excel der

T-Test (Zweistichproben-t-Test) durchgefihrt.

Wenn hierbei ein p-Wert von unter 0,05 berechnet wird, spricht man von einem
statistisch relevanten Unterschied. Es handelt sich um eine explorative Datenanalyse,
d.h. es wird keine Korrektur fur multiples Testen durchgefuhrt. Daher wird ein p-Wert
von unter 0,05 in einem Test nur als statistisch relevant, nicht jedoch als statistisch
signifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse
4.1 Ubersicht

Diese Arbeit untersucht die Immunhistologie der proinflammatorischen Zellen des
Immunsystems bei Patienten, die an einer Porokeratosis erkrankt sind. Hierzu werden
alle Hautproben mit 7 verschiedenen immunhistochemischen Markern angefarbt.

Dabei werden zwei Gruppen auf immunhistochemische Unterschiede untersucht:

* 12 Porokeratosis Patienten
* 6 gesunde Individuen, die nicht an einer Porokeratosis erkrankt sind und
lediglich als Kontrollgruppe dienen.

Anschlielend kann mithilfe des Programmes ImageJ die absolute Anzahl der
Antikorper pro Gesichtsfeld ermittelt werden. Ein Gesichtsfeld entspricht dem
vollstandigen Bildausschnitt, der vom Mikroskop erfasst wird. Es betragt 82364
Quadratzentimeter (0.082364 Quadratmillimeter).

Zur Auswertung werden zu jedem Patienten 5 histologische Schnitte pro Antikorper

angefertigt. Dabei werden pro Antikorper eins der funf Bilder abgebildet.

AnschlieRend erfolgt zu jedem Patienten eine graphische Darstellung der Anzahl der
angefarbten Zellen (Mittelwerte der Antikdrper) pro Antikdrper und der ermittelte
Standardfehler. Hierfur werden mithilfe des Programmes Microsoft Excel
Balkendiagramme erstellt.

Der Standardfehler ist ein statistisches Mal} und hangt von der Messgenauigkeit ab.
Er gibt eine Aussage Uber die ,Genauigkeit* des Mittelwertes (93).

Eine tabellarische Ubersicht stellt die einzelnen Mittelwerte fiir jeden Patienten und
Antikorper dar. Die unterschiedliche Farbgebung bezieht sich auf die Zellzahl. Hierbei
erfolgt die Farbgebung von griin (niedrige Zellzahl) Uber gelb (mittlere Zellzahl) zu rot
(hohe Zellzahl).

Mithilfe des T-Tests (Zweistichproben-t-Test) erfolgt die statistische Auswertung.
Dieser Test wird mit dem Programm Microsoft Excel durchgefuhrt. Anhand des T-Tests
kénnen die Mittelwerte zweier Gruppen verglichen werden (94).
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In dieser Arbeit wurden folgende Antikorper als immunhistochemische Marker

verwendet:
« CD1a
- CD3
- CD4
- CD8
« CK16
+  Ki-67

* Involucrin
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4.2 Histologische Schnitte

4.2.1 Patient 1 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 41 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 1

Antikdrperverteilung

Patient 1, Porokeratosis
=700
S 600
c
¥ 500
8.400
<300
200
<
o - &S
0
CD1a (D3 (D4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Antikorper-Name

Abbildung 12: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 1 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.2 Patient 2 (weiblich)

» Alter bei Studienerhebung: 76 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD3

CD1a

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 2

Antikorperverteilung
Patient 2, Porokeratosis

Antikorper-Anzahl
L —_ NN w w S
o 88 88 8 8 & 8

] - I - — N
CD4 CD8

CDla CD3 CK 16 Involucrin Ki-67

Antikérper-Name

Abbildung 13: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 2 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.3 Patient 3 (weiblich)

» Alter bei Studienerhebung: 60 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 3

Antikorperverteilung
Patient 3, Porokeratosis
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CD1a CD3 CD4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Antikérper-Name

Abbildung 14: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 3 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler



Ergebnisse 62

4.2.4 Patient 4 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 52 Jahre

* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 4

Antikorperverteilung
Patient 4, Porokeratosis
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CDla (D3 CD4 CD8 CK16 Involucrin Ki-67

Antikorper-Name

Abbildung 15: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 4 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.5 Patient 5 (méannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 80 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 5

Antikorperverteilung
Patient 5, Porokeratosis
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CD1a CD3 CD4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67

Antikorper-Name

Abbildung 16: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 5 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.6 Patient 6 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 76 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 6

Antikorperverteilung
Patient 6, Porokeratosis

Antikorper-Anzahl
w B8 B 8 B
8 8 8 8 8

o

CD3 CD4

CDla CD8 CK 16 Involucrin Ki-67

Antikorper-Name

Abbildung 17: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei Patient 6 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.7 Patient 7 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 44 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 7

Antikorperverteilung
Patient 7, Porokeratosis
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Abbildung 18: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 7 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.8 Patient 8 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 80 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 8

Antikorperverteilung
Patient 8 , Porokeratosis
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Abbildung 19: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei Patient 8 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.9 Patient 9 (weiblich)

» Alter bei Studienerhebung: 52 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a

CD4 CD8

CK 16 Ki-67



Ergebnisse 73

Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 9

Antikorperverteilung
Patient 9, Porokeratosis
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CD1a CD3 CcD4 CcD8 CK 16 Involucrin Ki-67
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Abbildung 20: Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei Patient 9 mit Porokeratosis, Fehlerindikator:
Standardfehler
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4.2.10 Patient 10 (weiblich)

» Alter bei Studienerhebung: 63 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

CK16 (Farbung nicht zu sehen) Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 10

Antikérperverteilung
Patient 10, Porokeratosis

Antikorper-Anzahl
88888888

= i ' KN ]
CcD4 CcD8

(Dla CD3 CK 16 Involucrin Ki-67
Antikérper-Name

Abbildung 21: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei Patient 10 mit Porokeratosis,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.11 Patient 11 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 55 Jahre
* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4

CK 16 Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 11

Antikorperverteilung
Patient 11, Porokeratosis

Antikdrper-Anzahl
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o 888888 8 8

CcD4 CD8

CDla D3 CK 16 Involucrin Ki-67

Antikorper-Name

Abbildung 22: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei Patient 11 mit Porokeratosis,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.12 Patient 12 (mannlich)

» Alter bei Studienerhebung: 78 Jahre

* Gruppe: Porokeratosis

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Porokeratosis Patient 12

Antikorperverteilung
Patient 12, Porokeratosis

(Dla CD3 CD4 (D8 CK16 Involucrin Ki-67
Antikorper-Name

Abbildung 23: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei Patient 12 mit Porokeratosis,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.13 Gesundes Individuum Nr. 1

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 1

Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 1
Kontrollgruppe

Antikorper-Anzahl
NN W WS
88888

- - 3
CDla CD3 CD4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67

Antikorper-Name

Abbildung 24: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 1,
Fehlerindikator: Standardfehler



Ergebnisse 82

4.2.14 Gesundes Individuum Nr. 2

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 2

Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 2
Kontrollgruppe
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Abbildung 25: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 2,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.15 Gesundes Individuum Nr. 3

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8
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Involucrin

Antikorperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 3

Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 3
Kontrollgruppe
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CDla CD3 CD4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Antikorper-Name

Abbildung 26: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 3,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.16 Gesundes Individuum Nr. 4

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin
Antikdrperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 4
Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 4
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CDla D3 CD4 CD8 CK16 Involucrin Ki-67
Antikorper-Name
Abbildung 27: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 4,

Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.17 Gesundes Individuum Nr. 5

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 5

Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 5
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Abbildung 28: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 5,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.2.18 Gesundes Individuum Nr. 6

* Gruppe: Kontrollgruppe

CD1a CD3

CD4 CD8

Ki-67
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Involucrin

Antikorperverteilung Kontrollgruppe gesundes Individuum Nr. 6

Antikorperverteilung
Gesundes Individuum Nr. 6
Kontrollgruppe

Antikorper-Anzahl

T ne
CDla CD3 CD4 CD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Antikérper-Name

Abbildung 29: Mittelwerte der verschiedenen Antikérper bei gesundem Individuum Nr. 6,
Fehlerindikator: Standardfehler
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4.3 Antikorperauszahlung

4.3.1 Antikorperauszahlung bei allen Patienten mit Porokeratosis

4.3.1.1 Ubersicht der Mittelwerte der Antikdrperauszihlungen

CD1a CcD3 CcD4 CcD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Patient 1 171,8 288,4 541,6 257 70,4 388,2 196,6
Patient 2 85,2 125 238,2 80,4 16,6 306,6 70
Patient 3 210,2 210,8 320 43,2 264 388 190,6
Patient 4 187,2 284,2 538,4 184,6 237,6 701,2 198,4
Patient 5 301,2 452,2 513,4 381 344,2 838,6 114,8
Patient 6 109,2 281,6 466,8 108 445,8 1802,2 127,8
Patient 7 73,2 126,6 299,2 135 25 354 104,2
Patient 8 169 255,4 398,8 132 112 2104 25,4
Patient 9 82 573,4 581,8 318,6 380,8 656,2 141,6
Patient 10 163,2 147,6 355,2 80,2 0 656,4 144,6
Patient 11 212 459,4 593,2 231 113,8 436,8 80
Patient 12 137 624,2 710,4 379,4 420,2 1258,4 117,8
Mittelwert 158,4333333 319,0666667  463,0833333 194,2 202,5333333  666,4166667  125,9833333

Tabelle 1: Mittelwerte der Antikbrperauszéhlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen
Antikérper bei allen Patienten mit Porokeratosis

4.3.1.2 Graphische Darstellung: Antikorperverteilung bei Porokeratosis
Patienten

Antikorperverteilung
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Antikorper-Anzahl

CDla CcD3 CD4 CcD8 CK 16 Involucrin Ki-67
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Abbildung 30: Antik6érperauszéhlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen Antik6rper bei
allen Patienten mit Porokeratosis; Fehlerindikator: Standardfehler
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4.3.2 Antikorperauszahlung bei allen Individuen mit gesunder Haut

(Kontrollgruppe)

4.3.2.1 Ubersicht der Mittelwerte der Antikérperauszihlungen

CD1a CcD3 CcD4 CcD8 CK 16 Involucrin Ki-67
Patient 13 40,8 59,2 65 26,4 76,6 278 36,4
Patient 14 61 58,8 55,4 29,6 47,2 145,4 49,6
Patient 15 188,8 75,2 103,8 42,4 33,2 85,6 9,8
Patient 16 79,8 57,8 41,4 28,6 83,8 235 21,4
Patient 17 81,6 80 99,2 41,8 80,2 47,4 18,4
Patient 18 54,6 114,8 132,4 36,4 32 258,6 14
Mittelwert 84,43333333 74,3 82,86666667 34,2 58,83333333 175 24,93333333

Tabelle 2: Mittelwerte der Antik6rperauszéhlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen
Antik6rper bei allen Individuen mit gesunder Haut (Kontrollgruppe)
4.3.2.2 Graphische Darstellung: Antikorperverteilung der Kontrollgruppe

Antikorperverteilung
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Antikérper-Anzahl
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Abbildung 31: Antik6rperauszéhlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei
allen Individuen mit gesunder Haut (Kontrollgruppe); Fehlerindikator: Standardfehler
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4.3.3 Gegenuberstellung der Antikorperauszahlung: Porokeratosis

vs Kontrollgruppe
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Vergleich Antikoérperverteilung
Porokeratosis vs Kontrollgruppe

CD4 cb8 CK 16

Antikorper-Name

Involucrin

Kontrollgruppe

Porokeratosis

Ki-67

Abbildung 32: Antikérperauszéhlung. Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Antikbrper bei allen
Patienten mit Porokeratosis und allen gesunden Individuen (Kontrollgruppe), Fehlerindikator:

Standardfehler
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4.3.4 T-Test: Signifikanz der Unterschiede bei Porokeratosis und der

gesunden Haut (Kontrollgruppe)

Antikorper

p- Wert

CD1a
CD3

CD4

CD8

CK 16
Involucrin
Ki-67

0,025009693
0,000391804
0,000000634247
0,000653606
0,012632511
0,0035802
0,0000264385

statistisch relevanter Unterschied
statistisch relevanter Unterschied
statistisch relevanter Unterschied
statistisch relevanter Unterschied
statistisch relevanter Unterschied
statistisch relevanter Unterschied

statistisch relevanter Unterschied

Tabelle 3: T- Test (statistisch relevante Unterschiede bei Porokeratosis und der Kontrollgruppe)
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden an zwei Gruppen eine immunhistochemische
Analyse durchgefuhrt. Die erste Gruppe umfasst zwolf Patienten, die unter einer
Porokeratosis leiden. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um die Kontrollgruppe
mit sechs gesunden Individuen, die nicht an Porokeratosis erkrankt sind und somit

eine normale Haut aufweisen.

Die Entnahme der Hautproben erfolgte im Rahmen der Behandlung in der Haut- und

Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz.

Die Hautproben wurden anschlielfend mittels immunhistochemischer Methoden
angefarbt. Die immunhistochemische Farbung wurde mit sieben verschiedenen
Antikérpern (CD1a, CD3, CD4, CD8, CK 16, Involucrin, Ki-67) durchgeflhrt.

Durch die immunhistochemische Farbung der Hautproben konnten die Zellen, die an
der Immunreaktion beteiligt waren, farblich dargestellt werden.

Mithilfe eines automatisierten computergestutzten Programmes erfolgte anschlief3end
die Auszahlung der angefarbten Zellen. Somit konnte in beiden Gruppen die Haufigkeit
der verschiedenen Antikorper ermittelt werden. Die Mittelwerte der
Antikorperauszahlungen beider Patientengruppen wurden bestimmt und miteinander
verglichen.

Folgende Haufigkeitsverteilung der angefarbten Zellen ergab sich bei den
Porokeratosis Patienten in absteigender Reihenfolge:

Involucrin> CD4> CD3> CK 16> CD8> CD1a> Ki-67

Folgende Haufigkeitsverteilung der angefarbten Zellen zeigte sich bei der
Kontrollgruppe in absteigender Reihenfolge:

Involucrin> CD1a> CD4> CD3> CK 16> CD8> Ki-67

Der Vergleich beider Gruppen verdeutlicht, dass Involucrin sowohl bei der Gruppe der
Porokeratosis Patienten als auch bei der Kontrollgruppe am haufigsten vorkommt.
Involucrin weist also bei beiden Patientengruppen die hochsten Mittelwerte auf. Zu
betonen ist, dass der Mittelwert fur Involucrin bei den Porokeratosis Patienten
(Involucrin Mittelwert: 666,4) im Gegensatz zur Kontrollgruppe (Involucrin Mittelwert:

175) wesentlich hdher liegt.
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Die Ergebnisse der Auswertung zeigen aufllerdem, dass Ki-67 bei beiden
Patientengruppen am wenigsten vorkommt. Auch hierbei liegen die Mittelwerte fur Ki-
67 bei den Porokeratosis Patienten (Ki-67 Mittelwert: 125,98) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Ki-67 Mittelwert: 24,9) héher.

In der Haufigkeit von CD8 (Mittelwert: 194,2) und CK 16 (Mittelwert: 202,5) sind bei
den Porokeratosis Patienten nur geringe Unterschiede zu beobachten.

Auffallend ist, dass alle Antikdrper bei den Porokeratosis Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich hoher exprimiert sind.

Der im Rahmen der statistischen Auswertung angewendete T-Test ermoglicht einen
Vergleich der Mittelwerte der angefarbten Antikorper zwischen der Gruppe der
Porokeratosis Patienten und der Kontrollgruppe (gesunde Haut). Bei allen hierbei
angewendeten sieben Antikorpern ergeben sich p-Werte von unter 0,05.
Dementsprechend sind bei allen sieben AntikGrpern von statistisch relevanten
Unterschieden auszugehen.

CD4 (p-Wert=0,000000634247) weist im Gegensatz zu allen anderen Antikdrpern den
groflten statistisch relevanten Unterschied auf. Wohingegen bei CD1a (p-Wert=
0,025009693) der geringste statisch relevante Unterschied erkennbar ist.

In absteigender Reigenfolge ergeben sich folgende statisch relevanten Unterschiede:
CD4 (p-Wert= 0,000000634247)

Ki-67 (p-Wert= 0,0000264385)

CD3 (p-Wert= 0,000391804)

CD8 (p-Wert= 0,000653606)

Involucrin (p-Wert= 0,0035802)

CK 16 (p-Wert= 0,012632511)

CD1a (p-Wert= 0,025009693)

5.2 Diskussion der Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautproben von Patienten mit Porokeratosis und
von Individuen mit normaler Haut (Kontrollgruppe) enthommen. Zunachst erfolgte die
histologische Bearbeitung der Hautproben. Die anschliefenden

immunhistochemischen Farbungen der Gewebeschnitte wurden unter vorgegebenen
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Handlungsablaufen mit verschiedenen Antikorpern durchgefuhrt. Hierbei wurde mit
grolRer Genauigkeit gearbeitet. Mithilfe von Stoppuhren und Zeittafeln wurden die
Herstellerangaben zu den einzelnen Arbeitsablaufen und Einwirkzeiten genau
eingehalten. Allerdings sind trotz Genauigkeit und sorgfaltigem Arbeiten Fehler nicht
zu verhindern. SchlieBlich sind Fehler durch Umgebungsfaktoren wie Anderung der
Luftfeuchtigkeit und Lufttemperatur oder personenabhangige Fehler wie Ermudung,
Stress und Unaufmerksamkeit nicht auszuschlielen. Es wurde aber vor der
immunhistochemischen Farbung darauf geachtet, Fehler durch entsprechende
Vorbereitung der bendtigten Materialien und Chemikalien zu minimieren. Bei jedem
Farbedurchgang wurde eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefuhrt, um die Spezifitat

der Reaktion sicher zu stellen.

Nach immunhistochemischer Antikorperfarbung erfolgte die mikroskopische
Auswertung der eingedeckten Objekttrager. Hierfir wurden pro Objekttrager funf
Bildausschnitte, die die groRte Antikdrpermenge des Gewebeschnittes aufwiesen,
manuell abfotografiert. Bereiche mit der grof3ten AntikOrpermenge 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 angefarbten
Areale bestehen, sind Fehler nicht auszuschlieRen. Auch sind Gefalte im
Gewebeschnitt durch eine starkere Farbung gekennzeichnet. Diese sind allerdings fur
die vorliegende Arbeit nicht bedeutsam und sollten somit nicht ausgewertet werden.
Aus diesem Grund wurde beim Abfotografieren der Bildabschnitte darauf geachtet,

Bereiche, die Gefalde beinhalten mdglichst nicht zu erfassen.

Die anschlieRende automatisierte Analyse und Auswertung der abfotografierten Bilder
erfolgte mit den Programmen ImagedJ Plugin IHC- Profiler und Imaged. Diese
computergestutzten Verfahren bieten im Vergleich zur manuellen Auszahlung der
Antikorper einige Vorteile. Da hierbei eine manuelle Auszahlung der Antikorper
vermieden wird, ist bei der automatisierten Analyse mit einem geringeren zeitlichen
Aufwand 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
Antikorperverteilung untersucht werden. Vorteilhaft ist aullerdem, dass menschliche
Fehler wie Mdudigkeit oder Unachtsamkeit, die eventuell bei einer manuellen

Auszahlung der Antikorper entstehen konnten, bei dieser automatisierten Analyse
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moglichst minimiert werden konnen. Daruber hinaus ermoglicht die automatisierte
Analyse eine deutlich schnellere und vereinfachte Auszahlung von vielen Antikorpern.
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. Schlief3lich kann dies dann
dazu fuhren, dass die Forschung schneller neue Therapieansatze fur bestimmte
Krankheiten entwickelt. Das automatisierte Auszahlen der Antikorper kann aul3erdem
auch bei vielen anderen Krankheitsbildern angewendet werden. Dadurch ist auch ein
schneller Vergleich der Antikorperverteilung bei unterschiedlichen Krankheitsbildern
moglich. Ein weiterer Vorteil vom automatisierten Auszahlen der Antikorper ist die
genaue sowie schnelle Uberprifung und Wiederholung der Ergebnisse. Bei dem
manuellen Auszahlen der Antikorper konnen bestimmte Fehler wie das komplette
Ubersehen oder doppeltes Auszahlen von Antikdrpern entstehen. Diese Fehler
werden mithilfe der automatisierten Analyse der Antikorper verhindert.

Die Arbeitsweise des Programmes ImageJ kann allerdings das automatisierte
Auszahlen der Antikorper negativ beeinflussen. Nach der manuellen Einstellung
erkennt das Programm Imaged die angefarbten Antikorper. Allerdings ist hierbei
nachteilig, dass dieses Programm gelegentlich auch Strukturen mitzahlt, die
denselben Farbton wie die Antikorper aufweisen. Aufgrund von hierdurch
entstehenden Ungenauigkeiten beim Auszahlen der Antikorper werden die Ergebnisse
verfalscht. Diese Fehler konnen allerdings minimiert werden, indem eine prazise
Einstellung des Auswertungsbereichs in Imaged vorgenommen wird. Daflr wird das
Programm auf die genaue Farbe der Antikorper eingestellt. Fur bessere und genauere
Ergebnisse wurde jedes von Imaged bearbeitetes 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
konnen 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 fur den gesamten Gewebeschnitt stehen. Hierdurch ist
ein exaktes Auszahlen der Antikorper nicht gewahrleistet. Letztendlich mussten mehr
als funf Bildausschnitte in die Auswertung einbezogen werden, um genauere

Ergebnisse zu erzielen.
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Bei der statistischen Auswertung handelt es sich um eine explorative Datenanalyse,
d.h. es wird keine Korrektur fur multiples Testen durchgefuhrt. 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.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Immunsystems im Rahmen einer
Porokeratosis Erkrankung naher untersucht. Hierfur wurde eine immunhistochemische
Analyse der proinflammatorischen Zellen des Immunsystems herangezogen.
Hautproben von zwolf Patienten, die an einer Porokeratosis leiden, wurden
histologisch aufgearbeitet und anschlielend mit sieben verschiedenen Antikorpern
angefarbt. Die Kontrollgruppe als Vergleich hierzu besteht aus sechs Individuen, die
lediglich eine gesunde Haut aufweisen.

Da in der Literatur kaum vergleichbare Studien vorliegen, in denen mit bestimmten
Antikdrpern eine immunhistochemische Analyse bezuglich einer Porokeratosis
Hauterkrankung durchgefuhrt wurde, ist es interessant zu analysieren, welche
proinflammatorischen Zellen des Immunsystems in welcher Menge bei Porokeratosis
Patienten vorkommen. Da einige Antikorper im Vergleich zu anderen Antikorpern mit
einer hoheren Haufigkeit vorkommen, kann man daraus schlussfolgern, dass die
hohere Expression von diesen Antikorpern einen Zusammenhang mit der
Pathophysiologie der Porokeratosis haben kann. Niedrig exprimierte Antikorper
spielen demzufolge eine nur untergeordnete Rolle im Rahmen der Pathophysiologie
der Porokeratosis.

Im Folgenden werden die immunhistochemischen Marker, die im Rahmen der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden, naher beschrieben.
Involucrin

Involucrin ist ein stabchenformiger Proteinvorlaufer des ,cornified envelope®. Dieses
Protein enthalt mehrere reaktive Glutaminreste, die kovalente Isopeptidbindungen
bilden. Involucrin bildet ein Gerust fir den Einbau anderer Vorlaufer und ist in der
Bildung des ,cornified envelope“ vernetzt (95).

Exprimiert wird Involucrin im oberen Stratum spinosum, allerdings vor allem im Stratum

granulosum (96).
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Stimuliert wird die Expression von Involucrin durch bestimmte Wirkstoffe wie Calcium
und 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3. Diese Wirkstoffe regulieren auflerdem den
Differenzierungsprozess der Keratinozyten.

Als Hauptbestandteil des ,cornified envelope® spielt Involucrin eine wesentliche Rolle
fur die differenzierte Funktion der Epidermis. Somit besteht ein enger Zusammenhang
zwischen der Expression von Involucrin und der Differenzierung von Keratinozyten. Es
kommt zu einer Zunahme der Expression von Involcrin, wenn der Keratinozyt das
Stratum basale verlasst, um sich zu differenzieren. Dies fuhrt schliellich zu seinem
Tod und seinem Einbau in das Stratum corneum. Involucrin dient letztendlich als weit

verbreiteter Marker fur die Differenzierung von Keratinozyten (97).

Zudem ist Involucrin am Anfangsschritt der Bildung des ,cornified envelope® beteiligt
(96). Uber die Wirkung von Transglutaminase wird Involucrin in der Ubergangszone
als Bestandteil des ,cornified envelope® eingebaut (95). Hierbei ist Involucrin durch die
Transglutaminase 1 mit den Periplakin-, Envoplakin- und Keratinfilamenten vernetzt
(96).

In der vorliegenden Studie war im Rahmen der immunhistochemischen Auswertung
die Expression von Involucrin bei den Porokeratosis Patienten (Mittelwert: 666,42) im
Vergleich zu den anderen verwendeten AntikOpern deutlich erhoht. Bei diesen
Patienten kam also Involucrin am haufigsten vor. Somit war hierbei die Antigen-
Antikorper-Reaktion am deutlichsten ausgefallen. Im Gegensatz hierzu beinhalten die

Areale der Kontrollgruppe deutlich weniger Involucrin (Mittelwert: 175).

Bei den untersuchten Vergleichen bezuglich der Mittelwerte von den Porokeratosis
Patienten und der Kontrollgruppe zeigten sich statistisch relevante Unterschiede.
Allerdings waren diese Unterschiede bei Involucrin im Vergleich zu CD4, Ki-67, CD3
und CD8 kleiner.

Anhand der Studie von Shen et al. konnte dieses Ergebnis bestatigt werden. Auch in
dieser Studie war Involucrin in der lasionalen Epidermis diffus exprimiert. Es wurde
hierbei ebenfalls eine Uberexpression von Involucrin in der Epidermis der Lasion
beobachtet. Hierfir wurde ebenso eine immunhistochemische Untersuchung
durchgefuhrt, um die Expression von Loricrin und Involucrin naher zu analysieren.
Mithilfe der TUNEL-Methode wurde die Apoptose von Keratinozyten bei Porokeratosis
Patienten beobachtet. Diese Studie kam zu dem Ergebnis, dass bei allen untersuchten
Porokeratosis Patienten Keratinozyten unter der kornoiden Lamelle apoptotisch sind.
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Die vorzeitige fokale Apoptose von Keratinozyten in der Epidermis der Lasion kann bei
Porokeratosis Patienten zu einer abnormalen terminalen Differenzierung von
Keratinozyten fuhren. Auch eine Dysregulation der Expression von Loricrin kann dies
zur Folge haben, da ihre Expression in diesem Bereich unterbrochen war. Der
Mechanismus der fruhzeitigen Apoptose von Keratinozyten ist noch unbekannt.
Allerdings vermutet man, dass die Lebensfahigkeit von Keratinozyten in einem frihen
Stadium der Differenzierung durch veranderte genetische Anomalien oder
Immunsuppression beeintrachtigt werden. Als Reaktion auf die Apoptose von
Keratinozyten infiltrieren Entzindungszellen die Lasionen. Letztendlich wird anhand
dieser Studie festgehalten, dass an der Pathogenese der Porokeratosis eine
abnormale frihe Apoptose der Keratinozyten, die mit einer Fehlsteuerung der
Differenzierung dieser Zellen einhergeht, beteiligt sein konnte. Laut dieser Studie fuhrt
die frihe Apoptose epidermaler Keratinozyten zu einer Dysregulation des
Keratinisierungsprozesses (21).

In der Studie von Hohl konnte festgehalten werden, dass unter Verwendung der
Immunhistologie die Expression von Loricrin bei agranulotischer, parakeratotischer
Keratinisierung im Rahmen einer Porokerarosis im Vergleich zu Involucrin deutlich
herunterreguliert war. Vergleichbar mit der vorliegenden Studie war dementsprechend

die Expression von Involucrin hochreguliert (98).

In der Literatur wird dargelegt, dass die dyskeratotischen Zellen aggregierte

Tonofilamente und eine héhere Expression von Involucrin enthalten (15).

Die erhohte und unregelmalige Expression von Involucrin in der Epidermis unterhalb
der kornoiden Lamelle kann durch eine weitere Studie bestatigt werden. Hierbei konnte
zudem gezeigt werden, dass die Bildung der kornoiden Lamelle durch
hyperproliferative atypische Keratinozyten erfolgt. Diese Keratinozyten keratinisieren
unregelmalig und schnell. Aulierdem weisen sie eine fehlerhafte Abschuppung auf
(99).

CD4

CD4 ist ein Oberflachenmarker. Die Expression von CD4 erfolgt auf den T-
Helferzellen, Makrophagen und dendritischen Zellen. Hauptfunktion von CD4 ist die
Bindung an MHC-Il (100). An Makrophagen, Antigenprasentierenden Zellen,
Dendriten und B-Zellen befinden sich die MHC-II-Rezeptoren. Ihre Aufgabe ist die
Bindung an Fremdantigene und die Aktivierung von CD4-Lymphozyten.
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Die Produktion von Zytokinen, Immunaktivierung und das Erkennen von Antigenen
zahlen zu den Aufgaben von T-Helferzellen (CD4) (101).

CD4 ist ein Marker fur T-Helferzellen, die eine Untergruppe von T-Lymphozyten
darstellt. Es existieren verschiedene T-Helfer-Lymphozyten, bei denen CD4 als Marker
agiert. Hierzu gehoren die Typ1-T-Helferzellen, Typ2-T-Helferzellen, Typ3-T-
Helferzellen, Typ17-T-Helferzellen, Typ22-T-Helferzellen, Typ9-T-Helferzellen und die
Typ25-T-Helferzellen.

Lokalisiert sind die TH1-Zellen und TH2-Zellen hauptsachlich in der Dermis und selten
in der Epidermis. Die TH3-, TH17-, TH22-, TH9- und TH25-Zellen kommen in der
Dermis vor. All diese T-Helferzellen koordinieren die Immunfunktion und produzieren
bestimmte Zytokine (102).

Der Nachweis von Antigenen durch CD4+-T-Zellen ist auf MHC-Il beschrankt. Sie
werden auf Antigenprasentierenden Zellen, B-Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen exprimiert. Antigenprasentierende Zellen nehmen standig Proteine auf und
prasentieren davon angeleitete Peptide auf ihrer Oberflache. Aktiviert werden sie,
wenn pathogene Strukturen von gestorten Zellen freigesetzt werden. Schlief3lich
wandern die Antigenprasentierenden Zellen in die sekundaren lymphatischen Organe
und aktivieren dort die CD4+-T-Zellen (103).

TH1-Zellen generieren eher eine zellulare Immunantwort (100). Sie sind vor allem fur
die Produktion von INF-y zustandig (102). INF-y aktiviert CD8-T-Zellen, Makrophagen
und NK-Zellen. Zudem bewirkt INF-y eine Verstarkung der Antigenprasentation durch
HLA-Molekdle (101). TH1-Zellen setzen im Rahmen einer Infektion durch intrazellulare
Mikroorganismen vor allem Lymphotoxine und INF-y frei. Folglich fuhrt dies zur
Aktivierung von Makrophagen mit mikrobizider Aktivitat. Es besteht eine Assoziation
der TH1-Lymphozyten mit der Entstehung von Infektionen in der Haut und der
Pathogenese von immunvermittelten Krankheiten oder Autoimmunerkrankungen
(102).

TH2-Zellen |6sen eine humorale Immunreaktion aus (100). Sie produzieren die
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. TH2-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei
immungeschwachten Patienten im Rahmen einer Entzindungsreaktion auf
Infektionserreger. Man geht von einem Zusammenhang zwischen TH2-Zellen und

allergischen Erkrankungen aus.
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Die Produktion der Zytokine IL-4, IL-10, TGF-f erfolgt durch TH3-Zellen. Diese Zellen
sind fur die Umstellung von B-Zellen zur IgA-Produktion zustandig. TH3-Zellen haben
eine hemmende Wirkung auf TH1- und TH2-Lymphozyten.

TH17-Zellen fordern die Zytokine IL-17 und IL-22. Diese Zellen dienen als erste
Verteidigungslinie des Korpers gegen Infektionen durch bestimmte Bakterien und Pilze
(102). TH17-Zellen spielen also eine wichtige Rolle im frihen Stadium einer
Entzindung (100).

Aulerdem werden IL-22, FGF-(3, IL-13 und TNF-a durch TH22-Zellen produziert.

TH9-Zellen fordern die Produktion von IL-9, IL-10 und IL-21. Beteiligt sind diese Zellen

an der parakrinen und autokrinen Kontrolle lokaler Entzindungsreaktionen.

TH25-Zellen sind fur die Expression von IL-4, IL-13 und IL-25 zustandig. Beteiligt sind
diese Zellen an der Mastzellen Degranulation und Freisetzung von IgE (102).

In der vorliegenden Studie konnte unter den Porokeratosis Patienten die
zweithaufigste Antigen-Antikorper-Reaktion bei CD4 beobachtet werden. Im Rahmen
der Antikorperauszahlung lag hierbei der Mittelwert bei 463,08. Im Vergleich hierzu lag
der Mittelwert fir CD4 (Mittelwert: 82,9) bei der Kontrollgruppe deutlich niedriger.

Bei dem Marker CD4 war ein statistisch relevanter Unterschied feststellbar. Zu
betonen ist, dass dieser Unterschied bei CD4 im Vergleich zu den anderen
verwendeten Markern mit einem p-Wert von 0,000000634247 am groften war.

Ebenso wurde in der Studie von Matsuyama et al. eine immunhistochemische Farbung
bei Porokeratosis Patienten durchgefuhrt. Hierfur wurden verschiedene Marker
verwendet, darunter auch CD4. Unterschiedliche Bereiche der Lasionen wurden dabei
bezuglich des Farbungsverhaltens verglichen. Diese Studie kam zu dem Ergebnis,
dass T-Zellen in der Dermis unterhalb der kornoiden Lamelle hochreguliert sind (104).

Vergleichbar ist diese Feststellung mit der vorliegenden Studie, da auch hierbei in den
histologischen Bildern bei CD4 eine starke Farbung in der Dermis zu beobachten war.
Wohingegen CD4+-T-Zellen die Epidermis wie in der vorliegenden Studie nur selten

infiltrierten.

Schlussfolgernd kam die Studie von Matsuyama et al. zu dem Ergebnis, dass eine
Herunterregulierung von Langerhans-Zellen in der Epidermis sowie die
Hochregulierung von T-Zellen und dendritische Zellen in der Dermis Uber Zytokine an
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der Pathogenese der Porokeratosis beteiligt sind. Man geht davon aus, dass die
Zytokine durch mutierte Klone von Keratinozyten induziert werden (104).

In einer Studie postulierten Tanaka et al. einen Zusammenhang zwischen der
Porokeratosis und den CD4+-T-Zellen. Hierbei wurde davon ausgegangen, dass eine
Regression der Porokeratosis auf eine CD4+-T-Zell- vermittelte Immunreaktion gegen
abnormale Klone der Epidermis zurtick zu fuhren ist (105). Tanaka et al. zeigten
ebenso, dass CD4+-T-Zellen und CD1a-Zellen in der Dermis vorherrschen (106).

Jurecka et al. fuhrten in einer Studie ebenso eine immunhistochemische Analyse bei
Porokeratosis Patienten durch, um die zellulare Zusammensetzung des entzundlichen
Infiltrats der Epidermis zu untersuchen. Vergleichbar mit der vorliegenden Studie
stellten auch Jurecka et al. fest, dass in den Infiltraten T-Helferzellen vorherrschen.

Diese Zellen waren mit CD1a+-Zellen vermischt (72).

Nach dem Nachweis von Langerhans-Zellen und T-Helfer-Zellen in Porokeratosis
Mibelli Lasionen besteht eine Vermutung, dass an der Pathogenese immunologische
Mechanismen beteiligt sein konnen. Durch systemische oder lokale Veranderungen
der Immunfunktion konnte es zu einer verminderten Immunuberwachung kommen.
Dies wiederum wuirde das Erkennen pathologischer Keratinozyten-Klone verhindern
und immunologisch abstof3en. Somit konnte sich so ein mutiertes Keratinozytenklon

entwickeln und vermehren (15).

In der Literatur liefern Studien erfolgreiche Ergebnisse bezuglich der Porokeratosis-
Therapie mithilfe von Imiquimod (12, 61, 107, 108). Imiquimod wirkt als Modifikator der
Immunantwort (47). Es induziert Zytokine wie INF-y, INF-a, IL-12 und TNF-a. Diese
Zytokine fordern eine zellvermittelte Immunantwort Gber TH1-Zellen (12). Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass bereits in der Therapie der Porokeratosis gezielt in das

Immunsystem eingegriffen wurde und man hiermit gute Ergebnisse erzielte.
CD3

Als Oberflachenmarker erfolgt die Expression von CD3 auf T-Zellen (100). T-
Lymphozyten (CD3) wirken im Rahmen der Immunregulierung und Zytotoxizitat (101).

CD3 bewirkt die Expression des T-Zellrezeptors (100).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei CD3 unter den Porokeratosis Patienten die
dritthaufigste  Antigen-Antikorper-Reaktion festgestellt werden. Anhand der
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Antikorperzahlung kam man hierbei zu einem Mittelwert von 319,07. Die Areale der
Kontrollgruppe beinhalteten deutlich weniger CD3 (Mittelwert: 74,3).

Beim Vergleich der Mittelwerte zwischen den Porokeratosis Patienten und der

Kontrollgruppe konnten statistisch relevante Unterschiede beobachtet werden.
Bezulglich dieses Ergebnisses liegen in der Literatur keine vergleichbaren Studien vor.

Allerdings zeigt die Studie von Matsuyama et al., dass bei Porokeratosis Patienten
CD3+-T-Zellen selten die Epidermis infiltrierten, wohingegen ihre Infiltration in der
Dermis unterhalb der kornoiden Lamelle zu beobachten ist (104). Diese Erkenntnis
kann anhand der vorliegenden Studie bestatigt werden. SchlieRlich konnten in den
histologischen Schnitten eine starke Infiltration von CD3 in der Dermis und eine sehr
schwache Infiltration in der Epidermis festgestellt werden.

Zhang et al. stellten in einer Studie die Vermutung auf, dass Gene, die an der
Aktivierung von Keratinozyten und der T-Zell-vermittelten Immunantwort beteiligt sind,
eine entscheidende Rolle im Rahmen der Pathogenese der Porokeratosis spielen.
Somit wurde gezeigt, dass die T-Zell-vermittelte Immunantwort mit der Pathogenese
der Porokeratosis zusammenhangt (109).

Ein Bericht von Stewart et al. legte dar, dass bei einem Patienten nach einer
Etanercept Behandlung die Porokeratosis superficialis disseminata festgestellt wurde.
Etanercept, ein rekombinantes Fusionsprotein des TNF-Rezeptors, bindet und hemmt
TNF. Eine wichtige Rolle spielt der Tumornekrosefaktor fur apoptotische, entziindliche
und zellulare Proliferationswege. Durch die Hemmung von TNF bewirkt Etanercept
eine Abnahme der Anzahl der T-Zellen. Wichtig sind die T-Zellen zur Verhinderung der
bei Porokeratosis superficialis disseminata auftretenden abnormalen klonalen

Proliferation von Keratinozyten und zur Immundberwachung (110).

Man vermutet, dass wahrscheinlich die immunsuppressiven Effekte von Etanercept
zur Entwicklung der Porokeratosis superficialis disseminata beigetragen haben. Der
Entstehungsmechanismus einer Porokeratosis superficialis disseminata durch eine
immunsuppressive Therapie ist noch unklar. Vermutlich unterbreche eine solche
Therapie das Wachstum der Epidermis und fordere die Proliferation klonaler Zellen
oder l6se direkt die Expression abnormaler Klone von Epidermiszellen aus. Eine
immunsuppressive Therapie kann zu einer Verringerung der Immunuberwachung

beitragen und eine Vermehrung der abnormalen Klone ermoglichen. Letztendlich geht
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man davon aus, dass eine solche Immunsuppressionstherapie moglicherweise bei

vielen Patienten zu einer Porokeratosis superficialis disseminata fihren kann (110).

Zytokeratin 16 (CK16)

Zytokeratine sind intermediare Filamentproteine und dienen als Marker fur die
Differenzierung von Epithelzellen (111). Es existieren weiche und harte Keratine.
Weiche Keratine werden hauptsachlich in Epithelzellen exprimiert. Harte Keratine
kommen in Haaren und Nageln vor (112). Zytokeratine bestehen aus 20 Polypeptiden
und bilden das Zytoskelett der Epithelzellen (113). Man unterteilt also Zytokeratine in
CK1 bis CK20 (114).

Sie sorgen flur eine mechanische Stabilitdt und Integritéat des Epithelgewebes (115).
Zustandig sind sie also fur die Aufrechterhaltung der interzellularen Kontakte, den
Widerstand, die Form und Struktur der Epithelzellen. Aulerdem dienen sie im

Haarfollikel als Marker fur die Zytodifferenzierung und Follikelreifung.

Unterteilt werden Zytokeratine in Typ 1 und Typ 2. Bei Typ 1 handelt es sich um saure
Keratine und bei Typ 2 um basische Keratine (116). Diese Einteilung erfolgt nach ihrem
isoelektrischen Punkt und ihrem Molekulargewicht. Ein Paar Zytokeratin besteht aus
einem basischen und einem sauren Zytokeratin. Sie konnen die
Proliferationskapazitat, das Differenzierungsstadium der Keratinozyten, die

Wachstumsbedingungen und den Standort bestimmen (113).

Assoziiert ist CK16 mit einem hohen Zellumsatz. Man geht davon aus, dass CK16 bei
hyperproliferativen Erkrankungen wie Psoriasis in suprabasalen Keratinozyten

vorkommt (111).

CK16 ist vor allem in der Epidermis zu finden und agiert als Marker fur die
Hyperproliferation. Exprimiert werden sie konstitutiv in mukosalen geschichteten
Plattenepithelien (114). CK16 ist zudem ein ,stressinduzierbares“ Keratin. Nach
Entziindungen und Verletzungen wird CK16 schnell eingeschaltet (117).

In der vorliegenden Arbeit konnte im Rahmen der immunhistochemischen Auswertung
festgestellt werden, dass die Gruppe der Porokeratosis Patienten die vierthaufigste
Antigen-Antikorper-Reaktion ausweisen. Hierbei lag der Mittelwert fur CK16 bei 202,5,
wohingegen dieser Wert bei der Kontrollgruppe (Mittelwert: 58,8) deutlich geringer war.
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Der Vergleich der Mittelwerte zwischen den Porokeratosis Patienten und der
Kontrollgruppe ergab einen statistisch signifikanten Unterschied. In der Literatur liegen

keine vergleichbaren Studien bezuglich dieses Ergebnisses vor.
CD8

CD8+-Lymphozyten zahlen zu den zytotoxischen Zellen (101). Die Expression von
CD8 erfolgt auf den zytotoxischen T-Zellen (100). CD8 kommt in der Dermis und
Epidermis vor. Die Eliminierung von infizierten Zellen und intrazellularen
Mikroorganismen gehoren zu ihren Aufgaben. Sie produzieren das Zytokin INF-y
(102).

Bei einer Reinfektion intrazellularer Krankheitserreger wie Viren und beim Schutz vor
Infektionen spielen CD8+-T-Zellen eine zentrale Rolle (118). AuRerdem binden sie an
MHC-I (100). Diese aktivieren wiederum CD8-Lymphozyten (101). MHC-I prasentieren
Antigene, die von CD8+-T-Zellen erkannt werden. Sie konnen die Zellen entweder
durch Sekretion von zytolytischen Molekulen wie Granzymen und Perforin eliminieren

oder eine Apoptose induzieren (103).

In der vorliegenden Arbeit fuhrte die Antikorperfarbung mit CD8 bei den Porokeratosis
Patienten zu der funfthaufigsten Antigen-Antikorper-Reaktion. Hierbei lag der
Mittelwert bei 194,2. Bei der Kontrollgruppe konnte man fur CD8 einen Mittelwert von
34,2 berechnen. Schlussfolgernd konnte man beim Vergleich dieser Mittelwerte einen

statistisch relevanten Unterschied ermitteln.

In der Studie von Kanekura et al. wurde ebenso eine immunhistochemische Farbung
bei Porokeratosis Patienten durchgefuhrt. Hierbei kam man vergleichbar mit der
vorliegenden Studie zu dem Ergebnis, dass es sich bei den Infiltraten um CD4+-T-
Helferzellen handelte. Diesen Zellen waren CD8+-zytotoxische-T-Zellen und nur eine
kleine Anzahl von CD1a+-Zellen beigemischt. Bei einem Porokeratosis Patienten
konnte man wiederum CD4+-T-Zellen und CD1a+-Zellen beobachten. Allerdings
waren keine CD8+-T-Zellen in der Dermis zu beobachten (106). Tanaka et al. kamen
aber in einer Studie zu dem Ergebnis, dass CD8+-T-Zellen in den Infiltraten vorliegen
(106).

CD1a

CD1-Molekule spielen fur die Prasentation von Lipidantigenen gegenuber T-Zellen

eine wichtige Rolle.
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Sie werden eingeteilt in Gruppe | (CD1a, CD1b, CD1c) oder Gruppe Il (CD1d und
CD1e). Langerhans-Zellen exprimieren CD1a (119). lhre Expression erfolgt auch auf
dendritischen Zellen (100).

CD1a ist fur die Regulation von TH17-vermittelten Entzindungsreaktionen in der Haut
zustandig (119). CD1a ist ein Marker fur Langerhans-Zellen und befindet sich in der
Epidermis. Langerhans-Zellen gehoren zu den Antigenprasentierenden Zellen. lhre
Aufgabe ist die Migration und Rekrutierung in die sekundaren lymphoiden Organe
(102). Hierbei handelt es sich um mononukleare Phagozyten.

Langerhans-Zellen sind an der Schnittstelle zur aul3eren Umgebung und dienen als
Wachter der Epidermis. Durch amdbenartige Bewegungen kdnnen sie ihre Dendriten
zwischen den Keratinozyten ausdehnen und zurtckziehen. Hierdurch kdnnen sie die
Umgebung untersuchen. In der Epidermis prasentieren Langerhans-Zellen den T-
Zellen ein Antigen, wodurch eine lokale Immunantwort ausgelost wird. Daruber hinaus

kdénnen sie zum Lymphknoten wandern und Immunreaktionen initiieren (120).

Aufgrund neuartiger Erkenntnisse weil3 man, dass Langerhans-Zellen nicht nur eine
wichtige Funktion bei der Homodostase und Immunuberwachung haben, sondern auch
einen Einfluss auf die Pathologie ausuben. Dies geschieht, indem Langerhans-Zellen
die Toleranz induzieren oder Entziindungen vermitteln (121). Langerhans-Zellen sind
die einzigen Antigenprasentierenden Zellen in der Epidermis, die MHC-II exprimieren
(122). Als Antigenprasentierende Zellen aktivieren Langerhans-Zellen CD8+ -

zytotoxische T- Lymphozyten und CD4+ -Helfer-T-Lymphozyten (119).

In der vorliegenden Studie zeigte die AntikOrperauszahlung der Porokeratosis
Patienten bei CD1a die sechshaufigste Antigen-Antikorper-Reaktion. Der Mittelwert
lag hierbei bei 158,4. Bei der Kontroligruppe konnte man fur CD1a einen Mittelwert

von 84,4 ermitteln.

In den untersuchten Vergleichen zwischen der Gruppe der Porokeratosis Patienten
und der Kontrollgruppe liel® sich ein statistisch relevanter Unterschied finden. Im
Gegensatz zu den anderen verwendeten Antikérpern konnte bei CD1a (p-Wert=
0,025009693) der geringste Unterschied beobachtet werden.

In der Studie von Matsuyama et al. wurde mithilfe der immunhistochemischen Farbung
von CD1a festgestellt, dass in der Epidermis die Anzahl der CD1a+-Langerhans-Zellen
verringert war. Im Vergleich zur normalen Haut war die Anzahl der CD1a+ dermalen

dendritischen Zellen in der kornoiden Lamelle deutlich erhoht. Langerhans-Zellen
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waren vergleichbar mit der vorliegenden Studie in der Epidermis herunterreguliert,
wohingegen dendritische Zellen und T-Zellen in der Dermis hochreguliert waren.
Schlussfolgernd kamen Matsuyama et al. zu der Erkenntnis, dass die veranderte
Verteilung von Langerhans-Zellen, Immunzellen und dermalen dendritischen Zellen
eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Porokeratosis spielen kann (104).
In der Regel sei die Anzahl der epidermalen Langerhans-Zellen verringert (15).

Anhand einer licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchung bei verschiedenen
Formen der Porokeratosis konnte beobachtet werden, dass in der Epidermis die
Langerhans-Zellen in engem Kontakt mit fruh degenerierenden Keratinozyten stehen
(72).

Ki-67

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der in der Immunhistochemie eingesetzt wird (123).
Meistens wird es als Proliferationsmarker fur menschliche Tumorzellen eingesetzt
(124).

Es wird von proliferierenden Zellen, also wahrend der G1-, der S-, der G2- und der M-
Phase des Zellzyklus exprimiert (104). Dementsprechend kommt das Ki-67 Protein in
allen aktiven Phasen des Zellzyklus vor (125). In der G0O-Phase, also in ruhenden
Zellen, kommen sie nicht vor (123, 125). Aus diesem Grund ist Ki-67 ein bedeutender
Marker zum Bestimmen des wachsenden Anteils einer Zellpopulation (125). Im Laufe
des Zellzyklus verandert sich die Zellverteilung von Ki-67 sehr stark (124).

In der vorliegenden Studie konnte im Rahmen der AntikOrperauszahlung bei Ki-67 die
am seltensten auftretende Antigen-Antikorper-Reaktion unter den Porokeratosis
Patienten festgestellt werden. Der Mittelwert lag hierbei bei 125,98. Bei der
Kontrollgruppe war der Mittelwert mit 24,9 auch am geringsten. Der Unterschied
zwischen den Porokeratosis Patienten und der Kontrollgruppe war statistisch relevant.

Vergleichbar mit der vorliegenden Studie kamen Matsuyama et al. zu der Erkenntnis,
dass die Expression von Ki-67 in der Epidermis der kornoiden Lamelle erhéht war,
aber nicht in der normalen Haut. Hierbei stellten sie die Vermutung auf, dass eine
Assoziation zwischen der Expression von Ki-67 und der Proliferation von
Keratinozyten in der kornoiden Lamelle besteht (104).

In der Studie von Fernandez-Flores wurde eine immunhistochemische Analyse mit

MIB-1, welches das Protein Ki-67 erkennt, durchgefuhrt. Man konnte hierbei keine
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Erhéhung der Proliferation unter der kornoiden Lamelle feststellen (126). Vergleichbar
ist dieses Ergebnis mit der vorliegenden Studie, da Ki-67 im Vergleich zu den anderen
verwendeten Antikdrpern eine nur geringe Expression aufweist und somit am

seltensten vorkam.
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6 Zusammenfassung

Porokeratosis ist eine seltene Hautkrankheit mit verschiedenen klinischen Formen, die
auf eine Keratinisierungsstorung zuruckzufuhren ist. Die kornoide Lamelle ist das
histopatholgische Merkmal der Porokeratosis. Eine maligne Transformation ist
moglich. Die Atiologie ist bisher nicht bekannt. In der Literatur wurden bisher
systemische, topische und chirurgische Behandlungsmoglichkeiten beschrieben.
Allerdings liegen keine randomisierten, kontrollierten Studien bezuglich der
Behandlungsstandards vor. Demzufolge ist die Erstellung von europaischen und

internationalen Richtlinien bisher nicht moglich (45).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Haufigkeiten von T-Zellen (T-Helferzellen,
zytotoxische  T-Zellen), antigenprasentierenden Zellen (Langerhans-Zellen,
dendritischen Zellen), Differenzierungsmarkern (Involucrin, CK16) und vom
Proliferationsmarker (Ki-67) in zwei Gruppen untersucht. Die erste Gruppe besteht aus
12 Porokeratosis Patienten und die zweite aus 6 gesunden Individuen mit normaler
Haut, die lediglich als Kontrollgruppe dient. Fir die Untersuchung wurden die Biopsien
paraffiniert, histologisch zugeschnitten und mit Antikdrpern immunhistochemisch
angefarbt. Nach der anschliel3enden lichtmikroskopischen Untersuchung wurden funf
Bildausschnitte mit der grof3ten Anzahl an Farbungen abfotografiert und die Antikorper
mit Hilfe eines Bildanalyseprogrammes ausgezahlt. Die Ergebnisse wurden anhand
von Tabellen und graphisch durch Balkendiagramme dargestellt. Zuletzt erfolgte mit
Hilfe des T-Test ein Vergleich der Mittelwerte zwischen beiden Gruppen. Hierbei
konnte bei allen verwendeten AntikOrpern ein statistisch relevanter Unterschied
festgestellt werden. Der aulRerordentlich statistisch relevanteste Unterschied konnte
bei CD4 beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass Involucrin und
T- Zellen (CD4, CD3) bei Porokeratosis Patienten im Vergleich zur normalen Haut eine
erhohte Haufigkeit aufweisen. Ihre starke Expression bei den Porokeratosis Patienten
deutet darauf, dass vermutlich Involucrin und bestimmte Immunzellen (CD4, CD3) in
der Pathogenese der Porokeratosis eine zentrale Rolle Ubernehmen. Diese
Erkenntnisse konnen als Wegweiser fur Forschungen dienen und letztendlich bei der
Entwicklung von Therapien herangezogen werden. Es bleibt zu klaren, ob Antikorper
gegen Involucrin und T- Zellen in der Therapie der Porokeratosis zu empfehlen sind.
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8 Anhang

8.1 Histologische Ubersichtsbilder; HE-Firbung

Patient 1 (mannlich, 41 Jahre, Porokeratosis)
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Patient 3 (weiblich, 60 Jahre, Porokeratosis)
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Patient 5 (mannlich, 80 Jahre, Porokeratosis)
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Patient 7 (mannlich, 44 Jahre, Porokeratosis

.
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Patient 11 (mannlich, 55 Jahre, Porokeratosis)




Anhang 128
Gesundes Individuum Nr. 1 (Kontrollgruppe)

Gesundes Individuum Nr. 2 (Kontrollgruppe)
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Gesundes Individuum Nr. ntrollgruppe




Anhang 130
Gesundes Individuum Nr. 5 (Kontrollgruppe)

Gesundes Individuum Nr. 6 (Kontrollgruppe)
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