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l. Einleitung
1.1 Die Haut - Aufbau und Funktion

Die Haut besteht aus drei Schichten: Epidermis, Demis und Subkutis. Die Epidermis

ist die aullere Schicht und schutzt den Organismus vor dem Eindringen von
Umweltstoffen. Sie bildet die Grenzschicht zur Umwelt und ist nicht nur eine
mechanische, sondern auch eine chemische und immunologische Barriere (Proksch
et al., 2008, Proksch et al., 2006). Aufgebaut ist die Epidermis vorwiegend aus
Keratinozyten. Weitere Zellarten sind Langerhans-Zellen, Melanozyten und
Merkelzellen. Mit der darunterliegenden Dermis, vornehmlich aus Fibroblasten
bestehend, ist sie sagezahnartig verbunden. Die untere Schicht der Haut, die
Subkutis, dient durch das Fettgewebe als Schutzpolster.

Die Epidermis ist ca. 0,1 mm dick und besteht aus vier Schichten. Von innen nach

aul3en gliedern sie sich wie folgt: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum

granulosum, Stratum corneum (Lullmann-Rauch, 2006, Goebeler W, 2011, Hohmuth,

2012). Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 1 dargestellit.

Abbildung 1: Schematischer
Aufbau der Epidermis

Stratum corneum
modifiziert nach (Hohmuth,

2012)
Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Die epidermale Barriere wird maflgeblich durch das Stratum corneum gebildet. Es
besteht aus mehrschichtigen, toten, zellkernlosen, abgeflachten Keratinozyten und

intrazellularen Lipiden (v.a. Cholesterol, freie Fettsduren und Ceramide), die



lamellenartig angeordnet sind (Proksch et al., 2009).

Durch starke Interaktion der Keratinozyten miteinander entsteht eine schutzende
Permeabilitatsbarriere. Wahrend ihrer Entwicklung durchlaufen sie, vom Stratum
basale aus, Richtung Hautoberflache verschiedene Differenzierungsgrade, welche
durch unterschiedliche Markerproteine gekennzeichnet sind (Ekanayake-
Mudiyanselage et al., 1998). Die Proteine Involucrin, Loricrin und Filaggrin werden im
spaten terminalen Differenzierungsstadium von den Keratinozyten exprimiert. Es
kommt zum Abbau der intrazellularen Organellen und somit zur Bildung des
sogenannten Cornified-Envelope (Lee et al., 2006). Das Cornified-Envelope besteht
aus quervernetzenden Proteinen wie Involucrin, Loricrin, Elafin und Envoplakin und
wird seinerseits von einer Lipidhulle umgeben. Durch die Interaktion des Cornified-
Envelopes mit der Lipiddoppelschicht entsteht eine mechanische Barriere. Filaggrin
spielt eine wichtige Rolle bei der Vernetzung der Keratinfilamente zu Bundeln und ist
mafgeblich bei der Initierung der Verhornung beteiligt.

Unter der Epidermis liegt die Dermis, auch Corium genannt. Sie fuhrt zur
Aufrechterhaltung der  mechanischen  Widerstandsfahigkeit der  Haut.
Lichtmikroskopisch sind von der Dermis aus Papillen zu erkennen, die in die
Epidermis ragen. Sie werden als Stratum papillare zusammengefasst. Den ubrigen
Teil der Dermis bezeichnet man als Stratum reticulare. Die dominierenden Zellen der
Dermis sind Fibroblasten, die Kollagen synthetisieren. Weitere Zelltypen sind an den
Gefalen lokalisierte Endothelzellen und Zellen des Immunsystems wie Mastzellen,
dendritische Zellen (DC) und Makrophagen.

Die Subkutis stellt die Verbindung zu den darunter liegenden Strukturen, wie z.B.
Faszien und Periost, dar und ist wichtig fur die Verschieblichkeit der Haut. Zusatzlich
dient sie als Pufferzone fur einwirkenden Druck und als Isolator. In der Subkutis, die
aus lockerem Bindegewebe aufgebaut ist, sind epifasziale Leitungsbahnen
eingebettet (Lullmann-Rauch, 2006).

1.2 Atopische Dermatitis

Die Atopische Dermatitis (AD, auch ,Atopisches Ekzem®, ,Neurodermitis) ist eine
chronisch entzundliche Hauterkrankung. Sie gehort zum Formenkreis der atopischen
Erkrankungen, welche athopathogenetisch durch Wechselwirkungen zwischen

Umwelt und Organismus charakterisiert sind (Leung and Bieber, 2003).



Die AD ist eine multifaktorielle Erkrankung und es werden verschiedene Ebenen der
Einflussfaktoren zur Entstehung der AD diskutiert: die Umwelt, das Immunsystem,
die Genetik, die epidermale Barriere und das Mikrobiom, wobei eine komplexe
Interaktion der Einflussfaktoren besteht. Im Folgenden wird auf die einzelnen
Einflussfaktoren eingegangen. Durch die Komplexitat der Wechselwirkungen stellt
die Therapie und Erforschung der Krankheitsursache eine grol3e Herausforderung

dar.

1.2.1 Epidemiologie und Umwelt-Risikofaktoren

Die Pravalenz der Atopischen Dermatitis (AD) unterscheidet sich zwischen den
Landern. In Deutschland betragt sie 10-12 % der Vorschulkinder und 3 % der
Erwachsenen (llli et al., 2004, Worm et al., 2006), in Danemark z.B. liegt sie bei 22,9

% der Kinder. Die AD ist weltweit zunehmend (Asher et al., 2006). Es gibt keinen
Unterschied der Pravalenz der AD zwischen den Geschlechtern (llli et al., 2004,
Schlaud et al., 2007).

Als bekannter Risikofaktor der Umwelt gilt z.B. die aktive und passive
Tabakrauchexposition (Schafer et al., 1997). Des Weiteren wird auch das
Aufwachsen in der Stadt verglichen mit dem Aufwachsen auf dem Land als
Risikofaktor der AD gesehen (FolIster-Holst, 2011). Weitere Umweltfaktoren, die das
Risiko einer AD erhohen, sind die westliche Ernahrung mit viel Zucker und
ungesattigten Fettsauren und das Aufwachsen in Kleinfamilien (Werner et al., 2002,
Weidinger and Novak, 2016). Auch das Klima spielt eine Rolle. Der Grofteil der
Patienten berichtet eine verminderte Symptomatik im Sommer (Folster-Holst, 2011).
Dass der Lebensstil und die Umwelt eine Rolle spielen, zeigt auch eine Studie, bei
der beobachtet wurde, dass es bei der Migration von Personen aus Herkunftslandern
mit niedriger AD-Pravalenz in Lander mit haufigem AD-Vorkommen zu einer
entsprechend hoheren Manifestation der AD der Migranten kommt (Burrell-Morris C,
2000).

Neben den Risikofaktoren gibt es auch protektive Faktoren. Laut der S3-Leitlinien zur
Allergiepravention von 2014 wirkt das Stillen ab vier Monaten praventiv auf die AD
Entstehung. Gezeigt wird auch, dass unspezifische Stimulationen des
Immunsystems wie z.B. das Aufwachsen auf einem Bauernhof, das Besuchen einer
Kindertagesstatte oder eine groRe Anzahl von Geschwistern ebenfalls einen

protektiven Einfluss haben (Schafer et al., 2014).



1.2.2 Klinik und Verlauf der Atopischen Dermatitis

Die Atopische Dermatitis (AD) zeigt sich meist mit Rotung, trockener Haut und
Pruritus (Folster-Holst, 2011, Geoghegan et al., 2018). Die Klinik ist heterogen und
gepragt durch einen starken Juckreiz (Beltrani, 1999a). Akut treten erythematdse,
nassende Plaques mit Papeln auf, als Sekundarerscheinungen des Kratzens
Exkoriationen. Das chronische Stadium ist durch Lichenifikationen und Schuppung
gekennzeichnet (Beltrani, 1999b).

Das klinische Erscheinungsbild der AD ist abhangig vom Alter. Bei Sauglingen
bestehen exsudative Lasionen im Gesicht und am behaarten Kopf sowie ekzematose
Lasionen an den Streckseiten der Extremitaten. Der Windelbereich ist typischerweise
frei von Hautlasionen (FOlster-Holst, 2011). Spater tritt die AD symmetrisch in den
Beugen der Extremitaten, am Hals und an den Handen auf und verlauft meist in
Schuben. In 60 % der Falle kommt es innerhalb der ersten funf Lebensjahre zur
Erstmanifestation (Weidinger and Novak, 2016).

Als Atopie wird die Uberempfindlichkeitsreaktion auf Allergene mit reaktiver
Immunoglobulin (Ig)-E-Sekretion verstanden. Zur Atopie zahlen neben der AD die
allergische  Rhinokonjunktivitis, das allergische Asthma bronchiale und
Nahrungsmittelallergien. Sie werden zum Allergietyp 1, der ,Sofortallergie®, gezahlt
und sind durch ein erhohtes allergiespezifisches IgE gekennzeichnet (Schlaud et al.,
2007, Johansson et al., 2004). Zu den Stigmata der Atopie zahlen die vermehrte
Hand- und FuBlinienzeichnung (Ichthyosis-Hand/FulR), die gedoppelte Lidfalte
(Dennie-Morgan-Falte), die Rarefizierung der lateralen Augenbraue (Hertogh-
Zeichen) und das WeilRwerden der ekzemfreien Haut nach Reiz, der weil3er
Dermographismus (Folster-Holst, 2011).

Der Juckreiz und daraus resultierende Schlafstorungen und soziale Einschrankungen
auf Grund der Stigmatisierung fuhren oft zu einer starken psychosozialen Belastung.
Das Risiko fur das Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom (ADHS) ist
1,5fach erhoht. Zudem ist die Pravalenz von Depression, Angststérungen und
Autismus bei Patienten mit AD erhoht (Weidinger and Novak, 2016).

1.2.3 Diagnostik der Atopischen Dermatitis

Die Diagnose der Atopischen Dermatitis (AD) wird primar klinisch gestellt. Nach

Hanifin und Rajka, die 1980 vier Haupt- und mehrere Nebenkriterien erstellten,



mussen mindestens drei Kriterien erfullt sein, um eine AD zu diagnostizieren
(Eigenmann, 2001).

Durch weitere Untersuchungen und eine ausfuhrliche Anamnese werden, wenn
moglich, Provokationsfaktoren identifiziert und das Krankheitsbild der AD weiter
spezifiziert. Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die allergologische Abklarung mit
Messung des Gesamt-IgEs, dem Prick- und Intrakutantest. Uber die RAST-Methode
(Radio-Allergo-Sorbent-Test) wird die IgE-Sensibilisierung in-vitro gemessen (Zollner
TM 2002).

1.2.4 Atiopathogenese der Atopischen Dermatitis

Die Pathogenese der Atopischen Dermatitis (AD) wird schon seit vielen Jahren
erforscht und es wurden mehrere Krankheitsmechanismen beschrieben, die zu dem
klinischen Bild einer AD fuhren. Als Circulus vitiosus verstarken sie sich haufig
gegenseitig. Im Weiteren wird auf folgende Einflussfaktoren und Wechselwirkungen
bei der Entstehung von AD eingegangen: die epidermale Barriere, das

Immunsystem, die Genetik und das Mikrobiom.

1.2.4.1 Die Rolle der epidermalen Barriere

Wie schon in Kapitel 1.1 beschrieben, ist die epidermale Barriere eine wichtige
Grenze zur Umwelt. Sie schiutzt vor Noxen von aul3en, wie z.B. Bakterien,
Chemikalien, Allergenen etc. als sogenannte ,outside-inside-Barriere” und vor
Wasserverlust von innen, also ,inside-outside-Barriere“. Es kommt bei beiden
Konzepten zu einer durch das Immunsystem getriggerten Entzindungsreaktion, die
auf eine uUberschiellende Immunreaktion auf harmlose Allergene und irritierende
Substanzen zuruckzufuhren ist. Die atopische, entzindete Haut fuhrt zu vermehrtem
Juckreiz, auf welchen die Patienten mit Kratzen reagieren. Hierdurch wird die
Barriere weiter beschadigt (Elias and Feingold, 2001). Defekte der epidermalen
Barriere fuhren zu vermehrtem transepidermalem Wasserverlust (TEWL) und zu
einer verminderten Hydratation der Haut im Vergleich zu gesunder Haut. Dieser
Effekt kann bei Patienten mit AD sowohl |asional, als auch nicht-lasional gemessen

werden, wobei er lasional meist starker ausgepragt ist (Proksch et al., 2009).



1.2.4.2 Die Rolle der genetischen Pradisposition

Die AD ist eine komplexe, polygene Erkrankung. Wie grofl3 der genaue Einfluss der
Genetik auf die Entstehung von AD ist, wird von verschiedenen Forschungsgruppen
kontrovers diskutiert. Im Rahmen von Zwillingsstudien wurde gezeigt, dass die
Heritabilitat bei monozygoten Zwillingen bei 80 % und unter dizygoten Zwillingen bei
15 % liegt (Larsen et al., 1986, Thomsen et al., 2007, Weidinger and Novak, 2016).
Ein wichtiger genetischer Risikofaktor fur die Entstehung von AD ist die Mutation des
Filaggrin-Gens, die bei 50 % der Patienten mit schwerer AD vorkommt (Palmer et al.,
2006, Weidinger et al., 2006). Als wichtiger Bestandteil der epidermalen Barriere
fuhrt die Filaggrin-Mutation zu trockener und rissiger Haut, was ein Eindringen von
Umweltfaktoren begunstigt, die wiederum das Immunsystem triggern konnen. Das
Filaggrin-Gen liegt auf Chromosom 1921.3 im sogenannten epidermalen
Differenzierungskomplex (Palmer et al., 2006).

Es sind momentan Uber sechzig Mutationen des Gens bekannt (Meng et al., 2014).
Die haufigsten Filaggrin-Mutationen sind R510X und 2282del4. Die meisten
Mutationen fuhren als Null- oder Leserastermutationen zur Bildung eines ,defekten”
oder fehlenden Filaggrin-Proteins. Die Mutationen sind mit acht Prozent der
Europaer und funfundzwanzig Prozent der AD-Patienten recht haufig. Ein Vorliegen
der Mutation erhoht das Risiko, eine AD zu entwickeln, um drei Prozent (Rodriguez
et al., 2009, Palmer et al., 2006). Beobachtet wird, dass Patienten mit einem
vererbten Filaggrin-Mangel an schwereren Verlaufen der AD leiden und sich die
Erkrankung meist schon frGher manifestiert. = Dazu kommen  haufig
Nahrungsmittelallergien und Asthma. Auch ein Zusammenhang zwischen Filaggrin-
Mutationen und Kontaktallergien sowie Heuschnupfen wurde bei Patienten
beobachtet (Weidinger et al., 2008, Rodriguez and Weidinger, 2015, Foelster-Holst
R, 2012).

Die Filaggrin-Mutation alleine erklart die AD nicht. Liegen Filaggrin-Mutationen vor,
so zeigt sich in nur 30-50 % der Falle eine AD. Zudem bessert sich die AD trotz
Mutation haufig im Verlauf (Folster-Holst, 2011).

Filaggrin wird auch bei Patienten ohne Mutation vermindert exprimiert (Howell et al.,
2009). Hier wird die Verbindung zum Immunsystem ersichtlich. Bei Patienten mit AD
liegt eine T-Helfer-2-Pradominanz vor, auf die im Abschnitt 1.2.4.3 eingegangen wird.
Die T-Zellen sezernieren vermehrt Interleukin (IL)-4 und IL-13, was zu einer

Reduktion der Filaggrin-Expression auf Genebene fuhrt. Werden therapeutisch IL-4



und IL-13 durch Antikorper neutralisiert, kann eine Verbesserung der Hautbarriere
beobachtet werden (Howell et al., 2009). Aber auch mechanische Schaden und
niedrige Luftfeuchtigkeit kdnnen zu einer verminderten Filaggrin-Dichte in der Haut
fuhren (Weidinger and Novak, 2016).

1.2.4.3 Die Rolle des Immunsystem

Ein weiterer bedeutender Faktor bei der Entstehung der AD ist die schon erwahnte
Fehlregulation des Immunsystems. In einer Studie konnte die Ubertragung der AD
durch Knochenmarkspende von einem Spender mit AD gezeigt werden. Auch die
Abheilung von AD nach Knochenmarkspende von einem hautgesunden Spender
wurde beobachtet (Pucci and Incorvaia, 2008).

Durch die defekte Barriere der Haut kommt es zur Penetration von Antigenen in tiefe
Hautschichten und dadurch zur Aktivierung von Dendritischen Zellen. Die aktivierten,
mit Antigenen beladenen Dendritischen Zellen migrieren dann in die Lymphknoten
und aktivieren T-Zellen. Diese sezernieren verschiedene Zytokine, was wiederum
andere Zellen heranlockt und aktiviert. Im Falle der AD kommt es in der akuten
Phase v.a. zur Aktivierung von T-Helfer-2-Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-13
ausschutten. IL-4 und IL-13 triggern die IgE- Sekretion aus B-Zellen und aktivieren
Eosinophile (Folster-Holst et al., 2016, Weidinger and Novak, 2016). IL-5 fuhrt zur
Proliferation, Differenzierung und Aktivierung der eosinophilen Granulozyten (Fdlster-
Holst, 2011).

Die IgE-Antikorper binden an hochaffine FceR1-Rezeptoren der Mastzellen und
basophilen Granulozyten. Dies stimuliert die Sekretion von verschiedenen
Entzindungsmediatoren wie Histamin, Leukotrine und weitere Zytokine. Als Folge
kommt es zu einem extensiven Juckreiz (Milgrom, 2002).

In der chronischen Phase der AD, die sich durch trockene, schuppende Haut
auszeichnet, sind vermehrt aktivierte T-Helfer-1-Zellen mit gesteigerter IFN-y und IL-
2 Sekretion vorzufinden. Sie bewirken eine Apoptose der Keratinozyten (FOolster-
Holst, 2011). Biopsien von chronischen AD-Hautlasionen zeigen eine verminderte
Anzahl von T-Helfer-17- und T-Helfer-22-Zellen im Vergleich zu akuten Lasionen. T-
Helfer-17- und T-Helfer-22-Zellen fuhren zusammen mit Chemokinen und Zytokinen
aus Fibroblasten und Keratinozyten, wie z.B. das Thymic Stromal Lymphopoietin
(TSLP), zum Umbau des Hautgewebes und zur Fibrose. TSLP stimuliert zudem die



Reifung und Proliferation von Dendritischen Zellen und T-Helfer-2-Zellen und die B-
Zell-Differenzierung (Weidinger and Novak, 2016). Der Wechsel zwischen der T-
Helfer-1- und T-Helfer-2-Zell-Pradominanz wird durch IL-12, IL-4 und TSLP induziert.
Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Pathogenese der AD ist IL-31. Es wird vor allem
von T-Helfer-2-Zellen ausgeschuttet und liegt bei der AD in erhohter Expression vor
(Neis et al., 2006). IL-31 spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des
Juckreizes. Rezeptoren des IL-31 sind u.a. auf epithelialen Zellen und neuronalen
Zellen der dorsalen Wurzelganglien des Ruckenmarks zu finden, welche den
Juckreiz vermitteln. In Versuchen mit Mausen konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von |IL-31 bei zuvor hautgesunden Mausen zu einem klinischen
Erscheinungsbild der AD mit Ekzemen und Juckreiz fuhrt (Raap et al., 2008, Sonkoly
et al., 2006, Raap et al.,, 2012, Raap et al., 2011). Beobachtet wurde auch, dass
Histamin und Staphylococcen-Superantigene zur Expression von IL-31 in der Haut
fuhren. Der Schweregrad der AD korreliert mit dem Serumspiegel von IL-31 und
kann somit als Aktivitatsmarker angesehen werden. Er korreliert mit dem Score of
Atopic Dermatitis (SCORAD) der AD, auf welchen in Punkt 2.2.1 noch genauer
eingegangen wird (Raap et al., 2008, Sonkoly et al., 2006, Raap et al., 2012, Raap et
al., 2011). Das proinflammatorische Zytokin Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a tragt
auch zu der Storung der epidermalen Barriere bei. Es fuhrt zusammen mit IL-4, IL-13
und IL-31 zu einer Spongiose der Haut, einer durch Lymphozyten getriggerten
Odembildung zwischen den Keratinozyten. Verstarkt wird dies zusatzlich durch die
Sekretion von TSLP durch Keratinozyten. Einen weiteren Einfluss auf die Storung
der epidermalen Barriere hat TNF-q, indem es eine Reduktion von freien Fettsauren
und Ceramiden in der Epidermis induziert (Danso et al., 2014). Eine Ubersicht der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Interleukine mit deren Wirkung und

sezernierenden Zellen ist in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1: Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Zytokine und deren sezernierende Zellen
und Wirkung in Bezug auf das Immunsystem und die epidermale Barriere. In Anlehnung an
eine Abbildung (Félster-Holst, 2011) mit TH-Zellen = T-Helfer-Zellen, IL = Interleukin, TNF =

Tumor Nekrose Faktor.

Zytokin Sekretion von Wirkung

IL-4 TH-2-Zellen, Mastzellen IgE-Isotopenwechsel,
Stimulation B- und T-Zellen,
Forderung der TH-2-Pra-

dominanz
IL-5 TH-2-Zellen, Mastzellen, Differenzierung von
Eosinophile Basophilen, Reifung und

Aktivierung von

Eosinophilen
IL-13 TH-Zellen, Eosinophile, IgE-Isotopenwechsel,
Monozyten Forderung TH-2-

Pradominanz

IL-31 TH-Zellen Auslosen von Juckreiz,
Freisetzung proinflammato-

rischer Zytokine

TNF-a Mastzellen Spongiose, Reduktion von
freien Fettsduren und
Ceramiden, Induktion von

Apoptose

Man unterscheidet bei der AD zwischen einem extrinsischen und intrinsischen Typ.
Der extrinsische ,allergische” Typ liegt bei 80-90 % der Patienten mit AD vor und
umfasst einen erhohten IgE-Spiegel (IgE > 200 kU/L), spezifische IgE-Antikorper und
weitere atopische Erkrankungen.

Der intrinsische ,nicht-allergische” Typ zeichnet sich durch einen IgE < 200kU/L und
Fehlen von spezifischen Antikorpern und Fehlen von weiterer atopischen
Erkrankungen aus (Folster-Holst et al., 2006).

In Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-5 und IL-13 beim
extrinsischen Typ hoher als beim intrinsischen Typ ist. IL-13 fuhrt zu einer erhohten

Expression von IgE in B-Zellen (Akdis et al., 1999).



Neben dem Gesamt-IgE liegt meist auch ein erhohtes spezifisches IgE vor. Hier
werden das inhalative IgE und das nutritive IgE unterschieden. Das erhohte
inhalative IgE ist assoziiert mit Rhinokonjunktivitis und Asthma bronchiale allergicum.
Es liegt eine erhohte Sensibilisierungsrate bei Patienten mit AD vor und die
Exposition des Allergens kann zu einem Schub der AD fuhren (Folster-Holst et al.,
2015). Eine Allergenkarrenz fuhrt zu einer Besserung der AD (Samochocki et al.,
2007, Folster-Holst et al., 2006).

33 % der Kinder mit mittelschwerer und schwerer AD weisen eine
Nahrungsmittelallergie v.a. mit Allergenen von Kuhmilch, Huhnereiweil3, Fisch, Soja,
Nussen, Erdnussen und Weizen auf (Folster-Holst, 2011). Bei 67 % der Kinder unter
zwei Jahren kommt es zu einer Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene
jedoch nur in unter zehn Prozent zu einer klinischen Allergie (Eller et al., 2009,
Weidinger and Novak, 2016).

Uber die Ausschiittung von Zytokinen beeinflussen auch Mastzellen die
Pathogenese der AD. Die Mastzelldichte kann Uber die Mast Cell Tryptase (MCT)
gemessen werden. Die MCT wird bei der Degranulation von Mastzellen
ausgeschuttet und ist ein Marker fur die Aktivierung von Mastzellen (Payne and Kam,
2004). Studien zeigen eine erhohte Mastzelldichte in der Haut von Patienten mit AD
(Guerra Junior et al., 1995, Horsmanheimo et al., 1994, Barata et al., 1998).
Allerdings korreliert die gemessene Dichte nicht mit dem Schweregrad der
Erkrankung (Damsgaard et al., 1997). Laut der Forschungsgruppe Amon et. al sind
im Blut von Patienten mit AD keine erhohten Mastzellmediatoren wie Histamin, MCT

und Prostaglandin D2 zu finden (Amon et al., 1994).
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1.2.4.4 Die Rolle des Mikrobioms

Als humanes Mikrobiom ist die Gesamtheit aller den Korper besiedelnder
Mikroorganismen und deren genetischen Elementen und Interaktionen definiert
(Huang et al., 2017). Dies spielt eine besondere Bedeutung bei Organen der
Grenzflachen, die im direkten Kontakt mit der Umwelt stehen, wie z.B. der Darm und
die Haut. Eine Hypothese bezuglich der zunehmenden Inzidenz der AD in westlichen
Landern ist, dass die zunehmende Hygiene zu einer Abnahme der Stimulation des
Immunsystems fuhrt und so zu einer Dysregulation des Immunsystems mit Zunahme
von Erkrankungen allergischer Genese (Geoghegan et al., 2018). Laut der ,Hygiene
Hypothese® des Epidemiologen David Strachan kommt es bei Kindern, die in frihen
Jahren im Alltag wenig mit Erregern in Kontakt gekommen sind, zu gehauften
Immunantworten auf harmlose Antigene im spateren Verlauf. Eine verminderte
Exposition mit Mikroben in frihen Jahren fuhrt also zu Stérungen des Immunsystems
(Strachan, 1989). Studien zeigen, dass die fruhkindliche Einnahme von Antibiotika
und antimikrobiellen Seifen zu einer verminderten Exposition mit bakteriellen
Antigenen fuhrt und dies als Risikofaktor fur die Entstehung der AD gilt (Powers et
al., 2015).

Die Art der Geburt ist entscheidend fur das Mikrobiom des Neugeborenen. Kinder,
die vaginal auf die Welt kommen, werden mit der vaginalen Flora der Mutter
exponiert. Bei ihnen dominiert der Lactobacillus, Prevotella and Sneathia spp bei der
Besiedelung. Nach einem Kaiserschnitt wird das Kind mit der Hautflora der Mutter
»=angeimpft* mit entsprechendem dominierenden Bakterienspektrum: Staphylococcus,
Corynebacterium und Propionibacterium spp. (Dominguez-Bello et al., 2010).
Wahrend der ersten Jahre differenziert sich das Mikrobiom abhangig von der
anatomischen Lokalisation und physiologischen Bedingung und fuhrt dann zu einer
lang anhaltenden Stabilitdt des individuellen Mikrobioms (Human Microbiome
Project, 2012). Hierbei zeichnet eine grol3e Diversitat ein ausgewogenes Mikrobiom
aus. Studien uber das Mikrobiom des Darms zeigen, dass bei Gesunden folgende
Bakterien im Darm dominieren: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteri,
Verrucomicrobia, Proteobacteria (Huang et al., 2017). In Tabelle 2 sind verschiedene
bei AD untersuchte Bakterien-Spezies mit deren Wirkung auf die AD dargestellt.
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Tabelle 2: Bakterien mit deren Wirkung auf die AD, angelehnt an (Huang et al., 2017).

Bakterium Effekt auf AD
Staphylococcus epidermidis Protektiv
Staphylococcus hominis Protektiv
Staphylococcus aureus Risikofaktor
Steptococcen Gruppe A Risikofaktor

Wie schon beschrieben gibt es Zusammenhange zwischen dem Mikrobiom und dem
Immunsystem. In Versuchen mit Mausen konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass die Einnahme von Antibiotika in den ersten Lebensjahren die Entstehung einer
AD fordert, indem es zu einer TH-2-Pradominanz kommt (Oyama N, 2001).

Die Haut ist physiologisch von vielen verschiedenen Keimen besat. Die Mikrobionten
der Haut spielen eine wichtige Rolle bei der Homdostase, indem sie beispielsweise
das pathologische Wachstum von Staphylococcus aureus verhindern (Powers et al.,
2015). Bei der AD ist die Diversitat des Haut-Mikrobioms vermindert (Geoghegan et
al., 2018).

Staphylococcus aureus kann Uber verschiedene Mechanismen die AD triggern und
die kutane Besiedelung korreliert mit dem Schweregrad der AD (Gong et al., 2006).
Staphylococcus aureus induziert beispielsweise die IL-31 Expression in der Haut,
stimuliert Mastzellen, schadigt Keratinozyten Uber Toxine. Zudem stimulieren
sezernierte Enterotoxine als Superantigene T- und B-Zellen. Proteasen des
Staphylococcus aureus zerstoren die epidermale Barriere (Geoghegan et al., 2018,

Folster-Holst, 2011), was klinisch zur Exazerbation der AD fuhrt.

1.2.5 Therapie der Atopischen Dermatitis

Die Atopische Dermatitis (AD) kann bis heute nicht geheilt, jedoch deutlich gebessert
werden. Patienten werden aufgeklart, bekannte Ausloser zu meiden und maoglichst
nicht an den betroffenen Stellen zu kratzen.

Die Therapie der AD wird laut Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF) in vier Stufen eingeteilt. Hierbei stellt
die erste Stufe die Basistherapie mit regelmafliger Hautpflege durch Emollientien
dar. Dies starkt die epidermale Barriere, indem die Haut mit exogenen Lipiden

versorgt wird und der Wasserverlust durch Bildung einer okklusiven Schicht
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vermindert wird. Zusatzliche Stoffe wie Urea und Glycerine kbnnen zu zusatzlicher
Wasserbindung im Stratum corneum fuhren (Weidinger and Novak, 2016, Folster-
Holst, 2011). Zur Basistherapie gehoren auch die Patientenschulung und das Meiden
von bekannten Provokationsfaktoren wie z.B. bestimmte Nahrungsmittel sowie
inhalative Allergene. Auch das Vermeiden von unspezifischen Faktoren wie direkter
Kontakt mit Wolle in Kleidung, extremen Temperaturen und Stress wirkt sich positiv
auf die AD aus (Langan et al., 2009, Langan and Williams, 2006).

Die zweite Stufe bei leichtem Ekzem stellt die zusatzliche topische Therapie dar, bei
der in Abhangigkeit vom Alter Kortikosteroide der Klasse I-lll, Antiseptika,
Antipruriginosa und / oder Calcineurininhibitoren eingesetzt werden. Kortikosteroide
wirken immunsuppressiv, antiinflammatorisch, antiproliferativ und vasokonstriktiv.
Topische Calcineurininhibitoren (Tacrolimus, Pimecrolimus) hemmen die Sekretion
der T-Zellen von proinflammatorischen Zytokinen.

Die dritte Therapiestufe bei mittelschwerem Ekzem beinhaltet die topische
Anwendung von Kortikosteroiden Klasse |1l und Il und/ oder topische
Calcineurininhibitoren oder Biologika wie Dupilumab.

Bei schweren Verlaufen der AD stehen als vierte Stufe systemische
Immunsuppressiva wie z.B. Ciclosporin zur Verfugung.

Aktuelle Studien zeigen zudem positive Therapieeffekte bei der Behandlung der AD
mit Biologicals wie z.B. dem IL-13-Antikorper Lebrikizumab und Tralokinumab und
dem IL-31-Rezeptor-Antikoper Nemolizumab (Simpson et al., 2018, Nguyen et al.,
2019).

Bei allen genannten medikamentosen Therapien mussen die Nebenwirkungen
beachtet werden und das Ansprechen der Therapie durch regelmalige
Kontrolltermine Uberpruft werden.

Parallel zu der beschriebenen Stufentherapie kommen adjuvante Therapieansatze
zum Einsatz wie UV-Therapie, systemische Antibiotika bei strark ausgepragter
Impetiginisierung und Psychotherapie bei starker psychischer Belastung (Folster-
Holst, 2011).
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1.3 Prurigo Nodularis

Die Prurigo nodularis (PN; auch PN Hyde, Prurigo simplex chronica und Lichen
obtusus corneus) ist eine chronische entzundliche Hauterkrankung, die erstmals von
Hyde 1909 beschrieben wurde. Die PN kann primar auf entzindlicher oder nicht-
entzindlicher Haut entstehen und fuhrt zu massivem Juckreiz. Die genauen
Ursachen der PN sind noch nicht ausreichend untersucht und auch die
Therapieoptionen unspezifisch. Im Folgenden werden verschiedene Einflussfaktoren

vorgestellt.

1.3.1 Epidemiologie und Risikofaktoren der Prurigo Nodularis

Die Inzidenz der Prurigo Nodularis (PN) ist nicht bekannt. Am haufigsten wird sie im
60. Lebensjahrzehnt beobachtet. Sie kann aber auch schon in jungeren Jahren
auftreten. (Accioly-Filho et al., 2000). Frauen sind haufiger betroffen (Werner et al.,
2002).

In verschiedenen Veroffentlichungen und Fallstudien werden Zusammenhange
zwischen PN und der Einnahme von Medikamenten, Schwangerschaft und
metabolischen, infektiologischen, neurologischen und fokalen Erkrankungen
hergestellt (Eigelshoven, 2009). Payne et al. sehen beispielsweise eine Anamie,
Leber- und Nierenerkrankungen als mogliche Ursachen fur die PN (Payne et al.,
1985a, Berger et al., 1995, Fina et al., 1991). Auch der Zusammenhang zwischen PN
und einer Glutenenteropathie wird mehrfach beschrieben (McKenzie et al., 1976,
Suarez et al., 1984). Hierbei wurde beobachtet, dass sich die PN-Symptomatik nach
Einhalten einer glutenfreien Diat bessert (McKenzie et al., 1976, Suarez et al., 1984).
Als Einflussfaktor beschrieben wurden auch psychische Einflisse wie z.B. Stress.
Diese Einflusse sind allerdings schwer quantifizierbar (Accioly-Filho et al., 2000,
Schneider et al., 2006).

1.3.2 Klinik, Verlauf und Diagnostik der Prurigo Nodularis

Das klinische Bild der Prurigo Nodularis (PN) aufert sich durch multiple Knoten,
welche sich hart und gerotet darstellen. Die Oberflache der Knoten ist oft rau und
betragt im Durchmesser ein bis drei Zentimeter (cm), z.T. finden sich lichenifizierte
Plaques. Hauptsachlich sind die Streckseiten der Extremitaten betroffen. Aber auch

an anderen Korperstellen konnen Charakteristika der PN zu finden sein. Meist sind
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an den Korperstellen, die nicht mit den Handen erreicht werden kdénnen, keine
Hautlasionen zu finden. Die Hand- und FuRinnenflachen und Schleimhaute bleiben
frei. Typischerweise sind die Lasionen symmetrisch verteilt und als
hyperkeratotische, erosive Papeln oder Knoten beschrieben (Schedel F, 2014).
Sekundar entwickeln sich durch extensives Kratzen oft Exkoriationen, Ulzerationen
und hamorrhagische Krusten.

Das Hauptsymptom der PN ist das von den Knoten ausgehende Hautjucken,
welches in der Starke den Alltag und v.a. den Schlaf der Patienten stark
beeintrachtigen kann. Durch das Kratzen imponieren die Knoten oft krustig oder
blutig. Offene Hautlasionen koénnen sich mit Bakterien superinfizieren. Nach
Abheilung bleiben haufig Narben.

Diskutiert wird heutzutage, ob es sich bei der PN anstelle einer eigenen Entitat um
eine sekundare Veranderung als kratzinduzierte Reaktion handelt (Eigelshoven,
2009) und als klinisches Bild eines chronischen Pruritus gesehen werden kann
(Vaidya and Schwartz, 2008). Andere Autoren unterscheiden zwischen zwei Typen
der PN: die Atopie-assoziierte PN (auch ,early-onset atopic®), die 50 % der Patienten
betrifft und meist bei jingeren Patienten (Durchschnittsalter der Erstmanifestation: 19
Jahre) auftritt und die nicht-atopische PN (auch ,late-onset non-atopic®), die v.a. bei
alteren Patienten (Durchschnittsalter der Erstmanifestation: 48 Jahre) vorkommt und
nicht im Zusammenhang mit Umweltallergenen steht (Tanaka et al., 1995, Zeidler et
al., 2018, Eigelshoven, 2009).

Die Diagnose wird klinisch gestellt (Accioly-Filho et al., 2000). Zur Absicherung
konnen Hautbiopsien entnommen und untersucht werden. Wichtig bei der Diagnostik

ist die umfangreiche Abklarung der moglichen Ursachen.

1.3.3 Atiopathogenese der Prurigo Nodularis

Die zugrunde liegende Pathophysiologie der Prurigo Nodularis (PN) ist weitgehend
unbekannt (Accioly-Filho et al., 2000). Nach heutigem Verstandnis entsteht die PN
durch eine Kaskade, die durch massiven Juckreiz ausgelost wird. Es kommt in Folge
durch das Kratzen zum klinischen Erscheinungsbild der PN, indem es zu
Rekrutierung von Immunzellen, wie z.B. Lymphozyten kommt ebenso zur
Proliferation der Keratinozyten und zu einer reaktiven Vermehrung von kollagenem

Bindegewebe sowie Aktivierung von peripheren sensorischen Neuronen
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(Eigelshoven, 2009, Vaidya and Schwartz, 2008). Es gibt mehrere Ansatze, um die
genaueren Ursachen der Erkrankung zu erklaren, auf welche im Folgenden

eingegangen wird. Genetische Faktoren sind bis heute nicht bekannt.

1.3.3.1 Die Rolle der epidermalen Barriere

Die Untersuchungen von Patienten mit PN zeigen Auffalligkeiten in der Histologie der
Iasionalen Haut, was Einfluss auf die epidermale Barriere hat. Beschrieben wurden
Hyperkeratosen, Akanthose, fokale Parakeratose, Hypergranulose und vermehrte
Infiltrate mit Lymphozyten und Makrophagen an betroffenen Hautlasionen sowie
Papillomatosen und unregelmalige Proliferation der Epidermis (Wong and
MacDonald, 1982, Jorizzo et al., 1981, Weigelt et al., 2010). Auf einen
Differenzierungsdefekt als Ursache der PN schlie3en Juhlin et al.. Die Arbeitsgruppe
zeigt, dass Keratinozyten betroffener Hautareale bei PN-Patienten weniger Loricrin

exprimieren und somit weniger differenziert sind (Juhlin et al., 1992).

1.3.3.2 Die Rolle des Immunsystems

In der Dermis von PN-Lasionen wurden spezifische Infiltrate von Makrophagen,
Lymphozyten, Mastzellen, DCs und Eosinophilen beschrieben (Wong and
MacDonald, 1982, Jorizzo et al., 1981, Weigelt et al., 2010, Eigelshoven, 2009). Wie
es ursachlich zu diesen Infiltraten kommt, ist noch nicht geklart. Moglicherweise
fuhren entzundungsférdernde Zytokine wie IL-1 und TNF-a, die nach mechanischem
Kratzreiz ausgeschuttet werden, zur kaskadenartigen Aktivierung weiterer Zytokine
aus Keratinozyten und Zellen des Immunsystems (Eigelshoven, 2009). Bei der PN
spielen, wie bei der AD, die TH-2-Zellen eine entscheidende Rolle (Fukushi et al.,
2011).

Wie schon in Kapitel 1.2.4.3 beschrieben, spielt IL-31 eine Rolle bei der Entstehung
von Juckreiz. Es konnte gezeigt werden, dass in der Haut von Patienten mit PN,
verglichen mit der Atopischen Dermatitis (AD) eine hohere IL-31 Expression vorliegt,
was den massiven Juckreiz dieser Erkrankung erklart. Im Vergleich zum
Hautgesunden liegt bei der PN sogar eine 50fache Erhohung der IL-31 Expression
vor (Sonkoly et al., 2006). Da auch bakterielle Superantigene, wie in Kapitel 1.2.4.4
beschrieben, zur Aktivierung von IL-31 fuhren konnen, ist die Analyse des

Hautmikrobioms bei PN ein interessanter Ansatz.
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1.3.3.3 Die Rolle der neuronalen Dysregulation

Untersuchungen der Nervenfasern der Haut an lasionalen Stellen der PN ergaben
eine erhohte Expression von Substanz P und Calcitonin-gene-related protein
(CGRP). Als starke Histaminfreisetzer konnen sie beide direkt oder indirekt zu
starkem Juckreiz der Haut fuhren und im Zusammenhang mit neurogenen
Entzindungen, allergischen und entzindlichen Hautprozessen stehen (Vaalasti et
al., 1989). In weiteren Verodffentlichungen wird eine erhdhte Anzahl an Nerven,
gemessen uber das S-100 Protein, in der Dermis von PN-Patienten beschrieben.
Auch dieser Befund fuhrt zur Annahme, dass die Erkrankung eine neurokutane
Komponente hat (Harris et al., 1992). Weitere Studien zeigen Zusammenhange
zwischen der PN und Neuropathien (Schuhknecht et al., 2011). Dies wurde das gute
Ansprechen auf Gabapentin bei einigen PN-Patienten erklaren (Dereli et al., 2008,
Gencoglan et al., 2010).

1.3.4 Therapie der Prurigo Nodularis

Aufgrund der hohen Refraktaritat der Therapie ist die Behandlung der Prurigo
Nodularis (PN) aufwendig. Die Therapie ist bis heute unspezifisch und die
Erkrankung kann nicht geheilt werden. Patienten werden aufgeklart, moglichst nicht
an den betroffenen Stellen zu kratzen und zu reiben, um eine Verstarkung des
Juckreizes und Infektionen zu verhindern. Da die Ursache der PN kaum erforscht ist,
wird meist ein multimodales Therapiekonzept angewendet und es bedarf einer
engmaschigen Betreuung des Patienten. Es fehlen randomisierte klinische Studien
zur leitliniengerechten Behandlung von PN. Viele Medikamente werden deshalb Off-
Label verschrieben (Eigelshoven, 2009).

Um die Entzindung zu reduzieren, kommen bei der PN medikamentos haufig
topische Kortikosteroide zum Einsatz. Auch orale Antihistaminika kdnnen den
Juckreiz zu mindern. Eine weitere unspezifische Therapieoption ist topisches
Capsaicin. Klinisch eingesetzt wird auch die Therapie mit UV-Licht oder die
Kryotherapie. Diese Therapieansatze konnen die Anzahl der Knoten vermindern und
das Auftreten neuer Knoten und somit den Juckreiz reduzieren. In schweren Fallen
kommen systemische Therapien in Frage. Verabreicht werden z.B. Trizyklische

Antidepressiva, Antikonvulsiva bei neuropathischen Schmerzen und Juckreiz oder
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Naltrexon. Immunsuppressiv wirken systemische Kortikosteroide, Ciclosporin und
Azathioptin. Thalidomid wird nur unter strenger Indikation verabreicht, da es
embryotoxisch ist. Eine Verkleinerung der Knoten wird auch durch systemische
Retinoide wie Acitretin oder Isotretinoin erzielt. Bei Superinfektionen der Haut
kommen Antibiotika zum Einsatz. Studien zeigen zudem die antipuritische
Wirksamkeit von Aprepitant, das als Neurokinin-1-Rezeptor Antagonist die Bindung
von Substanz P an den genannten Rezeptor blockiert (Lotts and Stander, 2014).
Aktuelle Studien zeigen Erfolge bei der Behandlung des Juckreizes mit Dupilumab,
einem Antikorper gegen den IL-4 Rezeptor (Tanis et al., 2019). Neue Ansatzpunkte
fur eine spezifische Therapie sind das langfristige Ziel dieser Doktorarbeit.

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Mit einer Pravalenz von 10-20 % der Kinder und 2-10 % der Erwachsenen ist die
Atopische Dermatitis (AD) eine haufige Hauterkrankung (llli et al., 2004, Worm et al.,
2006). Sie gehort zum Formenkreis der atopischen Erkrankungen, welche als
multifaktorielle Erkrankung durch komplexe Wechselwirkungen zwischen Umwelt und
Organismus charakterisiert sind (Leung and Bieber, 2003). Es gibt verschiedene
klinische Manifestationen der AD wie z.B. die klassische AD und die AD-assoziierte
Prurigo Nodularis (PN). Allen gemeinsam ist ein starker Pruritus, der die
Lebensqualitat der Patienten stark einschrankt (Beltrani, 1999a).

Das klinische Bild der Prurigo Nodularis (PN) aufBert sich durch stark juckende
Knoten und Papeln der Haut, hauptsachlich an den Streckseiten der Extremitaten
(Accioly-Filho et al., 2000). Neben dem Zusammenhang mit der AD wird die PN auch
mit anderen Erkrankungen assoziiert beschrieben (lijima, 1951, Payne et al., 1985b,
McKenzie et al., 1976, Suarez et al., 1984, Fina et al., 1991, Berger et al., 1995). Die
Ursachen, Zusammenhange und Unterschiede zwischen der klassischen AD, der
atopischen PN und der nicht-atopischen PN sind weitgehend unbekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, anamnestische, klinische, physikalische, immunologische,
bakteriologische  und  molekulargenetische = Charakteristika  der  beiden
Erscheinungsformen der AD und der nicht-atopischen PN herauszuarbeiten. Hierfur
wurden neben einer detaillierten Anamnese die dermatologische Untersuchung des
Hautstatus, physikalische = Hautmessungen (Hydratation, Transepidermaler

Wasserverlust), immunologische Untersuchungen des Blutes, histologische und
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immunhistochemische Untersuchungen von Hautbiopsien, Untersuchungen des
Mikrobioms (kutan, Stuhl) und Mutationsanalysen (Filaggrin) vorgenommen.

Als Pilotstudie sollten in dieser Arbeit neue Erkenntnisse gewonnen werden, die ein
spezifischeres Therapiekonzept, das an die Pathogenese der Erkrankung angepasst

ist, zulasst.
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Il. Material und Methoden

2.1 Studie
2.1.1 Studiendesign

Bei der durchgefuhrten Pilotstudie handelt es sich sowohl um eine prospektive, nicht
interventionelle klinische Studie, welche im Zeitraum Oktober 2014 bis August 2017
in der Neurodermitis-Ambulanz der Universitatshautklinik Kiel stattfand. Far die
Studie wurden die Patienten und hautgesunden Kontrollen jeweils einmal in der

Ambulanz vorstellig.

2.1.2 Studienpopulation

Die Studienpopulation umfasste neun Patienten mit klassischer Atopischer Dermatitis
(AD) (78 % weibliche Studienteilnehmer, Alter-Mittelwert: 33 Jahre), neun Patienten
mit nicht-atopischer Prurigo Nodularis (PN) (67 % weibliche Studienteilnehmer, Alter-
Mittelwert: 51 Jahre), sieben Patienten mit atopischer Prurigo Nodularis (APN) (71 %
weibliche Studienteilnehmer, Alter-Mittelwert: 40 Jahre) und 10 hautgesunde
Kontrollen (60 % weibliche Studienteilnehmer, Alter-Mittelwert: 27 Jahre). Die
Patienten wurden Uber Aushange in der Universitatsklinik Kiel, Uber die ambulante
Sprechstunde und stationare Behandlung der Universitatshautklinik Kiel rekrutiert.
Die Altersspanne der weiblichen und mannlichen Studienteilnehmer/-innen lag
zwischen 18 und 60 Jahren. Finanziell wurde die Teilnahme an der Studie mit 50

Euro Aufwandsentschadigung vergutet.

2.1.3 Studienablauf

2.1.3.1 Einverstandniserklarung, Aufklarung und Vorbereitung

Nachdem der Antrag der Studie durch die Ethikkommission bewilligt wurde, wurden
die Patienten rekrutiert und kontaktiert. Die Patienten wurden ausfuhrlich aufgeklart
und unterzeichneten jeweils zwei Exemplare der Einverstandniserklarung, ein
Exemplar fur die Unterlagen der Universitatsklinik und eines fur den Patienten.

Die Patienten wurden gebeten, Medikation wie Kortikosteroide, Calcineurin-
inhibitoren und Antihistaminika mindestens sieben Tage vor der Untersuchung
abzusetzen, die Pflegesubstanzen sollten an dem Tag der Vorstellung morgens nicht

mehr angewendet werden. Zudem wurden die Patienten gebeten, innerhalb von 24
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Stunden vor der Untersuchung und Biopsieentnahme nicht zu duschen. Die
Rekrutierung von PN- und APN-Patienten stellte sich schwierig dar. Aus diesem
Grund wurden auch Patienten mit systemischer immunsuppressiver Therapie und
topischer Glukokortikoidtherapie mit in die Studie aufgenommen.

Den Patienten wurden drei Wochen vor Untersuchungstermin postalisch ein
Stuhlproben-Kit mit einem Stuhlrdhrchen mit und einem ohne Stabilisator mit
detaillierten schriftichen Hinweisen zur Entnahme der Probe zugesandt. Die
Stuhlproben  wurden von den Patienten innerhalb 24 Stunden vor
Untersuchungstermin entnommen und zum Termin mitgebracht. Die Proben wurden
bei -80°C gelagert.

2.1.3.2 Anamnese und klinische Beurteilung

Am Untersuchungstermin wurde eine umfangreiche Anamnese und klinische
Untersuchung einschlielllich des Schweregrades der Hauterkrankung (Severity
Scoring of Atopic Dermatitis, SCORAD und Objective Component Of SCORAD
,OSCORAD) durchgefuhrt. Die subjektiven Symptome Juckreiz und Schlaglosigkeit
wurden anhand einer visuellen Analogskala (Visual Analog Scale, VAS) erhoben.
Das Ausmal} der Hautmanifestation bzw. Hautstatus wurde zudem subjektiv in vier
Kategorien eingeordnet: gut/ leicht betroffen/ mittelgradig betroffen/ stark betroffen.
Zur Erfassung des Atopie-Status wurde das Vorliegen von allergischer Rhinitis,
Allergien, Asthma, die Familienanamnese und anderen Ekzemerkrankungen erfragt.
Auch der Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens der Hauterkrankung wurde erfasst.
Ferner wurden weitere Vor- und Begleiterkrankungen, aktuelle Medikation und
Vormedikation der letzten Jahre dokumentiert. Die Anamnese beinhaltete zudem
weitere Fragen wie den Kontakt zu Haustieren und Raucheranamnese. Zusatzlich
fullten die Patienten standardisierte Fragebogen zur Lebensqualitat und zum Thema
Ernahrung und Verdauung aus, welche die Einnahme von Antibiotika und Probiotika
innerhalb der letzten sechs Monate erfasste sowie das Vorhandensein von chronisch

entzundlichen Darmerkrankungen und Besonderheiten der Ernahrung.
2.1.3.3 Probenentnahme und Messungen

Alle Untersuchungen und Probeentnahmen erfolgten jeweils an einer lasionalen und

nicht-lasionalen Lokalisation der Haut in moglichst direkter Umgebung. Bei den
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hautgesunden Kontrollen wurden die physikalischen Hautuntersuchungen und
Entnahme der Hautbiopsie nur an einer Lokalisation vorgenommen. Um eine
Standardisierung zu erreichen, wurden die Untersuchungen der Patienten und der
Kontrollpersonen an der unteren Extremitat vorgenommen. Waren bei den Patienten
die Beine nicht betroffen, wurden die Untersuchungen jeweils am Arm oder Rucken
durchgefuhrt. Abbildung 2 zeigt die Untersuchungslokalisation der vier
verschiedenen Gruppen in Prozent, Iasional und nicht-lasional.

Zuerst wurden die physikalischen Messungen der Haut-Hydratation und des
Transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) vorgenommen. Darauf folgte der
mikrobiologische Hautabstrich (Skin Swab). Es wurde flr eine transmissions-
elektronenmikroskopische Untersuchung ein Hautabriss durchgefuhrt, welcher Teil
einer assoziierten Dissertation ist. Die Blutenthahme schloss sich an und
abschlieend wurde in Lokalanasthesie die Hautbiopsie entnommen. Die
mitgebrachte Stuhlprobe wurde eingefroren, die Hautprobe fur die histologische und
immunhistochemische  Untersuchung in  Formalin  fixiert.  Details der

Weiterverarbeitung werden im Kapitel 2.2 erlautert.

Abbildung 2: Nicht-Lasionale
(NL) und Lasionale (L)

Untersuchungslokalisation in

UntersuchungslokalisationenNLund L

Riicken, NL
Arm, NL 558§
Bein, NL SSSSsniEEE
Riicken, L R
Arm,L  SSSR85R
Bein,L  ENEEE
(HEESOTN R R R

200% 250% 300%

% im Vergleich der

verschiedenen Gruppen mit

AD = Atopische Dermatitis;
PN = Prurigo Nodularis; APN
= Atopische PN; K=

hautgesunde Kontrolle

2AD EPN #APN mK

2.2 Methodik

Chemikalien, Materialien und Antikorper, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet

wurden, werden im Abschnitt der jeweiligen Methode genannt. Detaillierte
Informationen zu den Herstellern und den Zusammensetzungen befinden sich im

Anhang.
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2.2.1 Klinische Beurteilung

Die klinische Beurteilung des Schweregrad der Atopischen Dermatitis (AD) erfolgte
uber den Scoring of Atopic Dermatitis (SCORAD). Der SCORAD wird klinisch
verwendet, um den Schweregrad und die objektiven Parameter wie Intensitat und
Ausdehnung und die subjektiven Parameter wie Juckreiz und Schlaflosigkeit zu
bestimmen und uUber eine Formel zu berechnen (Folster-Holst, 2011). Auch die
Prurigo Nodularis (PN) wurde Uber diesen Score erfasst, um die Beurteilung zu
vereinheitlichen.

Der SCORAD umfasst sechs Merkmale der AD wie das Erythem, die Infiltration, die
Krusten, die Kratzartefakte, die Lichenifikation und die Trockenheit nicht befallener
Haut. Es werden jeweils Punkte auf einer Skala von null bis drei vergeben (mit null =
nicht vorhanden, eins = mild, zwei = moderat, drei = schwer). Subjektive Merkmale

wie Schlaflosigkeit und taglicher Juckreiz werden miteinbezogen.

Die Formel zum Berechnen des SCORADS lautet:

A = Ausmal} (0 -100 Punkten)
B = Intensitat (0 - 18 Punkten)
C = Subjektive Symptome (0 - 20 Punkten)

A5+ 7B/2+C

Maximal konnen 103 Punkte erreicht werden.
Der Objective Component Of SCORAD (OSCORAD) umfasst das Ausmal und die

Intensitat mit der Formel:

A = Ausmal} (0 -100 Punkten)
A5 +7B/2 B = Intensitét (0 - 18 Punkten)

Der maximale Wert des OSCORAD betragt 83 Punkte.

Zur Gesamtbeurteilung wurde der Anteil der betroffenen Hautoberflache in %
dokumentiert und die subjektive Empfindung von Juckreiz anhand der Visual Analog
Scale (VAS) mit 0 = kein Juckreiz bis 10 = maximaler Juckreiz angegeben. Die
Beurteilung des SCORADS wurde von Arzten der Neurodermitis Sprechstunde

vorgenommen.
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2.2.2 Biophysikalische Messungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die individuelle Barrierefunktion der Epidermis Uber
Messungen der Hydratation der Haut mittels Corneometer® sowie des
Transepidermale Wasserverlusts (TEWL) mittels Tewameter® durchgefuhrt.

2.2.2.1 Das Corneometer®

Die Hydratation der Haut wurde mittels Corneometer® CM 825 (Fa.
Courage+Khazaka Electronic GmbH, Koéln) gemessen. Die Funktion des Gerates
basiert auf einer kapazitativen Messmethode durch ein dielektisches Medium. Die
Eindringtiefe des Gerats betragt 10 - 20 ym, also im Bereich des Stratum corneums.
Die geringe Tiefe verhindert die Beeinflussung der Werte durch tiefer gelegene
Strukturen wie z.B. Blutgefale. Es werden durch das Corneometer® CM 825
Veranderungen des Wassergehaltes des Stratum corneums durch die Anderung der
Dielektrizitatskonstanten detektiert (Fischer et al., 2001).

Die Sonde des Corneometers® umfasst ein Messvolumen von 49 mm?. Sie wurde
mit leichtem Druck von ca. 1,0 N auf die Haut des Patienten aufgebracht, dadurch
wurde ein elektrisches Streufeld erzeugt. Es wurde die Kapazitatsanderung,
abhangig vom Wassergehalt des Stratum corneums, bei einer Messfrequenz von ca.
1,0 MHz gemessen.

Die Messgenauigkeit des Corneometer® liegt bei + 3 % (Gebrauchsanweisung
Corneometer® CM 825, Fa.Courage und Khazaka, Koln, http://www.courage-
khazaka.de). Die Einsatzbedingungen des Corneometers® CM 825 liegt bei einer
Raumtemperatur von 10 - 40°C und einer Luftfeuchtigkeit von 30 - 70 %. Die
Messergebnisse liegen im Bereich von 0 bis 130 und sind als relativer Wert
dimensionslos (mit 0 = kein Wasser und 130 = nur Wasser). Die Referenzwerte der
Hydratation an verschiedenen Hautlokalisationen unter normalen Raumbedingungen
(20°C und 40 - 60 % Luftfeuchtigkeit) sind in Tabelle 3 angegeben. Durch
Veranderung der Temperatur und der Raumfeuchtigkeit kann es zu Abweichungen

der Messwerte kommen.
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Tabelle 3: Referenzwerte der Hydratation unter normalen Raumbedingungen (20°C und 40 -
60 % Luftfeuchtigkeit), dimensionslos, modifiziert aus der Gebrauchsanweisung
Corneometer® CM 825 der Fa.Courage+ Khazaka, Kéin

Stirn, T-Zone, Kopfhaut, Arme, Hand, Ellenbogen,
Wange, Augenlied, Beine
Schilife,
Mundwinkel, Oberkorper,
Riicken, Hals
Sehr trocken <75 <60
Trocken 75 -85 60 -75
Ausreichend feucht > 85 >75
2.2.2.2 Durchfuhrung der Hydratationsmessung
Die Messungen der Hydratation wurden unter moglichst konstanten

Raumbedingungen durchgefuhrt, um die Vergleichbarkeit der Werte innerhalb der
Gruppen zu gewahrleisten. Die Raumtemperatur betrug 23 + 2°C, die Luftfeuchtigkeit
44 % + 2 %. Um moglichst exakte Werte zu erhalten, wurden die Messareale der
Patienten unbedeckt fur ca. 10 min akklimatisiert. Zudem wurden die
Luftbewegungen sowie direkte Warmestrahlung moglichst minimiert.

Fur die Messung wurde die Sonde des Corneometers® senkrecht auf die Haut
aufgesetzt und ein leichter Druck fur ein bis zwei Sekunden ausgeulbt. Es wurden
jeweils drei Messungen derselben Hautlokalisation durchgefuhrt und der jeweilige

Mittelwert berechnet.

2.2.2.3 Das Tewameter®

Die Messung des Transepidermalen Wasserverlusts (TEWL) wurde mit dem
Tewameter® TM 210 (Fa. Courage+Khazaka Electronic GmbH, KdIn) durchgefuhrt.
Das Prinzip des Tewameter® basiert auf der Messung der Abdunstung der Haut,
welche unter physiologischen Bedingungen konstant stattfindet und zu den normalen
Stoffwechselprozessen der Haut gehort. Ist die Haut bzw. die epidermale Barriere
jedoch beschadigt, kommt es zu einem erhohten Wasserverlust.

Der Aufbau der Sonde des Tewameters® ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Die Sonde ist ein Hohlzylinder und umfasst zwei Sensorenpaare fur
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Temperaturmessung und Feuchtigkeitsmessung in einem offenen Hohlzylinder.

Abbildung 3: Schematische
Darstellung der Sonde des
Sondenkopf Tewameters® TM 210 mit

einem Sensorpaar fir

Temperatursensor Temperatur- und
Feuchtigkeits-messung. Mit

Feuchtigkeitssensor freundlicher Genehmigung

der Fa. Courage+Khazaka,

Legt man die Sonde auf die Haut auf, so tritt das verdunstete Wasser durch den
Hohlzylinder der Sonde. Hierbei wird der Dichtegradient Uber den Sensoren
gemessen und uber einen integrierten Mikroprozessor als transepidermaler
Wasserverlust angegeben. Die gemessene Wasserabdampfrate wird in der Einheit
g/h/mz2 angegeben. Das Gerat gibt also an, wie viel Gramm Wasser pro Stunde und
Quadratmeter von der Haut abgedunstet wird.

Die Tewameter®-Messkammer hat eine Hohe von 2 cm und ein Durchmesser von 1
cm. Messunsicherheiten durch das Tewameter® ergeben sich laut
Gebrauchsanweisungen der Firma bei einer relativen Feuchtigkeit von 30 - 90 % mit
£ 1,5 % und zwischen 10 - 30 % bzw. 90 - 100 % mit + 2,5 %. Bei Messungen des
Wasserverlusts liegen die Messunsicherheiten bei + 0,5 g/h/m? fur RH = 30 % und *
1,0 g/h/m? fur relative Luftfeuchtigkeit < 30 %.

2.2.2.4 Messung des Transepidermalen Wasserverlustes

Wie schon bei der Messung der Hydratation bei Punkt 2.2.2.2 erwahnt, muss auch
die Messung des Transepidermalen Wasserverlusts (TEWL) unter moglichst
konstanten Raumbedingungen durchgefuhrt werden.

Die Raumtemperatur betrug 23 + 1°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 44 % + 2 %.
Auch bei dieser Messung wurden, um moglichst exakte Werte zu erhalten, die
Messareale der Patienten unbedeckt fur ca. 10 Minuten akklimatisiert. Minimiert
wurden sowohl die Luftbewegungen als auch die Warmestrahlung.

FUr die Messung wurde die Sonde des Corneometers® senkrecht auf die Haut
aufgesetzt und ein leichter Druck ausgeubt. Die Messung dauerte an, bis sich ein
stabiler Wert darstellte, was im Durchschnitt ein bis zwei Minuten dauerte. Es wurden
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jeweils drei Messungen an derselben Stelle durchgefuhrt und der jeweilige Mittelwert

berechnet.

2.2.3 Hautbiopsien

Zur immunologischen und histologischen Untersuchung wurden den Patienten
jeweils eine lasionale und nicht-lasionale Hautprobe mittels Stanzbiopsie mit einer
5mm-Einweg-Stanze entnommen. Verwendet wurden Hautbiopsie-Sets mit steril
verpackten Utensilien inklusive Schere, Pinzette, Tupfer, Nadelhalter und
Nahtmaterial. Der entnommene Hautzylinder reichte bis in die Subkutis.

Zur Probeentnahme wurde die Haut vorerst mit Octenisepte desinfiziert und die
Einwirkzeit von 60 Sekunden abgewartet. Im Anschluss wurde die zu biopsierende
Hautstelle mit ca. 0,5 ml des Lokalanasthetikums Xylonest® 1 % (Prilocain mit
Adrenalin 1: 200 000) mit einer Nadel unterspritzt. Die Wirkung der Lokalanasthesie
wurde Uberprift und nach erfolgreicher Anasthesie wurde eine Hautprobe unter
sterilen Bedingungen mittels der Hautbiopsie-Stanze aus der Ziellasion enthommen.
Die Lasion wurde mit einer Einzelknopfnaht mit Ethicon®-Nahtmaterial der Starke 4
genaht.

Nach der Entnahme wurde die Biopsie zweigeteilt und die Halften mit einer Pinzette
vorsichtig, ohne sie zu quetschen, in jeweils einem beschrifteten 1,5 ml Eppendorf
Rohrchen in flussigen Stickstoff getaucht und bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.
Die genahte Lasion wurde mit einem sterilen Leukomed®-Wunderverband
abgedeckt. Die Patienten wurden aufgeklart, sich zur Wundkontrolle und
Fadenentfernung in 8- 10 Tagen bei Ihrem Hausarzt vorzustellen und sich bei

auftretenden Komplikationen umgehend in der Universitatshautklinik Kiel zu melden.

2.2.4 Blutenthahme

Zur Untersuchung verschiedener Parameter im Blut wurde bei den Patienten eine
Blutentnahme durchgefuhrt. Hierfur wurde der Arm des Patienten mit einem Staugurt
gestaut und eine geeignete Vene gewahlt. An der Entnahmestelle wurde die Haut mit
Octenisepte desinfiziert und die Einwirkzeit von 60 Sekunden abgewartet. Mit einem
Safety-Multiflye 21G wurde die Vene punktiert und Blut enthommen.

Abhangig von der Zieluntersuchung wurden fur die Untersuchung der Filaggrin-

Mutation und Zytokin-Messung je ein EDTA-R6hrchen und fur die IgE-Messung ein
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Heparin-Rohrchen abgenommen. Fur die Messung der Zytokine und des IgEs wurde
das Blut nach Abnahme fur jeweils 4300 rpm fur 10 min in der Zentrifuge
Labofuge®200 (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland) zentrifugiert und das Serum in
ein steriles 1,5 ml Eppendorf Rohrchen pipettiert. Die Proben wurden bei -20°C
gelagert.

2.2.5 Filaggrin-Gen-Mutationsanalyse

Die Analyse der Filaggrin-Mutationen R2447, S3247, R501 und S2282del4 erfolgte in
der Abteilung von Prof. Weidinger aus der DNA von Patienten-Blut Uber das

TagMan® Verfahren (Applied Biosystems, Foster City, USA), welches mittels
Polymerase Chain Reaction (PCR). Die Genotypisierung uUber das TagMan®
Verfahren misst Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) in Individuen, indem es
bestimmte SNP-Allele in aufgereinigter Patienten-DNA vervielfaltigt und detektiert.
Die DNA musste hierfur zuerst aus dem EDTA-Blut extrahiert und anschlielend
quantifiziert und analysiert werden. Folgende Schritte werden fur die genannten

Verfahren durchlaufen:
1. DNA-Extraktion aus EDTA-Blut
2. DNA-Verdinnung

3. PCR nach TagMan® Verfahren

Die genaue Durchfuhrung des Verfahrens ist im Anhang dargestellt.

2.2.6 Immunhistochemie

Die Expression von Filaggrin auf Ebene der Epidermis wurde mittels
Immunhistochemie  semiquantitativ.  untersucht. Auch  Komponenten des
Immunsystems wie IL-4, IL-13 und der IL-31 Rezeptor (IL-13R), Thymic Stromal
Lymphopoietin  (TSLP) und die Mast Cell Tryptase (MCT) wurden
immunhistochemisch untersucht und im Hautschnitt dargestellt.

Die Grundlage der immunhistologischen Farbungen ist die spezifische Reaktion
zwischen einem Antigen, z.B. einem Protein auf der Zelloberflache, mit einem

Antikorper. Mittels Immunhistochemie konnen Proteine lokalisiert und im Gewebe
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detektiert werden.

Die Farbungen wurden im Rahmen dieser Arbeit an histologischen Schnitten der
Haut durchgefuhrt. Dafur wurden Hautstanzen fixiert, dunne Schnitte hergestellt und
anschlielfend mithilfe von Antikorpern spezifisch gefarbt und lichtmikroskopisch
beurteilt. Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrte immunhistochemische Farbung
wurde die sogenannte Labelled-Streptavidin-Biotin (LSAB)-Methode benutzt, die
schematisch in Abbildung 5 dargestellt ist.

m Abbildung 5: Schematisches Prinzip der
Biotin-Complex
Labelled-Streptavidin-Biotin (LSAB)-
?it

Methode modifiziert nach Fa.Agilent, Santa
Clara, USA aus Education Guide Pathology

— Immunohistochemical Staining Methods

Gewebsantigen

Fir die LSAB-Methode werden mono- oder polygonale Primar-Antikorper gewahlt,
die das gesuchte Antigen, z.B. Filaggrin, spezifisch binden. Der Sekundar-Antikorper,
auch Bruckenantikorper genannt, ist an das Vitamin Biotin gekoppelt und bindet den
Primar-Antikorper. Streptavidin aus Streptomyces avidinii bindet Biotin wiederum mit
hoher Affinitat und besitzen jeweils vier Biotin-Bindungsstellen. Der Labelled-
Streptavidin-Biotin Komplex ist an eine Peroxidase konjugiert. Durch Zugabe eines
Chromogens kann die gesuchte Struktur durch Spaltung durch das Enzym
Peroxidase farbig dargestellt werden. Somit ist durch das Farbsignal das gesuchte
Antigen lokalisierbar.

Damit dieses Farbsignal spezifisch fur das Antigen ist, werden die physiologisch im
Gewebe vorhandenen Peroxidasen vor der Farbung blockiert. Zudem wird die
unspezifische Bindung der Antikorper an geladenes Kollagen und andere geladene
nicht-spezifische Bestandteile der Haut durch Normalserum blockiert. Das
Normalserum wird vom gleichen Tier gewahlt, von dem der Sekundar-Antikorper
stammt, damit letzterer nicht an Inhalte des Normalserums bindet. Im Rahmen dieser

Arbeit stammt es vom Hasen oder Schwein. Unter dem Lichtmikroskop lasst sich die
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Intensitat des Farbumschlags beurteilen, welcher mit der quantitativen Expression

des Proteins korreliert.

2.2.6.1 Fixierung und Einbettung

Zur Fixierung des Gewebes wurde es in 4%igem Formalin fixiert und durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwassert. AnschlieRend wurden die Praparate mithilfe
des Gewebeinfiltrationsautomaten ASP300 S (Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) in
Paraffinblocken eingebettet. Mit dem Mikrotom Microm® HM355 (Thermo Fisher
scientific, Waltham, USA) wurden 5 ym Gewebsschnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden auf beschichtete Objekttrager SuperFrost® Plus aufgebracht und uber Nacht
bei 37°C getrocknet. Am nachsten Tag wurden die Schnitte Uber eine aufsteigende
Alkoholreine  entparaffiniert und rehydriert. Die detaillieten De- und

Rehydrierungsprotokoll sind im Anhang zu finden.

2.2.6.2 Farbung

Im ersten Schritt der Farbung wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung
durchgefuhrt. FUr die HE-Farbung wurden die Schnitte fur 6 min mit dem Farbstoff
Shandon Gill lll Hematoxylin inkubiert. Anschlielfend wurden die Schnitte fur 10 sek
mit Eisessigwasser (5 ml Eisessig mit 1000 ml Aqua dest.) gewaschen. Fur die
Gegenfarbung wurden die Schnitte fur 1 min in Eosinalkohol (1 g Eosin in 1000 ml
96%igem Alkohol und 10 ml Eisessig) inkubiert. Danach wurden sie fur je 8 sek 1x in
70%igem Alkohol, 2x in 96%igem Alkohol, 3x in 100 % Alkohol, 2 x in 1:1 Alkohol-
Xylol und 5x in Xylol inkubiert. Am Ende wurden die Schnitte mit Eukitt® eingedeckt.
Im zweiten Schritt erfolgte die immunhistochemische Farbung. Hierfir wurden die
Schnitte 5 min mit 3%igem Wasserstoffperoxid inkubiert, um die endogene
Peroxidase im Gewebe zu blockieren. Um durch den Schritt eventuell denaturierte
Proteine wieder in ihre physiologische Raumstruktur zu bringen, der sogenannten
Antigen-Demaskierung, wurden die Schnitte fur je 25 min bei 90°C im Dampfgarer
Multiquick Food Steamer FS 20 (Fa. Braun, Frankfurt, Deutschland) in 10 mM
Citratpuffer bei pH 6,0 gekocht und dann fur 45 min im Puffer abgekunhlt. Die
Zusammensetzung des Citratpuffers ist im Anhang zu finden. Es folgte die Spulung
mit Aqua dest. und eine Inkubation von 5 min in TBS-Puffer (Zusammensetzung im

Anhang).
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Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu verhindern, wurde das Gewebe mit
Tierserum inkubiert. Fur die Farbung mit dem monoklonalen Anti-Mast Cell Tryptase
(MCT)-Antikorper wurde das Gewebe zuvor mit Hasennormalserum (Fa. Dako,
Hamburg, Deutschland) in 1:5 Verdinnung mit TBS far 30 min vorbehandelt. Die
Farbungen der Anti-Filaggrin-, Anti-IlL-4-, Anti-IL-13-, Anti-IL-31-R-, Anti-Thymic
Stromal Lymphopoietin (TSLP)-Antikorper wurden mit Schweinnormalserum (Fa.
Dako, Hamburg, Deutschland) in 1:20 Verdinnung mit TBS fur 30 min inkubiert.

Es folgte die Inkubation mit Primar-Antikorpern fur 60 min bei Raumtemperatur bzw.
fur IL-4 und IL-13 bei 4°C Uber Nacht. Details bezuglich der Primar-Antikorper sind
im Anhang zu finden. Nach der Inkubation wurden die Schnitte 3x fur 5 min mit TBS
gespult.

Die Schnitte wurden dann mit einem biotinylierten Sekundar-Antikorper fur jeweils 30
min inkubiert. Details der Sekundar-Antikorper sind im Anhang zu finden. Die
Schnitte wurden anschlieBend 3x fur je 5 min mit TBS gespult. Fur die
Gewebsschnitte, die mit Anti-Mast Cell Tryptase (AA1)-Antikorper behandelt wurden,
wurde der biotinylierter Hasen-anti-Maus-Antikorper (1:250 Verdinnung mit TBS)
gewahlt. Fiur die restlichen Farbungen wurde der biotinylierte Schwein-Anti-Hasen-
Antikorper (1:600 Verdinnung mit TBS) verwendet.

Danach erfolgte die 30minutige Inkubation mit dem LSAB, welcher aus 50 pl Lésung
A mit Streptavidin (Fa. Dako, Hamburg, Deutschland) und 50 pl Losung B mit
Horseradish-Peroxidase (HRP) in TBS (Fa. Dako, Hamburg, Deutschland) hergestellt
wurde. Nach erneutem Spulen mit TBS wurden die Schnitte far 10 min mit 100 pl
Peroxidase-Substrat-Losung (Fa. BioGenex, Duiven, Niederlande) inkubiert, welche
das Chromogen DAB (3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid) beinhaltete. Nach
Spulung mit Aqua dest. folgte eine unspezifische Farbung der Zellkerne mit der
Mayer's Hamalaun-Losung (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) fur 10 sek und
anschlieBendem Waschen mit Aqua dest. und Leitungswasser fur 10 min. Zuletzt
wurden die gefarbten Gewebsschnitte mit Glycergel® Mounting Medium (Fa. Dako,

Hamburg, Deutschland) eingedeckt.

2.2.6.3 Auswertung

Die Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte erfolgte am Lichtmikroskop Axioskop
40 (Fa. Zeiss, Jena, Deutschlang) in 400-facher Vergrofierung. Die Expression der

verschiedenen Proteine und Botenstoffe wurde mithilfe folgender Einteilung
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deskriptiv und semiquantitativ bewertet: Grad 0 = normale Signalstarke, Grad 1 =
leichte Signalstarke, Grad 2 = mittlere Signalstarke und Grad 3 = starke Signalstarke.

2.2.7 Zytokinbestimmung im Blut

Die Zytokinbestimmung aus EDTA-Serum wurde mit dem Sandwitch-Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefuhrt. Hierfur wurden speziell daflr
vorgesehene mit spezifischem Antikdrper beschichtete 96er Platten (Microwell Plate
coated, Fa. Affymetrix, Santa Clara, USA) mit einem speziellen Kit der Firma
Affymetrix, Santa Clara, USA verwendet. Alle verwendeten Reagenzien sind im
Anhang aufgelistet. Die spezifischen Antikorper der Platten richteten sich jeweils
gegen das gesuchte Molekul bzw. Antigen, namlich TNF-a, IL-4, IL-5 und IL-31. Sie
binden die jeweiligen Molekule im Blut bei Zugabe der Patientenprobe und die
Uberschussigen  nicht-gebundenen  Bestandteile werden durch  mehrere
Waschschritte entfernt. Dann wird die Platte mit einem zweiten Biotin-konjungierter
Antikorper inkubiert, der ebenfalls an das gesuchte Molekul bindet. Nach einem
weiteren Waschschritt wird die Platte mit Streptavidin-HRP (Affymetrix, Santa Clara,
USA) inkubiert, welcher wiederum an den Biotin-konjungierter Antikorper bindet.
Nach Zugabe von einem Substrat, das durch das HRP zu einem Farbsignal fuhrt,
kann ein Lichtsignal gemessen werden, das proportional zu dem gebundenen
gesuchten Antigen ist. Die Reaktion wird durch eine Stopp-Lésung beendet und die
photometrische Absorption bei 450 nm gemessen.

Zur Durchfuhrung der Messung wurden die Antikorper-beschichteten 96er Microwell
Platten 2x mit dem Waschpuffer fur je 15 sek gewaschen. Im nachsten Schritt wurde
eine Verdunnungsreihe des vorgefertigten Human-Standard-IL-4, -IL-5, -IL-31 und -
TNF-a hergestellt auf 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6
pg/ml und 7,8 pg/ml. Jede Microwell wurde jeweils mit 100 pl der jeweiligen
Verdinnung bestuckt. Die Zusammensetzung des genauen Pipettierschemas der
verschiedenen Zytokine und Kontrollen ist im Anhang dargestellt. Zur internen
Kontrolle und Kalibration wurden Human-Standard-Verdinnungen auf jeweils zwei
Microwells aufgetragen. Als Negativkontrollen wurden Testpuffer, Kalibratorpuffer
und/ oder Probenverdunner in zwei Microwells pipettiert. Fur die Messung der
Proben wurden je 50 pl des Testpuffers bzw. Probenverdinner in die jeweiligen

Microwells vorgelegt und je 50 pl der Patientenproben dazu pipettiert.
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Zu allen bestuckten Microwells wurde im Anschluss je 50 pl des entsprechenden
monoklonalen Biotin-konjugierten Anti-Mensch-Antikorper gegen IL-4, IL-5, IL-31
bzw. TNF-a gegeben. Die Platten wurden dann mit einer Folie abgedeckt und fur 2
Stunden bei einer Raumtemperatur von 21°C inkubiert. Danach wurde 100 pl des
Streptavidin-HRP in alle bestlckten Microwells pipettiert und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieliend wurden die Microwells mit Waschpuffer 3x
gewaschen und 100 pl der Substrat-Losung mit Tetramethyl-Benzidine (TMB)
dazugegeben und 10 min bei Raumtemperatur damit inkubiert. Hierbei wurde direkte
Sonneneinstrahlung vermieden. Unverzuglich im Anschluss wurde die Farbreaktion
durch 100 ul der Stopp-Losung beendet und die optische Dichte (OD) direkt im
Anschluss photometrisch mit dem Photometer Freedom EVO® (Tecan, Mannedorf,
Schweiz) bei 450nm gemessen. Anhand der mitgelaufenen Verdlinnungsreihe mit
entsprechenden vorgefertigten Zytokin-Human-Standards mit  bekannter
Konzentration konnte die Zytokin-Konzentration der Proben aus der OD-Messung

berechnet werden.

2.2.8 IgE- Messung

Die IgE-Messungen wurden mit Heparin-Blut der Studienteilnehmer durchgefuhrt.
FUr die Messung der IgE-Konzentration im Blut wurden sogenannte ImmunoCAPs
eingesetzt. Die verwendeten ImmunoCAPs und Reagenzien der Firma Thermo
Fisher scientific, Waltham, USA sind im Anhang aufgelistet.

Das Prinzip der Messung basiert auf spezifischen Antigen-Antikorper-Bindungen. Die
ImmunoCAPs sind Zellulosederivate aus hydrophilen Polymertragern mit kovalent
gebundenen Antigenen oder Antikorpers. Im Falle der Gesamt-IgE-Messung sind an
die ImmunoCAPs Anti-lgE-Antikorper gebunden, die alle IgEs aus dem Serum
binden. Der Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) ist eine laborchemische Methode
zum Nachweis von spezifischem IgE gegen verschiedene Allergene. Bei der
Messung von nutritiven und inhalativen IgEs sind dementsprechend spezifische Anti-
IgE-nutritiv-Antikorper bzw. Anti-IgE-inhalativ-Antikorper an die ImmunoCaps
gebunden. Nach der Inkubation mit dem Serum und der spezifischen Bindung wird
das restliche Serum mit ungebundenen Bestandteilen herausgewaschen. Im
darauffolgenden Schritt wird ein Enzym-markierter Antikbrper gegen IgE, auch
Konjugat genannt, verwendet. Er bindet den IgE-Antikdrper, der ungebundene Anteil
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wird in einem Waschschritt entfernt. Bei Zugabe der Entwicklungslosung wird durch
das Enzym des Konjugats ein Fluoreszenzsignal erzeugt. Die gemessene
Fluoreszenz ist proportional zur IgE-Konzentration der Serumprobe. Durch zuvor
durchgefuhrte Kalibrierungen kann das Fluoreszenssignal dann in die IgE-
Konzentration umgewandelt werden. Der Messbereich fur Gesamt-IgE in
unverdinntem Serum liegt bei 2 - 5000 kU/I und fur spezifisches IgE bei 0 - 100 kUI/I.
Sollte die IgE-Konzentration aul3erhalb des Messbereichs liegen, kann die Messung
nach Verdunnung wiederholt werden.

Die Messung des IgE wurde vollautomatisiert mit dem Gerat Phadia®250-Gerat
(Thermo Fisher scientific, Waltham, USA) durchgefuhrt. Hierfur wurde das Gerat mit
den Serum-Proben bestuckt und ImmunoCAPs und Reagenzien (Konjugat
Kalibrator, Negativkontrollen, Verdunnungslosung, Waschlosung, Aqua dest.,
Stopplésung und Entwicklerldsung) der Firma Thermo Fisher scientific dazugegeben,
welche im Anhang aufgelistet sind.

Das Gerat fuhrte nach vorgeschalteter Kalibrierung folgende Schritte durch: Zuerst
wurden die ImmunoCAPs gewaschen, dann 40ul Serum-Probe hinzu pipettiert und
fur 30 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die ImmunoCAPs gewaschen
und 50 pl des Konjugats dazu pipettiert und erneut bei 37°C fur 24 min inkubiert.
Nach dreifachem Waschen und Inkubation in 50 pl Entwicklungslosung in der
Entwicklungskammer fur 9 min bei 37°C wurde die Stopplosung zugefugt und es
folgte die Fluoreszensmessung und Auswertung der Ergebnisse bzw. Berechnung

des Gesamt-IgEs und spezifischen IgEs.

2.2.9 Mikrobiom-Sequenzierung

Die Mikrobiom-Sequenzierung aus Stuhl und Haut erfolgte in mehreren Schritten.
Zuerst wurden die Bakterien aus den Proben extrahiert. Danach wurde die DNA uber
eine PCR vervielfaltigt und die PCR-Produkte anschlielend normalisiert und
aufgereinigt. Uber das Next Generation Sequencing wurde das Mikrobiom der Haut-
und Stuhlproben anschlieRend sequenziert. Die genauen Schritte sind im Folgenden

dargestellt.

2.2.9.1 Isolation der bakteriellen DNA aus Stuhlproben

Fur die Extraktion der bakteriellen DNA aus dem Stuhl wurden die Stuhlproben, die
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bei -80°C gelagert waren, aufgetaut und die DNA mit dem QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die Reagenzien sind im Anhang
aufgefuhrt.

Um die bakteriellen Zellen im ersten Schritt zu lysieren, wurde je 200 mg der
Stuhlprobe in ein 0,70 mm Garnet Bead Rohrchen (Dianova, Hamburg, Germany)
mit 1,1 ml ASL-Puffer gegeben und im Gerat SpeedMill PLUS (Analytik Jena, Jena,
Germany) fur 45 sek bei 50 Hz durchmischt und dann fur 5 min auf den Heizblock bei
95°C gestellt. Die Proben wurden in der Zentrifuge Rotana 460 (Hettich, Bach,
Schweiz) bei 15 000 U/min fir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf zwei 2 ml
Eppendorf Réhrchen mit je 600 pl aufgeteilt und eine Tablette des InhibitEX Puffers
(Qiagen, Hilden, Deutschland) pro Rohrchen beigesetzt und fur 2 min gevortext.
Dieser Puffer dient der Inaktivierung von Enzymen und anderen Proteinen, welche
die DNA denaturieren oder die folgende PCR inhibieren. Die Proben wurden dann 2
min bei 15 000 U/min zentrifugiert. 350 pl des Uberstands wurden in die
vorbereiteten 1,5 ml Réhrchen mit je 15 yl der Proteinase K und 200 ul des AL
Puffers pipettiert, far 15 sek gevortext und fur 10 min bei 70°C inkubiert. Im
Anschluss wurden 200 pl von 96%igem Alkohol zu dem Lysat zugefugt und
gevortext. Das Lysat wurde vorsichtig auf ein QIAmp Spin Column pipettiert und auf
ein 2 ml Sammelrohrchen gesteckt und fur 1 min zentrifugiert. Die DNA bindet in
diesem Schritt an die Membran des Spin Columns und das Sammelrohrchen wurde
verworfen. Zum Waschen in zwei Schritten wurde das Spin Column auf ein neues
Sammelrohrchen gesteckt und 500 pl AW1 Puffer dazu pipettiert und erneut bei 1
min zentrifugiert. Das Sammelrohrchen wurde verworfen und das Spin Column auf
ein neues Sammelrohrchen gesteckt. Fur den zweiten Waschschritt wurden 500 pl
des AW2 Puffer dazu pipettiert und erneut fir 3 min zentrifugiert und das
Sammelrohrchen verworfen. Fur die Elution wurde das Spin Column dann in ein 1,5
ml Roéhrchen gesteckt und 200 yl AE Puffer direkt auf die Membran pipettiert, fur 1
min bei Raumtemperatur inkubiert und dann fir 1 min zentrifugiert. Die DNA
Konzentration betrug zwischen 10 und 40 ug pro Probe. Die Proben wurden dann bis

zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.9.2 Isolation der bakteriellen DNA aus Hautabstrichen

Die Isolation der mikrobiellen DNA aus den Hautabstrichen wurde mit der

MolYsis™Complete5 Technik (Fa. Molzym, Bremen, Deutschland) durchgefuhrt. Alle
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Reagenzien, die im MolYsis™Complete5 enthalten waren, sind im Anhang
aufgefuhrt. Zudem ist im Anhang eine Tabelle mit Bakterien aufgefuhrt, die durch die
MolYsis™Complete5 Technik analysierbar sind.

FiUr die Isolation wurden die Haut Swabs zuerst in je 1 ml Extraktions-Puffers SU
geldst und in ein steriles 50 ml Rohrchen pipettiert. Es wurden danach 2 ml des
Extraktions-Puffers CM dazugegeben, fur 15 sek gevortext und fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch diesen Schritt wurden die humanen Zellen lysiert.
AnschlieRend wurden 2 ml des Extraktions-Puffers DB1 und 10 yl MolIDNase B zum
Lysat gegeben, fur 15 sek gevortext und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Hierbei wurde die freigesetzte humane DNA abgebaut. Das Roéhrchen wurde fur 10
min in der Zentrifuge Rotana 460 (Hettich, Bach, Schweiz) zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das Sediment wurde in 1 ml Extraktions-Puffers
RS resuspendiert und gevortext, bis sich das Pellet wieder vollkommen aufgelost
hatte. Die Suspension wurde mit einer sterilen Pipette in ein steriles 2,0 ml R6hrchen
Ubertragen und erneut fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und verworfen. Durch diesen Waschschritt wurden die Reagenzien aus
der Suspension gewaschen. Das Pellet besteht aus Zelltrimmern und mikrobiellen
Zellen. Im nachsten Schritt wurde die Probe mit 80 ul des Extraktions-Puffers RL
gevortext und dadurch das Pellet wieder aufgelost. Darauffolgend wurden die
Zellwande der gram-positiven Bakterien abgebaut. Dies erfolgte durch die Zugabe
von 20 pl BugLysis Losung und 1,4 ul B-Mercaptoethanol, die 15 sek gevortexen und
im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 37°C und 1000 rpm
inkubiert wurden. Um die Zellwand der gram-negativen Bakterien zu lysieren wurde
anschliefend die Temperatur auf 56°C erhoht und 150 ul des Extraktions-Puffers RP
und 20 ul der Proteinase K dazu pipettiert, gevortext und bei 56°C und 1000 rpm fur
10 min inkubiert. Um die Zellen weiter abzubauen und die Proteine zu denaturieren
wurde 250 pl des Extraktions-Puffers CS dazugegeben und die Suspension
gevortext. Im Anschluss wurden 250 ul des Bindungs-Puffers AB dazu pipettiert und
gevortext.

Das Lysat wurde in ein sogenanntes Spin Column Rohrchen ubertragen und fur 30
sek zentrifugiert. Hierbei bindet die mikrobielle DNA an den Filter des Spin Column
Roéhrchens. Das Sammelrohrchen, in welchem das Spin Column Rdhrchen steckt,
wurde verworfen und ein neues Sammelrohrchen eingesetzt. Es wurden 400 pl des

Extraktions-Puffers WB auf den Filter pipettiert und fur 30 sek zentrifugiert. Das
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Sammelrohrchen wurde erneut verworfen und das Spin Column Rohrchen in ein
neues Sammelrohrchen gesteckt. Durch die Zugabe von 400 pl 70%igem Alkohol
und dem Zentrifugieren fur 3 min wurden Salze aus dem Filter entfernt. Das
Sammelrohrchen wurde verworfen und das Spin Column Roéhrchen auf ein 1,5 ml
Rohrchen gesteckt. Vorsichtig wurde 100ul deionisiertes Wasser, was in der
Zwischenzeit im Thermomixer auf 70°C erwarmt wurde, mittig auf das Spin Column
Rohrchen aufgetragen und fur 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss
fur 1 min zentrifugiert um die DNA zu eluieren. Die DNA wurde bis zur weiteren

Analyse bei -20°C gefroren.

2.2.9.3 PCR fur das Next Generation Sequencing des Mikrobioms

Das Prinzip der Polymerase Chain Reaction (PCR) wird im Rahmen der Methodik
der Filaggrin-Mutationsmessungen in Anhang beschrieben. Als Vorschritt des Next
Generation Sequencing des Mikrobioms, wurde am Gerat PCR System 9700 (Fa.
Applied Biosytems, Foster City, USA) durchgefuhrt. Hierfur wurde eine 96er Platte
mit je zwei Mulden pro Patientenprobe bestuckt. Pro Mulde wurde 7,5 ul des Master-
Mix vorgelegt. Das detaillierte Pipettierschema und Reagenzien sind im Anhang zu
finden. Zudem wurden je 2 yl der Vorwarts- und Ruckwartsprimer mit je 0,27 uM
Verdunnung beigemengt. Anschliel3end wurde je 3 ul der jeweiligen DNA-Probe mit
einer 1:10 Verduinnung dazu pipettiert und dann die Platte mit Folie abgedeckt und
fur 1 min auf niedriger Stufe zentrifugiert, damit sich die Reagenzien vermengen. Es

folgte die PCR mit folgenden Schritten:

1. Aktivierung der DNA-Polymerase (98°C, 30 sek): 1 Zyklus
2. Denaturierung (98°C, 9 sek): 30 Zyklen
3. Primer-Hybridisierung (55°C, 60 sek) 30 Zyklen
4. Elongation (72°C, 90 sek): 30 Zyklen
5. Abkuhlen (12°C, 10 min) 1 Zyklus

2.2.9.4 Aufreinigung der DNA
Vor der Durchfuhrung des Next Generation Sequencing wurden die PCR-
Amplifikationsprodukte  aufgereinigt und normalisiert. HierfUr wurde das

SequalPrep™ Normalization Plate Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Es
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basiert auf dem sogenannten Charge Switch System, bei dem die Oberflache die
Ladung je nach pH des zugegebenen Puffers andern kann. Bei niedrigem pH-Wert
ist die Oberflache positiv geladen und die negativ geladene Nukleinsaure der DNA
kann binden. Proteine und andere Kontaminanten wie z.B. Primer binden nicht und
konnen somit ausgewaschen werden. Jede Mulde der SequalPrep™ Normalization
Platte kann hierbei 25 ng der PCR-Amplifikationsprodukte binden.

Pro Mulde der 96er SequalPrep™ Normalization Platte wurden je 10 pl (mit
mindestens 250 ng Amplikon pro Mulde) der PCR Produkte aufgetragen und mit 10
ul des Bindungspuffers gemischt. Damit die DNA an der Platte bindet, wurde sie fur 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und
die Mulden mit 50 pyl des Waschpuffers gewaschen. Anschlielend wurde der
Uberstand verworfen und die aufgereinigten PCR Produkte mit je 20 ul Elutionspuffer
pro Mulde fur 5 min inkubiert. Pro Mulde betrug die DNA-Konzentration 25 ng. Die
normalisierten und aufgereinigten Proben wurden dann mit dem lllumina MiSeq v3
2x300bp (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) vollautomatisch sequenziert und

analysiert.

2.3 Ethikvotum

Das Pilotprojekt wurde von Seiten der Ethikkommission der medizinischen Fakultat

der Universitat Kiel vor Beginn der Studie am 13.10.2015 bewilligt. Die Teilnehmer
der Studie wurden vor Studienbeginn ausfuhrlich aufgeklart und gaben ihre

schriftliche Einverstandniserklarung ab.

2.4 Statistische Analyse

Die Daten wurden im Programm Exel (Fa. Microsoft, Redmond, USA)
zusammengefasst. Die Auswertung und Analyse erfolgte Uber Exel und SPSS (Fa.
IBM, Armonk, USA). Zum Vergleich zwischen den Gruppen wurde der Kruskal-
Wallis-Test fur nicht-normalverteilte Daten angewendet. Er eignet sich besonders fur
kleine Kohorten zum Test unabhangiger Stichproben, wie im Rahmen dieser Studie.
Er ist ein nicht-parametrischer Test, d.h. es gibt geringe Anforderungen an die
Messwert-Verteilung. Um die Signifikanz der Daten anzugeben, wurde die
Standardabweichung mit P-Wert angegeben. Hierbei zeigt der P-Wert die

Abweichung einzelner Daten vom Mittelwert innerhalb einer Stichprobe mit einem P-
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Wert < 0.05, der als statistisch signifikant angenommen wird. Der Mann-Whitney-
Test wurde zum Vergleich zwischen einer Gruppe zur gesunden  Kontrolle
verwendet. Er eignet sich fur den Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben.
Auch dieser Test ist ein nicht-parametrischer Test, der sich fur die statistische
Analyse kleiner Kohorten anbietet. Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde
mit Word (Fa. Microsoft, Redmond, USA) durchgefuhrt. Die Ergebnisse der
Farbungen wurden semiquantitativ beurteilt und mittels T-Test statistisch

ausgewertet.
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lll. Ergebnisse

3.1 Klinische Beurteilung

3.1.1 Hautstatus und Juckreiz

Das klinische Bild der jeweiligen Patientengruppen mit klassischer Atopischer
Dermatitis (AD), Prurigo Nodularis (PN) und Atopischen PN (APN) ist exemplarisch
in Abbildung 6 dargestellt. Zu sehen sind bei der AD die typischen akuten Lasionen
in der Kniebeuge mit erythematosen, nassenden Plaques und Exkoriationen. Bei der
PN sind multiple typische erythematose, z.T. mit Krusten versehene Knoten zu
sehen. Das klinische Bild der APN zeigte eine Kombination aus beiden genannten

Hauterkrankungen mit Knoten auf einem erythematésen z.T. nassenden Grund mit

Exkoriationen und Krusten.

Abbildung 6: Exemplarische
Darstellung des klinischen
Bildes am Bein der
verschiedenen Gruppen , AD =
Atopische Dermatitis; PN =
Prurigo Nodularis; APN =
atopische PN

Alle Teilnehmer der Kontrollgruppe waren frei von Hautveranderungen. Mit 14,3 %
des Schweregrad ,schwer betroffen® zeigt die Gruppe der APN-Patienten
ausgepragte Hautlasionen auf. Der Groldteil der Patientengruppen mit PN und APN
wies einen mittelgradig betroffenen Hautstatus auf.

Der Severity Scoring of Atopic Dermatitis (SCORAD) der Gruppe mit AD zeigte einen
Mittelwert von 39 Punkten und einen Objective Component Of SCORAD
(OSCORAD) von 32 Punkten. Bei der APN lag der SCORAD bei 32 Punkten und der
OSCORAD bei 26 Punkten. Die Daten der Visual Analog Scale (VAS) bezlglich der
Selbsteinschatzung der Studienteilnehmer bezlglich des aktuellen Pruritus im
Vergleich zwischen den Gruppen sind in Abbildung 7 dargestellt. Es wurde ein
signifikanter Unterschied der VAS zwischen den Patientengruppen im Vergleich zu
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den hautgesunden Kontrollen festgestellt (*p = 0,01). Die PN-Patientengruppe gab
mit einem Mittelwert von 3,7 Punkten die grofte Juckintensitat an, gefolgt von der
APN mit 3,1 Punkten und der AD-Gruppe mit 2,5 Punkten. Unter den Kontrollen lag
der Mittelwert der VAS bei 0,2 Punkten.

Abbildung 7: Mittelwert der

VAS fitr Pruritus Visual Analog Scale (VAS),
! 1 ’ ’ ) dimensionslos (0 - 10 Punkte),
AD I = verglichen zwischen den

N o Pon AD = Alopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
AN - [ Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n=7; K=
hautgesunde Kontrollen, n =

10, mit * = P-Wert < 0.05

3.1.2 Atopie-Status abgeleitet nach Diepgen

Der Atopie-Status wurde von der Erfassung nach Diepgen abgeleitet (Diepgen TL
and Diepge, 1991). Die Punkte der Atopie-Stigmata der verschiedenen Gruppen mit
15 maximal erreichbaren Punkten ist in Abbildung 8 gezeigt. Der Mittelwert der
Atopischen Dermatitis (AD)-Gruppe betrug 3 Punkte und in der Atopischen Prurigo
Nodularis (APN)-Gruppe 2 Punkte. Der Mittelwert der Atopie-Stigmata betrug bei den
Kontrollen und der Prurigo Nodularis (PN)-Gruppe 1 Punkt.

Abbildung 8: Mittelwert der
Atopie-Stigmata, dimensionslos
(0 - 15 Punkte), verglichen

Atopie-Stigmata

zwischen den verschiedenen

1
9 Gruppen, AD = Atopische
7 Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
’ Nodularis, n = 9; APN =
3
| - - Atopische PN, n=7; K=
AD PN APN K hautgesunde Kontrollen, n =

10, mit * = P-Wert < 0.05
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In der Gruppe der AD und APN lag der hochste prozentuale Anteil an Asthma und
Rhinokonjunktivitis vor, was in Abbildung 9 graphisch dargestellt ist. Vor allem
Asthma war mit 71 % in der Gruppe der APN deutlich erhdht. Die Familienanamnese
der Studienteilnehmer ergab, dass eine Atopie innerhalb Verwandten ersten Grades
bei 78 % der AD, 22 % der PN, 86 % der APN und in 50 % der Kontrollen vorlag.

Abbildung 9: Pravalenz von
PriavalenzvonAsthmaund

. . . o Asthma und allergischer
allergischer Rhinokonjunktivitis X

Rhinokonjunktivitis in % im

80%

70% Vergleich zwischen den

60% .

r n, AD = Atopische

50% W Allergische G uppe P
40% Rhinokonjunktivitis DermatitiS, n= 9; PN = Prurigo
30% hme )
50% Asthma Nodularis, n = 9; APN =

10% l Atopische PN, n=7; K=

0%

AD PN APN K hautgesunde Kontrollen, n =

10, mit * = P-Wert < 0.05

In der anamnestischen Abklarung von Allergien zwischen den Gruppen zeigte sich
ein gehauftes Vorkommen von Allergien in der Gruppe der AD und APN, was in
Abbildung 10 dargestellt ist. In der Gruppe der AD wiesen 22 % eine
Nahrungsmittelallergie, 78 % eine Pollenallergie, 33 % eine Tierhaarallergie und 22
% eine Hausstaubmilbenallergie auf. In der Gruppe der APN war die Verteilung mit
14 % Nahrungsmittelallergien, 14 % Pollenallergien, 43 % Tierhaarallergien und 22
% Hausstaubmilbenallergien ebenfalls im Vergleich zu fehlenden atopischen
Erkrankungen in der Kontrollgruppe und der Gruppe der PN erhoht. Kontaktallergien
kamen in den Gruppen bei 11 % der AD, 33 % der PN und 14 % der APN vor. In der
Kontrollgruppe lagen keine Kontaktallergien vor.
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Privalenz von Allergien Abbildung 10: Nahrungsmittel-,

00 Pollen-, Kontakt-, Tierhaar- und

80% = Nahrungsmittel- Haussstaubmilben-Allergie in
Allergie
70% °

60%

% im Vergleich zwischen den
= Pollen- und Griser-

S0 = Allergie Gruppen, AD = Atopische

0 - .

40% Kontakiallergie Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
0 = : - Q- —

30% = ; 7. Tierhaar-Allergie Nodularis, n = 9; APN =

20% B= # _
00 é; g - Atopische PN, n=7; K =

10% gE ’ ?j: 5 m Hausstaubmilben-

0 E=N% 2=z Allergie hautgesunde Kontrollen, n =

AD PN APN K 10, mit * = P-Wert < 0.05

3.1.3 Erstmanifestationsalter und weitere Erkrankungen

In der Gruppe der Atopischen Dermatitis (AD) kam es im Durchschnitt mit 15 Jahren
erstmals zur Hautmanifestation der Erkrankung, in der Gruppe der Prurigo Nodularis
(PN) mit 40 Jahren. In der Gruppe mit Atopischer Prurigo Nodularis (APN) sind AD-
Hautlasionen im Durchschnitt erstmals mit 22 Jahren und die PN-Lasionen mit 26
Jahren aufgetreten.

Neben den Hauterkrankungen lagen bei 22 % der AD-Patienten (mit arterieller
Hypertonie, chronisch vendser Insuffizienz), 33 % der PN-Patienten (mit arterieller
Hypertonie, Diabetes Typ 2, Ulcus Mooren) und 10 % der hautgesunden Kontrollen
(mit  Hypothyreose) weitere Erkrankungen vor. Chronisch entzindliche
Darmerkrankungen kamen bei 11 % in der PN-Gruppe und 29 % in der APN-Gruppe
vor. In der AD- und Kontrollgruppe waren keine chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen bekannt.

3.1.4 Aktuelle Therapien und Vortherapien

Zum Zeitpunkt der Untersuchung war eine systemische immunsuppressive Therapie
bei 22 % der Prurigo Nodularis (PN)-Patienten und 14 % der Atopischen PN (APN)-
Patienten vermerkt. Eine topische Glukokortikoid-Therapie wurde von 67 % der
Atopischen Dermatitis (AD)-, 44 % der PN- und 57 % der APN-Gruppe angewandt.
Die Einnahme von Antibiotika innerhalb der letzten 6 Monaten wurde von 11 % der
AD-, 22 % der PN-, 14 % der APN-Patienten und 10 % der Kontrollen angegeben.

22 % der AD- und PN-Patienten haben die Vorgabe innerhalb von 24 Stunden vor
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Untersuchung nicht zu duschen und keine Hautpflege aufzutragen nicht eingehalten.
Innerhalb der APN-Gruppe betraf dies 14 %.

3.1.5 Umweltfaktoren

Im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen wurden Patienten mit Atopischer Dermatitis
(AD), Prurigo Nodularis (PN) und Atopischer PN (APN) signifikant seltener gestillt
(Abbildung 11, *p = 0,02). Beim Vergleich zwischen den Gruppen bezuglich

Haustierhaltung, naturlicher Geburt, und Besuch eines Kindergartens gab es keine

signifikanten Unterschiede.

Umweltfaktoren bezogen aufdie
unterschiedlichenGruppen

150%
100% *
= *
50% = I % =
0% == =
AD PN
M Haustiere M natiirliche Geburt

N

# Stillen

II i
Z =
AP

= Kindergarten

Abbildung 11: Anteil (in %) der
Haustierhaltung, natirlichen
Geburt, Stillen, Besuch eines
Kindergartens im Vergleich
zwischen den Gruppen, AD =
Atopische Dermatitis, n = 9; PN
= Prurigo Nodularis, n = 9; APN
= Atopische PN, n=7; K=
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

Verglichen zu den Kontrollen war ein signifikanter Unterschied (*p = 0,038) zwischen

den Patientengruppen

und den

hautgesunden

Kontrollen bezuglich der

Rauchanamnese festzustellen, was in Abbildung 12 dargestellt ist.

Rauchenbezogenaufdie
unterschiedlichenGruppen
50% *
40%
k
30%
20% *
10%
0w, 1R ]
AD PN APN K
B Raucher

Abbildung 12: Anteil an
Rauchern im Gruppenvergleich
(in %), AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n=7; K=
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05
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3.1.6 Lebensqualitat

Die Lebensqualitat der Patientengruppen wurde Uber standardisierte Fragebogen
evaluiert. Die Auswertung der Mittelwerte des ,Dermatologischen Fragebogen zur
Lebensqualitat® (mit maximal 15 Punkten) zeigte eine im Vergleich zu den
hautgesunden Kontrollen Minderung der Lebensqualitdt gegenuber den
Patientengruppen (AD = 7 Punkte, PN = 11 Punkte, APN = 9 Punkte).

3.2 Biophysikalische Messungen

Die Messung der Hydratation und des Transepidermale Wasserverlusts (TEWL)
wurde unter moglichst konstanten Umgebungsbedingungen durchgefuhrt. Bei den
Messungen betrug der Mittelwert der Raumtemperatur 23 °C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 44 %. Bei der Nicht-Lasionalen (NL) Messung des TEWLs lag
der Mittelwert der Raumtemperatur bei 24°C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von
43 %.

Die Messung der Hydratation (Abbildung 13) zeigte signifikant erniedrigte Werte der
Nicht-Lasionalen (NL)-Haut der Gruppe mit Atopischer Dermatitis (AD) (p = 0,022)
und Gruppe mit Prurigo Nodularis (PN) (p = 0,022) im Vergleich zu den Kontrollen.
Die Werte der Hydratation der Lasionalen (L)-Haut waren im Vergleich zur Nicht-
Lasionalen (NL)-Haut in der AD-Gruppe (p = 0,002), PN-Gruppe (p = 0,002),
Atopische PN (APN)-Gruppe (p = 0,005) signifikant erniedrigt.

Hy dratation der Haut in den Abbildung 13: Mittelwert der

unterschiedlichen Gruppen Hydratation, dimensionslos, der
50 Nicht-Lésionalen (NL)und
40 . % Léasionalen (L)-Haut im

Vergleich zwischen den
2 * Gruppen, AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =

AD PN APN K Atopische PN, n=7; K =

10

W Hydratation, NL Hydratation,L hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05
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Abbildung 14 zeigt die Messungen des TEWLs der Nicht-Lasionalen (NL)- und
Lasionalen (L)-Haut der verschiedenen Gruppen im Vergleich. Die Messung des
TEWLs an der Nicht-Lasionaler (NL)-Haut ergab in der Gruppe der AD-Patienten (p
= 0,008), PN-Patienten (p = 0,008) und APN-Patienten (p = 0,018) einen signifikant
erhohten TEWL im Vergleich zu den Kontrollen. Auch beim Vergleich des TEWLs
von L-Haut zu den Kontrollen wurden signifikant erhohte Werte bei der AD-Gruppe (p
= 0,001), PN-Gruppe (p = 0,001) und APN-Gruppe (p = 0,005) gemessen.

Abbildung 14: Mittelwert des

Transepidermaler Wasserverlust der Hautinden _
Transepidermale

unterschiedlichen Gruppen
30 Wasserverlusts (TEWL) (in

s i * g/h/m2) der Nicht-L&sionalen
* (NL) und Lé&sionalen (L)-Haut
0 im Vergleich zwischen den
15 « Gruppen, AD = Atopische
10 . * Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
5 Nodularis, n = 9; APN =
0 Atopische PN, n=7; K =
AD PN APN K hautgesunde Kontrollen, n =

TEWLNL mTEWL,L 10, mit * = P-Wert < 0.05

3.3 Filaggrin-Gen-Mutationsanalyse

Es wurden in keiner Gruppe R2447-, S3247- oder R501-Filaggrin-Mutationen
festgestellt. Die Filaggrin-Mutation S2282del4 kam bei 22 % der Atopischen
Dermatitis (AD)-Patienten, 11 % der Prurigo Nodularis (PN)-Patienten und 10 % der
Kontrollen vor (Abbildung 15). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen gemessen.
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Filaggrin-Mutation (S2282del4) Abbildung —15: Filaggrin-

250, Mutation S2282del4 (in %), AD

) = Atopische Dermatitis, n = 9;
o PN = Prurigo Nodularis, n = 9;
15% APN = Atopische PN, n =7; K
10% = hautgesunde Kontrollen, n =

5% I 10, mit * = P-Wert < 0.05

0%

AD PN APN K

3.4 Bestimmung von Gesamt-IgE und spezifischen IgE-AK im Serum

Im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen wurde im Blut von Patienten mit Atopischer
Dermatitis (AD) (*p = 0,043) ein signifikant erhohter Gesamt-IgE Spiegel gemessen,
siehe Abbildung 16. Kein signifikanter Unterschied war beim Vergleich der Prurigo
Nodularis (PN) und Atopischen PN (APN) zur Kontrolle oder der Patientengruppen
untereinander zu sehen.

_ _ Abbildung 16: Mittelwert des im
Gesamt-IgE im Serum inden

_— Serum gemessenen Gesamt-
unterschiedlichen Gruppen J

IgEs (in kU/I) im Vergleich

zwischen den Gruppen, AD =

3000 *

Atopische Dermatitis, n = 9; PN
2000

= Prurigo Nodularis, n = 9; APN
= Atopische PN, n=7; K =
1000
hautgesunde Kontrollen, n =
. 10, mit * = P-Wert < 0.05

AD PN APN K

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen dem gemessenen spezifischen
nutritiven oder inhalativen IgE im Vergleich zwischen den verschiedenen Gruppen.
Das spezifische nutritive IgE in der Kontrollgruppe lag bei 0 %. Die Daten sind in
Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Mittelwert des im

[gE(nutritiv,inhalativ)imSerumin den
Serum gemessenen

unterschiedlichenGruppen
spezifischen inhalativen und

nutritiven IgEs (in %) im
Vergleich zwischen den
20% Gruppen, AD = Atopische
25% I
0%
PN

AD

Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n=7; K=

APN K
SpezifischesnutritivesIgE, (in%)

W Spezifisches inhalatives IgE, (in %) haUtgesunde Kontrollen, n =

3.5 Expression von Zytokinen und Immunzellmediatoren

Abbildung 18 stellt exemplarisch eine Immunhistochemische Farbung einer

hautgesunden Kontrolle dar. Eingezeichnet sind die verschiedenen Schichten der

Epidermis.
Abbildung 18: Exemplarische
Stratum cornenm. Darstellung eines Immun-
: basale | Siatum spinosum l l histochemie- Hautschnitts mit
17- e l - i - den verschiedenen Schichten

der Epidermis einer

hautgesunden Kontrolle

3.5.1 IL-4 Expression

Die Abbildung 19 zeigt die graphische Auswertung der IL-4 Expression in der Nicht-
Lasionalen (NL)- und Lasionalen (L)-Haut der verschiedenen Gruppen, welche
mittels Immunhistochemie semiquantitativ. gemessen wurde. Verglichen mit
hautgesunden Kontrollen wurde in der Nicht-Lasionalen (NL)-Haut von Patienten
eine signifikant verminderte IL-4 Expression in der Gruppe der Prurigo Nodularis
(PN) (p = 0,19) und Atopischen PN (APN) (p = 0,027) gemessen. Lasional war sie in
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der PN-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhoht (p = 0,010). Der
Vergleich zwischen der Expression von IL-4 in Lasionaler (L)- und Nicht-Lasionaler
(NL)-Haut innerhalb einer Gruppe ergab sowohl bei der Atopischen Dermatitis (AD)
(p = 0,024), der PN (p = 0,011) als auch der APN (p = 0,042) signifikante

Unterschiede mit jeweils einer erhohten IL-4 Expression im Iasionalen Hautareal.

. . _ Abbildung 19: Mittelwert der IL-
IL-4 Expression in der Haut inden 4 Expression in Nicht-

unterschiedlichen Gruppen Lésionaler (NL)- und Lésionaler

* (L)-Haut, Immunhistochemie,

2 semiquantitative Bestimmung,
dimensionslos. Vergleich
zwischen den Gruppen, AD =

| NL
mL Atopische Dermatitis, n = 9; PN
= Prurigo Nodularis, n = 9; APN
0 = Atopische PN, n=7; K =
AD PN APN K
hautgesunde Kontrollen, n =

10, mit * = P-Wert < 0.05

In Abbildung 20 sind exemplarische immunhistochemische IL-4 Farbungen von
Hautschnitten von Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD), Atopischer Prurigo
Nodularis (APN) und Prurigo Nodularis (PN) und hautgesunden Kontrollen
dargestellt. Zu sehen sind die in Abbildung 19 graphisch dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 20: Immunhistochemische Férbung von
IL-4 in Nicht-L&sionaler (NL)- Haut und Lé&sionaler
(L)-Haut von Patienten, AD = Atopische Dermatitis;
PN = Prurigo Nodularis; APN = Atopische PN, K =

hautgesunde Kontrolle. Die schwarzen Pfeile

ks s ':' : zeigen exemplarisch auf ein stérkeres Farbsignal
By der IL-4-Férbung.
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In Abbildung 21 ist die IL-4 Expression im Blut dargestellt. Sie ergab keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Abbildung 21: Mittelwert der
optischen Dichte (OD) der IL-4

Expression im Blut. Vergleich

[L-4ExpressionimBlutinden
unterschiedlichen Gruppen

0.6
zwischen den Gruppen, AD =

0.4 Atopische Dermatitis, n = 9; PN
= Prurigo Nodularis, n = 9; APN
= Atopische PN, n =7; K =

, p— [ ] hautgesunde Kontrollen, n =
AD PN APN K 10, mit * = P-Wert < 0.05

3.5.2 IL-5 Expression

Die IL-5 Expression wurde im Blut gemessen und ist graphisch in Abbildung 22
dargestellt. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt.

Abbildung 22: Mittelwert der
optischen Dichte (OD) der IL-5

Expression im Blut verglichen

IL-5 Expression imBlut
0.12
0.1
zwischen den Gruppen, AD =
0.08
Atopische Dermatitis, n = 9; PN

= Prurigo Nodularis, n = 9; APN

0.02 = Atopische PN, n = 7; K =
| ~0 . . . hautgesunde Kontrollen, n =
AD PN APN

K 10, mit * = P-Wert < 0.05

0.06

3.5.3 IL-13 Expression

Die IL-13 Expression wurde in der Nicht-Lasionalen (NL)- und Lasionalen (L)-Haut
mittels Immunhistochemie semiquantitativ bestimmt und ist in Abbildung 23
graphisch dargestellt. In der Nicht-Lasionaler (NL)-Haut konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die Messung der IL-13
Expression von Lasionaler (L)-Haut zeigte sowohl bei der Prurigo Nodularis (PN) (p =
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0,008) als auch der Atopischen PN (APN) (p = 0,007) eine signifikant erhohte 1L-13
Expression im Vergleich zur hautgesunden Kontrolle. Zwischen den
Patientengruppen im Vergleich wurde in der L-Haut der PN eine signifikant hohere
Expression von IL-13 im Vergleich zu der Lasionalen (L)-Haut der Atopischen
Dermatitis (AD)-Gruppe (p = 0,024) gemessen. Der Vergleich zwischen der
Expression von IL-13 in Lasionaler (L)- und Nicht-Lasionaler (NL)-Haut innerhalb
einer Gruppe ergab sowohl bei der AD (p = 0,010), der PN (p = 0,017) als auch der
APN (p = 0,027) signifikante Unterschiede mit jeweils erhohter IL-13 Expression im

lasionalen Hautareal.

Abbildung 23: Mittelwert der IL-
13 Expression in L&sionaler
(L)- und Nicht-Lé&sionaler (NL)-

IL-13ExpressioninderHautinden
unterschiedlichen Gruppen

*

N

Haut, semiquantitative

. —
immunhistochemische

1.5 Bestimmung, dimensionslos.

| . NLL Vergleich zwischen den
Gruppen, AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
AD PN APN K

Atopische PN, n =7, K=

hautgesunde Kontrollen, n =

10, mit * = P-Wert < 0.05

In Abbildung 24 sind exemplarische immunhistochemische IL-13 Farbungen von
Hautschnitten von Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD), Atopischer Prurigo
Nodularis (APN) und Prurigo Nodularis (PN) und hautgesunden Kontrollen
dargestellt. Zu sehen sind die in Abbildung 23 graphisch dargestellten Ergebnisse.

52



Abbildung 24: Immunhistochemische Féarbung
von IL-13 Nicht-L&sionaler (NL)-Haut und

Lasionaler (L)-Haut von Patienten, AD =

Atopische Dermatitis; PN = Prurigo Nodularis;
APN = Atopische PN, K = hautgesunde
Kontrolle. Die schwarzen Pfeile zeigen
exemplarisch auf ein starkeres Farbsignal der

IL-13-Férbungen.

3.5.4 IL-31 Expression

Die IL-31 Expression wurde mittels Immunhistochemie semiquantitativ in der Nicht-
Lasionalen (NL)- und Lasionalen (L)-Haut bestimmt und ist graphisch in Abbildung 25
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dargestellt. Bei Messungen in der Nicht-Lasionaler (NL)-Haut zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der IL-31 Expression zwischen den Gruppen. In der L-
Haut konnten signifikant erhohte Werte bei der Atopischen Dermatitis (AD) (p =
0,005), Prurigo Nodularis (PN) (p = 0,005) und Atopischen PN (APN) (p = 0,007) im
Vergleich zu hautgesunden Kontrollen gemessen werden. Zwischen den
Patientengruppen im Vergleich wurden keine signifikanten Werte gemessen. Der
Vergleich zwischen der Expression von IL-31 in Lasionaler (L)- und Nicht-Lasionaler
(NL)-Haut innerhalb einer Gruppe ergab sowohl bei der AD (p = 0,011), der PN (p =
0,017) als auch der APN (p = 0,027) signifikante Unterschiede mit einer jeweils

erhohten IL-31 Expression im lasionalen Hautareal.

o . Abbildung 25: Mittelwert der IL-
IL-31ExpressioninderHautinden

. 31 Expression in Léasionaler
unterschiedlichen Gruppen P

(L)- und Nicht-Lé&sionaler (NL)-
* % Haut, semiquantitative
Immunhistochemische
1.5 Bestimmung, dimensionslos.
Vergleich zwischen den
Gruppen, AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
0 Nodularis, n = 9; APN =
P a a ¢ Atopische PN, n=7; K =
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

In Abbildung 26 sind exemplarische immunhistochemische IL-31 Farbungen von
Hautschnitten von Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD), Atopischer Prurigo
Nodularis (APN) und Prurigo Nodularis (PN) und hautgesunden Kontrollen
dargestellt. Zu sehen sind die in Abbildung 25 graphisch dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 26: Immunhistochemische Férbung
von IL-31 in Nicht-Lasionaler (NL)-Haut und
Lé&sionaler (L)-Haut von Patienten, AD =
Atopische Dermatitis; PN = Prurigo Nodularis;
APN = Atopische PN, K = hautgesunde
Kontrolle. Die schwarzen Pfeile zeigen
exemplarisch auf ein starkeres Farbsignal durch

IL-31 im Vergleich zu den Kontrollen.
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In Abbildung 27 ist die IL-31 Expression im Blut dargestellt. Es wurden keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt.

0.15

0.12

0.09

0.03

0

[L-31ExpressionimBlutinden
unterschiedlichen Gruppen

AD APN

3.5.5 TNF-o Expression

PN

K

Abbildung 27: Mittelwert der
optischen Dichte (OD) der IL-
31 Expression im Blut.
Vergleich zwischen den
Gruppen, AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n=7; K =
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

Die TNF-o Expression wurde im Blut von Patienten gemessen (Abbildung 28). Im

Vergleich zu hautgesunden Kontrollen wurde bei Patienten mit Atopischer Dermatitis

(AD) (*p = 0,034) eine erniedrigte TNF-a Konzentration festgestellt.

0.04

0.03

0.02

0.01

0

3.5.6 Thymic Stromal Lymphopoietin Expression

TNF-a Expression im Blut

* I
AD PN

APN

K

Abbildung 28: Mittelwert der
optischen Dichte (OD) der
TNF-a Expression im Blut.
Vergleich zwischen den
Gruppen, AD = Atopische
Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n =7, K=
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

Die Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP)-Expression wurde in Nicht-Lasionaler

(NL)- und Lasionaler (L)-Haut mittels Immunhistochemie bestimmt und ist graphisch
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in Abbildung 29 dargestellt. Messungen der Nicht-Lasionaler (NL)-Haut ergaben
keinen signifikanten Unterschied der TSLP Expression zwischen den Gruppen. In der
Lasionaler (L)-Haut lag im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen bei der Atopischen
Dermatitis (AD) (p = 0,002), Prurigo Nodularis (PN) (p = 0,001) und Atopischen PN
(APN) (p = 0,002) eine signifikant erhohte Expression von TSLP vor. Der Vergleich
zwischen der Expression von TSLP in Lasionaler (L)- und Nicht-Lasionaler (NL)-Haut
innerhalb einer Gruppe ergab sowohl bei der AD (p = 0,011), der PN (p = 0,011) als
auch der APN (p = 0,027) signifikante erhohte Werte in der Iasionalen Haut.

Abbildung 29: Mittelwert der

TSLP Expression inder Haut-NL und L Thymic Stromal Lymphopoietin
(TSLP)-Expression in
25 Lasionaler (L)- und Nicht-
* Lasionaler (NL)- Haut,

semiquantitative
% immunhistochemische

1 mL Bestimmung, dimensionslos.
Vergleich zwischen den
Gruppen, AD = Atopische

AD PN APN K Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
Nodularis, n = 9; APN =
Atopische PN, n=7; K=
hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

In Abbildung 30 sind exemplarische immunhistochemische TSLP Farbungen von
Hautschnitten von Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD), Atopischer Prurigo
Nodularis (APN) und Prurigo Nodularis (PN) und hautgesunden Kontrollen
dargestellt. Zu sehen sind die in Abbildung 29 graphisch dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 30: Immunhistochemische Férbung von
Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) in Nicht-
Lésionaler (NL)-Haut und L&sionaler (L)-Haut von
Patienten, AD = Atopische Dermatitis; PN =
Prurigo Nodularis; APN = Afopische PN, K =
hautgesunde Kontrolle. Die schwarzen Pfeile
zeigen exemplarisch auf ein stérkeres Farbsignal
der TSLP-Férbungen.

- ,
NL L

3.5.7 Mast Cell Tryptase Expression

Die Mast Cell Tryptase (MCT)-Expression wurde in Nicht Nicht-Lasionaler (NL)- und
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Lasionaler (L)-Haut mittels Immunhistochemie bestimmt und ist graphisch in
Abbildung 31 dargestellt. Die Expression von MCT war im Vergleich zu
hautgesunden Patienten sowohl in der Nicht-Lasionaler (NL)-Haut bei der Atopischen
Dermatitis (AD) (p = 0,029), Prurigo Nodularis (PN) (p = 0,002) und Atopischen PN
(APN) (p = 0,006) als auch in der L-Haut der AD (p = 0,000), PN (p = 0,000) und
APN (p = 0,000) signifikant erhoht. Der Vergleich zwischen der Expression von MCT
in Lasionaler (L)- und Nicht-Lasionaler (NL)-Haut innerhalb einer Gruppe ergab
sowohl bei der AD (p = 0,027), der PN (p = 0,027) als auch der APN (p = 0,020)
signifikante Unterschiede mit jeweils erhohter Expression von MCT in lasionalen

Hautarealen.

Abbildung 31: Mittelwert der
Mast Cell Tryptase (MCT)-

Mast Cell Tryptase Expression in der Haut Expression in Lasionaler (L)-

inden unterschiedlichen Gruppen und Nicht-Lasionaler (NL)-
Haut, semiquantitative

1.4 « * immunhistochemische
“ Bestimmung, dimensionslos.
Vergleich zwischen den

Gruppen, AD = Atopische

0.6 * * % .
04 ‘ Dermatitis, n = 9; PN = Prurigo
02 Nodularis, n = 9; APN =
0
AD PN APN K Atopische PN, n=7; K =

hautgesunde Kontrollen, n =
10, mit * = P-Wert < 0.05

In Abbildung 32 sind exemplarische immunhistochemische MCT Farbungen von
Hautschnitten von Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD), Atopischer Prurigo
Nodularis (APN) und Prurigo Nodularis (PN) und hautgesunden Kontrollen
dargestellt. Zu sehen sind die in Abbildung 31 graphisch dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 32: Immunhistochemische Férbung von
Mast Cell Tryptase (MCT) in Nicht-Lésionaler (NL)-
Haut und Lé&sionaler (L)-Haut von Patienten, AD =

Atopische Dermatitis; PN = Prurigo Nodularis; APN

= Atopische PN, K = hautgesunde Kontrolle. Die
R T ; e - schwarzen Pfeile zeigen exemplarisch auf ein

ey K stérkeres Farbsignal der MCT-Férbung.

3.6 Mikrobiomsequenzanalyse

Die Ernahrung hat Einfluss auf die Zusammensetzung des Mikrobioms. In dieser
Studie waren der Grof3teil der Studienteilnehmer Omnivore, d.h. es wurden sowohl
tierische und pflanzliche Lebensmittel verzehrt. Innerhalb der Gruppe mit Atopischer
Dermatitis (AD) ernahrten sich 22 % vegetarisch. Bei der Kontrollgruppe gaben 30 %
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eine vegetarische (kein Verzehr von Fleisch und Fisch) und 10 % eine vegane, rein
pflanzliche Ernahrungsform an. 22 % der AD-, 11 % der Prurigo Nodularis (PN)-
Patienten nahmen regelmaflig Probiotika ein.

Die Analyse des Stuhimikrobioms zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Diversitat des Mikrobioms.

Die Analyse der Hautabstriche waren nicht auswertbar, da die Negativproben als

Referenzwert zu hohe Reads anzeigten und auf eine Verunreinigung hinwies.
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IV. Diskussion

Als Ziel dieser Pilotstudie galt es die Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der
Prurigo Nodularis (PN) im Vergleich zur klassischen Atopischen Dermatitis (AD) und
Atopischen PN (APN) herauszuarbeiten, um ein tieferes Verstandnis der Entstehung
der PN zu erlangen. Aus den Erkenntnissen konnten neue Therapieansatze der PN
entstehen. Auch die immunologischen Prozesse der AD sollten naher beleuchtet
werden, um eventuell spezifische Therapien daraus abzuleiten. Auf die Erkenntnisse

und Folgerungen dieser Arbeit wird im Folgenden detailliert eingegangen.

4.1 .Klinische Beurteilung

In dieser Arbeit wurden die Studienteilnehmer der vier Gruppen mit Atopischer
Dermatitis (AD), Prurigo Nodularis (PN), Atopische PN (APN) und hautgesunden
Kontrollen umfangreich klinisch und anamnestisch untersucht.

PN-Hautlasionen der Patienten waren vor allem am Unterschenkel lokalisiert,
wohingegen AD-Lasionen an der unteren Extremitat vor allem im Bereich der
Kniekehle lokalisiert waren. Die Lasionen der APN waren meist diffus am
Unterschenkel verteilt.

Patienten mit beiden Formen der AD und mit PN leiden haufig sehr unter starkem
Juckreiz, der meist zu Schlafstorungen fuhrt. Die PN-Patienten gaben den hochsten
subjektiven Juckreiz im Vergleich zu den anderen Gruppen an.

Der Pruritus bei der Kontrollgruppe war signifikant niedriger als bei den
Patientengruppen, aber mit 0,2 Punkten wurde auch hier Juckreiz angegeben. Die
Ursache des angegebenen Juckreizes ist unbekannt. Neben dem Juckreiz fuhrt
auch die Stigmatisierung der Patienten mit den genannten Hauterkrankungen zu
einer deutlichen Minderung der Lebensqualitat, welche durch einen Fragebogen bei
allen drei Patientengruppen im Vergleich zur Kontrolle bestatigt wurde.

Um die Unterschiede und die Gemeinsamkeiten zwischen der AD und der PN
genauer zu untersuchen, wurden die Patienten auf atopische Komorbiditaten
untersucht. In der Gruppe der AD und APN lag, wie zu erwarten, der hdchste
prozentuale Anteil an Asthma bronchiale und Rhinokonjunktivitis vor. Hierbei war v.a.
das mit 71 % der APN-Patienten begleitende Asthma auffallig. Allerdings war bei
genauer Befragung der Studienteilnehmer in allen Patienten- und Kontrollgruppen

ein Anteil von atopischen Erkrankungen innerhalb der Verwandtschaft ersten Grades
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zu erkennen (78 % der AD, 22 % der PN, 86 % der APN, 50 % der K).

Um diese Befunde weiter zu untersuchen, wurden die Allergien der Patienten erfragt
und im experimentellen Teil, auf dem im Abschnitt 4.4 noch eingegangen wird,
Gesamt-IgE und spezifisches IgE gemessen. Studien zufolge kommt es bei 67 % der
Kinder mit AD unter zwei Jahren zu einer Sensibilisierung gegen
Nahrungsmittelallergene und in ca. 10 % zu einer klinischen Allergie (Folster-Holst,
2011). Bei mittelschwerer und schwerer AD liegt der Anteil an
Nahrungsmittelallergien sogar bei 33 % (Folster-Holst, 2011). Die Allergene richten
sich vor allem gegen Kuhmilch, Huhnereiweil3, Fisch, Soja, Nusse, Erdnusse und
Weizen (Folster-Holst, 2011, Eller et al., 2009, Weidinger and Novak, 2016). Wie
erwartet zeigte sich bei der Untersuchung der Studienteilnehmer ein gehauftes
Vorkommen von Allergien in der Gruppe der AD und APN, mit einer deutlichen
Auspragung von Pollenallergien, was mit dem beschriebenen gehauften Vorkommen
von Rhinokonjunktivitis  korreliert. Auch Tierhaar-, Hausstaubmilben und
Nahrungsmittelallergien kamen gehauft vor. Bei Patienten mit PN bestanden die
genannten Allergien nicht. Im Gegensatz zu den Sofort-Typ-Allergien, die v.a. in der
Gruppe der AD und APN vorkommen, gehoren Kontaktallergien zu den sogenannten
Typ IV Reaktionen, die T-Zell-abhangig sind und bei denen IgE keine Rolle spielt. Sie
traten bei Patienten mit AD, APN und PN auf.

In diversen Studien uber Risikofaktoren fur die Entstehung von AD werden
angegeben: Rauchen und fehlendes Stillen in der frihen Kindheit (Schafer et al.,
1997, Folster-Holst, 2011). Hierbei zeigen unsere Ergebnisse, dass sowohl bei
beiden Formen der AD als auch bei der PN beide Risikofaktoren vermehrt von den
Patienten dokumentiert wurden.

Da sich die Rekrutierung von PN- und APN-Patienten schwierig erwies, wurden auch
Patienten mit systemischer Therapie und topischer Glukokortikoidtherapie mit in die
Studie aufgenommen. Die Therapien haben Einfluss auf die epidermale Barriere und
auf das Immunsystem, welches im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Mdglich
ware auch ein Einfluss auf die Zusammensetzung des Mikrobioms. Zudem gaben 36
% der Studienteilnehmer an, sich nicht an die Vorgaben gehalten zu haben, 24
Stunden vor der Untersuchung nicht zu duschen und keine Hautpflege aufzutragen.

Dies beeinflusst u.a. die Untersuchungen der epidermalen Barriere.
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4.2 Die Rolle der epidermalen Barriere

Eine gestorte Barrierefunktion spielt eine mafigebliche Rolle bei der Entstehung der
AD (Folster-Holst, 2011, Foelster-Holst R, 2012), hingegen ist die Bedeutung der
epidermalen Barriere bei der PN nicht hinreichend untersucht. Messungen der
Hydratation und des Transepidermalen Wasserverlusts (TEWL) erlauben
Ruckschlisse auf den Wasserhaushalt und die Barrierefunktion der Haut (Fluhr et
al., 2006). Ein erhohter transepidermaler Wasserverlust und damit einhergehend die
erniedrigte Hydratation lassen sich bei der AD nicht nur in Iasionaler, sondern bereits
in nicht-lasionaler Haut zeigen (Proksch et al., 2009). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigen die Befunde mit signifikant niedrigeren Werten fir die
Hydratation und hoheren Werten des TEWL im Vergleich zu hautgesunden
Kontrollen. Das liel3 sich sowohl in Nicht-Lasionaler (NL)- als auch Lasionaler (L)-
Haut aufzeigen. Ein verminderter Wassergehalt in der Haut auf3ert sich klinisch als
trockene, schuppende Haut, was dem Hauptsymptom der AD, der Xerosis,
entspricht. Bei der APN zeigte sich eine geringere Hydratation der lasionalen Haut,
wobei die Nicht-Lasionaler (NL)-Haut keinen signifikanten Unterschied zu gesunden
Kontrollen aufwies. Bei der PN waren sowohl in Nicht-Lasionaler (NL)- als auch
Lasionaler (L)-Haut die Hydratation signifikant geringer als bei hautgesunden
Kontrollen. Der TEWL in der lasionalen Haut war bei der PN und APN signifikant
hoher im Vergleich zu Kontrollen. Diese Erkenntnisse zeigen eine Storung der
Barriere auch bei der PN und APN, wobei es zu einem geringeren Wassergehalt in
der Haut kommt und der Wasserverlust erhoht ist.

Die Messung des TEWLs kann auch durch die Schweilddrusenaktivitat beeinflusst
werden (Rogiers and Group, 2001). Deshalb ist es wahrend der Messung wichtig,
Schwankungen der Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit moglichst zu vermeiden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden konstante Raumbedingungen eingehalten.

Ein weiterer Einflussfaktor ist das Auftragen von Pflegelotionen. Die Patienten
wurden aufgeklart, diese fur mindestens 24 Stunden zu meiden, wobei 22 % der AD-
und PN-Patienten und 14 % der APN-Patienten angaben, sich in den letzten 24 h
eingecremt zu haben. Auch Therapien mit topischen Glukokortikoiden und
systemische Immunsuppression haben einen Einfluss auf die epidermale Barriere,
indem sie z.B. die Entzindungen in der Haut reduzieren (E. Proksch, 2016). Zum

Zeitpunkt der Untersuchung war eine systemische immunsuppressive Therapie bei
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22 % der PN-Patienten und 14 % der APN-Patienten vermerkt. Eine topische
Glukokortikoid-Therapie wurde von 67 % der AD-, 44 % der PN- und 57 % der APN-
Gruppe innerhalb der letzten 4 Wochen angewandt. Somit konnen die Werte der
Hydratation und des TEWLs durch die Einnahme bzw. das Auftragen der genannten
Medikamente beeinflusst worden sein, wobei eine vermehrte Hydratation und eine
Verminderung des TEWLs im Vergleich der Hautmessung ohne Therapie zu
erwarten ware. Bei der Therapie mit Glukokortikoiden ist hierbei der verminderte
TEWL auch auf eine Abnahme der Hautdurchblutung zurtckzufihren (E. Proksch,
2016). Die moglichen Ursachen einer verminderten Hydratation und eines erhohten
TEWLs sind vielfaltig. Eine veranderte Konzentration und Zusammensetzung der
Lipide der Haut oder ein verminderter intrazellularer Wassergehalt der Korneozyten
sind bekannte Einflussfaktoren. Letzterer steht im Zusammenhang mit einem
Filaggrin-Mangel, da Abbauprodukte des Filaggrins Wasser binden (Harding et al.,
2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass bei der PN eine
Barrierestorung vorliegt. Wie bei der klassischen AD ware somit die regelmalige
Feuchtigkeitspflege der Haut bei der PN eine wichtige Saule der Therapie. Eine
weitergehende Untersuchung mit einer gro3eren Anzahl an Studienteilnehmern ware
sinnvoll, um die Ergebnisse dieser Arbeit zu verifizieren und um weitere

Untersuchungen der epidermalen Barriere bei Patienten mit PN durchzufuhren.

4.3 Die Rolle von Filaggrin-Mutationen

In mehreren Publikationen wurde gezeigt, dass Filaggrin-Mutationen haufig mit
einem schweren Verlauf der Atopischen Dermatitis (AD) einhergehen und in 50 %
der Falle bei schwerer AD vorkommen (Rodriguez et al., 2009, Weidinger et al.,
2006). Abhangig davon ob die Filaggrin-Mutationen hetero- oder homozygot vererbt
werden, kommt es zu einer reduzierten Filaggrin-Expression oder gar zu einem
kompletten Funktionsverlust. Gezeigt werden konnte auch der Zusammenhang einer
Filaggrin-Mutation im Rahmen einer AD mit dem assoziierten Auftreten von Asthma
bronchiale als Teil des atopischen Marsches (Palmer et al., 2006). Hierbei fuhrt der
Mangel an intaktem Filaggrin zur Storung der epidermalen Barriere. Hierdurch
konnen Noxen und Allergene der Umwelt vermehrt in die Haut penetrieren, was die

Entzindung der Haut begunstigt (Weidinger et al., 2007).
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In dieser Arbeit wurden bei den Patienten und hautgesunden Kontrollen die vier
haufigsten Filaggrin-Mutationen untersucht. Die Filaggrin-Mutation S2282del4 kam
bei 22 % der AD-Patienten, bei 11 % der PN-Patienten und bei 10 % der Kontrollen
vor. In keiner Gruppe wurde eine R2447-, S3247- oder R501 Filaggrin-Mutation
vorgefunden. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, lag bei der AD, APN und PN
eine verminderte Hydratation und ein erhohter Transepidermaler Wasserverlust
(TEWL) vor, was auf eine Storung der epidermalen Barriere hinweist. Dies zeigt,
dass die Filaggrin-Mutation allein die Pathogenese der AD nicht ausreichend
beschreibt (Folster-Holst, 2011). Vielmehr impliziert es, dass auch andere Faktoren
bei der Storung der Barriere eine Rolle spielen. Zudem kann Filaggrin auch sekundar
uber beispielsweise die Expression bestimmter Zytokine herunterreguliert werden
(Howell et al., 2009). Auch mechanische Schaden und niedrige Luftfeuchtigkeit
fuhren zur verminderten Expression von Filaggrin (Weidinger and Novak, 2016). Es
sind mittlerweile eine Vielzahl an Mutationen des Filaggrin-Gens bekannt. Moglich
ware auch, dass bei Patienten und Kontrollen dieser Studie eine nicht analysierte,
seltenere Filaggrin-Mutation vorlag. Ebenso Messfehler bei der Analyse der
Filaggrin-Mutationen sind nicht auszuschliel3en.

Ob die Filaggrin-Mutationen bei der Entstehung der PN eine Rolle spielen, kann aus
diesen Daten nicht abgeleitet werden. Zur Klarung dieser Fragestellung musste eine
Studie mit einem groReren PN-Patienten-Kollektiv, die wiederum solche mit und

ohne Atopie differenziert, durchgefuhrt werden.

4.4 Die Rolle des Immunsystems

4.4.1 IgE
Bei 80-90 % der Patienten mit Atopischer Dermatitis (AD) liegt der extrinsische

,allergische Typ der AD vor, der mit einem erhdhten Gesamt-IgE Spiegel und
Nachweis spezifischer IgE-Spiegel einhergeht. Auch die Expression von IL-5 und IL-
13 ist bei diesem Typ erhoht, wobei IL-13 zu einer erhdhten Expression von IgE in B-
Zellen fuhrt (Akdis et al., 1999). Erhohtes IgE gegen Inhalationsallergene steht mit
der Entwicklung von Rhinokonjunktivitis und Asthma bronchiale allergicum in
Verbindung.

Im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen wurde im Blut von AD-Patienten im

Rahmen dieser Arbeit ein signifikant erhohter Gesamt-IgE Spiegel gemessen. Die
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Daten der Messung des spezifischen IgEs ergaben jedoch keine signifikanten
Unterschiede. Ebenso bestehen keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der
Prurigo Nodularis (PN) und Atopischen PN (APN) zur Kontrolle oder der
Patientengruppen untereinander.

Die Daten konnen durch verschiedene Faktoren beeinflusst sein. Wie bei allen
Messungen sind Messfehler maglich. Auch kdnnen immunsuppressive Therapien wie
bei 22 % der PN-Patienten und 14 % der APN-Patienten durch Suppression der B-

Zellen zu einer verminderten IgE-Expression fuhren.

4.4.2 Zytokine

Zytokine sind Botenstoffe des Immunsystems und spielen bei der Pathogenese der
Atopischen Dermatitis (AD) eine bedeutende Rolle. Der Einfluss bei der Entstehung
der Prurigo Nodularis (PN) ist bis heute noch nicht ausreichend geklart.

IL-4 wird von TH-2-Zellen und Mastzellen sezerniert und bewirkt einen IgE-
Isotopenwechsel in B-Zellen, stimuliert die T- und B-Zellen und fuhrt zu einer TH-2-
Pradominanz, die fur die AD charakteristisch ist (FOIster-Holst, 2011). Ein weiterer
Effekt von IL-4 ist die Reduktion der Filaggrin-Expression (Howell et al., 2009). Eine
signifikant erhohte IL-4 Expression im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen konnte
bei der AD im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden.

Im Vergleich zu nicht-lasionaler Hautarealen innerhalb der Gruppen war die IL-4
Expression sowohl bei der AD, APN und PN in den lasionalen Hautarealen
signifikant erhoht. Dies konnte fur einen lokalen Prozess mit moglicher Reduktion der
Filaggrin-Expression und Aktivierung der TH-2-Zellen sprechen.

Bei der PN lag lasional eine erhohte Expression vor, sowohl im Vergleich zur
Kontrollgruppe als auch zur AD. Da IL-4 sowohl die T- als auch die B-Zellen
stimuliert, konnte dies eine Erklarung fur die massive Entzindungsreaktion bei der
PN sein. Zugleich hat IL-4 auch ebenfalls eine antiinflammatorische Funktion, indem
es die Makrophagen hemmt. Somit konnte der erhdhte IL-4 Spiegel bei der PN auch
eine sekundare Reaktion des Immunsystems auf die Entzindungsreaktion sein, um
diese zu mindern.

Im Blut wurde kein signifikant erhohtes IL-4 gemessen. Dieses Ergebnis konnte
ebenso fur eine lokale Hautreaktion sprechen.

IL-5 wird vor allem in TH-2-Zellen, Mastzellen und eosinophilen Granulozyten

gebildet und spielt eine Rolle bei der Reifung und Aktivierung der Letzteren (Folster-
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Holst, 2011). Im Blut wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen gemessen. Die Daten konnten darauf hinweisen, dass IL-5 keine
malfdgebliche Rolle in der Pathogenese der AD und PN spielt. Allerdings ist eine
umfangreichere Studie nétig, um diese Hypothese zu untersuchen. Die
Untersuchung der Haut auf eine IL-5 Expression konnte im Rahmen dieser Arbeit auf
Grund von nicht ausreichend vorhandenen Biopsiematerial nicht durchgefuhrt
werden. Weitere Studien dazu stehen noch aus. Wobei die Wirksamkeit der Therapie
mit IL-5-Antikdrpern wie Mepolizumab bei der Behandlung der AD nur geringe
Wirksamkeit zeigte (Oldhoff et al., 2005).

IL-13 wird von TH-Zellen, eosinophilen Granulozyten und Monozyten gebildet und ist
ein wichtiger Faktor fur die IgE-Expression der B-Zellen. Zudem fordert es wie IL-4
die TH-2-Pradominanz (Folster-Holst et al., 2016, Weidinger and Novak, 2016). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte eine signifikant erhohte Expression von IL-13 bei PN-
und Atopischen PN (APN)-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt
werden. Zudem lag in der lasionalen Haut (L) bei der PN eine signifiknant erhohte
Expression von IL-13 im Vergleich zu der AD vor. Bei allen drei Patientengruppen
(AD, PN, APN) lag lasional (L) im Vergleich zu nicht-lasionalen (NL) Hautarealen
eine signifikant erhdhte IL-13 Expression vor. Als Stimulator fur die Differenzierung
der T-Zellen zu TH-2-Zellen konnte dies bedeuten, dass eine TH-2-Pradominanz
nicht nur bei der Pathogenese der AD, sondern auch mafRgeblich bei der PN eine
Rolle spielt.

Diese Daten unterstutzen aktuelle Studien mit Therapieansatze zur Behandlung von
PN mit IL-4-Rezeptor Antikorpern wie Dupilumab (Calugareanu A, 2019). Studien
uber neue Therapieansatze zur Behandlung der AD zeigten Erfolge mit IL-13-
Antikorpern wie z.B. Lebrikizumab und Tralokinumab (Calugareanu A, 2019, Nguyen
et al., 2019, Simpson et al.,, 2018). Diese Antikorper waren laut der Ergebnisse
dieser Daten auch eine mogliche Therapieoption fur die Behandlung der PN und
APN und sollten in weiteren Studien untersucht werden.

Sowohl die AD als auch die PN sind Hauterkrankungen, die durch einen massiven
Juckreiz charakterisiert sind. Ein wichtiger Faktor fur die Entstehung von Juckreiz ist
das IL-31, was vor allem von TH-2-Zellen ausgeschuttet wird (Neis et al., 2006).
Zudem fuhrt die Expression von |L-31 zur weiteren Ausschuttung von
proinflammatorischen Mediatoren und fordert somit Entzindungen (Raap et al.,

2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen signifikant erhohte Werte der 1L-31
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Expression in der Iasionalen Haut der Gruppen mit AD, APN und PN im Vergleich zu
hautgesunden Probanden. Vor allem die Expression der beiden PN-Formen waren
deutlich erhoht. Dies unterstutzt die Forschungsdaten, bei denen die PN hohere
Werte von IL-31 aufweisen als die AD (Sonkoly et al., 2006). Zudem lag sowohl bei
der AD, also auch bei der APN und PN die IL-31 Expression in den lasionalen (L)
Hautarealen jeweils signifikant erhoht zu den nicht-lasionalen (NL) Arealen vor. Im
Blut waren keine signifikanten Unterschiede zu sehen. Auch in diesem Fall konnte
das fur die kutane, lokale Expression von IL-31 sprechen, die nicht im Blut
nachzuweisen ist. Ein moglicher Therapieansatz fur die AD, APN und PN ist
demnach die Blockade von IL-31 durch spezifische Antikorper, beispielsweise durch
den Antikdrper Nemolizumab. Die positive Wirkung des IL-31-R-Antikdrpers bei der
Therapie der AD wurde mehrfach beschrieben (Ruzicka T, 2017, Nguyen et al.,
2019) und sollte in weiteren Studien als Therapieoption fur die PN untersucht
werden.

Das proinflammatorische Zytokin TNF-a wird vor allem von Mastzellen gebildet und
fuhrt Uber die Reduktion von freien Fettsauren und Ceramiden und durch die
Induktion von Apoptose der Keratinozyten zur Storung der epidermalen Barriere
(Danso et al., 2014). Es wurde im Rahmen dieser Arbeit im Blut gemessen und
zeigte eine signifikant niedrigere Konzentration bei AD-Patienten Im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Diese Daten widersprechen den Ergebnissen anderer
Publikationen (Danso et al., 2014). Aufgrund der Storung der epidermalen Barriere
wurde eher ein erhohter TNF-a Spiegel im Blut zu erwarten sein. Um Messfehler und
Zufallsbefunde bei kleiner Kohorte auszuschlielen, ware eine entsprechende
Nachuntersuchung bei einer grofleren Kohorte sinnvoll. Bei dieser musste dann die
Compliance der Patienten, vor der Untersuchung keine aufgefuhrten Medikamente
einzunehmen, gewabhrleistet sein.

Neben dem IL-4 ist Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) ein weiterer Einflussfaktor
der Reifung der TH-2- und B-Zellen. Zudem stimuliert TSLP dendritische Zellen und
fordert darlber eine TH-2-Pradominanz, die wiederum mit einer erhohten
Freisetzung von IL-31 einhergeht. TSLP wird in Hautlasionen von AD verstarkt
exprimiert (Tatsuno et al., 2015), was von den Ergebnissen dieser Arbeit unterstutzt
wird. Sie zeigen eine signifikant gesteigerte Expression von TSLP bei AD, APN und
PN im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen. Zudem liegt eine signifikant erhohte
Expression bei der lasionalen (L) Haut der AD, APN und PN im Vergleich zu der
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nicht-lasionalen (NL) Haut vor. Die Ergebnisse weisen somit ebenfalls auf einen
Einfluss von TH-2- und B-Zellen bei der Pathogenese sowohl der AD als auch der
PN hin.

Eine erhohte Mastzelldichte bei Patienten mit AD wurde in verschiedenen Studien
beschrieben (Guerra Junior et al., 1995, Barata et al, 1998). Um dies zu
untersuchen und die Ergebnisse mit der PN zu vergleichen, wurde die Mast Cell
Tryptase (MCT) in der Haut von Patienten mit AD, APN und PN untersucht. Hierbei
zeigten sich signifikant erhohte Werte bei allen drei Patientengruppen im Vergleich
zu hautgesunden Kontrollen. Zudem lag die MCT jeweils in der Iasionalen (L) Haut
bei Patienten mit AD, APN und PN im Vergleich zur nicht-lasionalen (NL) Haut vor.
Somit kommt den Mastzellen sowohl bei der AD als auch bei den beiden Formen der
PN eine Rolle in der Pathogenese zu, da die MCT die Mastzelldichte widerspiegelt.
Allerdings konnen die Einnahme, das Auftragen von Medikamenten und das Nicht-
Einhalten von Vorlagen im Rahmen dieser Arbeit zu Fehlern fuhren. Es ware eine
Folgestudie mit einer grofleren Kohortenzahl notwendig, um die genannten

Ergebnisse zu Uberprufen.

4.5 Die Rolle des Mikrobioms

Das Mikrobiom hat vielfaltige Einflisse auf den menschlichen Organismus (Oyama

N, 2001, Geoghegan et al., 2018). Ein gesundes Mikrobiom ist durch eine grol3e
Diversitat charakterisiert (Powers et al., 2015).

Im Rahmen dieser Studie konnten keine signifikanten Unterschiede der Diversitat
des Stuhl-Mikrobioms zwischen den Gruppen gezeigt werden, allerdings ist die
Aussagekraft zum  Mikrobiom bei niedriger Patienten-/Probandenanzahl
eingeschrankt. Eine Studie mit groerer Probenanzahl ware erforderlich.

Das Mikrobiom ist von vielen verschiedenen Faktoren beeinflussbar. Die Einnahme
von Antibiotika fuhrt beispielsweise zu einer Veranderung der bakteriellen
Zusammensetzung. 11 % der AD-, 22 % der PN-, 14 % der Atopischen PN (APN)-
Patienten und 10 % der Kontrollen gaben an, innerhalb der letzten 6 Monate
antibiotisch behandelt worden zu sein, was eine Abnahme der Diversitat erklaren
konnte. Verandert wird die bakterielle Zusammensetzung auch durch die Einnahme
von Probiotika, die von 22 % der AD- und 11 % der PN-Patienten regelmalig

eingenommen wurden. Auch die Ernahrungsform ist ein Einflussfaktor, wobei der
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Grolteil der Studienteilnehmer sich omnivor ernahrte. Einfluss auf das Mikrobiom
des Darms haben auch chronisch entziindliche Darmerkrankungen, die bei 11 % in
der PN-Gruppe und 29 % in der APN-Gruppe bekannt waren. Bei den Kontrollen und
AD-Pateinten waren keine chronisch entzundlichen Darmerkrankungen bekannt.

Die Hautabstriche konnten nicht ausgewertet werden. Grund hierfir waren
Kontaminationen der Negativproben als Referenzwert. HierfUr gibt es mehrere
mogliche Ursachen. Eventuell ist der Fehler bei der Durchfuhrung des Hautabstrichs
mittels Skin Swab entstanden. Hierfir wurde jeweils ein Skin Swab als
Negativkontrolle fur 10 sek mit sterilen Handschuhen der Raumluft ausgesetzt. Es
wurde darauf geachtet, dass nicht direkt in Richtung Swab geatmet wurde.
Moglicherweise kam es trotz Einhalten der Vorschriften zur Kontamination. Eine
weitere Ursache konnte ein Pipettierfehler oder unsteriles Arbeiten bei der
Aufreinigung und Isolation der DNA sein. Da es bei dem Messverfahren nicht um
quantitative Werte geht und die DNA normalisiert ist, fUuhren schon geringe Mengen
an DNA in den Negativproben zu vielen Signalen bei der Analyse, wodurch die Daten
nicht auswertbar sind. Letztendlich ware eine Wiederholung der Messung und

Analyse sinnvoll, um maogliche Fehler zu erkennen und zu beheben.

4.6 Zusammenfassung

Die Erkrankungen Atopische Dermatitis und Prurigo Nodularis, in der atopischen und
nicht-atopischen Form, sind aufgrund der Stigmatisierung und des qualenden
Juckreizes mit einer erheblichen Einschrankung der Lebensqualitat verbunden.
Wahrend die Pathogenese und mdgliche Ansatzpunkte einer spezifischen Therapie
bei der AD bereits gut bekannt sind, sind die Erkenntnisse bei der PN eher
lGckenhaft.

Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Atopischen Dermatitis und Prurigo
Nodularis herauszuarbeiten, wurden im Rahmen dieser Dissertation umfangreiche
klinische Untersuchungen und Analysen der epidermalen Barriere, des
Immunsystems, des Mikrobioms und der Molekulargenetik durchgeflhrt.

Unsere Daten zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Erkrankungen.
Erwartungsgemal war ein signifikant erhdhtes Gesamt-IgE im Serum der Atopischen
Dermatitis-Patienten gegenuber den gesunden Kontrollen auffallig, was die atopische

Genese unterstreicht. Die beiden T-Helferzell-2-Leitzytokine Interleukin-4 und
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Interkeukin-13 lieRen sich in allen drei Patientengruppen signifikant erhoht in
lasionalen Hautarealen im Vergleich zu nicht-lasionalen nachweisen. Eine
Signifikanz im Vergleich zu hautgesunden Kontrollen wurde bei der Interleukin-4
Expression bei der Prurigo nodularis erreicht. Die IL-13 Expression war in der
Gruppe der Prurigo nodularis (atopisch und nicht-atopisch) ebenfalls im Vergleich zu
den Kontrollen signifikant erhoht. Von den T-Helferzell-2-Interleukinen ist eine
suppressive Wirkung auf die Filaggrin-Expression bekannt, die mit einer Storung der
epidermalen Hautbarriere einhergeht (Howell et al., 2009).

Unsere Ergebnisse zeigen auch Gemeinsamkeiten zwischen der Atopischen
Dermatitis und Prurigo Nodularis. Die Hydratation und der Transepidermale
Wasserverlust der Haut waren nicht nur bei der Atopischen Dermatitis, sondern auch
bei beiden Formen der Prurigo Nodularis erhoht. Es liegen in allen drei Erkrankungen
Storungen der epidermalen Barriere vor. Ebenso zeigten alle drei Patientengruppen
eine signifikant erhohte Interleukin-31 Expression in der Haut, was vor allem bei den
Prurigoformen auffallig war und auch die subjektive Einschatzung des starken
Juckreizes Uber die Visual Analog Scale in diesen Gruppen widerspiegelt. Eine
weitere Gemeinsamkeit der untersuchten Hauterkrankungen ist die signifikant
erhohte Thymic Stromal Lymphopoietin-Expression in allen drei Gruppen, welche die
T-Helferzell-2-Zellreifung und Reifung der B-Zellen fordert. Auch die Mast Cell
Tryptase als Zeichen der Mastzelldichte war bei allen drei Patientengruppen
signifikant ernoht und tragt zum Juckreiz bei.

Ein gehauftes Vorkommen von Filaggrin-Mutationen als mogliche Ursache der
Barrierestorung konnte im Rahmen dieser Studie in keiner Gruppe gezeigt werden.
Aufgrund der bei allen Patientengruppen nachweisbaren erhohten T-Helferzell-2-
Interleukine von Interleukin-4, Interleukin-13 und Interleukin-31, die supprimierend
auf die Expression des Filaggrin-Proteins wirken, lasst sich die Schadigung der
epidermalen Barriere erklaren. Zu dieser Schadigung tragt auch das in allen
Patientengruppen erhdoht gemessene Thymic Stromal Lymphopoietin bei, das von
den Keratinozyten freigesetzt wird und die T-Helferzell-2-Pradominaz fordert. Eine
verminderte Diversitat im Stuhl, wie sie typischerweise bei Patienten mit atopischer
Dermatitis gesehen wird, wurde in keiner Patientengruppe festgestellt. HierfUr konnte
die niedrige Patientenanzahl der einzelnen Gruppen verantwortlich sein. Die Daten
des Haut-Mikrobioms waren auf Grund von verunreinigter Negativproben nicht

auswertbar.

72



Zusammengefasst zeigt unser Pilotprojekt neue Einblicke in die Pathophysiologie der
Prurigo Nodularis, die therapeutisch zu nutzen sind. Wie bei den Patienten mit
Atopischer Dermatitis sollten auch die Prurigo Nodularis-Patienten regelmallige
PflegemalRnahmen durchfihren. Von der Pradominanz der T-Helferzell-2-
Interleukine abgeleitet, ist zudem ein Ansprechen auf spezifische AntikOrper gegen
die Interleukine oder deren Rezeptoren zu erwarten. So zeigen die ersten
Studienergebnisse, dass Interleukin-4-Rezeptor-Antikorper wie z.B. Dupilumab gute
therapeutische Ansprechraten.

Als Limitierung dieser Pilotstudie ist die niedrige Patientenanzahl in den drei Gruppen
zu nennen, die eine multizentrische Studie mit einer hoheren Patientenzahlen nach

sich ziehen sollte.
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VI. Anhang

7.1. Abkurzungen

Folgende Abkurzungen wurden in dieser Arbeit verwendet:

°C Grad Celsius

ABC Avidin-Biotin-Komplex

AD Atopische Dermatitis

APN Atopische Prurigo Nodularis

AK Antikorper

AKK Antigen-Antikorper-Komplex

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V.

cDNA komplementare DNA

cm Zentimeter

cma2 Quadratzentimeter

cms3 Kubikzentimeter

DAB 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid

dest. destilliert

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTPs Deoxyribonucleotide Triphosphates

DPI3 Dihydrocyclopyrroloindoletripeptide
dsDNA doppelstrangige DNA

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EtOH Ethanol

F Fluoreszenzfarbung

Fa. Firma

FP Forward Primer

FLG Filaggrin

g Gramm

h Stunde

H20 dest. destilliertes Wasser

HE Hamatoxylin-Eosin

81



IL31R

LSAB

MCT
mg
MGB
MHz
min

mi

mm
MmRNA
n

N

ng

OD
OSCORAD

p
PCR

P9
pH

PN
Q
gRT-PCR
RNA

Horseradish-Peroxidase
Immunoglobulin
Immunhistochemie

Interleukin

Interferon

Kilobasen

Kilobasenpaare

Interleukin

IL-31 Rezeptor

Liter
Labelled-Strept-Avidin-Biotin
Molar

Mast Cell Tryptase

Milligramm

Minor Groove Binder
Megahertz

Minute

Milliliter

Millimeter

messenger RNA

Anzahl

Newton

Nanogramm (10-9 g)

Optische Dichte (Extinktion)
objective component of SCORAD
p-Wert (Signifikanzniveau)
Polymerase-Kettenreaktion
Pikogramm (10-12 g)

potentia Hydrogenii (negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)
Prurigo nodularis

Quencher

quantitative real-time PCR (s. PCR)

Ribonukleinsaure
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RNase
RP

rpm
rRNA
RT
RT-PCR
SCORAD
sek
SEM
SNP
ssDNA
TH-1
TH-2
TMB
TNF
TSLP
USA
VAS

v.a.

X

Mg
Ml

Ribonuklease

Reverse Primer

rounds per minute

ribosomale RNA
Raumtemperatur
Real-Time-PCR

Severity Scoring of Atopic Dermatitis
Sekunde

standard error of the mean
Single Nucleotide Polymorphisms
einzelstrangige DNA
T-Helfer-1

T-Helfer-2
Tetramethyl-Benzidine
Tumor-Nekrosefaktor

Thymic Stromal Lymphopoietin
United States of America
Visual Analog Scale

vor allem

mal

Mikrogramm (10-6 9)

Mikroliter

7.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

7.2.1 Einschlusskriterien

- Erwachsene uber 18 Jahren

- Klinisch diagnostizierte AD oder PN in Patientengruppen

- Zum Zeitpunkt der Untersuchung frische Hautlasionen, vorzuglich am Bein,

alternativ am Arm oder Ricken

- Aufklarung und schriftliches Einverstandnis



7.2.2 Ausschlusskriterien

- Schwangerschaft und Stillzeit

- Akuter Schub einer chronisch entztndlichen Darmerkrankung

- Immunsupprimierte Patienten mit AIDS, Lymphome etc.

- Patienten mit akuten viralen oder bakteriellen Infektionen

- Patienten mit begleitenden

Hauterkrankungen, die im Bereich

untersuchten Lasionen liegen und die Untersuchung beeinflussen konnten

- Zeitgleiche Teilnahme an einer anderen Studie

- Patienten mit eingeschrankter Compliance

- Patienten mit bekannter Drogenabhangigkeit

7.3 Anhang Methodik
7.3.1 Chemikalien

der

Folgende Chemikalien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Die verwendeten

Kits, Primer und Antikorper sind in separaten Punkten aufgelistet.

Chemikalie

Firma, Hauptsitz

Alkohol, 100 %

Th. Geyer GmbH & Co, Berlin,
Deutschland

Aqua destillata, Ampuwa®

Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland

DAB (3,3-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid)

Vector Lab., Burlingame, USA

DNAse freies Wasser

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eisessig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eosin

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eukitt, Eindeckmedium

O.Kindler, Bobingen, Deutschland

Formalin, 4 %

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Glycergel Mounting Medium

DAKO, Santa Clara, USA
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Kochsalzlosung, 0,9 %, isoton

Braun, Melsungen, Deutschland

Mayer’'s Hamalaun-LOosung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhypochloritldsung, 12 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Octenisept® Desinfektion

Schilke, Norderstedt, Deutschland

Paraffin (Paraplast®Plus™)

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Salzsaure, 37 %, rauchend

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Shandon Gill [l Hematoxylin

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

TE-Puffer, Tris-EDTA Buffer solution

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Tris-Puffer (Tris-hydroxymethyl-amino-

methan)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Vectastain ABC Standard Kit

Vector Lab., Burlingame, USA

Wasserstoffperoxid (H202), 3%ig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol

Th. Geyer GmbH & Co, Berlin,
Deutschland

Xylonest ®, 1 % mit Adrenalin

AstraZeneca, Wedel, Deutschland

Zitronensaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

7.3.2 Puffer und Losungen

Citratpuffer

Stammlosung A

9ml

Stammlosung B

41 ml

Ad 450 ml H20 mit pH-Wert 6,0

Mit:  Stammldsung A:
H20)

Stammlésung B:

H20)

0,1M Citronensaure-Monohydrat-Lésung (21,01g ad 1000 ml

0,1M Natriumcitrat-Monohydrat-Lésung (29,41g ad 1000 ml
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TBS-Puffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 649

Natriumchlorid 59

Ad 1000 ml H20 mit pH-Wert 7,6

DAB-Losung
H20 2250 pl
TBS-Puffer 250 pl
DAB 2 Tropfen
Wasserstoffperoxid, H202 1 Tropfen

7.3.3 Details zum Verfahren der Filaggrin-Mutationsmessung

7.3.3.1 DNA-EXxtraktion

Fur die DNA-Extraktion wurde der Roboter ChemagicStar® (Fa. Hamilton, Reno,
USA) mit dem Chemagic DNA Blood100 Kit (Fa. PerkinElmer, Waltham, USA)
verwendet. Die Methode des ChemagicStar® basiert auf DNA-bindenden
Magnetkugelchen. Im ersten Schritt wurden die Zellen aufgebrochen. Hierfur wurden
100 pl des EDTA-Bluts in einem 1,5 ml Eppendorf Rohrchen mit 125 ul Lyse-Puffer
gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde 360 pl
des Bindungspuffers und 14 ul der magnetischen Kugelchen zugesetzt und alles
gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kugelchen sind mit
Polyvinylalkohol, einem stark wirksamen DNA-bindenden Kunststoff beschichtet. Das
Gemisch wurde dann fur 2 min in ein Magnetfeld des Roboters ChemagicStar®
eingebracht. Die Kugelchen mitsamt der daran gebundenen DNA wurden hierdurch
an dafiir vorgesehenen Magnetstaben fixiert. Der Uberstand wurde verworfen. In vier
Waschdurchgangen mit Waschpuffer wurden alle nicht gebundenen Zellbestandteile
wie Proteine, Zellreste etc. aus dem Gemisch gewaschen. Hierflir wurde zuerst 600

ul des Waschpuffers 3 zugefugt, gemischt, fur 1 min inkubiert und dann der
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Uberstand verworfen. Der gleiche Waschschritt erfolgte nochmals mit 600 ul des
Waschpuffers 4 und anschlieBend erneut mit 1 ml des Waschpuffers 5 bei einer
Inkubationsdauer von jeweils 90 sek. Der Uberstand wurde jeweils verworfen.
Beendet wurde die DNA-Extraktion durch Zugabe von 100 pl Elusionspuffer und
Inkubation von 7 min bei 55°C. Die DNA wurde dadurch wieder von den Kugelchen
geldst und die Kugelchen uber den Roboter ChemagicStar® aus dem Gemisch
entfernt. Die aufgereinigte DNA mit einem Volumen von ca. 100 yl wurde in ein 1,5
ml Eppendorf Réhrchen mit entsprechendem Barcode Ubertragen.

Um die Konzentration der DNA in der Probe zu Uberprufen, erfolgt im Anschluss eine
photometrische DNA-Quantifizierung mittels Freedom EVO® (Fa. Tecan, Mannedorf,
Schweiz). Es wurden 2 yl des DNA-Gemisches verwendet, um die optische Dichte zu
bestimmen. Die Messung erfolgte bei einer UV-Wellenlange von 260 nm. Das
Messverfahren basiert auf der Lichtabsorption, welche abhangig von der DNA-
Konzentration ist. Je hoher die Konzentration in der Probe ist, desto mehr Licht wird

absorbiert. Als Leerwert wurde DNA-freies-Wasser verwendet.

7.3.3.2 DNA-Verdunnung und Beladung der PCR-Platten

Die aufgereinigte DNA wurde mit TE-Puffer auf 0,625 ng/ul verdinnt und die PCR-
Platten fur die Genotypisierung beladen. Hierfur wurden je 5 yl DNA-LOsung pro
Mulde auf je vier der 384er-PCR-Platte mithilfe der Pipettierhilfe Bravo (Fa. Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) aufgebracht. Es wurden vier Platten, je eine Platte
pro zu analysierende Filaggrin-Mutationen beladen.

Damit sich die DNA auf dem Boden der Platte absetzte, wurden die Platten nach der
Bestickung mit spezieller Folie, der sogenannten Thermowell sealing tape for 96
well plates, abgedeckt und mithilfe der Zentrifuge Rotana 460 (Fa. Hettich, Bach,
Schweiz) zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Platten im Trockenschrank Heraeus
UT6200 (Fa. Thermo Fisher scientific, Waltham, USA) bei 60°C uber Nacht gelagert.
Am nachsten Tag wurden die Platten dann bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.
7.3.3.3 Das Prinzip der Genotypisierung mit TagMan®

Die PCR dient der Vervielfaltigung bestimmter DNA-Sequenzen und verlauft in

folgenden Schritten.
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1. Aktivierung der DNA-Polymerase (95°C, 10 min): 1 Zyklus

2. Denaturierung (95°C, 15 seKk): 45 Zyklen
3. Primer-Hybridisierung und Elongation

(60°C bzw. 62°C fur 2282del4, 1 min): 45 Zyklen
4. Abkuhlen (20°C, 10 min) 1 Zyklus

Der erste Schritt ist die Aktivierung der hitzestabilen DNA-Polymerase und die
Denaturierung des DNA-Doppelstrangs zu zwei DNA-Einzelstrangen, welche als
Matrix fur das Ablesen des Enzyms DNA-Polymerase dienen. Es entsteht eine
Kettenreaktion, da die abgelesenen Sequenzen in darauffolgenden Schritten als
Ausgangssequenzen dienen und somit in kurzer Zeit exponentielle Vervielfaltigungen
moglich sind.

Zuerst erfolgt die Aktivierung der hitzestabilen DNA-Polymerase durch Erhitzung auf
95°C fur 10 min. Der Schritt der Denaturierung wird bei 95°C flur 15 sek durchgefuhrt,
wodurch es zum Losen der Wasserstoffverbindungen kommt, welche die
doppelstrangige DNA und Primer zusammenhalten. Um die Ruckbildung der
Doppelstrange zu verhindern, kommt es danach zu einer raschen Abkuhlung auf
60°C und zum nachsten Schritt, namlich der Primer-Hybridisierung fur 1 min (bzw.
62° bei der 2282del4 Mutation). Hier kommt es zu einer spezifischen Anlagerung der
komplementaren Primer an die DNA. Im nachsten Schritt, der Elongation, liest die
DNA-Polymerase die DNA-Matrix ab und synthetisiert komplementare Einzelstrange
durch spezifisches Aneinanderreihen von Nukleotiden. Der Startpunkt des Ablesens
ist hierbei das 3’-Ende der angelagerten Primers. Die Schritte zwei und drei werden
je 45x wiederholt, so dass es zu exponentieller Vervielfaltigung der spezifischen
Abschnitte kommt. Am Ende der PCR folgt das Abkuhlen auf 20°C fur eine Minute.
Die Genotypisierung uber das TagMan® Verfahren ist ein quantitatives PCR (qPCR)
Verfahren, das auf PCR-Amplifikationen einer spezifischen DNA-Sequenz basiert. Im
Vergleich zur Standard-PCR weist es einige Besonderheiten auf. Schematisch ist
das Verfahren in Abbildung 4 dargestellt (Schleinitz et al., 2011).
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FUr die TagMan® basierende qPCR werden ein Vorwarts- (FP) und ein Ruckwarts-
Primer (RP) und zwei mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Gensonden eingesetzt.
Hierbei tragt eine Gensonde zur Detektion der Filaggrin-Mutation (Allel X) am 5'-
Ende einen VIC®-Farbstoff. Die andere Gensonde tragt den FAM™-Farbstoff um
das Wildtyp-Filaggrin-Allel (Allel Y) zu detektieren. Beide Sonden tragen an ihren 3'-
Enden einen nicht-fluoreszierenden Quencher (Q), eine sogenannte Loschsubstanz,
der die Fluoreszenz der beiden Farbstoffe VIC® und FAM™ solange unterdrickt,
solange beide an der Gensonde gebunden sind.

Die qPCR erlaubt Uber eine Echtzeit-Fluoreszenzmessung die relative
Quantifizierung der Genexpression im Vergleich zu ausgewahlten Kontroll- bzw.
Kalibratorproben (Bustin, 2000). Das Prinzip beruht auf den gebundenen Farbstoffen
am 5-Ende, deren Farbsignal durch den gebundenen Quencher (Q) am 3'-Ende
unterdrackt wird. Kommt es wahrend der Hybridisierung der Sonden zur
spezifischen, komplementaren Anlagerung an die DNA und zum Ablesen der
spezifischen Sequenz durch die DNA-Polymerase mit einer 5-3’-Exonuklease-
Aktivitat, so wird der Quencher (Q) enzymatisch abgeschnitten. Es kommt dann zu
einem Farbsignal, welches mithilfe eines Lasers als Fluoreszenzsignal detektierbar
ist. Anhand der unterschiedlichen Wellenlangen konnen die Farbstoffe VIC® als
Filaggrin-Mutations-Signal und FAM™ als Wildtyp-Allel-Signal unterschieden
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werden. Hierbei nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der
vervielfaltigten RNA-Abschnitte zu (Raggi et al., 2005).

Um die Spezifitat der gqPCR zu erhdhen, ist am 3‘-Ende ein sogenannter Minor
Groove Binder (MGB)-Molekil wie z.B. Dihydrocyclopyrroloindoletripeptide (DPI3)
gebunden. Er ermdglicht den Einsatz von kurzen Gensonden, indem er
beispielsweise den Gensonden-DNA-Komplex stabilisiert. Eine weitere Erh6hung der
Spezifitat wird durch den Einsatz zusatzlicher Primer erreicht. Bei der
Genotypisierung von 2282del4 wurde deshalb ein weiterer Vorwarts-Primer
verwendet, welcher komplementar zu einer mittigen Sequenz zwischen den beiden

endstandigen 3‘- und 5°-Primern ist.

7.3.3.4 Durchfuhrung des TagMan® Verfahren

Fir die Durchfuhrung des TagMan® Verfahrens wurden die vorbereiteten 384er
Platten aus Kapitel 2.2.5.2 mit je 5 yl DNA-L6sung pro Mulde (mit 3,125 ng DNA/5pl)
aufgetaut und in der Heraeus Megafuge 40R (Fa. Thermo Fisher scientific, Waltham,
USA) zentrifugiert. Das Pipettierschema sowie Details der Primer und Gensonden
sind im Anhang zu finden. Die Gensonden der R501X und S2282del4 Filaggrin-
Mutationen wurden von der Arbeitsgruppe selbst designt (Palmer et al., 2006,
Sandilands et al., 2007) und der Reaktionsansatz jeweils einzeln zusammengefugt.
Der Genotyping Mastermix (Fa. Applied Biosytems, Foster City, USA) beinhaltete
hierbei eine AmpliTag Gold® DNA-Polymerase, Deoxyribonucleotide Triphosphates
(dNTP)s, Puffer und ROX™ als passiver interner Referenzfarbstoff um die Daten zu
normalisieren. Die Platten wurden mit je 5yl Reaktionsvolumen pro Mulde bestuckt.
Die Gensonden fur die Filaggrin-Mutationen R2447X und S3247X wurden von der
Firma Applied Biosytems, Foster City, USA als fertige Assays verwendet. Es wurde
hierfur ein 40-fach konzentrierter Genotyping Assay gewahlt, welcher die Primer und
Minor Groove Binder (MGB)-Gensonden beinhaltete. Die Platten wurden mit den
entsprechenden Reaktionsvolumina des im Anhang dargestellten Pipettierschemas
bestlckt und erneut zentrifugiert. Der in Kapitel 2.2.5.3 beschriebene PCR-Ablauf
wurde mit dem Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 (Fa. Applied Biosytems,
Foster City, USA) durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Platten erneut zentrifugiert
und mit dem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Fa. Applied Biosytems, Foster
City, USA) gemessen.
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7.3.4 Re- und Dehydrierungsprotokolle

7.3.4.1 Dehydrierungsprotokoll
Folgende Schritte wurden zur Dehydrierung durchgefuhrt. Die verschiedenen

Alkohol-Konzentrationen wurden aus 100 %igem Alkohol hergestellt.

1. Formalin 10 %: 2 min
2. Alkohol 50 %: 1h

3. Alkohol 60 %: 1h

4. Alkohol 70 %: 1h

5. Alkohol 96 %: 30 min
6. Alkohol 96 %: 1h

7. Isopropanol 100 %: 90 min
8. Isopropanol 100 %: 2h

9. Xylol: 90 min
10. Xylol: 90 min
11. Xylol: 30 min
12. Paraffin: 30 min
13. Paraffin: 1h

14 .Paraffin: 1h

7.3.4.2 Entparaffinierungs- und Rehydrierunsprotokoll

FUr die Entwasserung wurden die Schnitte zuerst fur 40 min bei 68°C im
Warmeschrank (Thermo Fisher scientific, Waltham, USA) erwarmt und folgende
Schritte angewandt:

1. Xylol: 2x 5 min
2. Alkohol, 100 %: 2x 1 min
3. Alkohol, 96 %: 2x 1 min
4. Alkohol, 70 %: 2x 1 min
5. Aqua dest.: 2x 1 min
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7.3.5 Inhalte der Kits

7.3.5.1 Kits, Reagenzien und Pipettierschema fur die TagMan® Genotypisierung
Zur DNA-Extraktion aus Blut wurde das DNA-Extraktions-Kit Chemagic DNA
Blood100 Kit der Firma PerkinElmer, Waltham, USA mit folgenden Reagenzien

verwendet:

Reagenzien des DNA-Extraktionskits ChemagicStar® (Fa. PerkinElmer,
Krakau, Polen)

Bindungspuffer

Elusionspuffer

Lysepuffer

Waschpuffer 3

Waschpuffer 4

Waschpuffer 5

Fur die TagMan® Genotypisierung der Filaggrin-Mutation wurden neben der
Protease der Firma PerkinElmer, Waltham, USA folgende Reagenzien der Firma
Applied Biosytems, Foster City, USA verwendet:

Reagenzien fiir die Genotypisierung (Fa. Applied Biosytems, Foster City,
USA)

FAM-MGB-Gensonde, TagMan® MGB-Gensonde

Genotyping Assay

Genotyping Master Mix, AmpliTag Gold® TagMan® Genotyping Master Mix

Ruckwartsprimer 1, RP, Reverse-Primer 1

Vorwartsprimer 1, FP 1, Forward-Primer 1

Vorwartsprimer 2, FP 2, Forward-Primer 2

VIC-MGB-Gensonde, TagMan® MGB-Gensonde

Fir den PCR-Ansatz zur Analyse der R501X und 282del4 Filaggrin-Mutationen

wurde unter Verwendung der Reagenzien der Firma Applied Biosytems, Foster City,
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USA folgendes Pipettierschema angewandt:

Reagenz Menge (in pl) fiir PCR- Menge (in pl) fiir PCR-

Ansatz der R501X Ansatz der S2282del4
Filaggrin-Mutation Filaggrin-Mutation

Genotyping Master Mix 2,5 2,5

FAM-MGB-Gensonde 0,1 0,1

VIC-MGB-Gensonde 0,1 0,1

Vorwarts-Primer 1 (FP1) | 0,5 0,23

Vorwarts-Primer 2 (FP2) | - 0,23

Ruckwarts-Primer (RP) 0,5 0,23

Aqua dest. 1,3 1,63

FUr den PCR-Ansatz zur Analyse der R2447X und S3247X Filaggrin-Mutationen

wurde folgendes Pipettierschema angewandt:

Reagenz

Menge (in pl) des PCR-Ansatz der
R2447X und S3247X Filaggrin-

Mutation
Genotyping Master Mix 2,5
Genotyping Assay, 40-fach konzentriert | 0,06
(enthalt die Primer und MGB-
Gensonden)
Aqua dest. 2,44

7.3.5.2 Kit fur die Zytokinmessung

Far die Zytokinmessungen im Blut wurden folgende Reagenzien der Firma

Affymetrix, Santa Clara, USA verwendet.
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Reagenzien fiir Zytokinmessung (Firma Affymetrix, Santa Clara, USA)

Human-Standard-IL-4 als Positivkontrolle

Human-Standard-IL-5 als Positivkontrolle

Human-Standard-IL-31 als Positivkontrolle

Human-Standard-TNF-o als Positivkontrolle

Kalibratorpuffer, Calibrator-Diluent

Probenverdunner, Sample-Diluent

Stopp-Losung (1M Phosphorsaure), Stop Solution

Strepatavidin-HRP

Substrat-Losung (Tetramethyl-Benzidine), Substrate Solution

Testpuffer Konzentrat (PBS mit 1 % Tween 20 und 10 % BSA), Assay buffer

Waschpuffer Konzentrat (PBS mit 1 % Tween 20), Wash buffer

7.3.5.3 Kit fur die IgE-Messung
Folgende ImmunoCAPs und Reagenzien der Firma Thermo Fisher scientific,

Waltham, USA wurden fur die Messung des Gesamt-IgEs und des spezifischen IgEs

verwendet:

Reagenzien zur Messung des Produktname (Fa. Thermo Fisher

Gesamt-IgEs scientific, Waltham, USA)

Aqua dest. Aqua dest.
Entwicklungslosung Development solution
Stopplosung Stop solution
Verdinnnungsldosung ImmunoCAP sample diluent
Waschlosung Washing solution with

additive+concentrate

ImmunoCAPs zur Messung des

Gesamt-IgEs

ImmunoCAP Total Anti-IgE ImmunoCAP Total IgE Anti-IgE (a-IgE)

(monoklonale Mause-Antikorper)

94



Konjugat fur Gesamt-IgE (monoklonale

Mause-Antikorper)

ImmunoCAP Total Anti-IgE, -
Galaktosidase-Anti-IgE, 2pg/ml

Kalibrator fur Gesamt-IgE (humanes IgE
in Puffer)

ImmunoCAP Total IgE calibrator strip

Kurvenkontrolle fur Gesamt-IgE
(humanes IgE in Puffer), Natriumazid
0,05 %, Konservierungsmittel 0,003 %,)

ImmunoCAP Total IgE curve control
strip (CC-1+CC-2

Qualitatskontrolle fir Gesamt-IgE

ImmunoCAP Total IgE control

ImmunoCaps zur Messung von

spezifischem IgE

Nahrungsmittelscreen

ImmunoCAP Allergen x5

Inhalationsscreen

ImmunoCAP Allergen sx1

Lieschgras ImmunoCAP Allergen g6
Roggen ImmunoCAP Allergen g12
Birke ImmunoCAP Allergen t3
Beiful® ImmunoCAP Allergen w6

Dermatophagoides pteronyssinus

(Hausstaubmilbe)

ImmunoCAP Allergen d1

Katzenschuppen

ImmunoCAP Allergen e1

Hundeschuppen

ImmunoCAP Allergen e5

Clasdosphorium herbarum

(Schimmelpilz)

ImmunoCAP Allergen m2

Hihnereiweil}

ImmunoCAP Allergen f1

Milcheiweil}

ImmunoCAP Allergen f2

Kabeljau (Dorsch)

ImmunoCAP Allergen f3

Weizenmehl ImmunoCAP Allergen f4
Erdnuss ImmunoCAP Allergen f13
Sojabohne ImmunoCAP Allergen f14

Konjugat fur spezifisches IgE

(monoklonale Mause-Antikorper), B-

ImmunoCAP specific IgE conjugate 400
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Galaktosidase-Anti-IgE, 1ug/ml

Qualitatskontrolle fur spezifisches IgE

ImmunoCAP specific IgE control L

Qualitatskontrolle fur spezifisches IgE

ImmunoCAP specific IgE control M

Qualitatskontrolle fur spezifisches IgE

ImmunoCAP specific IgE control H

Qualitatskontrolle fur spezifisches IgE

ImmunoCAP specific IgE neative control

Kalibrator fur spezifisches IgE (humanes
IgE in Puffer)

ImmunoCAP specific IgE calibrator strip
0-100

Kurvenkontrolle fur spezifisches IgE
(humanes IgE in Puffer), Natriumazid
0,05 %, Konservierungsmittel 0,003 %

ImmunoCAP specific IgE curve control
strip (CC-1+CC-2)

7.3.5.4 Kits fur die Isolation der mikrobiellen DNA und Mikrobiomsequenzierung mit

Pipettierschema

Fur die Isolation der DNA aus dem Stuhl wurde der Q/Aamp DNA Stool Mini Kit der

Firma Qiagen, Hilden, Deutschland mit folgenden Reagenzien verwendet:

Inhalt des QlIAamp DNA Stool Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland)

Spin Column, QlAamp Mini Spin Columns

Sammelrohrchen, Collection Tubes, 2ml

InhibitEX® Tabletten

Puffer ASL

Puffer AL

Puffer AW1

Puffer AW2

Puffer AE
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Fir die Isolation der DNA aus Hautabstrichen wurden der Complete 5 MolYsis ™ Kit

der Firma Molzym, Bremen, Deutschland mit folgenden Reagenzien verwendet:

Reagenzien des Complete 5 MolYsis™ Kits (Fa. Molzym,

Bremen, Deutschland)

B-Mercaptoethanol, Losung

BugLysis Losung

Bindungs-Puffer AB, Binding buffer AB

Extraktions-Puffer CM, Extraction buffer CM

Extraktions-Puffer CS, Extraction buffer CS

Extraktions-Puffer DB1, Extraction buffer DB1

Extraktions-Puffer RL, Extraction buffer RL

Extraktions-Puffer RP, Extraction buffer RP

Extraktions-Puffer RS, Extraction buffer RS

Extraktions-Puffer SU, Extraction buffer SU

Extraktions-Puffer WB, Extraction buffer WB

MolDnase B

Proteinase K
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Folgende Bakterien sind durch das Complete 5 MolYsis ™ Kit der Firma Molzym,

Bremen, Deutschland analysierbar:

Durch MolYsis™Complete5 Technik detektierbaren Bakterien

Gram-negative bacteria:Acinetobacter, Aeromonas, Bacteroides, Bartonella,
Bordetella, Borrelia, Bradyrhizobium, Brevibacterium, Candidatus Neoehrlichia,
Citrobacter, Cloacibacterium, Coxiella, Dialister, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Fusobacterium, Haemophilus, Klebsiella, Leptotrichia,
Methylobacterium, Moraxella, Morganella, Neisseria, Parabacteroides,
Paracoccus, Petrobacter, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Ralstonia,
Raoultella, Serratia, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Veillonella, Weeksella,

Zoogloea.

Gram-positive bacteria:Actinomyces, Anaerococcus, Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Facklamia, Finegoldia, Gemella,
Granulicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Leifsonia, Listeria, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Parvimonas, Peptostreptococcus, Propionibacterium,

Rothia, Ruminococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Tropheryma, Vagococcus.

Folgendes Pipettierschema fur den PCR-Ansatz wurde zur Mikrobiomsequenzierung

angewandt:

Reagenz Menge in pl Firma

Aqua dest. 4.6 Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Deutschland

Puffer aus QlAamp DNA | 2,5 Qiagen, Hilden,

Stool Mini Kit Deutschland

dNTP Mix, 10 mM, 0,25 PeglLab, Erlangen,

peqGold dNTP Set Deutschland

DNA-Polymerase,Phusion | 0,15 Thermo Fisher, Waltham,

Hot Start Il High Fidelity USA

DNA Polymerase
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Zur Mikrobiomsequenzierung mit SequalPrep™ Normalization Plate Kit der Firma

Invitrogen, Carlsbad, USA wurden folgende Reagenzien verwendet:

Reagenzien des SequalPrep™ Normalization Plate Kit (Invitrogen, Carlsbad,
USA)

Bindungspuffer

Waschpuffer

Elutionspuffer

7.3.6 Primer und Gensonden

Tabelle 4: Fur die Genotypisierung Uber das TagMan® Verfahren der Filaggrin-

Mutationen R2447, S3247, R501 wund S2282del4 wurden folgende FP

(Vorwartsprimer), RP (Ruckwartsprimer) und Gensonden verwendet.

Primer und Gensonden der TagMan® Genotypisierung der Filaggrin-Mutationen

Primer und | Sequenz  fir | Sequenz fur | Sequenz  fur | Sequenz far
Sonden R2447X S3247 R501 S2282del4
VP1 GAAGACAAGG | AGAAACCATCG | CACTGGAGGAA |[TCCCGC C
ATCCCACCACAA | TGGATCTGTTCAG | GACAAGGATCG |ACCAGCTCC
VP2 - - - CCACTGACAG
TGAGGGACATTCA
RP CCCTCTTGGG | CCGGCTCTGT | CCCTCTTGG | GGTGGCTCTG
ACGTTGAGT | CTTCGTGATG | GACGCTGAA | CTGATGGTGA
FAM- FAM-CTGTCTCA | FAM-CCGTGCCT | FAM-CACGAGAC | FAM-CACAGTC
Gensonde | TGCCTGC-MGBBHQ | TTACTG-MGB/BHQ | AGCTC-MGB/BHQ | AGTGTCAGGCCA
TGGACA-MGB/BHQ
VIC- VIC-CTGTC |[VIC-CCGT|VIC-CATG|VIC-AGACA
Gensonde |[TCGTGCC|GCCTTGAC | AGACAGC |CACAGTGTCAGG
TGC-MGB/BHQ | TG-MGB/BHQ | TCC-MGB/BHQ |[C C A T G

GACA-MGB/BHQ
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Tabelle 5: Primer fur Mikrobiomsequenzierung
Fir die Mikrobiom-Sequenzierung wurden FP (Vorwartsprimer) und RP

(Ruckwartsprimer) der Firma Metabion, Planegg, Deutschland verwendet.

Name Vorwarts-Primer Sequenz
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAACCGCATTA
27F-MID-1 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGCCTTTA
27F-MID-2 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTGTGTA
27F-MID-3 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCACAAGTCTA
27F-MID-4 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTCCTATA
27E-MID-5 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGGATTA
27F-MID-6 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTCAACACTA
27F-MID-7 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTCACTGATA
27F-MID-8 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTCGTCATA
27F-MID-9 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTGGTACGTA
27F-MID-10 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTGGATTA
27F-MID-11 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTAAGCTA
27F-MID-12 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACAGCTCATA
27F-MID-13 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACAAGTGTA
27FE-MID-14 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
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AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCATTAGCTA

27F-MID-15 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTGTGGACTTA

27F-MID-16 TGGTAATTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Name Ruckwartsprimer-Sequenz

3 38R-MID-A CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACCGGAAAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-B CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGAGTGACAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-C CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAACTGGTAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-D CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTTCGTTAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-E CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTTCACAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-F CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTTGCAAAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-G CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCAACTGAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-H CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCATGAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGACTAGAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-J CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTGCAAGCAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-K CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACACCTCTAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-L CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCGTAGCAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-M CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTTGACAGTCAGT

CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-N

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTACCATAGTCAGT
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CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-O CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGAAGTCAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-P CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGATCGTAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-Q CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATATGGCCAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCGATGGAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACGTACGAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-T CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCACGTAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-U CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTGACAGAAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-V CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGAGTGTCAGTCAGT
CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-W CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAGAAGAGAGTCAG
TCAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

338R-MID-X CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTGGACAAGTCAGT

CAGCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

7.3.7 Antikorper

7.3.7.1 Antikorper fur die Immunhistochemie

Folgende Primar-Antikbrper mit jeweiligen Verdunnungen wurden im Rahmen der

immunhistochemische  Farbungen verwendet, TSLP = Thymic Stromal
Lymphopoietin, FLG = Filaggrin, AK = Antikorper

Primar- Antikorper- | Spezies Reagiert Verdiinnung | Hersteller
Antikorper | Typ mit mit TSB

Anti-FLG- | polyklonal Hase Maus 1:500 Abcam
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AK

Anti-IL4- polyklonal Hase Mensch 1:300 Abcam

AK

Anti-IL13- | polyklonal Hase Mensch 1:100 Abcam

AK

Anti-IL31R- | polyklonal Hase Mensch 1:200 Abcam

AK

Anti-TSLP- | polyklonal Hase Mensch 1:400 LifeSpan
AK BioSciences
Anti-Mast | monoklonal | Maus Mensch 1:300 Santa Cruz
Cell Biotechnology
Tryptase

(AA1)-AK

Folgende Sekundar-Antikorper mit den jeweiligen Verdinnungen wurden im Rahmen

der immunhistochemischen Farbungen verwendet:

Sekundar-

Antikorper

Antikorper-
Typ

Spezies

Reagiert

mit

Verdiinnung
mit TSB

Hersteller

Hasen-anti-
Maus-
Antikorper,
biotinylated

polyklonal

Hase

Maus

1:250

DAKO

swine anti-
rabbit

immunglobulins,

biotinylated

polyklonal

Schwein

Hase

1:600

DAKO

7.3.7.2 Antikorper der Zytokinmessung

Far die Zytokinmessung wurden folgende Antikorper der Firma Affymetrix, Santa

Clara, USA verwendet, AK = Antikorper

Antikorper fur die Zytokinmessung (Fa. Affymetrix, Santa Clara, USA)
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Anti-human-TNF-a-AK, Biotin-konjugiert, monoclonal

Anti-human-IL-4-AK, Biotin-konjugiert, monoklonal

Anti-human-IL-5-AK, Biotin-konjugiert, monoklonal

Anti-human-IL-31-AK, Biotin-konjugiert, monoklonal

Folgendes Pipettierschema wurde zur Zytokinmessung angewendet:

Negativkontrolle

Standard-

Verdunnungsreihe zur

Patientenprobe

Kalibrierung

TNF- | 100 pl 100 pl jeweilige 50 pl

o Probenverdunner Verdinnung von Probenverdunner +
Human-Standard-TNF-a. | 50 pl Patientenprobe
mit Probenverdunner

IL-4 100 pl Testpuffer 100 pl jeweilige 50 pl Testpuffer + 50
Verdlinnung von ul Patientenprobe
Human-Standard-IL-4 mit
Testpuffer

IL-5 100 pl Testpuffer 100 pl jeweilige 50 pl Testpuffer + 50
Verdlinnung von ul Patientenprobe
Human-Standard-IL-5 mit
Probenverdunner

IL-31 | 50 pl 50 pl Probenverdlunner + 50 pl

Probenverdiinner +

50 pl Kalibratorpuffer

50 pl jeweilige Verdinnung
von

Human-Standard-IL-31 mit
Kalibierpuffer

Probenverdiinner +

50 pl Patientenprobe

7.4 Verwendete Materialien

Material

Firma, Firmenhauptsitz
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Abdeckung, Adhesive PCR Seal

4titude, Berlin, Deutschland

Abdeckung der PCR Platten,
Thermowell sealing tape for 96 well

plates

Corning, Amsterdam, Niederlande

Einweg-Hautstanze, Biopsy Punch, 5

mm

Stiefel, Offenbach, Deutschland

Ethicone-Nahtmaterial

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Handschuhe, steril, Latex

Ansell, Brussel, Belgien

Klebevlies, 10 cm x 20 m

BSNmedical, Hamburg, Deutschland

Krankenunterlage, 40 x 60 cm

Hartmann, Heidenheim, Deutschland

Leukomed eVerband steril 7,2 cm x 5cm

BSN, Hamburg, Deutschland

Leukoplaste

BSN, Hamburg, Deutschland

Lochtuch , 45 x 75 cm

Sengewald, Rohrdorf- Thansau,

Deutschland

Magnetkugelchen, Magnetic beads

PerkinElmer, Krakau, Polen

Microwell Plate coated

Affymetrix, Santa Clara, USA

Messplatte, 2ul, DropPlate 96-S

Trinean, Woburn, USA

Monovetten

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Mullkompressen, 10 x 10 cm, steril

Beese medical, Petershagen,

Deutschland

Mulltupfer, 20 x 20 cm, steril

Beese medical, Petershagen,

Deutschland

Objekttrager SuperFrost® Plus

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

PCR-Platte, 384 well plate full skirt

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

PCR-Platte, 96 PCR plate half skirt flat

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Pipette, Reference® fixed volume
pipette 1-10/ 10-100/ 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette, Research® pro Multichannel 5-
100pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 5ml CoRe Tips without

Hamilton, Reno, USA
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Filters

Pipettenspitzen, 1000ul CoRe Tips with

and without Filters

Hamilton, Reno, USA

Pipettenspitzen, Biosphere® Filter Tips
0,1-20ul/ 2-100pl/ 100-1000ul

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen, Reference® fixed
volume pipette 1-10/ 10-100/ 100-1000

Ml

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen fur Roboter, Robotic
Pipet Tips 70yl

Corning, Amsterdam, Niederlande

Roéhrchen mit Barcode, 1,4 ml

Micronic, Lelystad, Niederlande

Rohrchen, Eppendorf Tube, 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rohrchen, 1,5 ml, Elusion tubes,

Molzym, Bremen, Deutschland

Rohrchen, 1,5 ml Micro tubes,
Biosphere®, DNA-frei

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Rohrchen, 2,0 ml Micro tubes,

Biosphere®

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Rohrchen, 2,0 ml, Spin column

Molzym, Bremen, Deutschland

Rohrchen, 13 ml Elutions Tubes

Micronic, Lelystad, Niederlande

Roéhrchen, 50 ml

Micronic, Lelystad, Niederlande

Roéhrchen, 50 ml, Greiner CELLSTAR®,

steril

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sammelrohrchen, 2,0 ml, Collection

tubes

Molzym, Bremen, Deutschland

Stuhlréhrchen ohne Stabilisator

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Stuhlréhrchen mit Stabilisator

Startec, Berlin, Deutschland

Stuhlrohrchen, Versandrohrchen mit

Schraubverschlufd

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Safety-Multiflye 21G 200mmlang

Starstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Staugurt

Prameta, Troisdorf, Deutschland
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Syringe, 5 ml

BD Discardit, Haryana, India

Swab, Catch-all Sample Collection

Epicentre, Madison, USA

Verdlinnungsplatte (96er-
Mikrotitierplatte), dilution plate

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA
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