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ZUSAMMENFASSUNG

Expression von Serin-Proteinase-Inhibitoren in der Haut:
Vergleich vom Netherton Syndrom mit Psoriasis vulgaris und atopischer Dermatitis

Oji, Melody Enyinna

Serin-Protease-Inhibitoren spielen eine wichtige Rolle in epidermaler Differenzierung und
Verhornung. Serpine dhneln sich strukturell und bewirken die Inhibition ihrer Zielprotease iiber
einen spezifischen Suizid-Mechanismus. Zur Untergruppe der Ov-Serpine gehoren PAI-2, Hurpin
und Bomapin. LEKTI ist ein neuartiger Serin-Protease-Inhibitor mit 15 einzelnen potentiell
inhibitorischen Doménen und wird von SPINKS5 kodiert (Magert et al., 1999). Mutationen in
SPINKS5 sind ursdchlich fiir das Netherton Syndrom (Chavanas et al., 2000), das aufgrund der
ausgepragten atopischen Diathese als eine Modellerkrankung fiir die atopische Dermatitis gilt. Der
Mangel an LEKTI bewirkt eine unzureichende Inaktivierung von Stratum corneum tryptischem
und chymotryptischem Enzym (SCTE, bzw. SCCE). In Folge kommt es zu einer verstirkten
Abschuppung und Entziindung der Epidermis (Komatsu et al., 2002). Auf immunhistochemischer
Ebene finden sich einige Gemeinsamkeiten des Netherton Syndroms mit der Psoriasis vulgaris,
z. B. die erhohte Expression von Transglutaminase 1 und Elafin (Raghunath ef al., 2004).

In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob auBler Elafin noch andere Serin-Protease-
Inhibitoren in der Netherton-Epidermis vermehrt exprimiert werden und ob es beim Netherton
Syndrom und bei Psoriasis vulgaris, bzw. bei atopischer Dermatitis, Parallelen in der Expression
von LEKTI, Elafin, PAI-2, Hurpin und Bomapin gibt. Zu diesem Zweck wurde die Expression
dieser Proteine an Kryostatschnitten von 32 unterschiedlichen Individuen mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Beim Netherton Syndrom (n=6) ist die Elafin-
Expression erhoht, ebenso die Expression der Ov-Serpine PAI-2 (6/6) und teilweise Bomapin
(3/6). Hurpin ergab kein einheitliches Ergebnis. Insgesamt zeigt sich ein paralleles Muster zur
Psoriasis vulgaris (n=10). Interessanterweise ist auch hier die LEKTI-Expression erniedrigt
(10/10). Bei atopischer Dermatitis (n=6) entspricht die Expression der untersuchten Proteine
iiberwiegend der Normalhaut (n=10).

Die Ergebnisse legen nahe, dass beim Netherton Syndrom und bei Psoriasis vulgaris gemeinsame
pathophysiologische Grundlagen bestehen. Im nédchsten Schritt wére die Untersuchung von

SPINK5-Polymorphismen bei Psoriasis vulgaris wissenschaftlich sehr interessant.

Tag der miindlichen Priifung: 15.04.2005
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1 Einleitung

1.1 Aufbau der Epidermis

Die Epidermis ist in der Regel circa 1 mm dick und besteht zu 90% aus Keratinozyten. Die
restlichen 10% der Zellpopulation werden von Melanozyten, Merkelzellen, Langerhanszellen
und T-Lymphozyten gebildet. Die mechanische Verbindung zur Dermis wird durch ein
komplexes Haltesystem aus Hemidesmosomen, Ankerfilamenten und Ankerfibrillen
-epidermale Junktionszone- gewihrleistet.

Durch unterschiedliche Reifungszustinde der Keratinozyten (epidermale Differenzierung)
entsteht das mehrschichtige Plattenepithel (Abb. 1.1). Man unterscheidet histologisch von
basal nach apikal fiinf Schichten.
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Abb. 1.1: Struktur der Epidermis

Direkt auf der Basalmembran, die im wesentlichen ein Syntheseprodukt der Keratinozyten
darstellt, liegt das Stratum basale. Das Stratum basale besteht aus einlagigen, zylindrischen
Zellen. Dieser Zellschicht folgt das, aus zwei bis fiinf Zelllagen aufgebaute, Stratum spinosum
- die Stachelzellschicht. Das Stratum granulosum besteht aus ein bis drei Zelllagen
abgeflachter Keratinozyten, die durch basophile Keratohyalinkdrner gekennzeichnet sind, und
liegt dem Stratum spinosum auf. Das diinne und lichtmikroskopisch homogene Stratum
lucidum findet sich in der dicken Epidermis der Handteller und FuB3sohlen. Oberhalb des
Stratum granulosum liegt die Transitionszone. Hier werden die Zellkerne pyknotisch und
verschwinden zum Stratum corneum hin vollstindig. Im Stratum corneum, der dufleren

Hornschicht, sind die Keratinozyten kernlos (Korneozyten). Die Korneozyten bestehen aus
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Keratinfilamenten in einer amorphen Proteinmatrix und sind von einem starren ,,cornified cell
envelope® umhiillt. Die Zellen sind in einer streng geometrischen Anordnung aneinander
fixiert. Die Anzahl der Schichten im Stratum corneum variiert je nach Korperregion von circa
15 — 20 an der Bauchhaut bis zu mehreren 100 an Handteller und FuB3sohle. Ein Lipidfilm
zwischen den Korneozyten sorgt fiir die Aufrechterhaltung des Hydrationszustandes und fiir
eine intakte epidermale Barriere.

Die Zellen der Epidermis sind durch Adhésionsverbindungen miteinander verbunden.
Desmosomen und Adhérenzkontakte dienen der interzelluldren Adhision und der Insertion
von Filamenten, wihrend Gap-junctions Kommunikationskandle zwischen den Zellen

darstellen (Fritsch, 2003; Kerl et al., 2003).

1.2 Die Verhornung

Keratinozyten stellen eine sich kontinuierlich erneuernde Zellpopulation dar. Mitosen finden
normalerweise hauptséchlich im Stratum basale statt. Die Selbsterneuerung der Stammzellen
in den Retezapfen und in den Haarfollikeln der Epidermis hélt sich die Waage mit terminaler
Differenzierung und Apoptose. Suprabasale Zellteilungen kommen an Handtellern und
FuBlsohlen sowie bei pathologischen Hautzustinden vor. Der Keratinozyt wandert unter
Veridnderung seiner Struktur (Basalzelle, Stachelzelle, Kornerzelle und Hornzelle) vom
Stratum basale zum Stratum corneum, dort kommt es zur Abschilferung der Zellen. Das
gesunde Gleichgewicht zwischen Proliferation und Desquamation fiihrt innerhalb von
ungefiahr 4 Wochen zu einer vollstindigen Erneuerung der Epidermis.

Die Differenzierung der Keratinozyten wird durch verschiedene Gene, die zu einer
verdanderten Expression von Strukturproteinen und zu Enzymaktivierungen im Rahmen der
Lipidsynthese fiithren, gesteuert. Die Synthese der folgenden vier Komponenten steht im

Mittelpunkt des Geschehens:

1.2.1 Synthese der Zytokeratine

Die hochstabilen, unldslichen Zytokeratine bestehen aus Polypeptiden von 40 — 70 kd und

bilden die Grundbausteine der Keratinfilamente. Wéhrend der Differenzierung der

Keratinozyten werden die niedermolekularen basalen Zytokeratine K5 und K14 auf



transkriptionaler Ebene zugunsten der hochmolekularen Zytokeratine K1 und K10 im Stratum
spinosum zuriickgedrangt. Im Stratum granulosum wird vor allem Keratin K2e exprimiert.
Spezifisch fiir die Palmoplantarhaut ist das suprabasale Keratin 9. Keratinfilamente dienen als
mechanisches Verspannungs- und Verankerungssystem der Keratinozyten. Sie verlaufen
durch die Keratinozyten und inserieren an Desmosomen und Hemidesmosomen

(Fritsch, 2003).

1.2.2 Synthese von Filaggrin

Der Aufbau von Keratinen ist eng mit der Synthese von Filaggrin verkniipft. Im Stratum
spinosum bildet Profilaggrin mit Keratinfilamenten zundchst Keratohyalingranula. Aus
Profilaggrin gehen durch posttranskriptionale Modifikation die stark basischen Filaggrine
hervor. Im Zuge der Differenzierung im Stratum granulosum fiihrt Filaggrin zur Aggregation
der Keratinfilamente und zu deren Vernetzung durch Disulfidbriicken. Hierdurch ist die

Bildung des unldslichen Keratins abgeschlossen (Fritsch, 2003).

1.2.3 Synthese des Barrierelipids

Die Keratinozyten der unteren Epidermis enthalten iiberwiegend membrangebundene
Phospholipide. Im oberen Stratum spinosum erfolgt die Synthese der ,lamellar bodies*
(,,Odland bodies). Das sind kleine Zellorganellen, die, umgeben von einer Membran, parallel
angeordnete Plédttchen aus Glukosylceramiden, Sterolestern und Phospholipiden enthalten.
Diese Fette sind Vorldufer der interzelluldren Lipide des Stratum corneum. Die ,lamellar
bodies* verschmelzen am Ubergang des Stratum granulosum in das Stratum corneum mit der
Plasmamembran und die Lipide werden zusammen mit sauren Hydrolasen in den
Interzelluldirraum ausgestoBen. Diese Enzyme spalten die Phospholipide und wandeln
Glukosylceramide in Ceramide um. Auf diese Weise entsteht das Barrierelipid, das zu breiten,
parallelen Lipidlamellen remoduliert wird. Der Interzellularraum wird wasserdicht
abgeschlossen, dies begrenzt den transepidermalen Wasserverlust und schiitzt den Korper so
vor Austrocknung (Fritsch, 2003; Madison, 2003). Die enzymatische Umwandlung der

Fettsduren im Stratum corneum hat dariiber hinaus eine ,,second-messenger-Funktion®, die



das Proliferations- und Differenzierungsgleichgewicht in der tieferen Epidermis beeinflussen

kann (Fritsch, 2003).

1.2.4 Synthese des ,,cornified cell envelope*

Am Ubergang vom Stratum granulosum zum Stratum corneum bilden terminal
differenzierende Keratinozyten den ,.cornified cell envelope® (CE). Diese unldsliche
Proteinhiille umgibt den einzelnen Korneozyten und ist mit dem ihr au3en anliegenden ,,lipid
envelope® verbunden. Beide Schichten sind unabdingbar fiir eine effektive physikalische
Barriere und Schutz vor transepidermalem Wasserverlust. Schiden in der Synthese der
EiweiB- oder Fettkomponenten dieser Schichten fithren zu gestorter Barrierefunktion mit
teilweise lebensbedrohlichen Konsequenzen.

Viele der Gene die fiir Proteine des CE kodieren liegen gemeinsam im ,.epidermal
differentiation complex* auf Chromosom 1g21. Sie haben eine gewisse Sequenzédhnlichkeit,
insbesondere enthalten sie Glutamin- und Lysin-reiche Abschnitte, die durch

Transglutaminasen quervernetzt werden konnen. Proteine des CE sind:

e Involukrin: wichtig im Initialstadium der CE-Synthese, fordert Quervernetzung
anderer CE-Proteine, bindet an Fettsduren

e Lorikrin: Hauptkomponente des CE, 70% des CE-Gewichts

e Filaggrin: biindelt Keratinfilamente

e Annexin [: bildet Kalzium-Milieu an der Membran fiir die Initiation der CE-Synthese?

e SPRs (small prolin rich proteins): Quervernetzung des CE

e S100A1-A13: bildet Kalzium-Milieu an der Membran fiir die Initiation der CE-
Synthese?

o Keratine: stabilisieren die Zellform

e Desmoplakin: Quervernetzung mit anderen Proteinen

e Envoplakin: Initiation der CE-Synthese, bindet Keratinfilamente, Verbindung mit
Fettsauren

e Periplakin: Initiation der CE-Synthese, Verbindung mit Fettsduren

e Trichohyalin: flexible Quervernetzung von Proteinen?

e C(Cystatin A: Protease-Inhibitor

e Flafin: Elastase-Inhibitor



Weniger bekannt sind:
e LEP/XP-5: (9-12 kDa groB3, verwandt mit den SPRs) Quervernetzung von Proteinen?
e Repetin: (100 kDa groB3, Kalzium-bindend) Quervernetzung von Proteinen?

e Sciellin: (76 kDa gro8, findet sich in der Zellperipherie) Aufbau des CE-Geriists?

Der ,lipid envelope ist eine monomolekulare Schicht von Ceramiden, die iiber
Esterverbindungen kovalent mit dem CE verbunden sind. Hauptbestandteil der Ceramide ist
ein Acylglukosylceramid, das aus - mit Linolsduren verkniipften - ow-Hydroxyséduren besteht.

Die Unloslichkeit des CE wird durch Ne-y-Glutamyl-Lysin-Isopeptid-Querverbindungen
zwischen den Komponenten des CE bedingt. Diese Verbindungen werden durch Kalzium-
abhingige Transglutaminasen katalysiert. Beim Menschen sind 9 verschiedene
Transglutaminasen bekannt. Transglutaminasen 1, 2, 3, 5, 6 und 7 werden in Epithelien
exprimiert, bislang wurden aber nur Transglutaminasen 1, 3 und 5 als Enzyme des CE
identifiziert. Transglutaminasen verkniipfen Glutaminreste von Proteinen mit Polyaminen
(ergibt mono- oder disubstituierte Proteinderivate), mit der e-NH2 Gruppe von Eiweil3-
gebundenem Lysin (ergibt die Ne-y-Glutamyl-Lysin-Isopeptid-Querverbindungen) und mit
der o-Hydroxygruppe von epidermalen Ceramiden (ergibt Lipid-Ester Verbindungen). Somit
spielen Transglutaminasen eine wichtige Rolle beim Aufbau des CE (Kalinin et al., 2002).
Eine andere Gruppe quervernetzender Enzyme im CE sind Kalzium-abhingige
Sulthidryloxidasen (Madison, 2003).

Der Aufbau des CE verlauft in drei Schritten (Abb. 1.2):

I Initiation

Beim Anstieg des intrazelluldren Kalzium-Spiegels werden Envoplakin, Periplakin und
Involukrin exprimiert. Envoplakin und Periplakin bilden stabile Heterodimere und lagern
sich ebenso wie Involukrin der Plasmamembran von innen an. Zeitgleich wird auch
Transglutaminase 1 exprimiert und assoziiert mit der Plasmamembran. Sowie der
intrazelluldre Kalzium-Spiegel weiter ansteigt, verkniipft die Transglutaminase 1 die
Plakine und Involukrin durch Ne-y-Glutamyl-Lysin-Isopeptid-Querverbindungen. Das
Enzym verkniipft auch andere Membran-assoziierte und desmosomale Proteine, dadurch
verdandern sich die dynamischen Eigenschaften der Zell-zu-Zellverbindungen. Entlang der
Innenseite der Plasmamembran entsteht eine monomolekulare Schicht aus verkniipftem
Involukrin, Periplakin und Envoplakin, die als Gertlist fiir den weitern Aufbau des CE

dient.



II. Entstehung des ,,lipid envelope*

Die ,lamellar bodies” enthalten langkettige ®-Hydroxyceramide, freie Fettsduren,
Cholesterol und andere Ceramide, und fusionieren an der Grenze vom Stratum
granulosum zum Stratum corneum mit der Plasmamembran. Dabei werden die Fette in das
extrazellulire Milieu freigesetzt. Die langen Fettsdureseitenketten der -
Hydroxyceramide reichen durch die Plasmamembran in das Innere der Zelle. Dort werden
sie von membrangebundener Transglutaminase 1 durch kovalente Esterbindungen mit den
Glutaminresten der Geriistproteine verkniipft. SchlieBlich ersetzen die Ceramide die
Plasmamembran und organisieren extrazelluldre Lipide zu charakteristischen Lamellen,

die das Barrierlipid (siehe oben) bilden.

III.  Verstirkung

Der CE der Epidermis besteht zu 80% aus Lorikrinkomplexen mit kleinen Prolin-reichen
Proteinen (small proline-rich proteins=SPR). Lorikrin ist ein unldsliches Protein, das
wahrscheinlich durch Transglutaminase 3 mit den sehr gut 16slichen SPRs verbunden
wird. Dadurch wird auch Lorikrin 16slicher und die Lorikrin-SPR-Oligomere werden zur
Zellperipherie transportiert. Hier erfolgt die Quervernetzung mit dem schon bestehenden
Proteingeriist. Das hohe Mall an Quervernetzung fiihrt zu einer starken Rigiditdt der
Hornzelle und zur Resistenz gegeniiber Keratolytika und organischen Ldsungsmitteln.
SPRs modulieren die mechanischen Funktionen des CE, erhohter SPR-Gehalt geht mit
verstirkter mechanischer Belastbarkeit des Gewebes einher. Eine dhnliche Funktion haben
Repetin, Trichohyalin, Cystatin alpha, Elafin und LEP/XP-5 Proteine, die auch mit dem
CE quervernetzt werden.

In der Zwischenzeit werden die meisten anderen Zellorganellen sowie die junktionalen
Proteine abgebaut. Keratinfilamente (Keratin 1, Keratin 2e, Keratin 10) und Filaggrine
werden mit den Proteinen des CE quervernetzt. Die Integration der Proteine des
Zytoskeletts in den CE gewdhrleistet die Aufrechterhaltung der epidermalen Zellstruktur.
Der Korneozyt enthdlt kovalent mit dem CE verbundene Keratinfilamente und ist in
Lipidlamellen eingebettet. Der reife CE ist 10nm dick und unmittelbar mit dem, ihm
aufliegenden, Snm dicken, ,lipid envelope® verbunden. Gemeinsam bieten beide
Strukturen mechanischen Schutz sowie eine Wasserbarriere, die fiir das Uberleben der

Saugetiere auf dem Land notwendig ist (Kalinin et al., 2001).
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Abb. 1.2: Aufbau des ,,cornified cell envelope*

Mangel an einzelnen Proteinen des CE oder an Transglutaminase 1, sowie Storungen in der

Lipidmembransynthese,

zu Behinderungen im Aufbau des CE wund zu

Verhornungsstorungen. Einige Beispiele fiir pathologische Verhornung und deren (mdgliche)

Ursache sind:

. Lorikrin Keratoderma: Mutationen im Lorikrin-Gen

. Ichthyosis vulgaris: Eventuell Filaggrin-Mangel

o Lamelldre Ichthyose: Transglutaminase 1-Mangel

o Harlequin Ichthyose: Storung in der Sekretion der ,,Jamellar bodies*



1.3 Ichthyosen

Das Wort Ichthyose leitet sich von dem griechischen Wort fiir Fisch ,,Ichthyos® ab und
bedeutet wortlich ,,Fischschuppenkrankheit”. Diese Bezeichnung entstand im 18. Jahrhundert,
in einer Zeit in der Merkmale menschlicher Krankheiten mit tierischen Charakteristika
verglichen wurden (Traupe, 1989).

Heutzutage ist Ichthyose ein  Uberbegriff fiir eine  Vielzahl  erblicher
Verhornungsstorungen. Diesen Verhornungsstérungen ist, trotz unterschiedlicher genetischer
Ursachen und sehr variabler klinischer Auspridgung, eine iibermédfige Hornproduktion am
gesamten Integument gemein. Klinisch féllt vor allem die Schuppung auf, die von
kleinlamellér iiber mittellamelldr bis groBlamelldr und von hellbraun bis dunkelbraun reicht.
Histologisch und ultrastrukturell bestehen grofe Unterschiede zwischen den einzelnen
Ichthyosen. Die meisten Ichthyosen bestehen lebenslénglich und stellen je nach Ausprigung
fiir die Betroffenen schwere Erkrankungen dar. Ein grofer Teil der molekularbiologischen

Grundlagen der Erkrankungen ist bis heute unbekannt.

1.3.1 Beschreibung und Klassifikation der Ichthyosen

Die erste Beschreibung einer Ichthyose in der Literatur liegt ungefahr 300 Jahre zuriick. Im
Jahr 1731 stellte der englische Astronom John Machin der Royal Society of London den 14-
jéhrigen Edward Lambert vor. Der junge Mann litt an einer schweren Ichthyosis hystrix. Im
19. Jahrhundert folgte die Beschreibung des Harlequin Fetus, der Ichthyosis vulgaris und der
X-chromosomale Ichthyose. Um die Mitte des 20. Jahrhunderts wurden einige Ichthyose-
assoziierte Syndrome wie das Refsum Syndrom, das Sjorgren-Larsson Syndrom und das

Comel-Netherton Syndrom entdeckt (Traupe, 1989).

1989 etablierte Traupe die moderne Einteilung der Ichthyosen in vier Hauptgruppen:

1. Isolierte vulgdre Ichthyosen

2. Assoziierte vulgére Ichthyosen

3. Isolierte kongenitale Ichthyosen

4. Assoziierte kongenitale Ichthyosen



Sich bei der Geburt manifestierende Erkrankungen mit Beteiligung der Beugen und

eventuell der Hand- und FuBlsohlen (kongenitale Ichthyosen), werden von spéter auftretenden

Ichthyosen, die die groBen Beugen sowie Hand und FuBsohlen aussparen, (vulgére

Ichthyosen) unterschieden. Zusidtzlich differenziert diese Einteilung zwischen isoliert

auftretenden Erkrankungen und Ichthyose-assoziierten Syndromen (Traupe, 1989).

Die weitere Subklassifikation erfolgt anhand von klinisch-genetischen sowie anhand von

biochemischen, histologischen und ultrastrukturellen Kriterien (Tab. 1.1).

Tabelle 1.1: Einteilung der Ichthyosen nach Traupe mit Vererbungsmodus (Traupe, The Ichthyoses, 1989)

Gruppe

Erkrankung

Vererbungsmodus

1. Isolierte vulgére

Ichthyosen

2. Isolierte kongenitale

Ichthyosen

Autosomal dominante Ichthyosis

vulgaris

X-chromosomal rezessive

Ichthyose

Lamelldre Ichthyosen

Autosomal dominante lamellare

Ichthyose

Erythrodermische lamellére

Ichthyose

Nicht-erythrodermische

lamelldre Ichthyose

Bulldse Ichthyosen

Bullose ichthyotische
Erythrodermie

Ichthyosis bullosa Siemens

Spezielle Varianten

Ichthyosis hystrix Typ Curth-
Macklin

Harlequin Ichthyose

autosomal-dominant

X-chromosomal rezessiv

autosomal-dominant

autosomal-rezessiv

autosomal-rezessiv

autosomal-dominant

autosomal-dominant

autosomal-dominant

autosomal-rezessiv




3. Assoziierte vulgire

Ichthyosen

4. Assoziierte kongenitale

Ichthyosen

Refsum-Syndrom

Multipler Sufatasemangel

Assoziierter

Steroidsulfatasemangel

Atypische Ichthyosis vulgaris

mit Hypogonadismus

KID-Syndrom
(Keratose, Ichthyose und
Gehorlosigkeit)

X-chromosomale dominante

Ichthyose

Come¢l-Netherton Syndrom

Neutrale Fett Speicher Krankheit

Sjorgren-Larsson Syndrom

Tay-Syndrom

HID-Syndrom

(Hystrix-dhnliche Ichthyose mit

Gehorlosigheit)

IFAP-Syndrom

(follikuldre Ichtyose, Atrichie,
Photophobie)

autosomal-rezessiv

autosomal-rezessiv

X-chromosomal rezessiv

unbekannt

autosomal-dominant

X-chromosomal dominant,

letal fur betroffene maénnliche

Embryonen

autosomal-rezessiv

autosomal-rezessiv

autosomal-rezessiv

autosomal-rezessiv

unbekannt

unbekannt
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1.3.2 Das Netherton Syndrom

Das Netherton Syndrom (Come¢l, 1949; Netherton, 1958) ist eine seltene, autosomal rezessive
Genodermatose, die mit kongenitaler Ichthyose, Trichorrhexis invaginata und atopischer

Diathese einhergeht (Abb. 1.3) (Traupe, 1989). Die Inzidenz betragt 1: 200 000.

b) Ichthyosis linearis circumflexa

¢) Trichorrhexis invaginata / Bambus-Haare d) erhohte IgE-Spiegel / Eosinophilie

(Fotos: Universitiatshautklinik, Miinster)

Abb. 1.3 a)-d): Klinische Merkmale des Netherton Syndroms

Klinisches Bild

Das Hautbild ist variabel, oft zeigt sich schon bei der Geburt oder kurz danach eine
kongenitale ichthyosiforme Erythrodermie. Diese bleibt entweder lebenslidnglich bestehen
oder entwickelt sich in eine Ichthyosis linearis circumflexa mit serpigindsen, von
doppelseitigen Schuppen begrenzten Plaques (Comel, 1949, Hausser und Anton-Lamprecht,
1996).

Trichorrhexis invaginata, Bambushaar, ist eine Haarschaftanomalie, die sich im
Lichtmikroskop an Kopfhaaren und Augenbrauen durch eine Invagination der distalen Anteile
des Haarschafts in proximale Haarschaftanteile nachweisen ldsst. Ursdchlich sind
vorriibergehende, aber immer wiederkehrende Defekte der Keratinisation (Sybert, 1997).
Trichorrhexis invaginata ist pathognomonisch fiir das Netherton Syndrom, jedoch nicht

immer nachweisbar, da nicht alle Haare befallen sein miissen und der Defekt im Laufe des
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Lebens in unterschiedlicher Ausprigung auftritt (Stevanovic, 1969). Weitere eventuell
vorkommende Haarschaftanomalien sind Pili  torti und Trichorrhexis nodosa
(Sprecher et al., 2001). Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Traupe haben gezeigt,
dass sich die Haare von Patienten mit Netherton Syndrom leicht ausziehen lassen und
offensichtlich schlecht in der Haarwurzelscheide verankert sind (Adhirenzdefekt).

Die atopische Diathese duBlert sich in hohen Serum IgE-Spiegeln, Hypereosinophilie,
atopischer Dermatitis, Polliosis, Angioddem, Urtikaria und Ekzemen (Judge ef al., 1994).

Viele Patienten erleiden wiederholt schwere bakterielle Infektionen. In der
Neugeborenenperiode kommt es gehduft zu hypernatridmischer Dehydratation, Hypothermie,
Bronchopneumonien, Sepsis, Gewichtsverlust und Entwicklungsverzogerung. Diese
Komplikationen der Erkrankung fiihren zu einer hohen Letalitdt von bis zu 20%. Da es keine

spezifische Therapie gibt ist die Prognose schlecht (Judge ef al., 1994).

Atiologie

2 000 identifizierten Chavanas et al. SPINKS (serine protease inhibitor, Kazal-type 5) als das
defekte Gen beim Netherton Syndrom (Abb. 1.4). SPINKS liegt auf Chromosom 5q31-32 und
kodiert fiir das Protein LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal Type Inhibitor). Bislang sind 34
verschiedene Mutationen im SPINK5-Gen beim Netherton Syndrom beschrieben. Die
Mutationen fiihren zu vorzeitigen Stop-codons und zum frithzeitigem Abbruch der
Translation und haben somit einen LEKTI-Mangel zur Folge (Chavanas et al., 2000). Der
LEKTI-Mangel ist urséchlich fiir die klinische Auspriagung des Netherton-Syndroms (weitere

Erlduterungen zu LEKTI siehe unten).

< 61kB 'S
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(Bild: Chavanas et al., 2000)

Abb. 1.4: SPINKS besteht aus 33 Exons und ist 61 kb lang
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Histologie

Histologische und ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen eine unvollstindige und gestorte
Verhornung der Epidermis. In den kornealen und granuldren Zellschichten finden sich
missgestaltete, eosinophile, PAS-positive Granulae. Es kommt zu ausgeprigten fokalen
Parakeratosen mit psoriasiformen epidermalen Hyperplasien und intraepidermaler
Akkumulation von pyknotischen Granulozyten. Das Stratum corneum ist in vielen Féllen vom
der darunter liegenden Epidermis abgehoben, dadurch entsteht eine subkorneale Spalte. Das
Stratum granulosum ist verschmaélert oder fehlt gidnzlich. Die Keratinozyten in den oberen
Schichten des Stratum spinosum koénnen auffillig vakuolisiert und degeneriert sein. Die
Dermis ist entziindlich infiltriert (Kerl et al., 2003) Unter dem Elektronenmikroskop sieht
man runde zytoplasmatische Einschlusskdrperchen in den Keratinozyten des Stratum
granulosum und des Stratum corneum. Das Desmosom-Tonofilament-Netzwerk ist reduziert
und ,lamellar bodies“ und Filaggrine sind nicht nachweisbar (Traupe, 1989).
Histopathologisch dhnelt das Netherton Syndrom in Teilaspekten sowohl der Psoriasis als
auch der atopischen Dermatitis. Dies erkldrt, warum histopathologische Diagnostik kaum

wegweisend ist.

Differentialdiagnosen
Klinische Differentialdiagnosen zum Netherton Syndrom sind atopische Dermatitis, Psoriasis,
kongenitale ichthyosiforme Erythrodermie und Morbus Leiner (schwere seborrhoische

Dermatitis).
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1.3.3 LEKTI

LEKTI ist ein aus 1064 Aminoséduren aufgebauter Serin-Proteinase-Inhibitor und besteht aus
15 inhibitorischen Doménen (Abb. 1.5). Zwei von diesen Doménen zeigen typische Kazal-
Typ Bindungen mit 6 Cysteinresten, die {iber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
Kazal-Typ Inhibitoren weisen 1-5/2-4/3-6 Disulfidverbindungen auf. Die restlichen 13
LEKTI Doménen haben Kazal-dhnliche Bindungen, bestehend aus vier Cysteinen mit 1-4/2-3
Disulfidbriicken (Mégert ef al., 1999).

/I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
. Typisch Kazal

DKazal—dhnlich ' ‘ﬂ +H }_ _I I_ j—, _1 }_._ }_ -| }——_
Abb. 1.5: Aufbau des LEKTI-Proteins aus 15 Doménen

LEKTI wurde bislang unter anderem in der Mundschleimhaut, im Osophagus, in den
Tonsillen, im Thymus, in den Glandulae parathyroidea, in den Bartholin'schen Driisen der
Vagina, im Ektozervix des Uterus und in der Epidermis nachgewiesen (Mégert et al., 2002).
In der Epidermis findet sich LEKTI vor allem im oberen Stratum spinosum, im Stratum
granulosum sowie in Haarfollikeln und Talgdriisen (Komatsu et al., 2002).

Das vollstindige LEKTI-Protein wird wahrscheinlich von Subtilisin-dhnlichen Proprotein-
Konvertasen, unter anderem von Furin, in der Epidermis gespalten und in mehrere aktive
inhibitorische Domédnen umgewandelt (Komatsu et al., 2002). Die biologischen Funktionen
von LEKTTI sind noch nicht restlos aufgeklért. Eine signifikante, nicht-kompetitive Hemmung
der Serin-Proteinasen Trypsin, Plasmin, Subtilisin A, Kathepsin G und humaner
Neutrophilen-Elastase wurde nachgewiesen (Mitsudo et al., 2003). Da Domine 15 dem
Leech-derived tryptase inhibitor dhnelt, ist auch eine Tryptase-hemmende Funktion von
LEKTI vorstellbar. Dies konnte bislang aber noch nicht nachgewiesen werden
(Mégert et al., 2002).

Die ausgeprigte Expression von LEKTI in Schleimhduten und im Thymus lésst eine
mogliche Rolle von LEKTI in Wachstum und Differenzierung von T-Lymphozyten vermuten,
eventuell iiber eine Regulierung der Apoptose durch Hemmung von Granzymen

(Mégert et al., 2002).

14



Walley und Mitarbeiter berichteten 2001, dass bestimmte Polymorphismen im SPINKS-
Gen mit Atopie, Asthma und Ekzemen assoziiert sind (Walley et al., 2001). Ebenso stellten
Kabesch et al. 2003 Assoziationen zwischen SPINKS5-Mutationen und Asthma in einer grof3en
Gruppe deutscher Kinder fest (Kabesch et al, 2003). Da Tryptase eine Rolle als
Asthmamediator spielt, konnte die mogliche Funktion von LEKTT als Tryptase-Inhibitor hier
von Relevanz sein (Migert et al., 2002). Dariiber hinaus enthalten viele Allergene, wie zum
Beispiel der Kot der Hausstaubmilben und Pollen, Serin-Proteasen; der LEKTI-Mangel
konnte iiber eine verminderte Hemmung dieser Proteasen die Hyperreagibilitdt beim
Netherton Syndrom erkldren (Bitoun et al., 2003). Als Proteinase-Inhibitor konnte LEKTI
auch antimikrobielle Protektion durch Hemmung von mikrobiellen Proteinasen vermitteln
(Mégert et al., 2002).

Die Bedeutung von LEKTI in der gestorten Verhornung und in der entziindlich
veranderten Haut beim Netherton Syndrom ldsst sich unter anderem auch {iber eine vermehrte
Aktivierung des Proteinase-aktivierten-Rezeptors 2 (PAR-2) erkldaren. PAR-2 ist ein
G-Protein gekoppelter Rezeptor, der von Trypsin, Thrombin, Tryptase und Kathepsin G
aktiviert wird. PAR-2 spielt eine Rolle in protektiven und proinflammatorischen Prozessen
(Dery et al., 1998). Zudem hemmen PAR-2 Agonisten Keratinozytenwachstum und
-differenzierung (Derian et al., 1997). Diese Tatsache deutet wieder auf die Tryptase-
inhibierende Funktion von LEKTI hin (Mégert et al., 2002).

Ein neueres Modell zur Pathogenese der epidermalen Verdnderungen beim Netherton
Syndrom wurde 2002 von Komatsu et al. vorgestellt. Die Lokalisation von LEKTI in der
oberen Epidermis und die Tatsache, dass bei Netherton Patienten eine erhohte tryptische
Aktivitdt in der Epidermis festgestellt wurde, weist auf eine mogliche Funktion von LEKTI
als Inhibitor von Stratum corneum chymotryptischem Enzym (SCCE) und von Stratum
corneum tryptischem Enzym (SCTE) hin. Diese beiden Enzyme spielen wahrscheinlich eine
wichtige Rolle im Rahmen der Desquamation (Ekholm et al., 2000), moglicherweise iiber
eine durch Degradation von Desmoglein 1 vermittelte Auflosung von Zelladhédsionen
(Suzuki et al., 1996). Ein LEKTI-Mangel kann iiber eine erhohte Aktivitit von SCCE und
SCTE zu einer {iberschieBenden Abschilferung von Korneozyten fithren (Abb. 1.6)
(Komatsu et al., 2002).
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a. Normalhaut b. Netherton Syndrom

inactive domains
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(aus: Komatsu et al., 2002)

Abb. 1.6: LEKTI-Mangel flihrt zu unzureichender Inaktivierung von Stratum corneum tryptischem Enzym und

Stratum corneum chymotryptischem Enzym

a. In Normalhaut wird der LEKTI-Vorldufer durch Subtilisin-dhnliche Proprotein Konvertasen
(SPCs) gespalten, die gespaltenen Peptide werden von Carboxypeptidasen (CPs) prozessiert und
inhibieren dann Serin-Proteasen des Stratum corneum (z.B. SCCE und SCTE).

b. Beim Netherton Syndrom fiihren Mutationen im SPINKS5-Gen zur Synthese eines verkiirzten
Vorlduferproteins mit weniger inhibitorischen Doménen. Als Folge davon kommt es zu einer
unzureichenden Hemmung der Serin-Proteasen des Stratum corneum, diese bauen interzelluléres

Desmoglein 1 (DSG 1) ab und bewirken somit eine verstirkte Abschuppung der Korneozyten.
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1.4 Psoriasis

Die Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine hédufige und weltweit vorkommende erbliche
Dispositionskrankheit der Haut. Die Pridvalenz in der kaukasischen Bevdlkerung betrdgt
ca. 2%. Der Inzidenzgipfel der Erstmanifestation liegt in der 2. und 3. Lebensdekade. Ménner
sind etwas hdufiger betroffen als Frauen.

Neben  (auto-)immunologischen  Entziindungsprozessen spielt die epidermale
Hyperproliferation eine wichtige Rolle. Die Erkrankung kann episodisch-rezidivierend oder

chronisch-stationir verlaufen. Man unterscheidet drei Psoriasis—Formen:

1. Psoriasis vulgaris (ca. 90% der Psoriatiker)
2. Psoriasis Arthritis (ca. 10% der Psoriatiker)

3. Psoriasis pustulosa (ca. 2,5% der Psoriatiker)

Zwischen diesen Formen bestehen erhebliche Unterschiede, sowohl in der genetischen
Grundlage als auch in der klinischen Manifestation. Fiir die immunhistochemischen Versuche
dieser Arbeit wurden ausschlieflich Hautproben von Patienten mit Psoriasis vulgaris
verwendet. Aus diesem Grund beschriankt sich die folgende Erlduterung auf diese Psoriasis-

Form.

1.4.1 Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis vulgaris wird in zwei Typen unterteilt:

e Typ 1 (60-70% der Betroffenen) umfasst schwerere Erkrankungsfille mit
frithem Manifestationsalter vor dem 40. Lebensjahr und hoher familidrer Belastung.
Es besteht eine starke Assoziation zu HLA-Cw6 und HLA-Dr7 und eine weniger
deutliche Assoziation mit HLA-B13, -B17 und -Bw57 sowie mit dem MHC-1
Haplotyp MICA.

e Typ 2 (30-40% der Betroffenen) umfasst leichtere Félle mit spdterem
Manifestationsalter nach dem 40. Lebensjahr. Es besteht kaum familidre Haufung und

nur geringe HLA-Assoziation (Henseler und Christophers, 1985).
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Klinisches Bild

Die typische Effloreszenz der Psoriasis ist ein runder, scharf begrenzter, ziegelroter Herd mit
silbrig-weiller (asbestfarbener) Schuppung auf infiltriertem Grund. Die Lédsion schmerzt nicht,
verursacht aber bei einigen Patienten Juckreiz. Die groblammelldren Schuppen haften locker
und lassen sich als Ganzes abheben (Kerzentropfphdnomen). Nach Abldsung der Schuppen
liegt ein diinnes, gldnzendes Hautchen auf dem Herd auf (Phdnomen des letzten Héutchens),
entfernt man diese letzte Epidermisschicht kommt es zu einer punktférmigen Blutung. Dieses
,»Phidnomen des blutigen Taus* oder Auspitz-Phdnomen ist ein Zeichen der Papillomatose und
erklart sich durch eine Verletzung der oberflachlich in den aufgeworfenen Papillenspitzen
gelegenen Gefidlle der Dermis (Fritsch, 2003). Ebenfalls charakteristisch fiir die Psoriasis ist
das Kobner-Phdnomen (isomorpher Reizeffekt). Dies beschreibt die Beobachtung, dass
exogene Irritationen mit einigen Tagen Latenz an genau der Stelle des Reizes zu psoriatischen
Herden fithren konnen (Boyd und Neldner, 1990).

Die Psoriasis-Morphe wandelt sich hiufig im Verlauf eines Erkrankungsschubs. Im akuten
Schub sind die Lasionen punktformig (Psoriasis punctata), vergroern sich dann zu mehreren
Zentimetern groBen, unregelmiBigen Herden (Psoriasis guttata, nummularis) und konfluieren
teilweise zu groBen, polyzyklischen Plaques (Psoriasis geographica/Plaque Psoriasis).
Seltener sind ringformige (anuldre) oder bogenformige (gyrierte) Lisionen. Im Extremfall
kommt es zur psoriatischen Erythrodermie. Nach Abheilung bleibt an der Stelle der Lésion
ein hypopigmentierter Fleck, das psoriatische Leukoderm, der nach einigen Wochen
repigmentiert. Die psoriatischen Herde sind hédufig symmetrisch an den Pradilektionsstellen,
das heifit an den Streckseiten der Extremititen, sakral und am Kapillitium, angeordnet. Je

nach Verteilungsmuster der Hautldsionen werden weitere klinische Varianten unterschieden:

e Eruptive Psoriasis (,,Guttata“-Form): im akuten Schub, an Rumpf und proximalen
Extremitéten lokalisiert, assoziiert mit Fokalinfekten.

e Plaque-Typ-Psoriasis: chronisch-stabil, hdufigster Typ

e Psoriasis vom seborrhoischen Typ: exanthemathisch an Rumpf und Kapillitium, wenig
Infiltration, geringe Schuppung, hdufig bei Kindern

e Psoriasis inversa: Befall der Intertrigines, Handflichen und FuB3sohlen, typische
Pridilektionsstellen frei

e Psoriasis capitis: bei 40% der Betroffenen ist die Kopfhaut involviert

e Erythrodermische Psoriasis: Befall des gesamten Integuments, vor allem Roétung,

weniger Schuppung, potentiell letal wegen starker kardialer Belastung
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Haufig sind bei der Psoriasis auch die Nagel betroffen. Typische Nagelverdnderungen sind
Tiipfelnigel, umschriebene Onycholysen durch subunguale Hyperkeratosen und Olflecken
(Fritsch, 2003).

Die Psoriasis ist eine chronische Erkrankung mit meist schubartigem Verlauf. Die
Krankheit ist genetisch verankert, der Phinotyp und die Manifestation sind jedoch von
exogenen Faktoren stark beeinflusst. Oft geht der Erstmanifestation als Psoriasis guttata eine
Streptokokken-Infektion voraus (Barker, 1991). Verletzungen und Entziindungen der Haut
konnen ebenso wie bestimmte Medikamente (Betarezeptorblocker, Chloroquin, Interferon o
und vy, Lithium) einen Psoriasisschub induzieren. Viele Patienten berichten von einer
Besserung der Erkrankung im Sommer, ausgelost durch UV-Licht. Eine positive Assoziation

vom Auftreten psoriatischer Schiibe und Stress wird beschrieben (Gaston et al., 1987).

Atiologie und Pathogenese

Atiologie und Pathogenese der Psoriasis sind bislang nur teilweise aufgeklirt. Die Erkrankung
ist an eine vererbte Disposition gebunden, mehrere Suszeptibilititsgene wurden beschrieben
(PSOR 1-8). Es handelt sich um eine polygene und zugleich heterogene Krankheit (Lee ef al.,
2000). Der Vererbungsmodus ist komplex; vorstellbar ist, dass bestimmte Loci dominant und
andere Loci rezessiv wirken (Swanbeck et al., 1994; Bowcock und Cookson, 2004). Das
Erkrankungsrisiko betrdgt 20% wenn ein Elternteil betroffen ist und bis zu 75% bei
Erkrankung beider Eltern. Ein paternaler Effekt wurde 1992 von Traupe und Mitarbeitern
festgestellt (Traupe et al., 1992).

Bisherige immundermatologische Forschungsergebnisse weisen auf eine von Thl-Zellen
dominierte Autoimmundermatose hin, die von epidermaler Hyperproliferation und
Differenzierungsstorungen begleitet ist. Dies ist gegensétzlich zur Pathogenese allergischer
Erkrankungen, die vor allem Th2-vermittelt sind (siehe Kapitel 1.5 Atopische Dermatitis).
Zytokine und einige weitere Mediatoren spielen pathogenetisch eine wichtige Rolle. Im
Zentrum des Geschehens stehen aktivierte CD4+-Zellen vom Thl-Typ, die IL-2
(Interleukin 2) -Rezeptoren exprimieren. Diese Zellen produzieren IL-2 (Interleukin 2), IFN-y
(Interferon y) und TNF-a (Tumor Nekrose Faktor o) und induzieren zusammen mit
dendritischen Zellen (DC) CD8+-Zellen (Ortonne, 1999; Nickoloff, 1999). Die aktivierten T-
Zellen stimulieren die Epidermis zur Expression von HLA-Klasse II, ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) und B-Integrinen. Zudem sezernieren die stimulierten Keratinozyten
proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 und IL-20), IFN-y,
TGF-a (Transforming growth factor o) und VEGF/VPF (vascular endothelial growth
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factor/vascular permeability factor). Diese Mediatoren verstirken die Entziindungsreaktion.
Durch Aktivierung der dermalen Endothelzellen mit Weitstellung der Gefile und
Neovaskularisation kommt es zum Einstromen von Neutrophilen und Makrophagen sowie
von CLA (cutaneous lymphocyte antigen)-tragenden Memory-T-Zellen. Die Chemoattraktion
neutrophiler Leukozyten fithrt zu deren Aggregation in der Epidermis und im Stratum
corneum (Munro-Mikroabszesse). Die Anzahl von Mastzellen und von dermalen
antigenprasentierenden Zellen ist erhoht (Fritsch, 2003).

In neueren Studien wurde festgestellt, dass die Lymphozyten bei Psoriasis vermehrt das
antiapoptotische Protein bcl-2 exprimieren (Yildiz et al., 2003). Die dadurch vermittelte
Apoptose-Resistenz autoreaktiver T-Lymphozyten kann mit verantwortlich fiir die Chronizitat
der Erkrankung sein.

Der epidermale Turnover ist bei Psoriasis gegeniiber der Normalhaut um das 40-fache
gesteigert. Es kommt zu gesteigerter Mitosetitigkeit (auch suprabasal), Verkiirzung des
Zellzyklus und Unterdriickung der Apoptose. Als Folge entsteht eine Akanthose und
Papillomatose der Epidermis, die Zellen zeigen eine iiberstiirzte und inkomplette
Differenzierung. Eine Hauptrolle in der Hyperproliferation spielt die Interaktion zwischen T-
Lymphozyten und Keratinozyten iiber Zytokine. IL-1, -6, -8, TNF-o. und TGF-a stimulieren
die Keratinozytenproliferation, teilweise zusammen mit GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor) (Fritsch, 2003). Eventuell verursachen aktivierte T-Zellen durch
eine abnormale Antigenexpression auch direkt eine gesteigerte Mitosetétigkeit der Basalzellen
(Valdimarsson et al., 1986).

Der ursichliche Triggerfaktor (Autoantigen) fiir die Aktivierung der T-Zellen ist bislang
noch nicht identifiziert worden, moglicherweise existiert ein Streptokokken-Superantigen fiir
die polyklonale T-Zell Vermehrung und Aktivierung. Die auf diese Weise aktivierten T-
Zellen entwickeln eine Spezifitit fiir M-Proteine von Streptokokken, die wiederum mit
epidermalen Keratinen kreuzreagieren. Auf diese Weise konnte die chronische Inflammation
bei Psoriasis aufrecht gehalten werden (Valdimarsson et al., 1995 und 1997).

Gudjonsson et al. schlugen 2004 ein immunologisches Szenario vor, in dem CD4+-T-
Zellen von dendritischen Zellen présentierte Strepptokokken- und Keratinantigene erkennen,
an diese iiber CD40-Rezeptoren binden und dabei die dendritischen Zellen aktivieren. Die
aktivierten dendritischen Zellen aktivieren nun ihrerseits CD8+-T-Zellen. Die CD8+-T-Zellen
erkennen daraufhin die von HLA-Klasse I Molekiilen auf dendritischen Zellen priasentierten
Antigene. Dariiber hinaus konnen auf diese Weise aktivierte CD8+-Zellen die an HLA-Cw-

0602 gebundenen Autoantigene auf den Keratinozyten erkennen und mit diesen
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kreuzreagieren. Gemdf3 dieser Hypothese induzieren die CD4+-T-Zellen die Psoriasis,
wihrend autoreaktive CD8+-T-Zellen die wichtigsten Effektorzellen sind. Zudem vermitteln
CD8+-T-Zellen die fiir Psoriasis typische Th1-Polarisation (Gudjonsson et al., 2004).

Eine interessante Feststellung ist, dass bei 16% der Psoriasispatienten Gliadinantikorper im
Blut nachgewiesen werden kdnnen. Bei diesen Patienten fiihrt eine Gluten-freie Didt zu einer
deutlichen Besserung des Hautzustandes. Die Ursache fiir diesen Effekt ist noch nicht
bekannt. Moglicherweise besteht eine Kreuzreaktivitit gegen ein, in der Darmschleimhaut
und in der Haut vorhandenes, an Gluten gebundenes Antigen (Michaelsson et al., 2000).

Alternative Modelle betrachten die Pathogenese der Psoriasis weniger als Storung in der
erworbenen Immunabwehr, sondern als Dysregulation des angeborenen Immunsystems und
umgehen damit die Frage nach dem vermeintlichen Autoantigen. Natural-killer-cells (NK-
Zellen) sollen iiber bestimmte Rezeptoren HLA-I-Molekiile auf Keratinozyten erkennen
konnen, an diese binden und durch diese Liganden/Rezeptorbeziehungen aktiviert werden
(Nickoloff, 1999). Dadurch kann es zu einer erhohten IFN-y-Produktion kommen und somit
zu der fiir Psoriasis typischen Th1-Antwort. Dieses Modell sieht den Primardefekt also eher in
den Keratinozyten als im Entziindungsgeschehen. Unterstiitzt wird dieses Konzept durch die
Feststellung, dass Keratinozyten aus psoriatischen Lésionen resistenter gegeniiber Apoptose
sind als Normalhaut-Keratinozyten (Wrone-Smith et al., 1997). Ursédchlich fir die
verminderte Apoptose kann aber auch eine anti-apoptotische Wirkung von den vermehrt
exprimierten Zytokinen IFN-y und IL-15 sein (Quin et al, 1999; Ruckert et al., 2000;
Gudjonsson et al., 2004). Die Apoptose-Resistenz betrifft vor allem Zellen im Stratum basale
(Laport et al., 1999), in der suprabasalen Epidermis scheint die Apoptoserate erhéht zu sein,
moglicherweise um die Hyperproliferation in basalen Schichten zu kompensieren
(Bianchi et al., 1994). Caroll und Mitarbeiter zeigten 1995, dass auch eine gestorte Integrin-
Expression in der Epidermis fiir eine aberrante epidermale Proliferation und Differenzierung
verantwortlich gemacht werden kann. Das Entziindungsgeschehen tritt dann sekundér in
Erscheinung (Caroll ef al., 1995).

Bislang ist die Frage, ob die Grundstdrung in der Pathogenese der Psoriasis in den
Keratinozyten oder im Entziindungsgeschehen verankert ist noch nicht entgiiltig geklart. Sehr
wahrscheinlich ist, dass Suszeptilitidtsfaktoren der Keratinozyten eine Voraussetzung sind um

zusammen mit einer fehlgeleiteten Immunantwort der T-Zellen die Psoriasis auszuldsen.
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Klinische Diagnostik

Die Diagnose Psoriasis vulgaris wird im allgemeinen klinisch gestellt, Biopsien sind selten
notwendig. Das Labor ist meist unaufféllig, im akuten Schub sind Entziindungsmarker wie die
Blutsenkung und die Akutphasenproteine im Serum, sowie die Neopterinspiegel (als Zeichen
der Immunaktivierung in Serum und Harn) erhdht (Fritsch, 2003). In differentialdiagnostisch

schwierigen Fillen ist die HLA-Typisierung von klinischer Relevanz.

Histologie

Histologisch zeichnet sich die Plaque-Psoriasis durch dilatierte und irreguldr-geschlungene
Kapillaren im Stratum papillare aus. Die papilldre Dermis ist 6dematds verdndert und enthalt
perivaskuldre Rundzellinfiltrate aus Lymphozyten (CD8+ > CD4+), Monozyten und
Neutrophilen. Letztere bilden diagnostisch wichtige, sterile Munro-Mikroabszesse im Stratum
granulosum und im Stratum corneum. Die epidermale Hyperplasie &uf3ert sich in zahlreichen
basalen und suprabasalen Mitosen und einer Verdickung des Stratum spinosum (Akanthose).
Das Stratum granulosum ist verschmaélert oder fehlt; das Stratum corneum ist parakeratotisch.
Die obersten Keratinozyten erscheinen abgeblasst (Altmann und Kamino, 1999). Der
Zellzyklus der Keratinozyten ist auf circa 2 - 4 Tage verkiirzt, Zellatypien werden nicht

beobachtet.

Differentialdiagnosen

Differentialdiagnostisch sind verschiedene Mykosen und Ekzeme, andere erythrosquamose
Dermatosen wie Pityriasis rosea und Pityriasis lichenoides, Lichen ruber, chronisch diskoider
Lupus erythematodes, Friihsyphilis, Lymphome und Neoplasien der Haut auszuschliefSen

(Fritsch, 2003).
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1.5 Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis ist eine komplexe, multifaktoriell bestimmte, chronisch entziindliche
Hauterkrankung. In den Industrielindern sind ungefdhr 10% aller Kinder und 3% der
Erwachsenen betroffen (Novak und Bieber, 2004). 60% der Patienten entwickeln die
Krankheit im ersten Lebensjahr, weitere 30% in den darauffolgenden vier Jahren

(Fritsch, 2003). Im jungen Erwachsenenalter kommt es hdufig zu einer spontanen Ausheilung.

Klinisches Bild
Klinisch présentiert sich die atopische Dermatitis als chronisch entziindliche Hauterkrankung
mit stark juckenden, ekzematdsen Hautverdnderungen an typischer Lokalisation.

Diagnostische Hauptkriterien der Erkrankung sind Pruritus, Knie- und Ellenbeugenekzeme
und Ekzeme an den Extremitétenstreckseiten sowie im Gesicht und der chronische Verlauf
der Dermatitis. Zudem weisen die Patienten typische Atopiestigmata auf. Zu diesen zdhlen
halonierte Periorbitalregion, Dennie-Morgan Lidfalte, Ichthyosis vulgaris, Hyperlinearitét der
Handlinien, Keratosis pilaris, Pityriasis alba, Mammillenekzem, Hertoghe-Zeichen
(Ausdiinnung der lateralen Augenbrauen), weiller Demographismus, Keratokonus und
Katarakt. Weitere haufig assoziierte Merkmale sind eine positive Familienanamnese fiir
Atopie, Xerosis, Hautinfektionen (insbesondere mit Staph. aureus), unspezifische Hand- und
FuBekzeme, erhohtes Serum-IgE und positiver Haut-Prick-Test (Hanifin, 1999; Leung und
Bieber, 2003). Das klinische Spektrum der Erkrankung ist breitgefdchert und reicht von
Minimalvarianten, wie zum Beispiel der Pityriasis alba, zu schweren erythrodermischen
Formen (Leung und Bieber, 2003).

Das klinische Bild der atopischen Dermatitis wandelt sich mit dem Lebensalter der
Betroffenen. Das Sauglingsekzem beginnt meist vom 3. Lebensmonat an, hauptsichlich im
Kopf-, Gesichts- und Halsbereich, mit exsudativen Ekzemen, die zu symmetrisch verkrusteten
Herden fiihren (Milchschorf). Im Schulkindesalter tritt der exsudative Charakter in den
Hintergrund, es kommt zum klassischen Ekzema flexuratum in den Ellenbeugen, Kniekehlen
und Handgelenken. Die Haut ist trocken und vorherrschendes subjektives Gefiihl ist der
quilende Juckreiz. Die atopische Dermatitis kann bis in das Erwachsenenalter mit
lichenifizierten, prurigindsen Hautarealen vor allem im Gesicht und an den Beugeseiten
persistieren (Fritsch, 2003). Die Erstmanifestation beim Erwachsenen &duflert sich oft als

dyshidrosiformes Handekzem oder als ,,head and neck“-Dermatitis (Novak, Bieber, 2004).
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Pathogenese

Seit den Arbeiten von Wiithrich in den 1980-er Jahren unterscheidet man zwischen einer
intrinsischen, ohne Sensibilisierungen auf Aero- oder Nahrungsmittelallergene einhergehende
Form der atopischen Dermatitis (ca. 20-30% der Patienten) und einer extrinsischen Form mit
Allergien und Sensibilisierungen (70-80% der Patienten) (Hanifin, 1999). Die intrinsische
Variante der atopischen Dermatitis stellt moglicherweise eine urspriingliche Form der
Erkrankung dar, die sich bei 70-80% der Patienten im Laufe von 5-10 Jahren in Abhdngigkeit
von bestimmten Genkonstellationen und Umwelteinfliissen in die extrinsische Variante
wandelt (Novak und Bieber, 2004).

Ein Zusammenspiel zwischen genetischen Faktoren, Umwelteinfliissen,
pharmakologischen Besonderheiten und immunologischer Dysregulation erkldart die
Pathogenese der atopischen Dermatitis (Leung und Bieber, 2003).

Eine genetische Pridisposition fiir atopische Dermatitis gilt als gesichert, da zwei Drittel
der Erkrankten eine atopische Familienanamnese aufweisen und eine atopische Affektion
beider Elternteile ein 75% Risiko fiir atopische Dermatitis beim Kind in sich birgt
(Fritsch, 2003). Ein starker maternaler Effekt wurde beschrieben (Moffatt und
Cookson, 1998). Die Hinweise auf einen grofen Einfluss erblicher Faktoren haben zu
umfangreichen genetischen Studien gefiihrt. Ein Hauptlocus fiir die Erkrankung wie bei der
Psoriasis ist jedoch bislang noch nicht identifiziert worden. Es wurden aber mehrere
Kandidatenloci fiir atopische Dermatitis nachgewiesen, unter anderem auch gemeinsame
Genloci mit Psoriasis vulgaris auf Chromosom 1g21 (PSOR 4) und 1725 (PSOR 2). Dies
konnte eventuell ein Hinweis auf eine gemeinsame genetische Pradisposition fiir chronisch
entzlindliche Hauterkrankungen sein (Novak, Bieber, 2004). Zudem fanden sich
Assoziationen mit Polymorphismen des hochaffinen IgE-Rezeptors, FceRI, vor allem der [3-
Kette (Chromosom 11q13), der Interleukine 4 und 13 (Chromosom 5q23-31) sowie deren
Rezeptoren (Chromosom 16pl12). Diese verschiedenen genetischen Faktoren konnten so
zusammenspielen, dass das Immunsystem zu einer gewebsschidigenden Antwort auf
normalerweise  harmlose = Molekiile wie Pollen, Kot von Hausstaubmilben,
Nahrungsmittelbestandteile und korpereigene Proteine verleitet wird (Fritsch, 2003). Triager
dieser Immunantwort sind vor allem Th2-Zellen. Diese Zellen sezernieren Zytokine, die die
IgE-Produktion induzieren (IL-4, IL-13), die Reifung eosinophiler Granulozyten fordern (IL-
5) und die Aktivierung von Th1-Zellen blockieren (IL-10). Th2-Zellen kdnnen dariiber hinaus
als Effektorzellen im Rahmen der zelluldiren Immunreaktion vom verzogerten Typ

funktionieren (Fritsch, 2003).
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Die Immunodysregulation mit akut verstirkter Th2-Antwort und verminderter Thl-
Antwort wird teilweise durch die Hygiene-Hypothese erklért. Diese Hypothese besagt, dass
der rasante Inzidenzanstieg der atopischen Dermatitis in der westlichen Welt im
Zusammenhang mit einem hoheren Lebensstandard, verbesserten hygienischen Bedingungen
und steigendem Einsatz von Antibiotika und Impfstrategien steht. Ein weiterer Hauptfaktor ist
die 1-2-Kind-Familie in Westeuropa, die Kindern weniger Mdglichkeiten bietet sich
gegenseitig mit Kinderkrankheiten, wie z.B. Pertussis, anzustecken. Bakterienbestandteile
werden normalerweise iiber verschiedene Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
angeboten und stimulieren Immunantworten, die zu hoher Produktion von Th1-Zytokinen wie
Interferon-y fithren. Bei einer verminderten Exposition gegeniiber bakteriellen Antigenen in
Kombination mit einer reduzierten Fahigkeit von Atopikern, die Thl-vermittelten Signale
iiber die entsprechenden Rezeptoren aufzunehmen, kommt es zu einer Abnahme des
protektiven Effekts der Thl-Antwort und vermehrten Th2-Reaktionen (Novak und
Bieber, 2004). In diesem Kontext spielt auch eine Verdnderung der Darmflora mit
Verschwinden protektiv wirksamer Bakterienstimme eine Rolle (Kalliomaki et al., 2001).

Weitere immunopathologische Mechanismen in der Entwicklung von atopischer
Dermatitis werden im Folgenden erwéhnt.

Die Hautbarriere ist aufgrund einer verdnderten Zusammensetzung von Ceramiden,
zelluliren Matrixproteinen und Enzymen gestort. Das fiihrt zu Xerosis, gesteigertem
transepidermalem Wasserverlust und einem alkalischeren pH-Wert (Novak, Bieber, 2000).
Ursidchlich konnte ein intrinsischer Defekt der Keratinozyten sein, der mit einer vermehrten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine einhergeht (Girolomoni und Pastore, 2001).

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis wurden dendritische Zellen
(Langerhanszellen, inflammatorische dendritische epidermale Zellen) mit hochaffinem IgE-
Rezeptor (FceRI) nachgewiesen. Allergene, die aufgrund der gestérten Hautbarriere vermehrt
in die Epidermis eindringen, konnten tiber IgE-tragende Molekiile aufgenommen werden und
nach Antigenprozessierung spezifischen T-Zellen prisentiert werden. Dabei kiime es zu einer
Steigerung der Entziindungsreaktion und zur Auswanderung der dendritischen Zellen in die
regiondren Lymphknoten (sieche Abb.1.7). Dieses Modell kann die scheinbar widerspriichliche
Situation von Atopikern erkldaren, die tlberwiegend an IgE-vermittelten allergischen
Reaktionen wie der allergischen Rhinitis aber auch an ekzematdsen, zelluldr vermittelten
chronisch entziindlichen Reaktionen der Haut leiden (Novak und Bieber, 2004).

In Hautldsionen von atopischer Dermatitis finden sich antigenspezifische, kutanes T-Zell

Antigen-tragende, aktivierte T-Zellen, die groBe Mengen der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13
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produzieren. Diese spielen vor allem bei der Entstehung der Entziindungsreaktion in der
Initialphase der atopischen Dermatitis ein Rolle. In chronischen Lisionen kommt es zu einer
Umwandlung der Th2-Antwort in eine Immunantwort vom Thl-Typ, bei der Interferon-
produzierende Zellen liberwiegen. Dieser ,,Th2-Th1-Switch® wird wahrscheinlich durch die
Interleukin-12-Produktion einwandernder Eosinophiler und inflammatorischer dendritischer
epidermaler Zellen bewirkt (Leung und Bieber, 2003).

Aktivierte T-Zellen induzieren {iber Interferon-y-vermittelte Hochregulation des Fas-
Liganden die Apoptose von Keratinozyten. Die histologisch nachweisbare Spongiose ist
durch dieses Phidnomen zu erkldren. Zudem werden durch den Zelltod der Keratinozyten
potente Autoallergene freigesetzt (Leung und Bieber, 2003).

Als wichtige Triggerfaktoren fiir die Erkrankung sind Nahrungsmittelallergene,
Aceroallergene, Autoallergene (HomS1, DFS 70) und Staphylococcus aureus Superantigene
beschrieben (Leung und Bieber, 2003).

Nicht alle Merkmale der atopischen Dermatitis lassen sich durch die Immunodysregulation
erkldren, so wird zum Beispiel der weille Dermographismus einer verdnderten Reaktivitét auf
B-adrenerge und cholinerge Reize zugeschrieben. Neuropeptid-induzierte Freisetzung von
Entziindungsmediatoren aus Eosinophilen und Mastzellen kénnte urséchlich fiir den hohen

Eruptionsdruck und den quilenden Juckreiz sein (Fritsch, 2003).
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Abb. 1.7: Immunpathologie der atopischen Dermatitis — Induktions- und Amplikationswege der allergischen

Entziindungsreaktion (Einzelheiten siehe Text)

APZ = antigenprésentierende Zelle

IL = Interleukin

Ifn = Interferon

CLA = cutaneus lymphocyte antigen
MDC = macrophyte derived chemokine
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Klinische Diagnostik

Die Diagnose der atopischen Dermatitis wird im allgemeinen klinisch durch das
Vorhandensein von drei der vier Hauptkriterien (Prurigo, Ekzem an typischer Lokalisation,
chronischer oder rezidivierender Charakter der Erkrankung, positive Eigen- oder
Familienanamnese fiir Atopie) und vier Nebenkriterien (siche die zuvor genannten
Atopiestigmata und assoziierten Merkmale) gestellt. Die ergédnzende Labordiagnostik kann
durch die Bestimmung von Serum-IgE und allergenspezifischem IgE, sowie durch den Prick-
Test und den Atopie Patch-Test das Vorliegen von Sensibilisierungen nachweisen. Im akuten
Schub ist serologisch eine Eosinophilie, eine verlingerte Uberlebenszeit der Eosinophilen und
eine Erhohung des ECP (eosinophilic cationic protein) nachzuweisen. Weitere, nicht
routineméfig durchgefiihrte, Untersuchungen zeigen erhohte Spiegel von IL-4, IL-5 und IL-
13 und erniedrigte Spiegel von Interferon-y. Auch eine Reihe von chemotaktisch wirksamen
Botenstoffen wie IL-16, MDC (macrophage derived chemokine), RANTES (regulated on
activation, normal T-cell expressed and secreted) sowie das losliche CD30-Molekiil sind als

Zeichen der verstirkten Krankheitsaktivitit im Blut nachweisbar (Novak und Bieber 2004).

Histologie

Eine histologische Diagnostik der atopischen Dermatitis ist fiir die Klinik normalerweise nicht
erforderlich. Der histologische Befund ist sehr unspezifisch. In akuten Lisionen finden sich
Merkmale der irritativen Kontaktdermatitis: geringgradige Spongiose mit fokaler
Parakeratose und oberfldchlichem entziindlichem Infiltrat aus Lymphozyten und eosinophilen
Granulozyten. Alte Lasionen zeigen Folgen des anhaltenden Kratzens und Reibens und
dhneln histologisch dem Lichen simplex chronicus. Es finden sich Epidermishyperplasie,
Hypergranulose, kompakte Orthokeratose, vergrobertes Kollagen in verldngerten epidermalen

Papillen und ein leichtes superfizielles entziindliches Infiltrat (Kerl ez al., 2003).

Differentialdiagnosen

Als Differentialdiagnosen der atopischen Dermatitis gelten: infektiose Erkrankungen
(Skabies, HIV-assoziierte Dermatosen, Dermatophyteninfektionen), seborrhoische Dermatitis,
Kontaktekzem, nummuldres Ekzem, Psoriasis vulgaris und Ichthyosen. In einzelnen Féllen,
vor allem in hohem Alter, kann die Abgrenzung zu malignen Erkrankungen (T-Zell-
Lymphome, Abt-Letterer-Siwe-Erkrankung) und immunologischen Erkrankungen (Dermatitis
herpetiformis, Pemphigus foliaceus, Graft-versus-host disease, Dermatomyositis) schwierig

sein. Seltene Differentialdiagnosen sind Immun-Mangel-Syndrome (Wiskott-Aldrich-
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Syndrom, kombinierte Immundefizienz, Hyper-IgE-Syndrom, DiGeorge-Syndrom) und
metabolische Erkrankungen (Zinkmangel-Syndrom, Vitamin-B6-/Niacin-Mangel,
Phenylketonurie). Auch kongenitale Erkrankungen wie das Netherton Syndrom koénnen als

Differentialdiagnosen in Frage kommen (Leung und Bieber, 2003).
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1.6 Serin-Proteasen der Haut und ihre Inhibitoren

Das Leben von Sdugetieren ist in groBem Malle davon abhingig, dass im EiweiBstoffwechsel
ein Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau besteht. Wéhrend die Eiweillsynthese
intrazelluldr unter der Kontrolle von DNA und mRNA stattfindet, wird der Eiweil3abbau
durch proteolytische Enzyme sehr differenziert gesteuert.
Beim Menschen werden vier Proteaseklassen unterschieden:
1. Cystein-Proteasen, u. a. Kathepsin B, H und L, sind lysosomale Enzyme die
hauptsédchlich der Bereitstellung von Aminoséuren zur Proteinsynthese dienen.
2. Metalloproteasen, u. a. Kollagenase und Gelantinase, werden stark von
zweiwertigen lonen wie Kalzium und Magnesium beeinflusst und haben eine
regulative Funktion in der Verstoffwechselung extrazellulédrer Proteine.
3. Aspartat-Proteasen kdnnen eine regulative Wirkung haben, z.B. Angiotensin
Converting Enzyme, oder katabol wirken z.B. Pepsin.
4. Serin-Proteasen sind ebenfalls sowohl regulativ (Faktoren VIla, 1Xa, Xa der
Blutgerinnung) als auch katabol wirksam (die Pankreasenzyme Trypsin,

Chymotrypsin und Elastase).

Das aktive Zentrum der Serin-Proteasen wird durch ein Histidin und ein Serin gebildet, die
zwar in der Sequenz weit voneinander entfernt liegen aber durch die Faltung des Molekiils in
rdumliche Nidhe riicken. Ein gemeinsames Kennzeichen aller Serin-Proteasen ist ihre
Inaktivierung durch Diisopropylfluorophosphat (DFP), das mit dem Serin des aktiven
Zentrums eine Verbindung eingeht.

Die in der Epidermis vorkommenden Breitspektrum-Serin-Proteasen - ebenso wie ihre
Inhibitoren - stammen entweder aus den gewebsinfiltrierenden Granulozyten (humane
Leukozytenelastase, Kathepsin G, Proteinase 3), bzw. Makrophagen (humane
Leukozytenelastase, Kathepsin G) oder werden durch ortstindige Zellen wie Keratinozyten
(Stratum corneum chymotryptisches Enzym (SCCE), Stratum corneum tryptisches Enzym
(SCTE)), bzw. durch dermale Mastzellen (Mastzellchymase) freigesetzt. Dariliber hinaus
konnen - z.B. bei Verletzungen - aus dem Serum stammende Proenzyme durch Serin-
Proteasen aktiviert werden (Plasminogen zu Plasmin).

Die Serin-Proteasen der phagozytierenden Zellen - humane Leukozytenelastase,
Kathepsin G und Proteinase 3 - sind mit denen des Pankreas vergleichbar. Sie werden als

inaktive Proenzyme gebildet, in der Zelle aktiviert und dann in azurophilen Granula
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gespeichert. Die Hauptfunktion ist die Proteolyse phagozytierten Materials, unter bestimmten
Bedingungen erfolgt aber auch eine Freisetzung in das Gewebe (Wiedow, 1995).

Die Vielzahl unloslicher Substrate der Serin-Proteasen setzt voraus, dass die Aktivitit
dieser Enzyme gut reguliert werden kann. Dazu stehen bei Sédugetieren unterschiedliche
Klassen von Serin-Protease-Inhibitoren zur Verfiigung: Einerseits die reversibel wirkenden,
sdurestabilen, peptidartigen Inhibitoren; zu dieser Gruppe gehdren die beiden in der
Epidermis vorkommenden Inhibitoren Antileukoproteinase (ALP) und Elafin/SKALP.
Andererseits die irreversibel inhibierenden, proteinartigen Inhibitoren, die Serpine. Zudem ist
vor wenigen Jahren das Protein LEKTI entdeckt worden, ein Serin-Protease-Inhibitor der aus
verschiedenen peptidartigen inhibitorischen Domidnen aufgebaut ist. Auf die Inhibitoren
LEKTI, Elafin und auf eine Untergruppe der Serpine, die Ov-Serpine, wird in den Kapiteln
1.3.3, 1.7 und 1.8 — 1.8.1.3 genauer eingegangen.

Bei entziindlichen Hauterkrankungen, die mit Stérungen des Zellkontaktes zwischen den
Keratinozyten einhergehen, ist anzunehmen, dass proteolytische Phédnomene an der
Zerstorung der Zellkontakte beteiligt sind. Im Gegensatz dazu liegen angeborenen
blasenbildenden Dermatosen meist Synthesestorungen der an den Zellkontakten beteiligten
Proteine zugrunde. Fiir die proteolytischen Phdnomene kommen in erster Linie
Breitspektrum-Serin-Proteasen in Betracht, da sie fast alle unldslichen Proteine der Gewebe
verstoffwechseln konnen (Wiedow, 1995).

Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang die von der Arbeitsgruppe
Egelrud et al. identifizierten Epidermis-spezifischen Serin-Proteasen SCCE (Stratum corneum
chymotryptisches Enzym = Kallikrein 7) und SCTE (Stratum corneum tryptisches Enzym =
Kallikrein 5) (Brattsand und Egelrud, 1999; Egelrud, 1993). Diese beiden Enzyme werden im
Stratum granulosum und im Stratum corneum von Keratinozyten als inaktive Proenzyme
produziert und in den extrazelluliren Raum zwischen diesen beiden Schichten sezerniert
(Sondell et al., 1995). SCTE wird durch eine noch unbekannte Protease aktiviert und aktiviert
seinerseits SCCE. Diese beiden Proteasen sind in der Lage wichtige Eiweifle der
Corneodesmosomen (das sind Verbindungen zwischen den Korneozyten) wie Desmoglein 1
(DSG1), Desmocollin 1 (DSC1) und Corneodesmosin (CDSN) abzubauen. Dadurch werden
die Zellkontakte =zerstort und es kommt zur Abschuppung der Korneozyten
(Caubet ef al., 2004). Dariiber hinaus kann aktiviertes SCCE auch eine Rolle in entziindlichen
Prozessen spielen, da es in der Lage ist Zytokin-Vorldufer wie Interleukin-18 zu aktivieren

(Nylander Lundqvist ef al., 1997).
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Antileukoproteinase ist ein potenter Inhibitor von SCCE. Auch Elafin hemmt SCCE,
allerdings in einem schwécheren Ausmal} (Franzke et al., 1996). Die Lokalisation von LEKTI
lasst ebenfalls eine SCCE-antagonistische Funktion vermuten (Komatsu ef al., 2002). Dies ist
bisher jedoch noch nicht bewiesen worden.

Caubet et al. schlugen 2004 ein Modell zur Regulation der Desquamation vor (Abb. 1.8),
dass sowohl die Rolle von SCCE, SCTE und ihren Inhibitoren Antileukoproteinase (ALP),
Elafin und LEKTI beriicksichtigt, als auch zwei regulative epidermale Cystein-Protease-
Inhibitoren, Cystatin M/E und Cystatin a. Letzter sind von Bedeutung, da in neuerer Zeit auch
verschiedenen Cystein-Proteasen wie Kathepsin L2 und Stratum corneum Kathepsin L-
dhnliches Enzym sowie zwei Aspartat-Proteasen, Kathepsin D-&hnliches und Kathepsin E-
dhnliches Enzym in der Epidermis nachgewiesen wurden und eine Funktion dieser Enzyme in

den Prozessen der Abschuppung vermutet wird (Caubet et al., 2004).
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Abb. 1.8: Modell der Desquamation (aus Caubet et al., 2004)

Die aus inaktiven Vorstufen gebildeten Enzyme SCTE und SCCE, ebenso wie verschiedene Kathepsine, bauen
extrazelluldre Proteine der Desmosomen (DSG1, DSC1 und CDSN) ab und spielen somit eine Rolle in der
Desquamation. Dabei wird ihre Aktivitdit von Serin-Protease-Inhibitoren (LEKTI, Elafin und ALP) und

inhibitorisch wirkenden Cystatinen reguliert. Weitere Details siche Text.

Serin-Proteasen und ihre Inhibitoren spielen somit eine wichtige Rolle in den Prozessen
der Abschuppung und Entziindung und sind aus diesem Grund wichtig fiir das Verstdndnis

der Pathogenese entziindlicher und schuppender Hautkrankheiten.
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1.7 Elafin

Unabhéngig voneinander entdeckten 1990 die Arbeitsgruppen von Wiedow und Schalkwijk
den Serin-Protease-Inhibitor Elafin/SKALP (skin-derived anti-leukoproteinase). Sallenave et
al. isolierten ein Jahr spiter einen Elastase-spezifischen Inhibitor aus dem Sputum; es stellte
sich heraus, dass dieser Inhibitor identisch mit Elafin/SKALP ist. 1997 erhielt er die
systemische Bezeichnung Trappin 2. Elafin gehort zu der Trappin Familie (Trappin =
TRansglutaminase Substrat und wAP-Doméne enthaltenes ProteIN), einer Gruppe von
Proteinen die Transglutaminase Substrat sind und eine WAP (whey acidic protein)-Doméne
aufweisen. Diese Proteine werden im Gewebe eingefangen -,trapped- und verankert und
entfalten dort ihre Funktion. Die Trappine enthalten zwei funktionelle Doménen: eine N-
terminale Transglutaminase-Substrat-Doméne, mit multiplen Hexapeptid-Wiederholungen der
Konsensussequenz GQDPVK, und einen C-terminalen inhibitorischen Bereich mit acht iiber
Disulfidbriicken verbundenen Cysteinresten, den 4-Disulfid-Kern (Abb. 1.9). Die Struktur des
4-Disulfid-Kerns wird auch als WAP-Motif bezeichnet und stabilisiert die inhibitorische
Domine. Die Transglutaminase-Substrat-Doméne enthédlt Glutamin- und Lysin-reiche
Sequenzen, die  durch  Transglutaminasen zu  Ne-y-Glutamyl-Lysin-Isopeptid-
Querverbindungen vernetzt werden konnen. Die Anzahl der Wiederholungen dieser Sequenz
variiert von Spezies zu Spezies, menschliches Elafin hat 5 Sequenzwiederholungen

(Schalkwiik e al., 1999).

Transglutaminase Substrat Inhibitorische Doméne
Domaine l
‘ Pre ‘
(GQDPVK) WAP-Motif

(vier Disulfidkern)
(aus Schalkwijk et al., 1999)

Abb. 1.9: Domain-Struktur des Trappin-Vorldufermolekiils

Das Elafin-Gen ist 2.3 kb grof3, enthélt 3 Exons und 2 Introns (Sallenave, 2002) und liegt
auf Chromosom 20ql2-13. Elafin wird als Vorlduferpeptid mit 117 Aminosduren
synthetisiert, 22 Aminosdure kodieren fiir das Signalpeptid. Die Existenz des Signalpeptids
deutet darauf hin, dass Elafin sezerniert wird (Schalkwijk et al., 1999).

Elafin ist in gesunder Epidermis nicht nachweisbar (Pol et al., 2003), es findet sich aber in

Mundschleimhaut, Osophagus und Vagina (Pfundt et al., 1996). Ebenso zeigt psoriatische
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Haut und Haut mit dermaler Infiltration von Neutrophilen (Morbus Beget, Sweet Syndrom,
Pyoderma gangraenosum und kutane allergische Vaskulitis) in der immunhistochemischen
Férbung ein deutliches Elafin-Signal in der sukornealen Dermis (Tanaka et al., 2000).

Steinert und Marekov wiesen 1995 Querverbindungen zwischen Elafin und Lorikrin,
beziechungsweise Zytokeratin-1, zwei Strukturproteinen des ,,cornified envelope®, nach
(Steinert, Marekov, 1995). Aufgrund der Ko-Lokalisation von Elafin und Transglutaminase 1
in Plattenepithelien (Pfundt et al., 1996), ist es wahrscheinlich, dass Elafin von
Transglutaminase 1 in den ,,cornified cell envelope® eingebaut und mit diesen Proteinen
vernetzt wird. Da Elafin sezerniert wird, kann angenommen werden, dass der Einbau von
auflen erfolgt.

Das C-terminale Ende des Proteins wird im Stratum corneum von einer bislang
unbekannten Proteinase abgespalten, diffundiert frei im Gewebe und kann dort seine Anti-
Proteinase-Aktivitit entfalten. Es wird dann {iiber Urin und Blut ausgeschieden
(Schalkwijk et al., 1999).

Der 4-Disulfid-Kern enthélt das aktive inhibitorische Zentrum fiir die Hemmung von
Serin-Proteinasen. Elafin hemmt vor allem menschliche Leukozyten-Elastase und
menschliche Proteinase 3 - beide Proteinasen werden von polymorphonukledren Leukozyten
produziert (Pfundt et al., 1996) -, in vitro konnte auch inhibitorische Aktivitit gegen Stratum
corneum chymotryptisches Enzym nachgewiesen werden (Schalkwijk et al., 1999) .

Zusitzlich zu der Proteinase-hemmenden Funktion hat Elafin Defensin-dhnliche
Eigenschaften. In vitro wurde eine antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien, Pilze und
moglicherweise HIV nachgewiesen. /n vivo wirkt Elafin antimikrobiell gegen Pseudomonas
aeroginosa (Meyer-Hoffert er al., 2003). Es reguliert auch Entziindungsmediatoren wie
Metalloproteinasen und TNF-o herab. Somit spielt Elafin eine Rolle in der natiirlichen

Immunitét (Sallenave, 2002).
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1.8 Serpine

Proteinase-Inhibitoren sind wichtige natiirliche Werkzeuge, um die proteolytische Aktivitat
threr Zielproteinasen zu regulieren und um diese in Notfdllen zu blockieren (Bode und
Huber, 1991). Die meisten bislang bekannten Proteinase-Inhibitoren richten sich gegen Serin-
Proteasen. Mindestens 20 strukturell verschiedene Gruppen von Inhibitoren der Serin-
Proteasen wurden identifiziert; zu den bekanntesten gehoren Kunitz-, Kazal-, und
Leukoproteinase-Inhibitoren sowie die Serpine.
Anhand des Hemmmechanismus werden 3 Typen unterschieden:

e Kanonische Inhibitoren,

e nicht-kanonische Inhibitoren und

e Serpine

Kanonische Inhibitoren binden das Enzym an eine exponierte konvexe Bindungsschleife -
,reactive site loop™ (RSL) - die zum aktiven Zentrum des Enzyms komplementér ist. Nicht-
kanonische Inhibitoren binden mit ihrem N-terminalen Segment an das Enzym. Serpine
reagieren mit ihren Zielproteasen &hnlich wie die kanonischen Inhibitoren durch eine
exponierte Bindungsschleife. An dieser wird eine Peptidbindung durch die Zielprotease
gespalten, es kommt zu einer Konformationsdnderung des Serpins und zur Ausbildung eines
stabilen Enzym-Inhibitor-Komplexes (Krowarsch et al., 2003).

Inhibitorisch aktive Zentren von Serin-Protease-Inhibitoren sind nach der Nomenklatur
von SCHECHTER und BERGER (1967) nummeriert: P-Reste in N-terminaler Richtung, P"-
Reste in C-terminaler Richtung.

Serpine (Akronym fiir SERin Proteinase INhibitoren) sind eine Gruppe von 350-500
Aminosduren groflen Proteinen, die bislang in allen Lebewesen aufBler in Bakterien
beschrieben wurden. Beim Menschen erfiillen sie viele Funktionen, nicht alle davon sind

ausschlieBlich an Proteinase-Inhibition gebunden:

e Zelldifferenzierung, Zellmigration

e Modulation von Entziindungen, B-Zell-Entwicklung, Aktivierung von Interleukin-
Vorstufen, Schutz vor mikrobiellen und viralen Proteasen

e Apoptose-Regulation, Intrazelluldre Proteolyse

e Tumor Suppression, Angiogenese

e Verdnderung der extrazelluldren Matrix, Wundheilung
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e Prohormon Konvertierung, Hormontransport

¢ Fibrinolyse, Blutgerinnung, Komplementkaskade

Serpine haben eine metastabile Konformation, mit einer erhaltenen Sekundérstruktur aus 3
B-Faltblédttern A, B und C und mindestens 7 (meist 9) a-Helices A-G (H, I). Die ,, reactive site
loop* (RSL), die die spezifische Proteinaseerkennung ermdglicht, ist ein exponierter, flexibler
Abschnitt von ca. 17 Aminosdureresten zwischen den [-Faltblittern A und C. Die
Aminosdure an Position P1 spielt fiir die Spezifitit des Serpins die wichtigste Rolle
(Chipuk et al., 2002). Die RSL wirkt als Pseudosubstrat und bindet die Proteinase. Diese
spaltet eine Peptidbindung der RSL; dabei entsteht ein kovalent gebundenes Acyl-Enzym-
Zwischenprodukt mit der Proteinase an Position Ser-195 des aktiven Zentrums. Diese
Verbindung bewirkt eine Konformationsinderung des Serpins. Es kommt zu einer
Verlagerung der RSL und des daran gebundenen aktiven Zentrums der Proteinase in das -
Faltblatt A. Das aktive Zentrum der Proteinase wird verdreht und das Enzym wird gehemmt
(Silverman et al., 2001). Dabei entsteht ein SDS-stabiler Serpin-Proteinase-Komplex (Wright
und Scarsdale, 1995). Dieser Hemmmechanismus findet auch bei der Hemmung von Cystein-
Proteinasen durch Serpine statt. Das Zwischenprodukt ist in dem Fall ein Thiolester
(Silverman et al., 2001). Eine weitere Moglichkeit eines Serpins mit einer Zielproteinase zu
reagieren ist der Substratmechanismus: das Serpin wird von der Proteinase in seiner RSL
gespalten, die Proteinase dissoziiert daraufthin vom Serpin und behilt ihre proteolytische
Aktivitdt. Der Inhibitor wird dabei inaktiviert. In beiden Fillen verdndert das gespaltene
Serpin seine Konformation zu einer thermodynamisch stabileren, relaxierten Form
(Jensen et al., 2000).

Fiir die Regulation der Serpinaktivitit sind verschiedene Mechanismen von Bedeutung:
Ein Hauptmechanismus der Regulation vieler Serpine besteht in der Notwendigkeit eines Co-
Faktors, der die RSL freilegt oder stabilisiert und damit die Hemmfunktion des Serpins
unterstiitzt. Ein Beispiel hierfiir ist Antithrombin III, das nur in der Anwesenheit von Heparin
mit Thrombin reagiert und dieses hemmt. Ein weiterer Mechanismus um die inhibitorische
Funktion eines Serpins zu beeinflussen, ist die proteolytische Inaktivierung durch nicht-
physiologische Zielproteinasen. Dazu gehdren mikrobielle und menschliche neutrophile
beziehungsweise fibroblastische Proteinasen, die die RSL spalten und dabei das Serpin
inaktivieren. Dies kann in manchen Féllen bis zu einer unkontrollierten Proteolyse im Gewebe
fiihren. Bei einigen Serpinen fiihrt die Oxidation der Aminosdure an Position P1 zu einem

Verlust der inhibitorischen Funktion (Potempa et al., 1994).
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1.8.1 Ovalbumin Serpine

Die Familie der Ovalbumin Serpine (Ov-Serpine) besteht aus meist intrazelluldren Proteinen,
die Ahnlichkeiten in Aminosiuresequenz, EiweiBcharkteristika und Genaufbau zeigen. Das
nicht-inhibitorische Hiihner-Ovalbumin ist der Prototyp der Untergruppe der Ovalbumin
Serpine (Remold-O Donnell, 1993). Die Ahnlichkeit im Aminosidureaufbau zwischen den
einzelnen Ov-Serpinen ist betrdchtlich und betrigt 32-58% (Abts et al., 1999).

Strukturell weisen die Ov-Serpine einige Besonderheiten auf: es fehlen die fiir andere
Serpine iiblichen N- und C-terminalen Extensionen; die Aminoséure in der vorletzten Position
ist Serin und nicht, wie bei anderen Serpinen, Asparagin; zudem befindet sich statt Valin ein
variabler Aminosdurerest in Position 388. Eine anderes Charakteristikum der Ov-Serpine ist
das Fehlen eines abspaltbaren, hydrophoben Signal-Peptids. Es scheint eine nicht abspaltbare,
N-terminale, interne Signalsequenz zu geben. Dies ist von besonderem Interesse, da einige
Ov-Serpine als dualistische Molekiile existieren, die entweder sezerniert werden oder
zytoplasmatisch verbleiben (Remold-O’'Donnell, 1993).

Bislang sequenzierte Ov-Serpine wie zum Beispiel Ovalbumin, PAI-2, Hurpin, SCCAI,
SCCA2 und Gen Y zeigen auf genetischer Ebene einen fast identischen Aufbau aus sieben
Exons, acht Introns und die gleichen Splice-Junctions (Abts et al, 2001; Silverman
et al., 1998; Remold-O Donnell, 1993).

Ov-Serpingene sind auf Chromosom 18921 und 6p25 lokalisiert, viele der 18q21 Serpine
haben ein Exon, das fiir eine Polypeptidschleife mit besonderen Funktionen zwischen Helices
C und D kodiert (die CD-Schleife). Die CD-Schleife vermittelt besondere, die einzelnen Ov-
Serpine auszeichnende, Charakteristika und kann mit verschiedenen Eiweillen reagieren, zum
Beispiel ist sie bei PAI-2 ein Ziel fiir die Transglutaminase (Silverman et al., 2001,
Jensen et al., 1994).

Menschliche Ov-Serpine sind kompetitive Inhibitoren von Serin- und Cystein-Proteinasen,
einige Mitglieder dieser Gruppe hemmen auch mehrere Proteinasen.

Immer neue physiologische Funktionen der Ov-Serpine werden entdeckt, bislang bekannt
ist die Rolle von Ov-Serpinen in Verdnderungen der extrazelluliren Matrix, Schutz vor
Apoptose, Schutz von Geweben vor proteolytischem Schaden, Barrierefunktionen mit Schutz
vor mikrobiellen und viralen Proteinasen, Zellwachstum und Differenzierung,

Tumorsuppressorfunktion und Angiogenese (Silverman et al., 2001).
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Bislang identifizierte menschliche Ov-Serpine sind in Tabelle 1.2 aufgefiihrt:

Tabelle 1.2: Ubersicht iiber bislang entdeckte Ov-Serpine (Anhang zu Silverman et al., 2001)

Gen-Symbol Gen-Name Chromosomale Zielproteinase/Aktivitit | Erstbeschreiber
Lokalisation
SerpinB1 Monocyte / 6p25 Neutrophile Elastase, Remold-ODonnell
Neutrophile Elastase Kathepsin G, etal., 1992
Inhibitor (MNEI) Proteinase 3
SerpinB2 Plasminogen Aktivator | 18q21.3 uPA Yeetal, 1987
Inhibitor-2 (PAI-2)
SerpinB3 Squamous cell 18921.3 Kathepsine L, Sund K | Suminami ef al.,
carcinoma antigen 1 1991
SerpinB4 Squamous cell 18q21.3 Kathepsin G, Chymase | Schneider et al.,
carcinoma antigen 2 / 1995, Barnes und
Leupin Worall, 1995
SerpinB5 Maspin 18g21.3 Hemmung der Zou et al., 1994
Angiogenese, und der
Zellmobilitt,
Tumorsuppressor
SerpinB6 Zytoplasmatische 6p25 Kathepsin G, Plasmin, Morgenstern et al.,
Antiproteinase / Chymotrypsin, 1994, Sun et al.,
Protease Inhibitor 6 Thrombin, Trypsin 1995
SerpinB7 MEGSIN 18921.3 Plasmin, Kurokawa et al.,
Wachstum von 1998
Mesangiumzellen
SerpinB8 Zytoplasmatische 18g21.3 Furin Sprecher et al.,
Antiproteinase 2 / 1995
Protease Inhibitor 8
SerpinB9 Zytoplasmatische 6p25 Granzym B, CASP1, Sprecher et al.,
Antiproteinase 3 / Subtilisin A 1995
Protease Inhibitor 9
SerpinB10 Bomapin 18q21.3 Thrombin, Trypsin Riewald und
Schleef, 1995
SerpinB11 EPIPIN 18q21.3 ? ?
SerpinB12 YUKOPIN 18g21.3 Trypsin Silverman et al.,
2001
SerpinB13 Hurpin 18g21.3 Kathepsin Bund L Abts et al., 1997
SerpinBP1 Proteinase Inhibitor 8- | 6p25 wahrscheinlich ein ?

Likel

Pseudogen
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1.8.1.1 Plasminogen activator inhibitor-2/SerpinB 2

Plasminogen activator inhibitor type-2 (PAI-2) ist Teil des Plasminogen Aktivator Systems,
das aus Plasminogen Aktivatoren (PA), Plasminogen Aktivator Inhibitoren (PAI) und
spezifischen Zelloberfliche-Rezeptoren besteht. Dieses System spielt eine wichtige Rolle in
der epidermalen Pathophysiologie (Bechtel et al., 1998). PAI-2 findet sich in verschiedenen
Zellen und Geweben, die hochsten Konzentrationen werden in Keratinozyten und
Monozyten/Makrophagen nachgewiesen (Hibino et al., 1986; Kruithof et al., 1995). In der
Haut findet sich PAI-2 vor allem in den postmitotischen Zellen der oberen Epidermis, der
duBeren Haarwurzelscheide und in den differenzierenden Zellen des Nagelbetts
(Lavker et al., 1998; Lyons-Giordano et al., 1994). Im Gegensatz zu vielen anderen Serin-
Proteinase-Inhibitoren, ist PAI-2 im Plasma aufler im letzten Schwangerschaftstrimenon nicht
nachweisbar (Kruithof et al., 1995). PAI-2 existiert in einer intrazelluldren, nicht
glykosylierten, 47 kDA schweren Form und als sezerniertes, glykolysiertes, 60 kDA schweres
Protein. Das PAI-2-Gen hat kein Signalpeptid, dies erklédrt, warum der GroBteil von PAI-2
intrazelluldr verbleibt (Bachmann, 1995).

Laut Bechtel et al. ist PAI-2 der wichtigste PAI in der menschlichen Epidermis. Im

Folgenden werden die einzelnen Funktionen in der Epidermis genauer beschrieben:

1. Antiproliferative Wirkung von PAI-2:

PAI-2 inhibiert Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA), sowie in schwécherem
Ausmall Gewebe Plasminogen Aktivator (tPA). uPA katalysiert die Hydrolyse einer
Arg-Val Bindung in Plasminogen, dadurch entsteht Plasmin. Plasmin ist eine Serin-
Proteinase, die verschiedene extrazelluldre Eiweif-Substrate hydrolysiert. Dariiber
hinaus vermittelt uPA nach Bindung an einen spezifischen uPA-Rezeptor an der
Zelloberfliche biologische Funktionen wie zum Beispiel Gewebsumbau,
Zellmigration und Abbau von extrazelluldrer Matrix. uPA ist mitogen und spielt eine
wichtige Rolle als Wachstumsfaktor, insbesondere fiir epidermale Zellen (Abb. 1.10).
Dieser proliferative Effekt ist uPA spezifisch und ist nicht vom klassischen PA-
System abhingig (Kirchheimer ef al., 1989; Hibino et al., 1999). Als uPA-Antagonist
hemmt PAI-2 in Keratinozytenkulturen die Zellproliferation (Hibino et al., 1999).
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uPA

— . T

Aktivierung von Bindung an den mitogener Effekt
Plasminogen zu Plasmin uPA-Rezeptor

Plasmin hydrolysiert Gewebsumbau, Zellmigration, Wachstumsstimulation
Fibrin, Fibrinogen, Abbau extrazellularer Matrix epidermaler Zellen

Faktor V und Faktor VIII

Abb. 1.10: Die Wirkungen von uPA

2. Regulation der Wundheilung:

PAI-2 ist in der Normalhaut nachweisbar, insbesondere perizelluldr in den oberen
Schichten der Epidermis, dem oberen Stratum spinosum und dem Stratum granulosum
(Bechtel et al., 1996). Im Gegensatz dazu sind uPA und der uPA-Rezeptor in gesunder
Epidermis kaum nachweisbar, die uPA-Aktivitit der epidermalen Zellen ist jedoch
wihrend Wundheilung und unter pathologischen Bedingungen, die mit gesteigerter
Keratinozytenproliferation einhergehen (z. B. Psoriasis), deutlich messbar
(Hibino et al., 1999). Unter diesen Bedingungen ist auch die Expression von PAI-2 in
der gesamten Epidermis gesteigert. Mdglicherweise reguliert PAI-2 den Abbau von
extrazellulirer Matrix wéhrend des Heilungsprozesses, indem es die perizelluldre
Plasminogen-Aktivierung durch Hemmung von uPA hemmt. Eine andere Hypothese
zur Funktion von PAI-2 in der Wundheilung beriicksichtigt die Tatsache, dass PAI-2
vor dem durch TNF-a vermitteltem Zelltod schiitzt. Im Zuge der Re-Epithelialisierung
und der dabei stattfindenden Einwanderung der Keratinozyten, verlieren diese ihre
interzelluldiren Kontakte und sind einer erhohten Exposition gegeniiber TNF-a
ausgesetzt. Indem die Apoptose verzogert wird, konnen die Keratinozyten vor
Abschluss ihrer terminalen Differenzierung ihre vitalen Funktionen wihrend der
Wundheilung ausfiihren. Die terminale Differenzierung kann hier als besondere Form

der Apoptose gesehen werden (Bechtel et al., 1998).

3. PAI-2 und TNF-ou:

Die Expression von PAI-2 wird durch TNF-a induziert. TNF-a ist ein Zytokin, das
eine wichtige Rolle als Entziindungsmediator spielt. Die Bindung von TNF-a an

spezifische Rezeptoren fiihrt unter anderem dazu, dass Proteinasen aktiviert werden,
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die zur Zytolyse von Zellen beitragen. Daneben induziert TNF-a. auch die Synthese
protektiver Proteine, die in der Zelle dem zytotoxischen Effekt von TNF-a
entgegenwirken (Kumar und Baglioni, 1991). Dickinson et al. wiesen 1995 nach, dass
PAI-2 Zellen vor TNF-a-vermitteltem Zelltod schiitzt. Dies geschieht iiber eine
Interaktion zwischen der 33 Aminoséure groBen CD-Schleife und einer von TNF-a.-
induzierten, intrazelluliren Protease (Dickinson et al., 1998). Monozyten, die im
Rahmen der Entziindungsantwort hohen Dosen von TNF-a ausgesetzt sind, werden
durch intrazelluldres PAI-2 vor der Apoptose geschiitzt und konnen so ihren

Funktionen in der Entziindungsantwort nachkommen (Dickinson et al, 1995).

4. PAI-2 im ..cornified cell envelope:

PAI-2 wird wéhrend der terminalen Differenzierung der Keratinozyten in den
,cornified cell envelope™ eingebaut (Jensen et al., 1995). Moglicherweise vermitteln
Transglutaminasen der Haut die kovalente Quervernetzung von PAI-2 mit den
Eiweillen des ,,cornified cell envelope®. Im ,,cornified cell envelope® scheint PAI-2
die Expression von Involukrin zu senken, eventuell schiitzt es so die Korneozyten vor
frithzeitiger Reifung (Lian und Yang, 2004). Die Hypothese, dass PAI-2 in der Haut
ein Substrat fiir Transglutaminase ist, wird dadurch gestiitzt, dass PAI-2 im Blut durch
Gewebs-Transglutaminase und durch Faktor XIIla mit Fibrinogen quervernetzt wird.
Dies geschieht tiber 3 Glutaminreste an Position 83, 84 und 86 in der CD-Schleife.
Interessanterweise bleibt PAI-2 trotz der Quervernetzung aktiv und hemmt die
Plasminsynthese. Somit verhindert es die Fibrinolyse und stabilisiert das
Blutgerinnsel. Da sich die CD-Schleife an der Molekiiloberfldche befindet, ist sie in
einer idealen Position um an Bindungsreaktionen teilzunehmen ohne die

inhibitorischen Funktionen des Serpins zu beeintrachtigen (Ritchie et al., 2000).

Im Gegensatz zu aktivem PAI-2, dass vor allem in der oberen Epidermis nachweisbar ist,
findet sich gespaltenes, inaktiviertes PAI-2 (PAI-2r) intrazelluldr in gréferen Mengen in
Zellen des Stratum Dbasale, ebenso wie in den differenzierten Zellen des
Haarfollikelinfundibulums und in der du3eren Haarwurzelscheide. Dies weist darauf hin, dass
eine intrazellulidre Zielprotease existieren konnte, die PAI-2 prozessiert. Moglicherweise
unterscheidet sich die Funktion von PAI-2 in Basalzellen von der Funktion in der oberen

Epidermis (Risse et al., 2000; Jensen et al., 2000).
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1.8.1.2 Hurpin/Serpin B 13

1997 identifizierten Abts und Mitarbeiter ein durch UV-Licht reprimierbares Gen in HaCaT-
Zellen. Das Genprodukt ist ein Ov-Serpin, das als Hurpin (HaCaT UV-repressible serpin)
bezeichnet wurde und das die systematische Bezeichnung Protease Inhibitor 13 (PI 13) erhielt
(Abts et al., 1997). Unabhdngig davon wurde Hurpin 1999 von Spring und Mitarbeitern in der
Mundschleimhaut nachgewiesen und als Headpin bezeichnet. Spring et al. stellten fest, dass
Hurpin/Headpin in oropharyngealen Karzinomen herabreguliert ist (Spring et al., 1999).

Hurpin ist ein intrazelluldres Serpin, dessen Transkription in der Epidermis durch UV-
Exposition gesenkt wird (Abts ef al., 1997 und 1999). Es besteht aus 391 Aminoséureresten
und hat eine molekulare Masse von circa 44 kDa. Abts und Mitarbeitern wiesen zwei
unterschiedliche Hurpin-Transkripte von 3,0 und 3,4 kb nach. Die Aminosduren sind zu fast
59% mit den Aminoséuren von squamous cell carcinoma antigen 1 (SCCA1) und squamous
cell carcinoma antigen 2 (SCCAZ2) identisch. Durch Vergleich mit anderen Serpinen gelang
die Identifikation von Thr356-Ser357 an Positionen P1-P1° (Abts et al., 1999). Hurpin hat,
wie andere Ov-Serpine auch, eine charakteristische CD-Schleife zwischen Helix C und
Helix D. Diese Schleife ermoglicht eine Interaktion mit anderen Proteinen, unabhidngig von
der ,,reactive site loop* des Serpins (Jensen et al., 1996; Welss et al., 2003).

AuBler in HaCaT-Zellen konnte Hurpin bislang nur in Keratinozytenkulturen und in
menschlichen Haut- und Mundschleimhautbiopsien nachgewiesen werden. Auffilligerweise
ist die Hurpin-Expression in Normalhaut geringer als in Keratinozytenkulturen und in HaCaT-
Zellen. Abts und Mitarbeiter gingen der Frage nach, ob die Hurpin-Expression mit dem
Proliferationsstatus der Zellen zusammenhéngt. Da Psoriasis durch eine Hyperproliferation
von epidermalen Zellen gekennzeichnet ist, wurde die Hurpin-Expression in betroffener und
nicht-betroffener Haut von Psoriasis Patienten mittels RT-PCR untersucht. In betroffener
Haut war die Hurpin-Expression in Vergleich zu Normalhaut um das 10- bis 14-fache
gesteigert. Die Tatsache, dass Hurpin vor allem in proliferierenden epidermalen
Keratinozyten exprimiert wird, deutet auf eine Rolle in der Differenzierung dieser Zellen und
in Prozessen der Wundheilung hin (Abts et al., 1999).

Konsensussequenzvergleiche von Hurpin mit bekannten inhibitorischen Serpinen lassen
vermuten, dass Hurpin in der Lage ist Proteasen zu inhibieren. Die physiologische Ziel-Serin-
Protease ist allerdings unbekannt. Mit bislang bekannten Serin-Proteasen (Trypsin,
Chymotrypsin, humane neutrophile Elastase, Proteinase 3, Thrombin, Plasmin, Kathepsin G)

und Cystein-Proteasen (Kathepsin B und L) sowie mit der Aspartat-Protease Kathepsin D
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bildet Hurpin keine SDS-stabilen Komplexe. SDS-stabile Komplexe sind jedoch fiir die
Cystein-Inhibition durch Serpine nicht unbedingt notwendig (Zhou et al., 1997) und die
Cystein-Proteasen Kathepsin B und Kathepsin L sind in der Lage Hurpin zu spalten ohne
SDS-stabile Komplexe auszubilden. Somit ist Hurpin auch ohne diese Komplexbildung ein
potenter Inhibitor von Kathepsin L. Da Kathepsin L tiber die Aktivierung von Caspase 3 pro-
apoptotisch wirkt, kann Hurpin als Kathepsin L-Inhibitor in Keratinozyten anti-apoptotisch
wirksam sein (Wells et al., 2003).
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1.8.1.3 Bomapin/Serpin B 10

Die Arbeitsgruppe von Riewald und Schleef klonierte 1995 ein neues Mitglied der Ov-Serpin
Familie aus einer menschlichen Knochenmark cDNA Bank. Das neue Gen kodiert fiir ein 397
Aminoséduren groBBes und 45kDa schweres Protein. Da der erste Nachweis des Proteins in
menschlichem Knochenmark erfolgte, wurde es Bomapin (bone marrow associated serpin)
genannt und erhielt die systemische Bezeichnung Protease Inhibitor 10. Bomapin hat 48%
Aminosdure-Homologie mit PAI-2, Protease Inhibitor 6 und Human Leukocyte Elastase
Inhibitor. Im Knochenmark wird Bomapin als ein 2,3 Kilobasen Transkript exprimiert, in
anderen untersuchten Geweben (Herz, Hirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere,
Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Eierstock, Diinn- und Dickdarm und Leukozyten)
konnten Riewald und Schleef kein Bomapin nachweisen. Die Expression von Bomapin in der
Epidermis wurde bislang nicht untersucht. Durch Vergleich mit anderen Serpinen wurden die
Aminosduren an Positionen P1-P1° als Arg-362 und Ile-363 identifiziert (Riewald und
Schleef, 1995). Zwischen Helices C und D befindet sich die fiir Ov-Serpine charakteristische
CD-Schleife. Die Aminosduren in dieser Schleife bilden bei Bomapin eine unabhdngige
Domine, die dazu dient das Molekiil in den Nukleus einzuschleusen. Moglicherweise schiitzt
Bomapin auf diese Weise intranukledre Proteine vor proteolytischer Degradierung (Chuang
und Schleef, 1999).

Die physiologische Zielprotease von Bomapin ist noch unbekannt. Sequenzanalysen und
die Tatsache, dass Arginin die Aminosdure in Position P1 an der ,reactive site loop® ist,
weisen jedoch darauf hin, dass Bomapin Trypsin-dhnliche Proteasen hemmt. In vitro bildet
Bomapin SDS-stabile Komplexe mit Trypsin und Thrombin (Riewald und Schleef, 1995).

Immunoblotting- und Immunopréizipitationsexperimente zeigen, dass Bomapin SDS-
stabile Komplexe mit einem oder mehreren, durch TNF-a aktivierten, zytosolischen Proteinen
bildet. HeLa-Zellen, die Bomapin exprimieren, sind resistenter gegeniiber TNF-a-induzierter
Apoptose als Zellen, die kein Bomapin exprimieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
wihrend TNF-o-vermitteltem Zelltod eine Serin-Protease aktiviert wird, die durch Bomapin
gehemmt werden kann (Schleef und Chuang, 2000).

Bomapin ist im Knochenmark und im Blut von Patienten mit akuter myeloischer Leukidmie
und mit chronischer myelomonozytirer Leukédmie erhoht, dies ldsst vermuten, dass Bomapin
bevorzugt in monozytiren Vorlduferzellen exprimiert wird, um die Protease-Aktivitit

wihrend der Himatopoese zu regulieren (Chuang und Schleef, 1999).
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1.9 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die immunhistochemische Expression verschiedener Serin-Protease-
Inhibitoren in der Haut von Patienten mit Netherton Syndrom mit der Expression dieser
Inhibitoren in der Haut von Patienten mit Psoriasis vulgaris und atopischer Dermatitis zu
vergleichen.

Der Serin-Protease-Inhibitor LEKTI ist beim Netherton Syndrom aufgrund von
Mutationen im SPINKS5-Gen stark vermindert und fehlt in der Regel vdllig
(Raghunath et al., 2004). Eine Wirkung von LEKTI ist die Hemmung der Kallikreine Stratum
corneum chymotrypisches Enzym (SCCE) und Stratum corneum tryptisches Enzym (SCTE),
die eine wichtige Rolle bei Prozessen der Desquamation spielen (Komatsu et al, 2002).
Elafin, ein anderer Serin-Protease-Inhibitor mit geringerer inhibitorischer Wirkung gegeniiber
SCCE (Franzke et al., 1996), wird in der Netherton Epidermis vermehrt exprimiert.
Moglicherweise ist eine Kompensation fiir das fehlende LEKTI der Grund fiir die Elafin-
Erhohung, oder aber der Elafin-Anstieg ist ein Zeichen der entziindlichen Verdnderung in der
Haut von Patienten mit Netherton Syndrom.

Bei Psoriasis vulgaris, einer Genodermatose, die mit entziindlichen Hautverdnderungen
und einer starken Hyperproliferation der Keratinozyten einhergeht, wird ebenfalls eine stark
erhohte Elafin-Expression in der Epidermis nachgewiesen. Zudem dhnelt die Histologie des
Netherton Syndroms der Psoriasis vulgaris und es bestehen immunhistochemische
Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Erkrankungen. So werden beim Netherton Syndrom
die Transglutaminasen 1 wund 3 differentiell, d.h. gegenldufig, exprimiert: die
Transglutaminase 1 ist erhoht und die Transglutaminase 3 ist erniedrigt. Eine &hnliche
Situation finden wir auch in der psoriatischen Haut (Raghunath et al., 2004).

Das Netherton Syndrom gilt allgemein als eine Modellerkrankung fiir die Pathophysiologie
der atopischen Dermatitis. Eine schwere atopische Dermatitis ist klinisch kaum vom
Netherton Syndrom zu unterscheiden, beide Erkrankungen gehen mit stark erhohten Serum
IgE-Spiegeln und atopischer Diathese einher. Die Beobachtung, dass SPINKS-
Polymorphismen mit Asthma und atopischer Dermatitis assoziiert sind (Walley et al., 2001;
Kabesh et al., 2003), unterstiitzt die Hypothese, dass die Pathophysiologie des Netherton

Syndroms und der atopischen Dermatitis eine gemeinsame Grundlage haben.
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Folgenden Fragen wird in dieser Arbeit nachgegangen:

Frage 1: Werden in der Haut von Patienten mit Netherton Syndrom aufler Elafin noch
andere Serin-Protease-Inhibitoren vermehrt exprimiert?

Frage 2: Bestehen in der immunhistochemischen Anfarbung ausgesuchter Serin-Protease-
Inhibitoren Parallelen zwischen dem Netherton Syndrom und der Psoriasis vulgaris oder

atopischer Dermatitis?

In dieser Arbeit wurde die Expression der Serin-Protease-Inhibitoren LEKTI, Elafin und
der Serpine PAI-2, Hurpin und Bomapin untersucht. Das Patientenkollektiv bestand aus 10
Patienten mit Psoriasis vulgaris, 6 Patienten mit atopischer Dermatitis und 6 Patienten mit
Netherton Syndrom. Von den Hautbiopsien der Patienten wurden Kryostatschnitte angefertigt,

immunhistochemisch bearbeitet und mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie ausgewertet.
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2 Material und Methoden

2.1  Materialgewinnung und Lagerung

Stanz-Biopsien von ca. 3 — 4 mm Grofle wurden in fliissigem Stickstoff schnellgefroren und

in einer Tiefkiihltruhe bei ca. — 80 °C bis zur weiteren Behandlung aufbewahrt.

Die Biopsien wurden zur mikroskopischen Untersuchung mit Cryo-embedding Compound

prapariert und mit dem Kryostat in 3 pm diinne Schnitte geschnitten.

2.2 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI / Immunfluoreszenz

2.2.1 Reagenzien und Probematerialien

1.

Gefrierschnitte von Normalhaut, Psoriasishaut, Nethertonhaut und Haut von

atopischer Dermatitis

Aceton

Hauslieferant

DAKO Pen
Firma DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland, Code N° S 2002

Goat Normalserum

Firma Jackson Immunoresearch, Lot 56599, Code N° 005-000-121

monoklonaler LEKTI Antikorper (Maus)

Zur Verfiigung gestellt von GL Clayman, University of Texas, Houston, Texas

PBS (phosphate buffered saline)
Firma GIBKO, Lot 3073702, cat. no. 18912-014
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7. Fluorescein goat anti-mouse Antikdrper

Firma Jackson Immuno Research, Lot. 54890, Code N° 115-095-072

8. Mowiol 4-88
Polyvinylalkohol
Firma Hoechst, Frankfurt, Deutschland

9. Aqua destillata

2.2.2 Losungen

PBS Losung
Zwei PBS-Tabletten in 1000 ml aqua destillata 16sen

Goat Normalserum 10% in PBS
100 pl Goat Normalserum + 900 ul PBS

Anti-LEKTI 1 : 200
5 ul Anti-LEKTI + 995 ul PBS

Fluorescein goat anti-mouse Antikorper 1 : 100 in PBS

10 pl Fluorescein goat anti-mouse Antikorper + 990 ul PBS

Mowiol
20 g Mowiol in 80 ml PBS geben und 40 ml Glycerin hinzufiigen, 8§ Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Ungeldste Mowiolpartikel werden durch Zentrifugation entfernt (15

Minuten bei 12 000 rpm)
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2.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Vorbereitung:
Vor der Durchfithrung der eigentlichen Versuche wurde die am besten verwertbare
Verdiinnungsstufe mit verschiedenen Konzentrationen des primdren Antikorpers (1:25, 1:50,

1:100 und 1:200) nach unten stehendem Protokoll austitriert.

Tag 1:
Die Gefrierschnitte von Normalhaut und Patientenhaut wurden 10 Minuten bei
Raumtemperatur luftgetrocknet.

Nach der Fixierung in Aceton bei — 20 °C fiir 10 Minuten wurden die Schnitte erneut fiir
10 Minuten luftgetrocknet, beschriftet und mit DAKO-Pen markiert. Danach wurden sie mit
10% Goat Normalserum {iberschichtet und 30 Minuten inkubiert, mit dem Ziel unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren.

Das tiberschiissige Serum wurde vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Als
nichster Schritt wurde die primdre Antikorperldsung frisch in abgemessenen Mengen
verdiinnt und auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei
Raumtemperatur.

Zusitzlich zu der Uberschichtung der Hautschnitte mit dem priméren Antikorper, wurde
auch ein Leerprédparat als Negativkontrolle hergestellt. Dafiir wurde ein Schnitt, statt mit dem
primdren Antikorper, nur mit dem Normalserum beschichtet. Jede hier auftretende positive
Anfarbung deutet auf eine unspezifischen Proteinbindung hin, die nicht durch die

antikorperbedingte Lokalisation des Antigens hervorgerufen wird.

Tag 2:
Nach der Inkubation iiber Nacht wurden die Schnitte 3 mal 5 Minuten in PBS gewaschen.
Darauf folgte die Uberschichtung mit dem sekundiren Antikdrper fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Dann wurden die Schnitte erneut 3 mal 5 Minuten in PBS gewaschen.
Abschliefend wurden die Préparate in Mowiol eingebettet und mit Deckgldschen fixiert.
Nach Beendigung des Versuchsvorganges wurden die Schnitte unter dem
Immunfluoreszenzmikroskop von Zeiss bei 20- und4 0-facher VergréfBerung betrachtet und
mit Axiocam HR Videokamera und Axiovision 3.0 Software (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
photographiert und digitalisiert.
Die Lagerung der Priparate erfolgte im Dunkel bei —20°C.
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Flussdiagramm zur Darstellung von LEKTI

Gefrierschnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen

2
Fixierung: 10 Minuten Aceton bei — 20°C
2
Schnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen
2
Markierung der Schnitte mit einem DAKO-Pen
\2
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Goat Normalserum 10%
2 2
| Absaugen des Normalserums | | Negativkontrolle |
\2
Inkubation der Schnitte mit dem
priméren Antikorper, Anti-LEKTI,
iiber Nacht bei Raumtemperatur
2
Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir jeweils 5 Minuten
2

Inkubation mit dem sekundiren Antikorper, Fluorescein goat anti-mouse Antikdrper,

fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

\

Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils 5 Minuten in PBS

\

Priparateinbettung mit Mowiol und Deckglidschen

\

Lagerung dunkel bei —20 °C
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2.3  Immunhistochemische Darstellung von Elafin / Immunfluoreszenz

2.3.1 Reagenzien und Probematerialien

1. Gefrierschnitte von Normalhaut, Psoriasishaut, Nethertonhaut und Haut von

atopischer Dermatitis

2. DAKO Pen
Firma DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland, Code N° S 2002

3. Goat Normalserum

Firma Jackson Immunoresearch, Lot 56599, Code N° 005-000-121

4. monoklonaler Elafin Antikorper (Kaninchen)

Firma Peptide Institute, Code: 922-420-306

5. PBS (phosphate buffered saline)
Firma GIBKO, Lot 3073702, cat. no. 18912-014

6. Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper

Firma Jackson Immuno Research, Lot. 51691, Code N° 111-096-006
7. Mowiol 4-88
Polyvinylalkohol

Firma Hoechst, Frankfurt, Deutschland

8. Aqua destillata



2.3.2 Losungen

PBS Losung
Zwei PBS-Tabletten in 1000 ml aqua destillata 16sen

Goat Normalserum 10% in PBS
100 ul Goat Normalserum + 900 pl PBS

Elafin 1: 200 und 1 : 400
5 ul Anti-Elafin + 995 ul PBS
2,5 ul Anti-Elafin + 997,5 ul PBS

Fluorescein goat anti-rabbit Antikérper 1 : 100 in PBS
10 pl Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper + 990 ul PBS

Mowiol
20 g Mowiol in 80 ml PBS geben und 40 ml Glycerin hinzufiigen, 8 Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Ungeloste Mowiolpartikel werden durch Zentrifugation entfernt (15

Minuten bei 12 000 rpm)
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2.3.3 Versuchsdurchfiithrung

Flussdiagramm zur Darstellung von Elafin

Gefrierschnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen

2
Keine Fixierung
2
Markierung der Schnitte mit einem DAKO-Pen
2
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Goat Normalserum 10%
2 \J
\ Absaugen des Normalserums | \ Negativkontrolle |
2
Inkubation der Schnitte mit dem
primiren Antikorper, Anti-Elafin,
iiber Nacht bei Raumtemperatur
2
Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir jeweils 5 Minuten
\2

Inkubation mit dem sekundéren Antikorper, Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper,

fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

\

Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils 5 Minuten in PBS

\

Priparateinbettung mit Mowiol und Deckglidschen

\

Lagerung dunkel bei —20 °C
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2.4 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2 / Immunfluoreszenz

2.4.1 Reagenzien und Probematerialien

1. Gefrierschnitte von Normalhaut, Psoriasishaut, Nethertonhaut und Haut von

atopischer Dermatitis

2. Aceton

Hauslieferant

3. DAKO Pen
Firma DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland, Code N° S 2002

4. Goat Normalserum

Firma Jackson Immunoresearch, Lot 56599, Code N° 005-000-121

5. monoklonaler PAI-2 Antikorper (Maus)
Firma American diagnostica, Lot 531012, prod.no. 3750

6. PBS (phosphate buffered saline)
Firma GIBKO, Lot 3073702, cat. no. 18912-014

7. Fluorescein goat anti-mouse Antikorper

Firma Jackson Immuno Research, Lot. 54890, Code N° 115-095-072
8. Mowiol 4-88
Polyvinylalkohol

Firma Hoechst, Frankfurt, Deutschland

9. Aqua destillata



2.4.2 Losungen

PBS Losung
Zwei PBS-Tabletten in 1000 ml aqua destillata 16sen

Goat Normalserum 10% in PBS
100 ul Goat Normalserum + 900 pl PBS

Anti-PAI-21:200
5 ul Anti-PAI-2 + 995 ul PBS

Fluorescein goat anti-mouse Antikorper 1 : 100 in PBS

10 pl Fluorescein goat anti-mouse Antikorper + 990 ul PBS

Mowiol
20 g Mowiol in 80 ml PBS geben und 40 ml Glycerin hinzufiigen, 8 Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Ungeldste Mowiolpartikel werden durch Zentrifugation entfernt (15

Minuten bei 12 000 rpm)
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2.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Flussdiagramm zur Darstellung von PAI-2

Gefrierschnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen

2
Fixierung: 10 Minuten Aceton bei — 20°C
2
Schnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen
\2
Markierung der Schnitte mit einem DAKO-Pen
2
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Goat Normalserum 10%
\2 \J
| Absaugen des Normalserums | | Negativkontrolle |
2
Inkubation der Schnitte mit dem
primdren Antikorper, Anti-PAI-2,
iiber Nacht bei Raumtemperatur
\2
Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir jeweils 5 Minuten
2

Inkubation mit dem sekundédren Antikorper, Fluorescein goat anti-mouse Antikorper,

fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

\

Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils 5 Minuten in PBS

\

Priparateinbettung mit Mowiol und Deckgldschen

\

Lagerung dunkel bei —20 °C
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2.5

2.5.1

Immunhistochemische Darstellung von Hurpin (Serpin B 13) / Immunfluoreszenz

Reagenzien und Probematerialien

1.

Gefrierschnitte von Normalhaut, Psoriasishaut, Nethertonhaut und Haut von

atopischer Dermatitis

Aceton

Hauslieferant

DAKO Pen
Firma DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland, Code N° S 2002

Goat Normalserum

Firma Jackson Immunoresearch, Lot 56599, Code N° 005-000-121

monoklonaler Hurpin Antikorper (Kaninchen)

Firma Gentaur, Ave. de I'armee 68, B4, B-1040, Brussels. Belgium

PBS (phosphate buffered saline)
Firma GIBKO, Lot 3073702, cat. no. 18912-014

Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper

Firma Jackson Immuno Research, Lot. 51691, Code N° 111-096-006

Mowiol 4-88
Polyvinylalkohol
Firma Hoechst, Frankfurt, Deutschland

. Aqua destillata
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2.5.2 Losungen

PBS Losung
Zwei PBS-Tabletten in 1000 ml aqua destillata 16sen

Goat Normalserum 10% in PBS
100 ul Goat Normalserum + 900 pl PBS

Anti-Hurpin 1 : 50
20 pl Anti-Hurpin + 980 pl PBS

Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper 1 : 100 in PBS
10 pl Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper + 990 ul PBS

Mowiol
20 g Mowiol in 80 ml PBS geben und 40 ml Glycerin hinzufiigen, 8 Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Ungeldste Mowiolpartikel werden durch Zentrifugation entfernt (15

Minuten bei 12 000 rpm)
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2.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Flussdiagramm zur Darstellung von Hurpin

Schnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen

2
Fixierung: 10 Minuten Aceton bei — 20°C
2
Schnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen
\2
Markierung der Schnitte mit einem DAKO-Pen
2
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Goat Normalserum 10%
\2 \J
| Absaugen des Normalserums | | Negativkontrolle |
2
Inkubation der Schnitte mit dem
primdren Antikorper, Anti-Hurpin,
iiber Nacht bei Raumtemperatur
\2
Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir jeweils 5 Minuten
2

Inkubation mit dem sekundédren Antikdrper, Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper,

fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

\

Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils 5 Minuten in PBS

\

Priparateinbettung mit Mowiol und Deckgldschen

\

Lagerung dunkel bei —20 °C
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2.6 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin (Serpin B 10) / Immunfluoreszenz

2.6.1 Reagenzien und Probematerialien

1.

Gefrierschnitte von Normalhaut, Psoriasishaut, Nethertonhaut und Haut von

atopischer Dermatitis

Aceton

Hauslieferant

DAKO Pen
Firma DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland, Code N° S 2002

Goat Normalserum

Firma Jackson Immunoresearch, Lot 56599, Code N° 005-000-121

monoklonaler Bomapin Antikorper (Kaninchen)

Firma Gentaur, Ave. de I'armee 68, B4, B-1040, Brussels. Belgium

PBS (phosphate buffered saline)
Firma GIBKO, Lot 3073702, cat. no. 18912-014

Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper

Firma Jackson Immuno Research, Lot. 51691, Code N° 111-096-006

Mowiol 4-88
Polyvinylalkohol
Firma Hoechst, Frankfurt, Deutschland

. Aqua destillata
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2.6.2 Losungen

PBS Losung
Zwei PBS-Tabletten in 1000 ml aqua destillata 16sen

Goat Normalserum 10% in PBS
100 ul Goat Normalserum + 900 pl PBS

Anti-Bomapin 1 : 100 und 1 : 200
10 pl Anti.Bomapin + 990 pl PBS
5 ul Anti-Bomapin + 995 ul PBS

Fluorescein goat anti-rabbit Antikérper 1 : 100 in PBS
10 pl Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper + 990 ul PBS

Mowiol
20 g Mowiol in 80 ml PBS geben und 40 ml Glycerin hinzufiigen, 8 Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Ungeloste Mowiolpartikel werden durch Zentrifugation entfernt (15

Minuten bei 12 000 rpm)
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2.6.3 Versuchsdurchfiihrung

Flussdiagramm zur Darstellung von Bomapin

Gefrierschnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen

2
Fixierung: 10 Minuten Aceton bei — 20°C
2
Schnitte 10 Minuten lufttrocknen lassen
\2
Markierung der Schnitte mit einem DAKO-Pen
2
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Goat Normalserum 10%
\2 \J
| Absaugen des Normalserums | | Negativkontrolle |
2
Inkubation der Schnitte mit dem
primdren Antikorper, Anti-Bomapin,
tiber Nacht bei Raumtemperatur
\2
Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS fiir jeweils 5 Minuten
2

Inkubation mit dem sekundédren Antikdrper, Fluorescein goat anti-rabbit Antikorper,

fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

\

Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils 5 Minuten in PBS

\

Priparateinbettung mit Mowiol und Deckgldschen

\

Lagerung dunkel bei —20 °C
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3 Ergebnisse

Die Expression verschiedener Serin-Protease-Inhibitoren wurde an Kryostatschnitten von
insgesamt 22 Patienten untersucht. Das Patientenkollektiv setzte sich aus 10 Patienten mit
Psoriasis vulgaris, 6 Patienten mit atopischer Dermatitis und 6 Patienten mit Netherton
Syndrom zusammen. Vorab wurden 10 Normalhdute untersucht, die bei den einzelnen
Versuchen als Kontrollen dienten.

Bei der Untersuchung von LEKTI und Elafin wurde teilweise auf neue Féarbungen
verzichtet, da auf Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Prof. Traupe aus fritheren
Untersuchungen zuriickgegriffen werden konnte. In diesen Féllen wurden nur einzelne

Kontrollfarbungen angefertigt.

3.1 Beurteilungskriterien bei der Auswertung immunhistochemischer Farbungen

Die Beurteilung des Signals der immunhistochemisch angefdrbten Serin-Protease-Inhibitoren

erfolgte nach folgenden Kriterien:
1. Stellt sich das Signal im Vergleich zur Normalhaut gleich, verbreitert oder
verschmalert dar oder ist es abwesend?
2. In welchen Schichten der Epidermis wird das Signal nachgewiesen?
3. Ist das Signal perizelluldr oder zytoplasmatisch lokalisiert?
3.2 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI
3.2.1 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI in Normalhaut
In der Normalhaut zeigt sich ein zytoplasmatisches, an einigen Stellen auch perizelluléres, 1-2

Schichten umfassendes LEKTI-Signal im Stratum granulosum (Raghunath et al., 2004).
Die Kontrollen Normalhaut 11, 12, 13 und 17 bestétigen dieses Ergebnis.
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3.2.2 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI bei Psoriasis vulgaris

In psoriatischer Haut zeigt LEKTI ein, im Vergleich zur Normalhaut, stark verringertes Signal
(in 2 Hauten kein Signal) in der oberen Epidermis. Bei 3 der Héute ist dieses schwache Signal
durchgehend zu sehen, wihrend es bei 5 Hauten stellenweise dargestellt wird — das Muster ist

»patchy*. Eine Haut weist auch in den suprabasalen Schichten einige Stellen mit schwacher

diffuser LEKTI-Anféarbung auf (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Immunhistochemische Farbung von LEKTI bei Patienten mit Psoriasis vulgaris

Hautnummer Str. corneum Obere Epidermis Suprabasale Str. basale
Schicht
1237/01 - - - -
1594/01 - - - -
62/02 - negativ bis deutlich reduziert, - -
stellenweise zytoplasmatisch
schwach +
142/02 - sehr deutlich reduziert - -
414/03 - sehr deutlich reduziert - -
501/03 - negativ, stellenweise - -
zytoplasmatisch schwach +
838/03 - negativ, stellenweise stellenweise diffus -
zytoplasmatisch schwach + schwach +
866/03 - negativ, stellenweise - -
zytoplasmatisch schwach +
1115/03 - sehr deutlich reduziert - -
1116/03 - negativ, stellenweise - -
zytoplasmatisch schwach +
Insgesamt 10 von 10 8 von 10 Hauten deutlich 9 von 10 Hiuten |10 von 10
Hiuten negativ | vermindertes Signal, davon | negativ, Hiuten negativ
5 grofitenteils negativ mit 1 Haut
stellenweise schwacher stellenweise diffus
Signalgebung; positiv
2 Hiute komplett negativ
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3.2.3 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI bei atopischer Dermatitis

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis findet sich in 4 von 6 Héuten eine 2-3

Schichten umfassende, zytoplasmatische Anfarbung von LEKTI im Stratum granulosum, wie

bei Normalhaut. Bei den 2 anderen Hauten fehlt das Signal fast vollstandig (Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Immunhistochemische Férbung von LEKTI bei Patienten mit atopischer Dermatitis

Hautnummer Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale

1661/99 - + 2-3 Schichten - -
zytoplasmatisch

1854/99 - + sehr schwaches Signal am - -
Ubergang von Str. corneum
zu Str. granulosum

524/00 - + 2-3 Schichten - -
zytoplasmatisch

421/03 - + 2-3 Schichten - -
zytoplasmatisch

465/03 - + 2-3 Schichten - -
zytoplasmatisch

844/03 - + sehr schwaches Signal am - -
Ubergang von Str. corneum
zu Str. granulosum

Insgesamt 6 von 6 Hiuten |4 von 6 Hiuten in 2-3 6 von 6 Hiuten 6 von 6 Hiiuten

negativ

Schichten zytoplasmatische
Anfiarbung
bei 2 Hiuten nur sehr

schwaches Signal

negativ

negativ

3.2.4 Immunhistochemische Darstellung von LEKTI beim Netherton Syndrom

In der Haut von Netherton Patienten zeigt sich keine, oder nur eine schwache unspezifische
Anfarbung von LEKTI (Raghunath ez al., 2004).
Kontrolle Nethertonhaut 1297/02 bestétigt dieses Ergebnis.
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3.2.5 Ubersicht der immunhistochemischen Firbungen mit LEKTI

Tabelle 3.3: Immunhistochemische Farbungen mit LEKTI

Normalhaut

Psoriasis vulgaris

Atopische Dermatitis

Netherton Syndrom

- Str. corneum
negativ

- Str. granulosum
zytoplasmatisch,
vereinzelt auch
perizellulér in 1-2

Schichten

- Str. spinosum

negativ

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

negativ

- obere Epidermis
abgeschwichtes oder kein
Signal, stellenweise
Regionen mit etwas
stirkerer Anfarbung

»patchy*

- suprabasale Schichten
9 Héute negativ,

1 Haut diffus positiv

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

in 4 von 6 Hauten
zytoplasmatische Anfarbung
in 2-3 Schichten (wie
Normalhaut),

2 Haute nur sehr schwaches
Signal

- Str. spinosum

negativ

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

negativ

- obere Epidermis
negativ, vereinzelt flaue

unspezifische Bande

- suprabasale Schichten

negativ

- Str. basale

negativ
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LEKTI

b) NH 11

d) Pso 142/Q2 e) Pso 501/03 f) Pso 838/03

Abb. 3.1 a)-f): Darstellung von LEKTI (Immunfluoreszenz)

a)
b)

©)
d)
e)
f)

Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 40)

LEKTI in Normalhaut (Nr. 11): Signal diffus zytoplasmatisch in 1-2 Schichten im
Stratum granulosum (x 40)

LEKTI in Normalhaut (Nr. 12): Signal diffus zytoplasmatisch in 1-2 Schichten im
Stratum granulosum (x 40)

LEKTI bei Psoriasis vulgaris (Nr. 142/02): schwaches Signal zytoplasmatisch in 3-4
Schichten in der oberen Epidermis (x 40)

LEKTI bei Psoriasis vulgaris (Nr. 501/03): stellenweise schwaches Signal
zytoplasmatisch in 3-4 Schichten in der oberen Epidermis (x 40)

LEKTI bei Psoriasis vulgaris (Nr. 838/03): stellenweise schwaches Signal diffus
zytoplasmatisch in 3-4 Schichten in der oberen Epidermis und in suprabasalen
Schichten (x 40)
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LEKTI

b) NH 17 ' c) AD 421/03 d) AD 465/03

e) AD 844/03 f) Pso 414/03 g) NTS 1297/02

Abb. 3.2 a)-g): Darstellung von LEKTI (Immunfluoreszenz)

a)
b)

©)
d)
e)
f)

g)

Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 40)

LEKTI in Normalhaut (Nr. 17): Signal diffus zytoplasmatisch in 1-2 Schichten im
Stratum granulosum (x 40)

LEKTI bei atopischer Dermatitis (Nr. 421/03): Signal zytoplasmatisch in 2-3
Schichten im Stratum granulosum (x 40)

LEKTI bei atopischer Dermatitis (Nr. 142/02): Signal zytoplasmatisch in 2-3
Schichten im Stratum granulosum (x 40)

LEKTI bei atopischer Dermatitis (Nr. 844/03): sehr schwaches Signal am Ubergang
von Stratum granulosum zu Stratum corneum (x 40)

LEKTI bei Psoriasis vulgaris (Nr. 414/03): sehr schwaches diffuses Signal am
Ubergang von Stratum granulosum zu Stratum corneum (x 40)

LEKTI beim Netherton Syndrom (Nr. 12974/03): kein Signal in der Epidermis,
unspezifische Anfarbung des Stratum corneum (x 40)
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3.3 Immunhistochemische Darstellung von Elafin

3.3.1 Immunhistochemische Darstellung von Elafin in Normalhaut

In keiner der untersuchten Normalhduten zeigt sich ein signifikantes Elafin-Signal

(Raghunath ef al., 2004).

Die Kontrolle Normalhaut 15 bestdtigt dieses Ergebnis.

3.3.2 Immunhistochemische Darstellung von Elafin bei Psoriasis vulgaris

In psoriatischer Haut zeigt sich ein fein perizelluldres Elafin-Signal in ungefédhr 5 Schichten

der oberen Epidermis (Raghunath et al., 2004).
Die Kontrolle Psoriasishaut 1115/03 bestitigt dieses Ergebnis.
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3.3.3 Immunhistochemische Darstellung von Elafin bei atopischer Dermatitis

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis zeigt sich in 3 von 6 Héuten kein Elafin-

Signal in der Epidermis, dhnlich wie bei Normalhaut. In den restlichen 3 Hauten sind im

Stratum granulosum 1-2, bzw. 3-4 Schichten perizelluldr angefarbt. Die Anfiarbung dieser

Héute gleicht der Psoriasis vulgaris. Eine Haut zeigt zudem eine diffuse Anfirbung im

Stratum corneum (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Immunhistochemische Farbung von Elafin bei Patienten mit atopischer Dermatitis

Hautnummer | Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale
1661/99 - + 1-2 Schichten perizellulér - -
1854/99 - - - -
524/00 - flaue Bande - -
421/03 - + 1-2 Schichten perizellular - -
465/03 - - - -
844/03 + diffuse Anfarbung |+ 3-4 Schichten perizelluldr - -
Insgesamt 5 von 6 Hiuten 3 von 6 Héuten 6 von 6 Hiuten |6 von 6 Hiuten

negativ,
1 Haut diffus
angefirbt

negativ/flaue Bande,
3 Héute perizellulire

Anfirbung

negativ

negativ

3.3.4 Immunhistochemische Darstellung von Elafin beim Netherton Syndrom

Bei Patienten mit Netherton Syndrom zeigt sich eine leichte Anfarbung von Elafin im Stratum

corneum und ein bis zu 6 Schichten breites, perizellulires Elafin Signal in der oberen
Epidermis (Raghunath et al., 2004).
Die Kontrollen Nethertonhaut 429/00 und 1297/03 bestétigen dieses Ergebnis.
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3.3.5 Ubersicht der immunhistochemischen Firbungen mit Elafin

Tabelle 3.5: Immunhistochemische Férbungen mit Elafin

Normalhaut

Psoriasis vulgaris

Atopische Dermatitis

Netherton Syndrom

- Str. corneum
negativ
- Str. granulosum

negativ

- Str. spinosum
negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum
negativ

- obere Epidermis
perizellulér in bis zu 5

Schichten

- suprabasale Schichten
negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

3 der 6 Haute negativ,

3 Haute perizelluldr in 1-4

Schichten angeférbt

- Str. spinosum
negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum
leichte Anfarbung

- obere Epidermis
perizellulér bis zu 6

Schichten

- suprabasale Schichten
negativ
- Str. basale

negativ
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Elafin

Abb. 3.

a)
b)

c)

d)
e)

f)

c) Pso 1115/03

d) AD 465/03 e) AD 1661/99 f) NTS 429/00

3 a)-f): Darstellung von Elafin (Immunfluoreszenz)

Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 40)

Elafin in Normalhaut (Nr. 15): unspezifische Anfirbung an einer Stelle im Stratum
corneum, sonst kein Signal (x 40)

Elafin bei Psoriasis vulgaris (Nr. 1115/03): diffuses Signal im Stratum corneum, ca. 5
Schichten in der oberen Epidermis fein perizellulér (x 40)

Elafin bei atopischer Dermatitis (Nr. 465/03): kein Signal (x 40)

Elafin bei atopischer Dermatitis (Nr. 1661/99): 1-2 Schichten perizelluldr im Stratum
granulosum (x 40)

Elafin beim Netherton Syndrom (Nr. 429/00): bis zu 6 Schichten breites Signal in der
oberen Epidermis (x 40)
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3.4 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2

3.4.1 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2 in Normalhaut

In Normalhaut findet sich in allen Héuten (10 von 10) ein 2-4 Schichten umfassendes, fein

perizelluldres PAI-2-Signal im Stratum granulosum (Tab. 3.6).

Tabelle 3.6: Immunhistochemische Farbung von PAI-2 in Normalhaut

Hautnummer Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale

6 - + perizellulér in 2-4 - -
Schichten

7 - + perizelluldr in 2-4 - -
Schichten

10 - + perizelluldr in 2-4 - -
Schichten

11 - + perizellulér in 2-4 - -
Schichten

12 - + perizellulér in 2-4 - -
Schichten

13 - + perizellulér in 2-4 - -
Schichten

14 - + perizelluldr in 2-4 - -
Schichten

15 - + perizelluldr in 2-4 - -
Schichten

16 - + perizelluldr in 2-4 - -
Schichten

17 - + perizellulér in 2-4 - -
Schichten

Insgesamt 10 von 10 Héuten |10 von 10 Hiiuten |10 von 10 Hiiuten |10 von 10 Hiiuten
negativ perizelluliir in 2-4 | negativ negativ

Schichten
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3.4.2 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2 bei Psoriasis vulgaris
Bei Patienten mit Psoriasis vulgaris zeigt sich in 10 von 10 Hauten ein perizelluldres PAI-2-
Signal im Stratum corneum und ein verbreitertes, 5-7 Schichten umfassendes Signal in der

oberen Epidermis (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Immunhistochemische Farbung von PAI-2 bei Patienten mit Psoriasis vulgaris

Hautnummer Str. corneum Obere Epidermis Suprabasale Str. basale
Schicht

1237/01 + perizellulédr + fein perizellulér in - -
5-7 Schichten

1594/01 + perizellulér + fein perizelluldr in - -
5-7 Schichten

62/02 + perizelluldr + fein perizelluldr in - -

5-7 Schichten

142/02 + perizelluldr + fein perizelluldr in - -
5-7 Schichten

414/03 + perizelluldr + fein perizellulér in - -
5-7 Schichten

501/03 + perizelluldr + fein perizellulér in - -
5-7 Schichten

838/03 + perizellulédr + fein perizellulér in - -
5-7 Schichten

866/03 + perizelluldr + fein perizelluldr in - -
5-7 Schichten

1115/03 + perizelluldr + fein perizelluldr in - -
5-7 Schichten

1116/03 + perizelluldr + fein perizelluldr in - -
5-7 Schichten

Insgesamt 10 von 10 Hiuten 10 von 10 Hiuten |10 von 10 Hiiuten 10 von 10 Hiuten
perizellulir fein perizellulir in | negativ negativ

5-7 Schichten
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3.4.3 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2 bei atopischer Dermatitis

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis zeigt sich in 5 von 6 Héuten ein dhnlicher

Befund wie in Normalhaut: ein fein perizelluldres PAI-2-Signal im Stratum granulosum. Eine

Haut zeigt ein perizelluldres Muster im Stratum corneum und ein verbreitertes PAI-2-Signal

im Stratum granulosum (Tab. 3.8).

Tabelle 3.8: Immunhistochemische Farbung von PAI-2 bei Patienten mit atopischer Dermatitis

Hautnummer Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale

1661/99 - 2-4 Schichten fein - -
perizellular

1854/99 - 2-4 Schichten fein - -
perizellular

524/00 - 2-4 Schichten fein - -
perizellular

421/03 - 2-4 Schichten fein - -
perizellular

465/03 - 2-4 Schichten fein - -
perizellulér

844/03 + perizellulédr 5-7 Schichten fein - -
perizellular

Insgesamt 5 von 6 Hiiuten 5 von 6 Hiiuten fein 6 von 6 Hiiuten 6 von 6 Hiiuten

negativ

1 Haut perizelluliir

perizelluliir in 2-4
Schichten,

1 Haut verbreitert

negativ

negativ
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3.4.4 Immunhistochemische Darstellung von PAI-2 beim Netherton Syndrom

In der Haut von Patienten mit Netherton Syndrom zeigt sich ein dhnlicher Befund wie bei
Psoriasis vulgaris: das Stratum corneum zeigt eine positive Anfarbung fiir PAI-2 und bei 5
von 6 Hiauten findet sich eine verbreitertes perizelluldres Muster liber 5-7 Schichten in der

oberen Epidermis (Tab. 3.9).

Tabelle 3.9: Immunhistochemische Farbung von PAI-2 bei Patienten mit Netherton Syndrom

Hautnummer Str. corneum Obere Epidermis Suprabasale Str. basale
Schicht

429/00 + und Parakeratose |+ 5-7 Schichten fein - -
perizellular

1324/00 (+) groBtenteils + 3-4 Schichten fein - -

abgeschuppt perizelluldr

1297/02 + + 5-7 Schichten fein - -
perizellular

1381/02 + + 5-7 Schichten fein - -
perizellulér

1382/02 + + 5-7 Schichten fein - -
perizellulér

934/03 + + 5-7 Schichten fein - -
perizellular

Insgesamt 6 von 6 Hiiuten 5 von 6 Hiiuten 6 von 6 Hiiuten 6 von 6 Hiiuten
positiv verbreitert fein negativ negativ

perizellulir in 5-7
Schichten,
1 Haut wie
Normalhaut
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3.4.5 Ubersicht der immunhistochemischen Firbungen mit PAI-2

Tabelle 3.10: Immunhistochemische Farbungen mit PAI-2

Normalhaut

Psoriasis vulgaris

Atopische Dermatitis

Netherton Syndrom

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum
perizellulér in 2-4

Schichten

- Str. spinosum
negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum

perizellular

- obere Epidermis
verbreitert fein
perizellulér in 5-7

Schichten

- suprabasale Schicht
negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum

5 von 6 Hauten negativ (wie
Normalhaut),

1 Haut perizellulér

- Str. granulosum

5 von 6 Héauten perizellular
in 2-4 Schichten (wie
Normalhaut),

1 Haut verbreitert

- Str. spinosum

negativ

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

positiv

- obere Epidermis

5 von 6 Héuten verbreitert
perizellular in 5-7
Schichten,

1 Haut wie Normalhaut

- suprabasale Schicht
negativ

- Str. basale

negativ
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PAI-2

d) AD 1854/99 e) AD 844/03 f) NTS 1382/02

Abb. 3.4 a)-f) Darstellung von PAI-2 (Immunfluoreszenz)

a)
b)

©)
d)

e)

Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 40)

PAI-2 in Normalhaut (Nr. 7): Signal im Stratum granulosum perizelluldr in 2-4
Schichten (x 40)

PAI-2 bei Psoriasis vulgaris (Nr. 1116/03): Signal perizelluldr im gesamten Stratum
corneum, in der oberen Epidermis verbreitertes Signal in 5-7 Schichten (x 40)

PAI-2 bei atopischer Dermatitis (Nr. 1854/99): Signal im Stratum granulosum
perizellulér in 2-4 Schichten wie bei Normalhaut (x 40)

PAI-2 bei atopischer Dermatitis (Nr. 844/03): Signal perizelluldr im gesamten Stratum
corneum, in der oberen Epidermis verbreitertes Signal in 5-7 Schichten, dhnlich wie
Psoriasis vulgaris (x 40)

PAI-2 beim Netherton Syndrom (Nr.1381/02): Signal positiv im gesamten Stratum
corneum, in der oberen Epidermis verbreitertes Signal in 5-7 Schichten, Muster dhnelt
der Psoriasis vulgaris (x 40)
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3.5 Immunhistochemische Darstellung von Hurpin

3.5.1 Immunhistochemische Darstellung von Hurpin in Normalhaut

In Normalhaut zeigt Hurpin eine diffuse Anfarbung im unteren Drittel des Stratum corneum,

ein perizelluldres Muster im Stratum granulosum, in 5 von 10 Hiuten im Stratum spinosum

ein deutlich granuldres Signal an der Zellmembran (die restlichen 5 Héute sind negativ im

Stratum spinosum) und basal eine randstiandig zytoplasmatische Anfarbung (Tab. 3.11).

Tabelle 3.11: Immunhistochemische Farbung von Hurpin in Normalhaut

Hautnummer Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale
2 + diffuse Anférbung | (+) schwach fein - + randstandig
im unteren Drittel perizellulér zytoplasmatisch
5 + diffuse Anféarbung |+ fein perizelluldr + granulér an der + randsténdig
im unteren Drittel Zellmembran zytoplasmatisch
6 (+) schwache diffuse | + fein perizellular + granulér an der + randsténdig
Anfarbung im Zellmembran zytoplasmatisch
unteren Drittel
7 + diffuse Anfarbung |+ fein perizelluldr (+) schwach granulér | + randsténdig
im unteren Drittel an der Zellmembran | zytoplasmatisch
9 + diffuse Anfarbung |+ fein perizelluldr + granulér an der + randsténdig
im unteren Drittel Zellmembran zytoplasmatisch
10 + diffuse Anfarbung |+ fein perizellulér + granuldr an der + randstandig
im unteren Drittel Zellmembran zytoplasmatisch
14 + diffuse Anfarbung |+ stellenweise - + randsténdig
im unteren Drittel perizellular zytoplasmatisch
15 + diffuse Anfarbung |+ stellenweise - + randsténdig
im unteren Drittel perizellular zytoplasmatisch
16 + diffuse Anfarbung |+ stellenweise - + randsténdig
im unteren Drittel perizellular zytoplasmatisch
17 + diffuse Anfarbung |+ stellenweise - + randsténdig
im unteren Drittel perizellular zytoplasmatisch
Insgesamt 10 von 10 Héuten 10 von 10 Hiiuten |5 von 10 Héiuten 10 von 10 Hiiuten

diffuse Anfirbung

im unteren Drittel

perizelluliir

granulir an der
Zellmembran;

5 Héute negativ

randstindig

zytoplasmatisch
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3.5.2 Immunhistochemische Darstellung von Hurpin bei Psoriasis vulgaris

Bei Patienten mit Psoriasis vulgaris findet sich im Stratum corneum ein lamellér-

perizelluldres Hurpin-Signal. In der oberen Epidermis ist bei 6 von 9 Hauten kein Signal zu

sehen, 3 Héute zeigen ein perizelluldres Muster. In den suprabasalen Schichten weist 1 Haut

ein granulidres Muster entlang der Zellmembran auf, 8 Haute sind negativ. Das Stratum basale

ist bei 7 von 9 Héuten zytoplasmatisch angefarbt, 2 Héute sind in dieser Schicht negativ

(Tab. 3.12).

Tabelle 3.12: Immunhistochemische Farbung von Hurpin bei Patienten mit Psoriasis vulgaris

Hautnummer | Str. corneum Obere Epidermis | Suprabasale Str. basale
Schicht
1594/01 + im gesamten Str. corneum - - + zytoplasmatisch
perizelluldr lamellar
62/02 + im gesamten Str. corneum | + perizellulér + granuldr an der |+ zytoplasmatisch
perizellular lamellar Zellmembran
142/02 + im gesamten Str. corneum - - + zytoplasmatisch
perizelluldr lamellar
414/03 + im gesamten Str. corneum - - -
perizelluldr lamellar
501/03 + im gesamten Str. corneum | + perizellulédr - + zytoplasmatisch
perizelluldr lamellar
838/03 + im gesamten Str. corneum - - + zytoplasmatisch
perizelluldr lamellar
866/03 + im gesamten Str. corneum | (+) schwach - -
perizellular lamellar perizellular
1115/03 + im gesamten Str. corneum - - + zytoplasmatisch
perizellular lamellar
1116/03 + im gesamten Str. corneum - - + zytoplasmatisch
perizellular lamellar
Insgesamt 9 von 9 Hiuten im 6 von 9 Hiuten |8 von 9 Hiuten 7 von 9 Hiuten

gesamten Str. corneum

perizelluléir lamellér

negativ,
3 von 9 Hiuten

perizelluliir

negativ,
1 Haut granuliir
an der

Zellmembran

zytoplasmatisch,

2 Hiute negativ
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3.5.3 Immunhistochemische Darstellung von Hurpin bei atopischer Dermatitis

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis zeigt sich im Stratum corneum eine
lamelldre und im Stratum granulosum eine perizelluldre Anfarbung. 4 von 6 Héuten zeigen im
Stratum spinosum ein perizelluldres Muster (2 sind negativ). Im Stratum basale weisen alle

Héute ein randstindig zytoplasmatisches Signal auf. Der Befund é&hnelt insgesamt der

Normalhaut (Tab. 3.13).

Tabelle 3.13: Immunhistochemische Farbung von Hurpin bei Patienten mit atopischer Dermatitis

Hautnummer Str. corneum Str. granulosum Str. spinosum Str. basale
1661/99 (+) schwach lamellér | + perizellulér + perizellulér + randstandig
im unteren Bereich zytoplasmatisch
1854/99 + lamelldr in (+) schwach - (+) randstindig
gesamter Schicht perizellular zytoplasmatisch
524/00 + lamellér in + perizellulér + perizellulér + randsténdig
gesamter Schicht zytoplasmatisch
421/03 + lamellér in + perizellulér + perizellulér + randsténdig
gesamter Schicht zytoplasmatisch
465/03 + lamellér in + perizellulér + perizellulédr (+) randstandig
gesamter Schicht zytoplasmatisch
844/03 + lamelldr in + perizellulér - (+) randstandig
gesamter Schicht zytoplasmatisch
Insgesamt 6 von 6 Hiiuten 6 von 6 Hiuten 4 von 6 Hiuten 6 von 6 Hiiuten
lamelliir in perizellulir perizelluliir, randstindig
gesamter Schicht 2 Hiute negativ zytoplasmatisch
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3.5.4 Immunhistochemische Darstellung von Hurpin beim Netherton Syndrom

Bei Patienten mit Netherton Syndrom zeigt Hurpin eine positive Anfiarbung im Stratum
corneum. In der oberen Epidermis sind 4 von 6 Héiuten perizellular angeférbt, die restlichen 2
sind negativ. 5 der 6 Héute zeigen kein Signal in den suprabasalen Schichten, nur 1 Haut
weist ein perizellulires Muster auf. Das

Stratum basale zeigt ein randstindig

zytoplasmatisches Muster (Tab. 3.14).

Tabelle 3.14: Immunhistochemische Farbung von Hurpin bei Patienten mit Netherton Syndrom

Hautnummer Str. corneum Obere Epidermis Suprabasale Str. basale
Schicht
429/00 + lamellér im - - (+) randstindig
gesamten Str. zytoplasmatisch
corneum
1324/00 + lamellédr im + perizellulér + perizellulér + randsténdig
gesamten Str. zytoplasmatisch
corneum
1297/02 + lamellédr im + perizellulér - + randsténdig
gesamten Str. zytoplasmatisch
corneum
1381/02 + schwach im + perizelluldr - + randstindig
gesamten Str. zytoplasmatisch
corneum
1382/02 + lamellédr im + perizellulér - + randsténdig
gesamten Str. zytoplasmatisch
corneum
934/03* (+) schwaches - - + randsténdig
* schwache Signal zytoplasmatisch
Fiarbung
Insgesamt 6 von 6 Hiuten 4 von 6 Hiuten 5 von 6 Hiuten 6 von 6 Hiiuten
positiv perizelluliir, negativ, randstindig
2 Héute negativ 1 Haut perizellulir |zytoplasmatisch
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3.5.5 Ubersicht der immunhistochemischen Firbungen mit Hurpin

Tabelle 3.15: Immunhistochemische Farbungen mit Hurpin

Normalhaut

Psoriasis vulgaris

Atopische Dermatitis

Netherton Syndrom

- Str. corneum
diffuse Anfarbung im
unteren Drittel

- Str. granulosum

perizellular

- Str. spinosum

5 der 10 Héute granuldr
an der Zellmembran,

5 Héute negativ

- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch

- Str. corneum

perizellular lamellar

- obere Epidermis
6 von 9 Héuten negativ,

3 Héute perizellulédr

- suprabasale Schichten
8 der 9 Haute negativ,

1 Haut granuldr an der
Zellmembran

- Str. basale

7 von 9 Héuten
zytoplasmatisch,

2 Héaute negativ

- Str. corneum
lamellér in gesamter
Schicht

- Str. granulosum

perizellular

- Str. spinosum
4 von 6 Hiuten
perizellular,

2 Héaute negativ
- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch

- Str. corneum

positiv

- obere Epidermis

4 von 6 Hauten
perizellulér,

2 Héaute negativ

- suprabasale Schichten
5 von 6 Héuten negativ,

1 Haut perizellular

- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch
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c) Pso 838/03
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d) Pso 501/03 e) AD 465/03 ~ f) NTS 1382/02

Abb. 3.5 a)-f) Darstellung von Hurpin (Immunfluoreszenz)
a) Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 20)
b) Hurpin in Normalhaut (Nr. 5): Signal diffus im untere Drittel des Stratum corneum,

c)
d)

fein perizelluldr im Stratum granulosum, granuldr an der Zellmembran im Stratum
spinosum und randstindig zytoplasmatisch im Stratum basale (x 20)

Hurpin bei Psoriasis vulgaris (Nr. 838/03): Signal perizelluldr lamelldr im gesamtem
Stratum corneum, basal zytoplasmatisch (x 20)

Hurpin bei Psoriasis vulgaris (Nr. 501/03): Signal perizelluldr lamelldr im gesamten
Stratum corneum, obere Epidermis perizelluldr, basal zytoplasmatisches Muster (x 40)
Hurpin bei atopischer Dermatitis (Nr. 465/00): Signal lamelldr im Stratum corneum,
perizelluldar im Stratum granulosum und im Stratum spinosum, basal schwach
randstindig zytoplasmatisch (x 40)

Hurpin beim Netherton Syndrom (Nr. 1382/02): Signal lamelldr im Stratum corneum,
perizelluldr in der oberen Epidermis und randstindig zytoplasmatisch im Stratum
basale (x 40)
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3.6 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin

3.6.1 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin in Normalhaut

In Normalhaut zeigt Bomapin ein 2-3 Schichten umfassendes Signal im Stratum granulosum,

im Stratum spinosum findet sich ein schwach granuldres Muster entlang der Zellmembran und

das Stratum basale ist stark zytoplasmatisch angefédrbt. Die Zellkerne sind in allen Schichten

angefarbt (Tab. 3.16).

Tabelle 3.16: Immunhistochemische Farbung von Bomapin in Normalhaut

Hautnummer | Str. corneum | Str. granulosum Str. spinosum Str. basale Sonstiges
6 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granular | ++ Zellkerne +
perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
7 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granuldar | ++ Zellkerne +
perizellulér an der Zellmembran | zytoplasmatisch
10 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granuldar | ++ Zellkerne +
perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
11 - + 2-3 Schichten fein |+ schwach granuldr | ++ Zellkerne +
perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
12 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granular | ++ Zellkerne +
perizelluldr an der Zellmembran | zytoplasmatisch
13 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granular | ++ Zellkerne +
perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
14 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granuldar | ++ Zellkerne +
perizellulér an der Zellmembran | zytoplasmatisch
15 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granuldar | ++ Zellkerne +
perizellulér an der Zellmembran | zytoplasmatisch
16 - + 2-3 Schichten fein | + schwach granuldr | ++ Zellkerne +
perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
17 - + 2-3 Schichten fein |+ schwach granuldr | ++ Zellkerne +
perizelluldr an der Zellmembran | zytoplasmatisch
Insgesamt |10 von 10 10 von 10 Hiuten |10 von 10 Hiuten 10 von 10 bei 10 von
Hiuten 2-3 Schichten fein | schwach granulidr | Hiuten stark 10 Hiuten
negativ perizelluliir an der zytoplasmatisch | Zellkerne
Zellmembran angefarbt
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3.6.2 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin bei Psoriasis vulgaris

In Hauten von Patienten mit Psoriasis vulgaris sind im Stratum corneum die Parakeratosen
angefarbt und das Bomapin-Muster in der oberen Epidermis ist verbreitert: 6-7 Schichten

zeigen eine perizelluldire Anfirbung. Ansonsten gleicht die Anfirbung der Normalhaut

(Tab. 3.17).

Tabelle 3.17: Immunhistochemische Farbung von Bomapin bei Patienten mit Psoriasis vulgaris

Hautnummer | Str. corneum Obere Suprabasale Str. basale Sonstiges
Epidermis Schicht
1237/01 - + 6-7 Schichten |+ schwach granular | ++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
1594/01 Nicht beurteilbar | Nicht Nicht beurteilbar Nicht beurteilbar | Nicht
beurteilbar beurteilbar
62/02 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
142/02 - + 4-5 Schichten |+ schwach granuldr | ++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
414/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
501/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellulér an der Zellmembran | zytoplasmatisch
838/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
866/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
1115/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granuldr | ++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
1116/03 - + 6-7 Schichten |+ schwach granulédr |++ Zellkerne +
Parakeratose + perizellular an der Zellmembran | zytoplasmatisch
Insgesamt |9 von 9 Hiuten 9 von 9 Hiiuten |9 von 9 Hiuten 9 von 9 Hiiuten |bei9 von9
negativ, 4-7 Schichten |schwach granuldr |stark Hiiuten
Parakeratosen perizellulir an der zytoplasmatisch | Zellkerne
positiv Zellmembran angefirbt
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3.6.3 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin bei atopischer Dermatitis

Bei 4 von 6 Patienten mit atopischer Dermatitis gleicht das Bomapin-Muster in der Epidermis
der Normalhaut: das Signal umfasst 2-3 Schichten im Stratum granulosum. Im Stratum
spinosum findet sich ein schwach granuldres Muster entlang der Zellmembran und das
Stratum basale ist stark zytoplasmatisch angefdrbt. Die Zellkerne sind in allen Schichten
angefarbt.

2 Haéute &dhneln in der Bomapin-Anfarbung der Psoriasis vulgaris und weisen ein

verbreitertes perizelluldres Signal iiber 6-7 Schichten im Stratum granulosum auf (Tab. 3.18).

Tabelle 3.18: Immunhistochemische Farbung von Bomapin bei Patienten mit atopischer Dermatitis

Hautnummer Str. corneum | Str. Str. spinosum Str. basale Sonstiges
granulosum
1661/99 - + 2-3 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
1854/99 - + 2-3 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
524/00 - + 2-3 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
421/03 - + 5-6 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
465/03 - + 2-3 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
844/03 - + 5-6 Schichten |+ schwach ++ zytoplasmatisch | Zellkerne +
fein perizelluldr | granulér an der
Zellmembran
Insgesamt 6 von 6 Hiiuten | 4 von 6 Hiuten | 6 von 6 Hiiuten |6 von 6 Hiuten bei 6 von 6
negativ in 2-3 Schichten | schwach stark Hiuten
fein granulir an der |zytoplasmatisch (100%)
perizellulir, Zellmembran Zellkerne
2 von 6 Hiuten angefarbt
verbreitert in 5-
6 Schichten fein
perizelluliir
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3.6.4 Immunhistochemische Darstellung von Bomapin beim Netherton Syndrom

Beim Netherton Syndrom zeigt Bomapin wie bei Psoriasis vulgaris eine Anfdarbung der
Parakeratose im Stratum corneum und bei 3 von 6 Héuten eine Verbreiterung des Signals in
der oberen Epidermis iiber 6-7 Schichten. Bei 4 von 6 Hauten zeigt sich in den suprabasalen

Schichten ein granuldres Muster entlang der Zellmembran. Das Stratum basale ist

zytoplasmatisch angefarbt. Auch die Zellkerne geben ein positives Bomapin-Signal (Tab.

3.19).

Tabelle 3.19: Immunhistochemische Farbung von Bomapin bei Patienten mit Netherton Syndrom

Hautnummer Str. corneum Obere Suprabasale Str. basale Sonstiges
Epidermis Schicht
429/00 - - - (+) schwach Zellkerne +
Parakeratose + zytoplasmatisch
1324/00 - + 6-7 Schichten |+ granuldr an der | (+) schwach Zellkerne +
Parakeratose + fein perizelluldr | Zellmembran zytoplasmatisch
1297/02 Str. corneum + 1-2 Schichten |+ granuldr an der |+ zytoplasmatisch | Zellkerne +
nicht beurteilbar | fein perizelluldr | Zellmembran
1381/02 - - - + zytoplasmatisch | Zellkerne +
Parakeratose +
1382/02 - + 6-7 Schichten |+ granuldr an der | + zytoplasmatisch | Zellkerne +
Parakeratose + fein perizelluldr | Zellmembran
934/03 - + 6-7 Schichten |+ granuldr an der |+ zytoplasmatisch | Zellkerne +
Parakeratose + fein perizelluldr | Zellmembran
Insgesamt 5 von 5 Hiuten |4 von 6 Hiuten |4 von 6 Hiauten |6 von 6 Hiuten bei 6 von 6
negativ, perizelluliir, granulir an der | zytoplasmatisch | Hiuten
Parakeratose 3 von 6 Hiauten |Zellmembran, Zellkerne
positiv verbreitert iiber | 2 Hiute negativ angefirbt
6-7 Schichten,
2 Hiute negativ
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3.6.5 Ubersicht der immunhistochemischen Firbungen mit Bomapin

Tabelle 3.20: Immunhistochemische Farbungen mit Bomapin

Normalhaut

Psoriasis vulgaris

Atopische Dermatitis

Netherton Syndrom

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

2-3 Schichten perizellular

- Str. spinosum
schwach granulér an der

Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt

- Str. corneum

negativ, Parakeratosen
positiv

- obere Epidermis
verbreitert 6-7 Schichten

perizellular

- suprabasale Schicht
schwach granulér an der

Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

4 von 6 Hauten wie
Normalhaut: 2-3
Schichten perizellular,

2 Haute wie bei Psoriasis
vulgaris: verbreitert 6-7
Schichten perizelluldr

- Str. spinosum
schwach granulér an der

Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt

- Str. corneum

negativ, Parakeratosen
positiv

- obere Epidermis

4 von 6 Hiuten fein
perizellulér, davon 3
Haute verbreitert iiber 6-7
Schichten,

2 Héaute negativ

- suprabasale Schicht
4 von 6 Hauten granulér
an der Zellmembran,

2 Héaute negativ

- Str. basale

zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt
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Abb. 3.6 a)-g): Darstellung von Bomapin (Immunfluoreszenz)

a)
b)

c)

d)

g)

Normalhaut — Konjugatkontrolle (x 40)

Bomapin in Normalhaut (Nr. 14): Signal im Stratum granulosum 2-3 Schichten fein
perizelluldr, schwach granuldr an der Zellmembran im Stratum spinosum, stark
zytoplasmatisch im Stratum basale (x 40)

Bomapin bei Psoriasis vulgaris (Nr. 1116/03): Parakeratose im Stratum corneum
angefarbt, Signal in oberer Epidermis verbreitert auf 6-7 Schichten, suprabasal
schwach granulér an der Zellmembran, Stratum basale stark zytoplasmatisch (x 40)
Bomapin bei atopischer Dermatitis (Nr. 1661/99): Signal im Stratum granulosum in 2-
3 Schichten fein perizelluldr, Stratum spinosum fein granuldr an der Zellmembran,
Stratum basale zytoplasmatisch, Zellkerne angefarbt (x 40)

Bomapin bei atopischer Dermatitis (Nr. 421/03): Signal im Stratum granulosum
verbreitert in 2-3 Schichten fein perizelluldr, Stratum spinosum fein granuldr an der
Zellmembran, Stratum basale zytoplasmatisch, Zellkerne angeférbt (x 40)

Bomapin beim Netherton Syndrom (Nr. 1381/02): Parakeratose im Stratum corneum
angefarbt, Signal in der oberen Epidermis und in den suprabasalen Schichten schwach
bis negativ, Stratum basale zytoplasmatisch, Zellkerne angeférbt (x 40)

Bomapin beim Netherton Syndrom (Nr. 1382/02): Parakeratose im Stratum corneum
angefarbt, Signal in der oberen Epidermis verbreitert auf 6-7 Schichten fein
perizelluldr, suprabasale Schicht granulir an der Zellmembran, Stratum basale
zytoplasmatisch, Zellkerne angefarbt (x 40)
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4 Diskussion

4.1 Rekapitulation der Ergebnisse

Die Tabellen 4.1.1 bis 4.1.5 geben einen Uberblick iiber die spezifischen Firbemuster bei

Normalhaut, Psoriasis vulgaris, atopischer Dermatitis und Netherton Syndrom. Die Anzahl

der im Rahmen dieser Arbeit gefarbten Héute ist jeweils in Klammern hinter der Diagnose

angegeben.

Tabelle 4.1.1:

Ubersicht iiber die immunhistochemischen Firbungen von LEKTI

Normalhaut (10)

Psoriasis vulgaris (10)

Atopische Dermatitis (6)

Netherton Syndrom (6)

LEKTI

- Str. corneum
negativ

- Str. granulosum

- Str. corneum
negativ

- obere Epidermis

- Str. corneum
negativ

- Str. granulosum

zytoplasmatisch,
vereinzelt auch
perizellulér in 1-2

Schichten

- Str. spinosum

negativ

- Str. basale

negativ

stark abgeschwéchtes
oder kein Signal, dabei
stellenweise Regionen
mit schwacher
Anfarbung,

,,patchy*

- suprabasale Schicht

in4 von 6 Héuten
zytoplasmatische
Anfarbung in 2-3
Schichten (wie
Normalhaut),

2 Héute nur sehr
schwaches Signal

- Str. spinosum

9 Haute negativ,

1 Haut diffus schwach
positiv

- Str. basale

negativ

negativ

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

negativ

- obere Epidermis
negativ, vereinzelt flaue

unspezifische Bande

- suprabasale Schicht

negativ

- Str. basale

negativ

91




Tabelle 4.1.2:

Ubersicht iiber die immunhistochemischen Firbungen von Elafin

Normalhaut (10)

Psoriasis vulgaris (10)

Atopische Dermatitis (6)

Netherton Syndrom (6)

Elafin

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

- Str. corneum

perizellular

- obere Epidermis

- Str. corneum
5 von 6 Héuten negativ,
1 Haut diffus angefarbt

- Str. granulosum

negativ

- Str. spinosum
negativ
- Str. basale

negativ

verbreitert fein
perizellulér in 5-7

Schichten

- suprabasale Schicht

negativ
- Str. basale

negativ

3 von 6 Héuten
negativ/flaue Bande,
3 Haute perizellulére
Anféarbung in 1-4
Schichten

- Str. spinosum
negativ

- Str. basale

negativ

- Str. corneum

positiv

- obere Epidermis

perizellulér bis zu 6

Schichten

- suprabasale Schicht

negativ
- Str. basale

negativ

Tabelle 4.1.3:

Ubersicht iiber die immunhistochemischen Firbungen von PAI-2

Normalhaut (10)

Psoriasis vulgaris (10)

Atopische Dermatitis (6)

Netherton Syndrom (6)

PAI-2

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

- Str. corneum

perizellular

- obere Epidermis

- Str. corneum

5 von 6 Héuten negativ
(wie Normalhaut),

1 Haut perizellular

- Str. granulosum

perizellulér in 2-4

Schichten

- Str. spinosum
negativ
- Str. basale

negativ

verbreitert fein
perizellulér in 5-7

Schichten

- suprabasale Schicht

5 von 6 Héuten perizellulér
in 2-4 Schichten (wie
Normalhaut),

1 Haut verbreitert

- Str. spinosum

negativ
- Str. basale

negativ

negativ
- Str. basale

negativ

- Str. corneum

positiv

- obere Epidermis

5 von 6 Héuten
verbreitert perizelluldr in
5-7 Schichten,

1 Haut wie Normalhaut

- suprabasale Schicht

negativ
- Str. basale

negativ
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Tabelle 4.1.4:

Ubersicht iiber die immunhistochemischen Firbungen von Hurpin

Normalhaut (10)

Psoriasis vulgaris (9)

Atopische Dermatitis (6)

Netherton Syndrom (6)

Hurpin

- Str. corneum
diffuse Anfirbung im
unteren Drittel

- Str. granulosum

- Str. corneum

perizelluldr lamellar

- obere Epidermis

- Str. corneum
lamellér in gesamter
Schicht

- Str. granulosum

perizellular

- Str. spinosum
5 der 10 Héute

granuldr an der
Zellmembran,

5 Héaute negativ
- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch

6 von 9 Héuten
negativ,
3 Haute perizellulér

- suprabasale Schicht

perizellular

- Str. spinosum

8 der 9 Hiute negativ,
1 Haut granulér an der

Zellmembran

- Str. basale
7 von 9 Héuten
zytoplasmatisch,

2 Héaute negativ

4 von 6 Hauten
perizellulér,

2 Héaute negativ

- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch

- Str. corneum

positiv

- obere Epidermis

4 von 6 Hiuten
perizellular,
2 Héaute negativ

- suprabasale Schicht

5 von 6 Héuten negativ,

1 Haut perizellulér

- Str. basale
randsténdig

zytoplasmatisch

Tabelle 4.1.5:

Ubersicht iiber die immunhistochemischen Firbungen von Bomapin

Normalhaut (10)

Psoriasis vulgaris (9)

Atopische Dermatitis (6)

Netherton Syndrom (6)

Bomapin

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum
2-3 Schichten

perizellulér

- Str. spinosum

schwach granulér an

der Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt

- Str. corneum
negativ, Parakeratosen
positiv

- obere Epidermis
verbreitert 6-7

Schichten perizellulér

- suprabasale Schicht

- Str. corneum

negativ

- Str. granulosum

4 von 6 Hiuten in 2-3
Schichten perizelluldr (wie
Normalhaut)

2 Haute verbreitert 6-7
Schichten perizellular (wie
bei Psoriasis vulgaris)

- Str. spinosum

schwach granuldr an

der Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angeférbt

schwach granulér an der

Zellmembran

- Str. basale

stark zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt

- Str. corneum

negativ, Parakeratosen
positiv

- obere Epidermis

4 von 6 Hauten fein
perizellulir, davon 3
Haute verbreitert iiber 6-
7 Schichten,

2 Héaute negativ

- suprabasale Schicht

4 von 6 Hauten granuldr
an der Zellmembran,

2 Héaute negativ

- Str. basale

zytoplasmatisch

- Zellkerne angefarbt
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4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.2.1 Expression von LEKTI

LEKTI ist ein neuartiger, aus 15 inhibitorischen Domédnen aufgebauter Serin-Protease-
Inhibitor, der vor allem in der Haut, in der Mukosa der Atemwege und des oberen
Gastrointestinaltrakts, im Thymus und in Vagina und Uterus nachgewiesen wurde
(Mégert et al., 1999 und 2002). LEKTI wird von SPINKS auf Chromosom 5q32 kodiert.
Verschiedene autosomal rezessive Mutationen in diesem Gen fithren zu vorzeitigen Stop-
Codons. Die vorzeitigen Stop-Codons weisen auf einen frithzeitigen Abbruch der Translation
hin und haben einen LEKTI-Mangel, beziehungsweise das vollstindige Fehlen des LEKTI-
Proteins, zur Folge (Chavanas et al., 2000). Dieser LEKTI-Mangel ist ursdchlich fiir die
klinische Auspragung des Netherton Syndroms.

Ein wichtiges Modell zur Pathogenese des Netherton Syndroms beriicksichtigt die
vermutete verminderte Hemmung von Stratum corneum chymotrytischem Enzym (SCCE) bei
LEKTI-Mangel. Vermehrte SCCE-Aktivitét fiihrt zu einer verstirkten Desquamation durch
Spaltung von Desmogleinen und zu einer Entziindungsreaktion, bei der die Aktivierung von
Interleukin 1B eine wichtige Rolle spielen konnte (Caubet ef al., 2004; Komatsu et al., 2002;
Nylander Lundqvist et al., 1997).

Wihrend LEKTI in gesunder Epidermis eine 1-2 Schichten umfassende, zytoplasmatische
Verteilung im Stratum granulosum zeigt, fehlt das Protein in der Haut von Patienten mit
Netherton Syndrom oder es ist sehr deutlich reduziert. Raghunath und Mitarbeiter
untersuchten Kryostatschnitte von 6 Patienten mit nachgewiesenen SPINKS-Mutationen.
Beim Netherton Syndrom zeigte sich neben dem ausnahmslosen Fehlen bzw. der deutlichen
Reduktion von LEKTI eine von der Normalhaut abweichende Expression weiterer
epidermaler Proteine: wihrend Transglutaminase 1 verstirkt exprimiert wird, ist die
Transglutaminase 3-Expression deutlich vermindert; die Expression von Elafin und humanem
B-Defensin ist jedoch erhdht (Raghunath et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden bei
weiteren Patienten Kontrollfirbungen mit LEKTI angefertigt und die oben angegebenen
Ergebnisse in Bezug auf die Expression von LEKTI in Normalhaut und in Netherton-
Epidermis bestétigt (Tab. 4.1.1).

Bei Psoriasis vulgaris zeigt sich eine sehr deutliche Reduktion (in zwei Féllen ein
komplettes Fehlen) der LEKTI-Expression in der oberen Epidermis bei den 10 untersuchten

Hauten. Eine Haut zeigt ein schwaches, diffus positives LEKTI-Signal in den suprabasalen
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Schichten. Bei 5 der groBtenteils negativ angefarbten Hauten fallt in der mikroskopischen
Betrachtung auf, dass es stellenweise zu einer schwachen Signalgebung von LEKTI kommt:
das Muster ist ,,patchy*. Histologen kennen das abschnittsweise Auftreten von Parakeratosen
im Stratum corneum bei Psoriasis vulgaris und erkldren dieses Phinomen mit einer periodisch
verstarkt auftretenden Entziindung in der betroffenen Haut. Die wechselhafte und eher
reduzierte Expression von LEKTI in psoriatischer Haut weist auf eine Involvierung von
LEKTI in ein komplexes pathogenetisches Geschehen hin. Die verminderte Expression von
LEKTI bei Psoriasis ldsst vermuten, dass tryptische Enzyme der Epidermis wie SCCE und
SCTE aufgrund schwécherer Inhibition eine verstirkte Aktivitidt aufweisen. Beide Enzyme
spielen bei der Desquamation und kutanen Entziindung eine wichtige Rolle
(Caubet et al., 2004; Ekholm ef al., 1999; Nylander Lundqvist ef al., 1997).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Expression von LEKTI bei Psoriasis vulgaris und
Netherton Syndrom sehr dhnlich ist. Die Untersuchung von SPINKS5-Polymorphismen bei
Psoriasispatienten wédre vor diesem Hintergrund eine wissenschaftlich interessante
Fragestellung. Aufgrund der klinischen Ahnlichkeit zwischen dem schweren atopischen
Ekzem und dem Netherton Syndrom ist man dieser Frage bereits bei Neurodermitispatienten
nachgegangen (Walley et al., 2001; s.u.).

Walley und Mitarbeiter berichteten 2001, dass bestimmte Polymorphismen im SPINKS-
Gen mit Atopie, Asthma und Ekzemen assoziiert sind (Walley et al., 2001). Ebenso stellten
Kabesch et al. 2003 Assoziationen zwischen SPINKS5-Mutationen und Asthma in einer grof3en
Gruppe deutscher Kinder fest (Kabesch et al, 2003). Um einen Eindruck von der
immunhistochemischen Expression von LEKTTI in der Epidermis von Patienten mit atopischer
Dermatitis zu erhalten und um mdogliche Ahnlichkeiten mit dem Netherton Syndrom
festzustellen wurde die Haut von 6 Patienten mit atopischer Dermatitis gefarbt. Die Mehrheit
der untersuchten Héute (4 von 6 Hauten) wies eine der Normalhaut entsprechende Expression
von LEKTTI auf. 2 von 6 Héauten (Nr. 1854/99 und Nr. 844/03) zeigten nur ein sehr schwaches
LEKTI-Signal. An dieser Stelle ist einschrinkend anzumerken, dass Haut Nr. 844/03 in den
meisten Firbungen Ahnlichkeit mit psoriatischen Hiuten zeigte, wahrscheinlich handelte es
sich hier um eine schon lange bestehende atopische Dermatitis in chronischem
Ekzemstadium. Die genetische Basis der atopischen Dermatitis ist komplex und involviert mit
Sicherheit mehrere Loci, d.h. sie ist polygen. Aus diesem Grund ist gut vorstellbar, dass
einige Patienten mit atopischer Dermatitis SPINKS5-Polymorphismen aufweisen, die mit einer
verminderten Expression von LEKTI in der Epidermis einhergehen. Um diese Vermutung zu

erhirten sind weiterfiilhrende Untersuchungen mit groBeren Patientenkollektiven notwendig.
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Abschlieflend ist anzumerken, dass die Ergebnisse der von uns durchgefiihrten Farbungen
grofBtenteils im Einklang mit den von Bitoun und Mitarbeitern in einer Arbeit von 2003
verdffentlichten Ergebnissen stehen (Bitoun ef al., 2003). Die Arbeitsgruppe farbte unter
anderem Hiute von Patienten mit Netherton Syndrom, Psoriasis vulgaris und atopischer
Dermatitis. Sie beschreiben ein Fehlen von LEKTI beim Netherton Syndrom; eine
unregelméfBige Anfirbung mit einem Wechsel von Regionen verminderter, normaler und
starkerer Expression von LEKTI bei Psoriasis vulgaris und eine positive Anfarbung mit

Abschwichungen in spongiotischen Arealen bei atopischer Dermatitis.
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4.2.2 Expression von Elafin

Der Serin-Protease-Inhibitor Elafin/SKALP ist in normaler Epidermis nicht nachweisbar
(Pol et al., 2003), er findet sich aber in der Mundschleimhaut, im Osophagus und in der
Vagina (Pfundt et al., 1996). Die dermale Infiltration von Neutrophilen induziert die
Expression von Elafin in der Epidermis: so zeigt sich zum Beispiel beim Morbus Beget,
Sweet Syndrom, Pyoderma gangraenosum und bei der kutanen allergischen Vaskulitis in der
immunhistochemischen Farbung ein deutliches Elafin-Signal in der subcornealen Dermis
(Tanaka et al., 2000). In psoriatischer Haut, in verletzter Haut und in Hauttumoren wird
Elafin ebenfalls suprabasal exprimiert. Elafin kann unter anderem von TNF-a, Interferon-y,
UVB und Activator-protein 1 (AP1) induziert, beziehungsweise reguliert, werden
(Pfundt etal., 1996 und 2001; Schalkwijk et al., 1999), Dies deutet darauf hin, dass
Kompensationsmechanismen fiir zelluldren Stress eine Rolle in der Regulation der Gen-
Expression von Elafin spielen. Nicht-verhornende Epithelien wie Osophagus und Vagina sind
permanent  mikrobiellen und entziindlichen  Stimuli  ausgesetzt, die  Stress-
kompensationsmechanismen werden kontinuierlich bendtigt. Diese Beobachtung konnte
erkliren, warum Elafin in diesen Geweben dauerhaft exprimiert wird. In der Epidermis
kommt es jedoch erst unter pathologischen Umstinden oder nach Verletzungen zu einer
erhohten Elafin-Expression (Schalkwijk et al., 1999).

Wihrend der Wundheilung sind Keratinozyten von aktivierten Neutrophilen umgeben, die
Proteinasen, wie Elastase und Proteinase 3 (beides Substrate von Elafin), sezernieren.
(Pfundt et al., 1996). Verletzungen der Epidermis fiihren binnen 24 Stunden zu vermehrter
Elafin-Expression. Die Epidermis schiitzt sich auf diese Weise vor Proteinasen, die sonst
Strukturproteine und Adhisionsmolekiile degradieren wiirden (Schalkwijk et al., 1999). Auch
die erhohte Elafin-Expression bei Psoriasis konnte ein Schutzmechanismus vor
Gewebsdestruktion durch, die Epidermis infiltrierende, neutrophile Granulozyten sein
(Tanaka et al., 2000). Eine weitere mogliche Erklarung fiir die erhohte Elafin-Expression bei
Psoriasis ist eine Dysregulation normalerweise niitzlicher Stresskompensationsmechanismen.
Interessanterweise senken Dithranol und Retinoide - zwei potente anti-psoriatische
Medikamente - die Elafin-Expression (Pol et al., 2003).

Bei Patienten mit Netherton Syndrom ist die Elafin-Expression dhnlich wie bei Psoriasis
vulgaris erhoht. In der oberen Epidermis findet sich in bis zu 6 Schichten ein perizelluldres
Signal. Auch zeigt sich eine leichte Anfarbung im Stratum corneum (Raghunath ez al., 2004).

Elafin hat ebenso wie LEKTI eine SCCE-hemmende Funktion, diese ist jedoch nur relativ
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schwach ausgeprigt (Franzke et al., 1996). Die Hochregulation von Elafin in der Epidermis
von Patienten mit Netherton Syndrom kann ein Hinweis darauf sein, dass Elafin ein Fehlen
von LEKTTI teilweise zu kompensieren vermag. Es ist auch moglich, dass Elafin allein im
Rahmen der Entziindung hoch reguliert wird.

Die parallelen Expressionsmuster von LEKTI, Elafin, Transglutaminase 1 und
Transglutaminase 3 bei Psoriasis vulgaris und beim Netherton Syndrom -
LEKTI und Transglutaminase 3 vermindert; Elafin und Transglutaminase 1 erhoht
(Raghunath et al., 2004) — lassen vermuten, dass sich der Entziindungsprozess der beiden
Erkrankungen, die beide mit starker Hyperproliferation und Desquamation von Keratinozyten
einhergehen, sehr dhnelt.

Die Untersuchungen zu dieser Arbeit bestdtigten die bereits von Raghunath et al. 2004
festgestellten Ergebnisse zur Expression von Elafin in Normalhaut, psoriatischer Haut und
beim Netherton Syndrom (Tabelle 4.1.2). Zudem konnten wir nachweisen, dass Elafin in der
Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis in 3 von 6 Héuten dhnlich wie in Normalhaut
nicht exprimiert wurde, bei weiteren 3 Hauten zeigte sich eine schwache Elafin-Expression
tiber 1-2 Schichten (bzw. 1-4 Schichten in Haut Nr. 844/03) im Stratum granulosum.
Moglicherweise ist die unterschiedliche Auspragung der Elafin-Expression in diesen Féllen

durch unterschiedliche Ekzemstadien oder Krankheitsaktivitit der Haut zu erkliren.
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4.2.3 Expression von PAI-2

PAI-2 (plasminogen activator inhibitor-2) ist ein spezifischer Inhibitor von urokinase
Plasminogen Aktivator (uPA) und schiitzt dariiber hinaus Zellen vor TNF-a-vermittelter
Apoptose. PAI-2 wird in den ,,cornified cell envelope* eingebaut und spielt eine Rolle in der
Differenzierung epithelialer Zellen (Hibino et al., 1999; Dickinson et al, 1995;
Jensen et al., 1995).

Im Gegensatz zu aktivem PAI-2, dass vor allem perizelluldr in der oberen Epidermis
nachweisbar ist, findet sich gespaltenes, inaktiviertes PAI-2 (PAI-2r) intrazellulér in groBeren
Mengen in Zellen des Stratum basale, ebenso wie in den differenzierten Zellen des
Haarfollikelinfundibulums und in der &duBleren Haarwurzelscheide. Der in diesen
Experimenten verwendete Antikdrper von America diagnostica erkennt nur die aktive Form
von PAI-2 (Risse et al., 2000).

In gesunder Epidermis konnten wir in der immunhistochemischen Firbung ein 2-4
Schichten umfassendes perizellulires PAI-2 Signal im Stratum granulosum nachweisen.
Dieses Signal ist in psoriatischer Haut auf 5-7 Schichten verbreitert, zudem zeigt sich ein
perizellulires Muster im Stratum corneum mit Anfirbung der Parakeratose. Atopische
Dermatitis entspricht bei 5 von 6 Hiauten der Normalhaut, nur eine Haut (Nr.844/03) zeigt ein
verbreitertes PAI-2 Signal im Stratum granulosum und eine Anférbung im Stratum corneum.
Die Ergebnisse in Netherton Epidermis entsprechen bei 5 von 6 Hauten der Psoriasis vulgaris
(Stratum corneum mit Parakeratosen angefdrbt, PAI-2-Signal in der oberen Epidermis in 5-7
Schichten perizelluldr), eine Haut (Nr. 1324/00) zeigt im Stratum granulosum ein der
Normalhaut entsprechendes Muster.

Bei Psoriasis vulgaris konnte PAI-2 ursidchlich zur Apoptose-Resistenz der psoriatischen
Keratinozyten beitragen, da es Zellen vor TNF-a-vermittelter Apoptose schiitzt. Die
Expression von PAI-2 wird durch TNF-a induziert. Es kommt zu einer Interaktion zwischen
der CD-Schleife von PAI-2 und einer noch unbekannten, von TNF-o induzierten,
intrazelluldren Protease (Dickinson et al., 1998). Die Experimente von Fan et al. (2004)
weisen auf die Proteasom-Untereinheit PSMB-1 als Zielprotease hin. Proteasomen sind Teil
des Ubiquitin-vermittelten Proteinabbausystems und entfernen dysfunktionelle Proteine sowie
schédliche oder tiberfliissige Enzyme aus der Zelle. Dariiber hinaus kontrollieren sie zelluldre
Regulationsmechanismen indem sie ein Gleichgewicht regulatorischer Enzyme bewirken und
spielen somit eine Rolle in zellulirer Homdostase, Wachstum und Entwicklung. Die

Proteasom-Untereinheit PSMB-B 1 wird durch PAI-2 aktiviert und degradiert IkB, einen
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Inhibitor von NFkB. Das nun aktivierte NFkB induziert Gene, die den TNF-a-vermittelten
Zelltod unterdriicken (Fan ef al., 2004). Die Abb. 4.1 veranschaulicht diese Kaskade.

Induktion

Akt|V|erung PSMB ﬁl

Degradierung

Mangel an IkB fiihrt zur Aktivierung von FxB
Yy

>

Geninduktion

Schutz vor TNF-o-vermitteltem Zelltodl

Abb. 4.1: Schutz vor Apoptose durch PAI-2

Die Erhohung von PAI-2 in psoriatischer Epidermis kann dariiber hinaus auch als
Kompensationsmechanismus fiir die Hyperproliferation gesehen werden, denn PAI-2 wirkt
als uPA-Antagonist antiproliferativ (Hibino et al., 1999). Da wir in der Haut von Patienten
mit Netherton Syndrom eine vermehrte Expression von PAI-2 nachweisen konnten, ist es

vorstellbar, dass dieser Kompensationsmechanismus auch hier eingeschaltet wird.
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4.2.4 Expression von Hurpin

Hurpin ist ein durch UV-Licht reprimierbares Serpin, das in menschlicher Haut und
Mundschleimhaut nachgewiesen wurde. In Hautldsionen von Psoriasis vulgaris wird Hurpin
verstiarkt exprimiert (Abts et al., 1999). Die Expression von Hurpin wurde bislang vor allem
mittels RT-PCR untersucht (Abts et al., 1997 und 1999; Spring et al., 1999), dabei wurde
jedoch keine in-situ Hybridisierung vorgenommen und eine genaue Zuordnung zu den
einzelnen Hautschichten erfolgte nicht. In der vorliegenden Arbeit fiihrten wir eine
immunhistochemische Analyse von Hurpin in der Epidermis durch (Tabelle 4.1.4).

In Normalhaut zeigt Hurpin eine diffuse Anfiarbung im unteren Drittel des Stratum
corneum und ein perizelluldires Muster im Stratum granulosum. Im Stratum spinosum weisen
5 von 10 Hiuten ein deutlich granuldres Signal an der Zellmembran auf, wéhrend die
restlichen 5 Héute in dieser Schicht keine Anfirbung zeigen. Im Stratum basale sind alle
Héute randstindig zytoplasmatisch angeférbt.

Bei Patienten mit Psoriasis vulgaris findet sich im gesamten Stratum corneum ein lamellar-
perizelluldres Hurpin-Signal. Bei 6 von 9 Héuten ist in der oberen Epidermis kein Signal zu
sehen, 3 Haute weisen in dieser Schicht ein perizelluldres Muster auf. In den suprabasalen
Schichten sind 8 von 9 Hiuten negativ, 1 Haut zeigt granuldr an der Zellmembran eine
Anfiarbung. Das Stratum basale ist bei 7 von 9 Hiuten zytoplasmatisch angeféarbt, 2 Héute
sind auch hier negativ. Zusammenfassend lésst sich fiir die Psoriasis vulgaris sagen, dass die
Hurpin-Expression im Stratum corneum im Vergleich zur Normalhaut erhoht ist. In den
subkornealen Schichten findet sich eine geringere bis fehlende Anfirbung von Hurpin, das
Muster im Stratum basale entspricht grof3tenteils dem in der Normalhaut.

In der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis zeigt sich im Stratum corneum eine
lamelldre und im Stratum granulosum eine perizelluldre Anfarbung. 4 der 6 Héute zeigen im
Stratum spinosum ein perizelluldres Muster (2 Héute sind in dieser Schicht negativ) und 6 von
6 Hiuten weisen ein randstidndig zytoplasmatisches Signal im Stratum basale auf. Der Befund
dhnelt insgesamt der Normalhaut.

Bei Patienten mit Netherton Syndrom zeigt Hurpin eine, gegeniiber der Normalhaut
erhohte, breite positive Anfiarbung im Stratum corneum. In der oberen Epidermis sind 4 der 6
Héute perizelluldr angefdrbt, 2 Héute sind in dieser Schicht negativ. 5 von 6 Héuten zeigen
kein Signal in den suprabasalen Schichten, wéhrend 1 Haut ein perizelluldres Muster in dieser

Schicht aufweist. Im Stratum basale sind alle Haute randstindig zytoplasmatisch angefarbt.

101



Insgesamt sind die Farbeergebnisse fiir Hurpin bei den einzelnen Erkrankungen nicht
einheitlich. Die Ursache dafiir ist nicht bekannt, moglicherweise waren die biopsierten
Hautareale unterschiedlicher UV-Exposition ausgesetzt.

Hurpin ist ein potenter Inhibitor der Cystein-Protease Kathepsin L (Wells et al., 2003). Auf
zelluldirer Ebene fiihrt UV-Bestrahlung zu oxidativem Stress, wodurch lysosomale
Hydrolasen, unter anderem auch Kathepsin L, freigesetzt werden. Kathepsin L aktiviert
zusammen mit anderen Proteasen Caspase 3. Caspasen spielen in apoptotischen Prozessen
eine wichtige Rolle. Kathepsin L wirkt somit pro-apoptotisch und Hurpin kann als
Kathepsin L-Inhibitor Keratinozyten vor Kathepsin L-vermittelter Apoptose schiitzen. Welss
und Mitarbeiter stellen die Hypothese auf, dass lysosomale Enzyme wihrend UV-Bestrahlung
im Zytoplasma freigesetzt werden und zytoplasmatisches Hurpin durch die Interaktion mit
Kathepsin L verbraucht wird. Die weitere Synthese von Hurpin wird dann durch UV-
vermittelte Herabregulierung der Transkriptionsrate und Zerfall von Hurpin mRNA
verhindert. Es resultiert ein Uberschuss von Kathepsin L, der wiederum Caspase 3 aktiviert
und somit zur Apoptose der Zelle fiihrt (Wells et al., 2003).

Die vermehrte Expression von Hurpin im Stratum corneum psoriatischer Lasionen konnte
ein Kathepsin L-Defizit bewirken und dadurch unter anderem urséchlich fiir den anti-
apoptotischen, hyperproliferativen Phinotyp der psoriatischen Keratinozyten sein
(Welss et al., 2003). Bereits 1997 haben Wrone-Smith und Mitarbeiter nachgewiesen, dass
psoriatische Keratinozyten resistenter gegeniiber Apoptose sind als normale Keratinozyten
(Wrone-Smith ef al., 1999). Zudem ist bekannt, das UV-Bestrahlung, die ja auch die Hurpin-
Expression senkt, Psoriasis in vielen Fillen bessert. Falls ein UV-reprimierbares, anti-
apoptotisches Gen wie Hurpin bei der Psoriasis mit eine Rolle spielt, kann dies eine der
Erklarungen dafiir sein, dass die UV-Bestrahlung bei Psoriasis wirksam ist. Fiir die von der
Normalhaut abweichende Verteilung von Hurpin bei atopischer Dermatitis und beim
Netherton Syndrom ist dies jedoch keine hinreichende Erklarung.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Kathepsin L zusammen mit Kathepsin B das
Transglutaminase 3  Zymogen zur aktiven Transglutaminase 3  prozessiert
(Zeeuwen et al., 2004). Transglutaminase 3 ist fiir den Aufbau des ,,cornified cell envelope*
von groBer Bedeutung. Es ist vorstellbar, dass ein Kathepsin L-Mangel zu einer verminderten
Aktivierung von Transglutaminase 3 fiihrt und dies wiederum Storungen der epidermalen
Differenzierung und Verhornung zur Folge hat. Somit kdnnen wir einen Hinweis auf die
indirekte Involvierung von Hurpin in die Pathogenese vom Netherton Syndrom und von

Psoriasis vulgaris sehen.
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4.2.5 Expression von Bomapin

Das Ov-Serpin Bomapin wurde bislang nur im Knochenmark nachgewiesen
(Riewald und Schleef, 1995). Unseres Wissens erfolgte in dieser Arbeit erstmalig der
immunhistochemische Nachweis von Bomapin in menschlicher Epidermis. Uber die
Funktionen dieses Serpins ist noch wenig bekannt. Ein Teil des zytoplasmatischen Bomapins
wird iiber die fiir Serpine charakteristische CD-Schleife in den Nukleus eingeschleust,
moglicherweise schiitzt es dort intranukledre Proteine vor proteolytischem Abbau
(Chuang und Schleef, 1999). Zudem scheint Bomapin Zellen vor TNF-a-vermittelter
Apoptose zu schiitzen, indem es an durch TNF-a aktivierte Proteine bindet (Schleef und
Chuang, 2000). Die physiologischen Zielproteasen von Bomapin sind noch nicht bekannt; in
vitro  bildet Bomapin SDS-stabile Komplexe mit Trypsin und Thrombin
(Riewald und Schleef, 1995).

In unseren immunhistochemischen Farbungen zeigt Bomapin in Normalhaut ein 2-3
Schichten umfassendes Signal im Stratum granulosum, im Stratum spinosum findet sich ein
schwach granuldr-perizelluldres Muster und das Stratum basale ist stark zytoplasmatisch
angefarbt. Die Zellkerne sind in allen Schichten angefarbt.

In Hauten von Patienten mit Psoriasis vulgaris sind im Stratum corneum die Parakeratosen
angefarbt und in der oberen Epidermis findet sich eine perizelluldre Anfirbung iiber 6-7
Schichten. Bei Psoriasis vulgaris liegt somit ein verbreitertes Expressionsmuster von Bomapin
vor. Ansonsten gleicht die Anfarbung der Normalhaut.

Bei 4 von 6 der Patienten mit atopischer Dermatitis gleicht das Bomapin-Muster in der
Epidermis der Normalhaut, 2 von 6 H&uten, Nr. 421/03 und Nr. 844/03, dhneln in der
Bomapin-Anfarbung der Psoriasis vulgaris und weisen ein verbreitertes perizelluldres Signal
iiber 6-7 Schichten im Stratum granulosum auf.

Beim Netherton Syndrom zeigt Bomapin wie bei Psoriasis vulgaris eine Anfarbung der
Parakeratose im Stratum corneum. In der oberen Epidermis findet sich bei 4 von 6 Hiuten ein
perizelluldres Signal, bei 3 davon sieht man eine Verbreiterung des Signals auf 6-7 Schichten,
2 von 6 Hauten sind negativ. In 4 von 6 Hauten zeigt sich in den suprabasalen Schichten ein
granuldres Muster an der Zellmembran, 2 Héute sind auch hier negativ. Das Stratum basale ist
zytoplasmatisch angeférbt. Auch die Zellkerne geben ein positives Bomapin-Signal.

Wihrend die Bomapin-Expression bei Psoriasis vulgaris in der oberen Epidermis im
Vergleich zur Normalhaut eindeutig erhoht ist, ergeben sich bei atopischer Dermatitis und

beim Netherton Syndrom uneinheitliche Befunde: einige Haute (2 von 6 Hiuten bei
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atopischer Dermatitis und 3 von 6 Hiuten beim Netherton Syndrom) zeigen ein verbreitertes
Bomapin-Signal.

Da Bomapin HeLa-Zellen vor TNF-a-vermittelter Apoptose schiitzt (Schleef und Chuang,
2000), kann auch eine anti-apoptotische Funktion von Bomapin in der Epidermis vermutet
werden. Die erhohte Expression von Bomapin bei Psoriasis vulgaris konnte, dhnlich wie die
erhohte Expression von PAI-2 und Hurpin, mit ursdchlich fiir den anti-apoptotischen und
hyperproliferativen Phénotyp der psoriatischen Keratinozyten sein. Sehr wahrscheinlich
spielen eine ganze Reihe anti-apoptotischer Faktoren, unter anderem auch Serpine, eine Rolle
in der Pathophysiologie der psoriatischen Epidermis.

Eine weitere Aufklirung der Funktionen von Bomapin ist notwendig um genauere
Riickschliisse iiber die Rolle dieses Serpins in der Epidermis zu ziehen und um die

unterschiedliche Expression bei verschiedenen Hautzustdnden zu erklaren.
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4.3 Zusammenfassung

Serin-Protease-Inhibitoren umfassen eine Gruppe von Proteinen, die in unterschiedlicher
Spezifitit die proteolytische Aktivitdt ihrer Zielproteasen regulieren. Dariiber hinaus spielen
sie eine wichtige Rolle in Entziindungsprozessen, Zellwachstum und Apoptose-Regulation.
Zu den Serin-Protease-Inhibitoren gehdren die Serpine und eine Untergruppe der Serpine, die
Ov-Serpine (der Name weist auf Sequenz-Homologien zu Hithner-Ovalbumin hin). Serpine
dhneln sich strukturell und bewirken iiber einen Suizid-Mechanismus die Inhibition ihrer
Zielproteasen. In den letzten Jahren sind epidermale Serin-Protease-Inhibitoren verstirkt in
den Mittelpunkt dermatologischen Interesses gertickt.

Der neuartige Serin-Protease-Inhibitor LEKTI besteht aus 15 einzelnen potentiell
inhibitorischen Dominen (Mégert et al, 1999) und ist das Genprodukt von SPINKS
(Chavanas et al., 2000). Mutationen im SPINKS5-Gen sind ursédchlich fiir das Netherton
Syndrom - einer seltenen autosomal rezessiven kongenitalen Ichthyose, die mit Trichorrhexis
invaginata und atopischer Diathese einhergeht. Ein wichtiges pathophysiologisches Modell
der Erkrankung wurde von Komatsu et al. 2002 vorgestellt. Mutationen in SPINKS fiihren zur
Synthese eines verkiirzten LEKTI-Proteins oder zum vollstindigen Fehlen des Inhibitors.
Dieser Verlust hat eine unzureichende Inaktivierung der epidermalen Kallikreine 5 (Stratum
corneum tryptisches Enzym = SCTE) und 7 (Stratum corneum chymotryptisches Enzym =
SCCE) zur Folge. Darauthin kommt es zu einem vermehrten Abbau desmosomaler
Strukturproteine, wie z. B. Desmoglein 1, und somit zu einer verstirkten Abschilferung der
Keratinozyten. Zudem bewirkt SCCE eine Aktivierung von IL 1-B, einem bedeutenden
Entziindungsmediator in der Epidermis (Nylander Lundqvist et al., 1997).

Das Netherton Syndrom gilt aufgrund der ausgeprigten atopischen Diathese als eine
Modellerkrankung fiir die atopische Dermatitis. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass SPINK5-Polymorphismen mit Asthma und atopischer Dermatitis assoziiert sind
(Walley et al.,2003). Dagegen lassen sich auf immunhistochemischer Ebene viele
Gemeinsamkeiten mit der Psoriasis vulgaris feststellen, z. B. die erhohte epidermale
Expression von Transglutaminase 1 und Elafin oder die verminderte Expression von
Transglutaminase 3. Elafin ist ein Serin-Protease-Inhibitor, der eine - wenn auch geringe -
inhibitorische Wirkung gegeniiber SCCE aufweist. Die Uberexpression von Elafin beim

Netherton Syndrom kompensiert méglicherweise den LEKTI-Mangel.
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In dieser Arbeit wurde folgenden Fragen nachgegangen:

1)  Gibt es Hinweise dafiir, dass auBBer Elafin noch andere Serin-Protease-Inhibitoren
vermehrt in der Netherton-Epidermis exprimiert werden?

2)  Bestehen in Bezug auf die Expression ausgesuchter Serin-Protease-Inhibitoren
(LEKTI, Elafin und die Ov-Serpine PAI-2, Hurpin und Bomapin) Parallelen vom
Netherton Syndrom zur Psoriasis vulgaris, bzw. zur atopischen Dermatitis? Damit ist
die Frage verbunden, ob das Netherton Syndrom als Modell fiir die Pathophysiologie

einer der beiden Erkrankungen in Betracht gezogen werden kann.

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde die Expression von LEKTI, Elafin, PAI-2,
Hurpin und Bomapin an Kryostatschnitten der Haut von Patienten mit Netherton Syndrom
(n=6), Psoriasis vulgaris (n=10) und atopischer Dermatitis (n=6) analysiert. 10 Normalhéute
dienten als Kontrollen.

Ein Signal von LEKTI fehlt fast vollstindig beim Netherton Syndrom. Bei Psoriasis
vulgaris zeigt sich abschnittsweise eine fehlende bis geringe Anfarbung (,,patchy*). Bei
atopischer Dermatitis findet sich wie bei Normalhaut ein zytoplasmatisches LEKTI-Signal im
Stratum granulosum, wobei 2 von 6 Hauten nur ein sehr schwaches Signal aufweisen.

Die Elafin-Expression ist sowohl beim Netherton Syndrom als auch bei Psoriasis vulgaris
erhoht, bei atopischer Dermatitis zeigt sich entsprechend der Normalhaut nur ein fehlendes bis
sehr geringes Elafin-Signal.

Die Expression von PAI-2 und zum Teil auch von Bomapin ist beim Netherton Syndrom
und bei Psoriasis vulgaris im Vergleich zur Normalhaut erh6ht, wihrend atopische Dermatitis
tiberwiegend der Normalhaut entspricht.

Beim Netherton Syndrom, Psoriasis vulgaris und atopischer Dermatitis findet sich im
Vergleich zur Normalhaut ein verstirktes Hurpin-Signal im Stratum corneum. In Bezug auf

die weiteren epidermalen Schichten wurde bei Hurpin kein einheitliches Ergebnis festgestellt.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass beim Netherton Syndrom nicht nur die Elafin-
Expression erhoht ist, sondern dass auch die anti-apoptotisch wirkenden Ov-Serpine PAI-2
und Bomapin hochreguliert scheinen. Das trifft ebenfalls fiir die Psoriasis vulgaris zu.
Interessanterweise ist hier auch die LEKTI-Expression deutlich vermindert. Bei atopischer
Dermatitis entspricht die Expression der untersuchten Serpine iiberwiegend der Normalhaut.

Die Ergebnisse legen nahe, dass beim Netherton Syndrom und bei Psoriasis vulgaris
gemeinsame pathophysiologische Grundlagen bestehen. Deshalb wire eine Untersuchung auf

SPINKS5-Polymorphismen (Assoziationsstudie) bei Psoriasis vulgaris sehr interessant.
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