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Einleitung

1 Einleitung

Das Krankheitshbild der Acne inversa ist gepragt von chronischen Entziindungen der
intertriginésen Hautareale, vor allem im Achsel- und Leistenbereich. Neben der chronischen
Entzindung sind akute Exazerbationen und Remissionen typisch. Oft finden sich Abszesse
und weitldufige Sinusformationen mit eitrigem Sekret. Nach Abklingen der Entziindung ist
das Gewebe meist nachhaltig geschadigt, so dass durch Fibrosierung langgezogene
Narbenstrdnge entstehen, die gerade in den Hautfalten die Mobilitat deutlich einschranken

und erschweren.

Sowohl Ursache als auch genaue Pathogenese sind bis heute nicht abschlieBend geklart,
weshalb auch therapeutische Ansdtze nicht immer den erhofften Erfolg bringen. Die
wechselnde Bezeichnung der Erkrankung von ehemals Hidradenitis suppurativa zu Acne
inversa spiegelt diesen Zustand in gewissem MafRe wider. Die Bezeichnung Hidradenitis
suppurativa entstand in der Vergangenheit, in der Annahme der Erkrankungsursprung liege in
den apokrinen Schweil3driisen. In der Literatur wird jedoch akzeptiert, dass der Erkrankung
eine Entziindung der Terminalhaarfollikel zugrunde liegt. Plewig und Steger wahlten die
Bezeichnung Acne inversa (Plewig und Steger, 1989). Hdaufig wird die verbindende
Bezeichnung  Acne  inversa/Hidradenitis  suppurativa  verwendet, womit  die

pathophysiologischen Unklarheiten der Erkrankung noch zusatzlich hervorgehoben werden.

Im Hinblick auf langfristig erfolgreiche therapeutische Malnahmen ist es notwendig zu
erforschen, welche Ursache die Erkrankung hat, zumal Acne-inversa-Patienten oftmals einem
hohen psychischen und physischen Leidensdruck ausgesetzt sind. Die Erkrankung empfinden
Betroffene als unangenehm und stigmatisierend. Da sie sich auch im genito-analen Bereich
manifestiert, wird sie oft verschwiegen. Die Prévalenz liegt, je nach Quelle, zwischen 1 bis
4% (Scheinfeld, 2013; van der Zee, 2013; Gisondi und Girolomoni, 2013; Jemec, 2012).

Hinsichtlich der Atiologie wird ein Zusammenspiel von multiplen Faktoren vermutet. Neben
Rauchen, Ubergewicht, Hormonen und Stresseinwirkungen werden genetische Faktoren
diskutiert, da von familiaren Fallen berichtet wurde (Fitzsimmons et al., 1985; von der Werth
et al., 2000; Zhou et al., 2016).

Im Jahr 2010 wurden von Wang et al. mehrere Loss-of-function-Mutationen bei chinesischen
Familien mit Acne inversa in der Familienanamnese beschrieben. Diese Mutationen betreffen
die Gene PSENEN, PSEN1 und NCSTN. Sie sind verantwortlich fir den Bau der y-Sekretase,
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ein Transmembranprotein, das fir die Kommunikation und den Strukturerhalt von Zellen
zustandig ist (Wang et al., 2010).

Bei einem Patienten, der inguinal und skrotal typische Acne-inversa-Lasionen zeigte, wurde
bei einer molekulargenetischen Untersuchung am Helmholtz Zentrum Minchen eine Deletion
im Exon 1 des NCSTN Gens ((NM_015331): c.38delG, p.(G13Efs*15)) beobachtet. Die
Datenbank ExAC gibt fir das Gen NCSTN einen pLI score (probability of loss-of-function
intolerance) von 1,00 an, was bedeutet, dass das Gen NCSTN statistisch eine Intoleranz
gegentber Loss-of-function-Varianten hat.

An diese Untersuchungsergebnisse kniipft die vorliegende Arbeit an. Ziel der Dissertation ist
es, mogliche krankheitsauslosende Faktoren bei Acne inversa zu ermitteln. In diesem
Zusammenhang soll das Erbgut von Acne-inversa-Patienten, mit und ohne familiare Haufung,
auf genetische Varianz im Bereich der fiir die y-Sekretase kodierenden Gene untersucht

werden.

23 Patienten werden mittels Sanger Sequenzierung auf genetische Varianz in den codierenden
Regionen der Gene APH1A, APH1B, PSENEN, PSEN1, PSEN2 und NCSTN untersucht.

Zudem wird ein Fragebogen erhoben, um gezielt nach moglichen Risikofaktoren zu suchen,
die im Verdacht stehen, eine Rolle bei der Krankheit zu spielen. Dazu werden neben den
untersuchten 23 Patienten eine Familie (n = 12) mit 8 Acne-inversa-Betroffenen und 8 weitere
Acne-inversa-Patienten ohne bekannte Familienanamnese befragt. Bei der Familie wurde
zudem eine Kopplungsanalyse veranlasst, welche eine Grundlage flr weitere Untersuchungen
bilden soll. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, das Verstandnis der
Erkrankung weiter zu klaren und damit langfristig eine erfolgreiche Behandlung zu

ermaoglichen.
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2 Hintergrund

2.1 Acne inversa oder Hidradenitis suppurativa

Acne inversa (Synonym: Hidradenitis suppurativa, Pyoderma fistulans significa, Verneuil's
Krankheit) ist eine Erkrankung, deren genaue Atiologie bis heute unklar ist. Der franzésische
Chirurg Alfred Velpeau beschrieb die Erkrankung erstmals im Jahre 1839, welche
gekennzeichnet war von ,ungewoOhnlichen Prozessen“ im Bereich der Achseln, der

mammaren und perianalen Korperregionen (Velpeau, 1839).

Uber die Krankheitsursachen wird bereits weit (iber ein Jahrhundert diskutiert. Im Jahre 1864
stellte Astride Verneuil, ein franzosischer Chirurg, die Vermutung auf, die primare Ursache
fiir Acne inversa sei eine Entziindung der Schweil3druisen. Er bezeichnete sie als Hidradenitis

suppurativa (Verneuil, 1864).

1951 zeigte Kierland Zusammenhange zwischen Hidradenitis suppurativa und Acne
conglobata, sowie der ,,dissecting cellulitis“ der Kopfhaut auf. Er entdeckte, vermutlich als
einer der Ersten, dass die Krankheitsmanifestation nicht ausschlieBlich auf mit apokrinen
Schweil3drusen besetzte Hautareale beschrénkt war (Kierland, 1951).

1956 fihrten Kligman, Pillsbury und Shelley die Bezeichnung ,,Follikuldre Okklusions
Triade* ein. Sie fassten die Krankheitsbilder von Acne conglobata, ,,dissecting cellulitis* der
Kopfhaut und Hidradenitis suppurativa zu diesem Begriff zusammen, da sie die enge Relation
der Erkrankungen zueinander erkannten (Brunsting, 1952). Plewig und Kligman erweiterten
diese Klassifikation nochmals. Sie rechneten den Pilonidalsinus zu dieser Gruppe, was zur

neuen Bezeichnung ,,Follikulare Okklusions Tetrade* fuhrte (Plewig und Kligman, 1993).

Plewig und Steger erkannten das Besondere der Krankheit in Bezug auf ihre klinische
Manifestation. Im Unterschied zur Acne vulgaris, zu deren typischen L&sionsarealen Gesicht
und Rumpf gehort, sind bei der Hidradenitis suppurativa die intertriginésen Areale betroffen.

Sie fihrten daher den Terminus Acne inversa ein (Plewig und Steger, 1989).

Plewig hob erstmals hervor, Acne inversa sei primdr eine Erkrankung der
Terminalhaarfollikel und somit kdnne die Entziindung der apokrinen Schweidrisen lediglich
eine Folgeerscheinung des Krankheitsverlaufes sein (Jansen und Plewig, 1998; Plewig, 2003).
Aktuell wird die Bezeichnung ,.dissecting terminal hair folliculitis* vorgeschlagen, da von
einer initialen autoinflammatorischen Erkrankung der Terminalhaarfollikel ausgegangen wird
(Chen und Plewig, 2017).
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2.2 Epidemiologie

Bezogen auf die Gesamtbevolkerung Europas wird von einer Prévalenz von 1 bis 4 %
ausgegangen (Scheinfeld, 2013; van der Zee, 2013; Gisondi und Girolomoni, 2013). Das
erstmalige Auftreten kann mit Beginn der Pubertdt einhergehen, jedoch auch in
fortgeschrittenem Alter auftreten (Breuninger und Wienert, 2001). Revuz et al. geben die
durchschnittliche Erstmanifestation in einem Alter von 23 Jahren an (Revuz et al., 2008). In
einer Studie aus dem Jahr 2000 wurde ein Durchschnittsalter von 21,8 Jahren ermittelt und
darauf verwiesen, dass trotz eines Krankheitsverlaufs von durchschnittlich 19 Jahren bei
einem Viertel der untersuchten Patienten keine addquate Therapie erfolgte (von der Werth
und Williams, 2000).

Die Erkrankung betrifft beide Geschlechter und alle VVolksgruppen (Jansen und Plewig, 1998).
In der Literatur wird der Anteil von Méannern und Frauen unterschiedlich angegeben. In
einigen Studien sind Manner haufiger von Acne inversa betroffen (Canoui-Poitrine et al.,
2009; Mebazaa et al., 2009; Wiltz et al., 1990). Andere Untersuchungen ergeben einen
deutlich hoheren Frauenanteil (Jemec et al., 1998). In einer grof} angelegten amerikanischen
Untersuchung mit 7.927 Patienten lag der Frauenanteil bei 74 %. Jedoch lag der Anteil der
Studienteilnehmer, bei denen Acne inversa klinisch diagnostiziert wurde, bei lediglich
0,053 % (Cosmatos et al., 2013). Bei Mannern scheint die Auspragung und Schwere der
Erkrankung oft deutlich stérker zu sein. Eine Untersuchung an 302 franzdsischen Patienten
ergab einen mittleren Sartorius Score von 20,5 bei Ménnern im Vergleich zu 16,5 bei Frauen
(Canoui-Poitrine et al., 2009).

Bei beiden Geschlechtern manifestiert sich die Krankheit mit unterschiedlicher Haufigkeit auf
bestimmten Hautarealen. Frauen scheinen tendenziell eher im Bereich der Axillen und des
Torsos betroffen zu sein, wohingegen Maénner hdufiger L&sionen im perinealen und

perianalen Bereich zeigen (Vazquez et al., 2013).

2.3 Klinischer Befund

Der Entzundungsgrad und das klinische Bild variieren stark. Im Frihstadium zeigen sich
klinisch schmerzhafte Follikulitiden, Abszesse und subkutane Knoten an den
Prédilektionsstellen (Mihlstédt et al., 2013; Bergler-Czop et al., 2015). Diese Knoten kdnnen
in fortgeschrittenem Stadium zu Abszessen konfluieren. Das klinische Bild der Acne inversa

wird von Abszessen, follikuldre Papeln, Pusteln und Fistelgangen geprégt. Jansen und Plewig
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beschreiben Fistelgidnge, die sich ,,Fuchsbau-artig” durch die intertriginésen Areale ziehen
(Jansen und Plewig, 1998). Die Fisteloffnungen sezernieren ein serdses, blutig-eitriges Sekret
(Breuninger und Wienert, 2001). Das gerade bei schweren Erkrankungsverldaufen vermehrt
abgesonderte fotide Material ist fiir viele Patienten eine starke psychische und hygienische
Belastung (Muhlstéadt et al., 2013).

Héaufig sind die entzindeten Hautareale umgeben von Narbengewebe als Folge des
chronischen Verlaufs der Erkrankung. Die hohe Rezidivneigung sorgt flir eine zunehmende
Fibrosierung der betroffenen Bereiche (Bergler-Czop et al.,, 2015). Folgen sind
Bewegungseinschrankungen, die insbesondere in der Region der Hautfalten ein Problem
darstellen. Es kann zu schmerzhaften Narbenkontrakturen kommen (Breuninger und Wienert,
2001).

Die Entziindungen manifestieren sich in den intertriginésen Hautarealen, vor allem in
axillaren, inguinalen und anogenitalen Regionen. Diese Bereiche weisen eine hohe Dichte an
apokrinen Schwei3driisen und Terminalhaarfollikeln auf (Bergler-Czop et al., 2015).

Ein auffalliges Merkmal der Acne inversa ist die meist klare Beschrankung auf die
entsprechenden Hautareale (Zouboulis et al., 2012). Die am haufigsten befallenen Stellen sind
Achseln und Inguinalbereich. Inguinal zieht sich die L&sion meist bis zum Skrotum
beziehungsweise Mons pubis (Jansen und Plewig, 1998). Es konnen Brust und Gesal
betroffen sein, wobei sich die entziindlichen L&sionen im Brustbereich vor allem submammaér
zeigen (Naasan und Affleck, 2015).

Auch im Nacken und auf der Kopfhaut wurden Félle von Acne inversa beobachtet. Ein
besonderes Problem stellen die L&sionen im perinealen und perianalen Bereich dar. Der
standige Schmerz beim Sitzen und bei Bewegung fuhrt bei den Betroffenen zu einer hohen

Leidenstoleranz (Jansen und Plewig, 1998).

Histologische Befunde zeigen anfangs eine Hyperkeratose und Hyperplasie des
Haarfollikelepithels. Der Beginn der Pathogenese wird im unteren Abschnitt des
Infundibulums beobachtet (Kurzen et al., 2008; von Laffert et al., 2010).

In einem spateren Stadium kann es zur Ruptur der Follikel mit Entztundungsinfiltraten
kommen. Ekkrine Driisen zeigen zundchst keine Beteiligung am Entziindungsgeschehen. lhr
Ausfuhrungsgang endet mit dem Akrosyringium an der Epidermisoberflache. Der

Ausfiihrungsgang der apokrinen Drisen fuhrt in den oberen Follikelabschnitt (Heckmann et
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al., 2012). Die apokrinen Drisen bleiben zunédchst unverandert. Oftmals ist auch in spateren
Stadien keine Beteiligung erkennbar. Die destruktiven Prozesse der Acne inversa wurde auch
auf Hautflachen ohne apokrine Drisen, zum Beispiel der Kopfhaut, beobachtet (Plewig und
Kligman, 2000). Bei weiterem Fortschreiten der Entziindung bilden sich Abszesse. Diese
konnen sich bis ins subkutane Gewebe erstrecken. Weiter sind Fistelgange, Fibrosierung der
Dermis und teilweise des subkutanen Gewebes erkennbar. Zeigen sich zu Beginn im Gewebe
vor allem Neutrophile Granulozyten, werden im weiteren Verlauf zunehmend Mastzellen und

T-Lymphozyten nachgewiesen (Bergler-Czop et al., 2015; Scheinfeld, 2013).

2.4 Diagnose

Labortests konnten eine Erhohung der Zytokine IL-1B, -10, -11, -17A, BLC, CXCL9 (MIG)
und einen relativen Mangel von IL-20 und -22 feststellen (van der Zee et al., 2012; Wolk et
al.,, 2011). Im Blutserum von Acne-inversa-Patienten finden sich erhdhte Werte von
S100A8/A9 (Myeloid-Marker) und sIL-2R (Calprotecitin). Bisher lasst sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen erhéhten S100A8/A9 und sIL2R Werten und der Schwere der
Krankheit mit dem Hurley-Score nachweisen (Wieland et al., 2013). Erhohtes C-reaktives
Protein ist ein obligates Zeichen. Die Diagnose wird anhand der Anamnese den typischen
klinischen Befunden gestellt (Zouboulis et al., 2012). Im Frihstadium kann histologisch eine
follikuldre Hyperkeratose nachgewiesen werden (von Laffert et al., 2010). Bei
fortgeschrittener Entzlindung ist das histologische Bild durch Abszesse, Granulome und
Zysten sowie Perifollikulitis gekennzeichnet. Zudem finden sich Sinusformationen mit
Proliferation des Epithels und fibrosiertes Gewebe (Yu und Cook, 1990).

2.5 Differentialdiagnosen
Acne inversa sollte von anderen Erkrankungen unterschieden werden, die eine ahnliche

Symptomatik zeigen (Zouboulis et al., 2012). Hierzu z&hlen:

- Abszesse
- kutane Manifestationen bei Morbus Crohn
- Staphylokokken-Infektion der Haut

- Chlamydia trachomatis Infektion (Lymphogranuloma venereum)
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2.6 Einteilung in Schweregrade

Der Schweregrad der Erkrankung lasst sich nach Hurley in die Stadien 1 bis 3 einteilen
(Hurley, 1989). Diese Klassifikation ist eine subjektive Einteilung, die tber Kriterien wie
Auspragung von Abszessen und Fibrosierung die Schwere der Krankheit ermitteln soll. In
Abbildung 1 sind die Kriterien der Stadien dargestellt.

Grade | Abscess formation, single or multiple, without
sinus tracts or cicatrization
Grade Il  Recurrent abscesses, with sinus tract formation

and cicatrization; single or multiple, widely
separated lesions

Grade Il Diffuse or near-diffuse involvement, or multiple
interconnected tracts and abscesses across
entire area

Abbildung 1: Hurley-Score (Canoui-Poitrine et al., 2009)

Eine weitere Einteilungsmethode liefert die modifizierte Bewertung nach Sartorius. Dieses
Bewertungssystem l&sst eine differenziertere Ermittlung des Schweregrades zu und schlief3t
im Vergleich zur Hurley Klassifikation deutlich mehr Faktoren in die Bewertung mit ein
(Abbildung 2) (Zouboulis et al., 2012).

No. Coefficient Total

1. Anatomic region || X3 ]
involved: armpit, breast,
inguinofemoral, perianal,

and perineal

2. Lesions
Nodules || X2 [
Abscesses or fistulas || x4 |||
Hypertrophic scars || X1 [
Other (eg, folliculitis, || X05 |||

pustules)
3. Longest distance || X1 [

between two relevant
lesions or size if only one
lesion <5 cm = 2; <10
cn=4; =10 cm = 6, ho
active lesion = 0
4. Are all lesions clearly || X1 [
separated by normal-
appearing skin? yes = 0;
no =6
Total ]

Abbildung 2: Sartorius-Score modifiziert von Revuz (Revuz, 2007, Canoui-Poitrine et al., 2009)
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2.7 Pathogenese

Die genaue Pathogenese der Acne inversa ist bis heute nicht geklart. Anfangs wurde eine
Erkrankung der Schweilldriisen, genauer der apokrinen Drilsen, vermutet, woraus die
Bezeichnung Hidradenitis suppurativa (Entziindung der Schweildriisen) hervorging (Pink et
al., 2012). Eine andere Veroffentlichung sieht die Entziindung der apokrinen SchweiRdriisen
eher als sekundéres Phanomen an (Boer und Weltevreden, 1996).

Plewig und Steger wiesen 1989 eine Okklusion der Haarfollikel6ffnungen bei Acne-inversa-
Patienten nach. Die Erkenntnis Uber die Beteiligung der Haartalgdriiseneinheit und der damit
pathophysiologisch  missverstandliche Begriff Hidradenitis suppurativa, flhrte zur
Bezeichnung Acne inversa. Acne inversa und Hidradenitis suppurativa werden in der

Literatur oftmals synonym genannt (Plewig und Steger, 1989).

Pathophysiologisch wird von einer follikuldren Einengung des oberen Haarfollikelanteils
durch epitheliale Hyperkeratose und Hyperplasie ausgegangen (von Laffert et al., 2011;
Emelianov et al.,, 2012; Alikhan et al., 2009; Danby und Margesson, 2010). Die
Hyperkeratose und die darauffolgende Follikelentziindung flihren schlieBlich  zum

Anschwellen und Zerreisen des Follikels (von Laffert et al., 2011).

Ein Zusammenspiel aus verschiedenen Umweltfaktoren, vor allem Rauchen und Ubergewicht,
beginstigt die Krankheitsentstehung (van der Zee et al., 2012). Auch genetische Faktoren
stehen im Verdacht, Acne inversa auszultsen (Kapitel 2.11). Bakterien der Haut fordern die
Entzindung, die durch Keratinozyten vorangetrieben wird. Sie produzieren reaktionar
antimikrobielle Peptide (AMPs) und proinflammatorische Zytokine (van der Zee et al., 2012).
Der bakterielle Einfluss auf die Pathogenese ist nicht geklart. Eine Studie sieht jedoch einen
Zusammenhang zwischen dem Ungleichgewicht des Mikrobioms der Haut und Acne inversa
(Kapitel 2.8.4) (Ring et al., 2017).

Noch vor den ersten Kklinischen Anzeichen lassen sich erhohte Werte an T-Zellen und
Mastzellen im umliegenden Gewebe feststellen. Diese sezernieren Chemokine und Cytokine.
Van der Zee et al., 2011 konnten erhéhte Werte von TNF-a, IL-1p und 1I-10 bei Acne-
inversa-Patienten ermitteln (van der Zee et al., 2011).

Insbesondere bei Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf (Hurley-Stage 2 und 3) wurden
stark erhdhte TNF-o Werte gemessen (Matusiak et al., 2009). Ein 2012 vertffentlichter
Artikel von Emelianov und Mitarbeitern beschreibt erhohte Cathelicidin (LL-37) Werte.

LL-37 wird von SchweiRdriisen produziert (Emelianov et al. 2012). In akuten Wunden ist die
8
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LL-37 Expression stark erhoht. Die Produktion sinkt bei chronischem Verlauf (Grénberg et
al., 2011).

Diese zunéchst unauffalligen Entzindungsvorgénge seien wahrscheinlich urséchlich fir die
Hyperplasie und Hyperkeratose des Follikels - genauer des follikuldren Infundibulums (von
Laffert et al., 2010). Kurzen und Mitarbeiter vertreten die Ansicht, dass auch Sexualhormone
eine urséchliche Rolle bei der Okklusion des Infundibulums spielen kdnnten (Kurzen et al.,
2008).

Der blockierte Anteil im Bereich des Haarfollikelausgangs foérdere die Bildung eines
Komedon. Der Follikel wiirde aufgrund der zunehmenden Dehnung und Schwachung des
Epithels reilen. Epithelbestandteile wirden sich in der umliegenden Dermis verteilen (van der
Zee et al., 2012).

Durch im Gewebe freiliegende Keratinanteile und in Folge bakterieller Superinfektion kdme

es anschlielend zu einer stark abszedierenden Entziindung (Muhlstadt et al., 2013).

Die Entzindung nach der follikularen Ruptur wird in einigen Studien auch dem Vorkommen
von Staphylokokken zugeschrieben (Kurzen et al., 2008). Koagulasenegative Staphylokokken
und Escherichia coli nehmen wahrscheinlich nur eine sekundére Rolle bei der Entziindung
ein. So konnten Sartorius und Kollegen bei Acne-inversa-Patienten mit akuten Entziindungen

keine Staphylococcus-aureus-Besiedelung in den Lasionen feststellen (Sartorius et al., 2012).

Es wird vermutet, dass das NLRP3 Inflammasom eine wichtige Rolle im Pathomechanismus
einnehmen konnte. Die nach der Ruptur freiliegenden Keratinfasern konnten das
Inflammasom aktivieren. Dieses produziere vermehrt proinflammatorisches IL-13. Da eine
vollstandige Beseitigung des freiliegenden Keratins nicht erfolge, wirde die Erkrankung
einen chronischen Verlauf nehmen. Versprengte Keratinozyten und Epithelreste wiirden
proliferieren und Fistelgange ausformen. Durch diese gelangen Bakterien schlie3lich in tiefere
Hautschichten und somit k&me es zu einer Ausbreitung der Entziindung (van der Zee et al.,
2012).

Das im tieferen Gewebe befindliche entziindliche Infiltrat setze sich zusammen aus
Mastzellen, CD3-positiven T-Lymphozyten, CD138-positiven Plasmazellen und aus Faktor
Xllla-positiven dendritischen Zellen (Wollina et al., 2013).
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Auch Neutrophile Granulozyten und Makrophagen wirden sich in den L&sionen finden. Bei
fortschreitender Entziindung wéren vor allem C20-positive und CD79a-positive Zellen
nachzuweisen (van der Zee et al., 2012).

2.8 Risikofaktoren

Nach aktuellem Forschungsstand wird angenommen, dass Acne inversa eine multifaktoriell
bedingte Erkrankung ist, wobei individuellen Pradispositionen eine besondere Rolle
beigemessen wird. Im Folgenden werden Faktoren, die mit der Krankheit in Verbindung
gebracht werden, ndher dargestellt.

2.8.1 Rauchen

In einer groR angelegten epidemiologischen Studie gaben uber 70 %
der Acne-inversa-Patienten an, regelmafig zu rauchen (Revuz et al.,
2008). In einer weiteren Studie aus Deutschland waren bis zu 90 %
der Erkrankten Raucher (Konig et al., 1999). Es konnte nachgewiesen

werden, dass Acne-inversa-Patienten einen schwereren

Krankheitsverlauf ~ zeigten, wenn sie regelmaBig Zigaretten

konsumierten (Sartorius et al., 2009). Abbildung 3: Der Woh

prominenteste Patient,

. . . . . der unter ""Smoker
Zigarettenrauchen wird als starker Triggerfaktor bei Acne inversa pojis” itt: Karl Marx

. L . . . ) Happle und Konig,
angesehen. Bis dato ist jedoch nicht eindeutig erwiesen, dass das §08‘§’)"e““ oo
Einstellen des Zigarettenkonsums zu einer Verbesserung des

Krankheitsbilds fuhren wirde (Konig et al., 1999).

Unter den Toxinen des Zigarettenrauchs richtet sich der Verdacht auf das Nikotin. Nikotin
wird tber den Schweild abgesondert und kann dort durch eine erneute Absorption, die durch
aufeinanderliegende Hautflachen gefordert wird, in relativ hohen Konzentrationen
vorkommen (Hana, 2007). In der Pathogenese der Acne inversa ist Nikotin nach heutigen

Erkenntnissen wie folgt involviert:

Nikotin hat einen stimulierenden Effekt auf das Staphylococcus-aureus-Wachstum, indem es
die antimikrobielle Aktivitat vieler Bakterien inhibiert und somit die Keimflora zugunsten des
Staphylococcus aureus beeinflusst (Pavia et al., 2000).
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Nikotin agiert als Ligand der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (Hana et al., 2007). Es ist
bekannt, dass viele Zellen, die in Acne-inversa-Lasionen gefunden werden, uber
Acetylcholin-Rezeptoren verfugen (Keratinozyten, Sebozyten, neutrophile Granulozyten,
Mastzellen, Lymphozyten) (Kurzen et al., 2007 und 2008). Staphylococcus aureus fordert
ebenfalls eine erhdhte ACh-Produktion durch eine gesteigerte  Aktivitdt der
Cholinacetyltransferase (ChAT) (Kawashima und Fujii, 2003; Hana, 2007).

Kurzen und Mitarbeiter konnten starke ChAT-Immunreaktionen am Haarfollikel-
Infundibulum feststellen und sprechen in diesem Zusammenhang von einer Art Circulus
vitiosus, da durch Nikotin neben der ACh-Produktion auch das Staphylococcus-aureus-
Wachstum angeregt wird. Somit entsteht ein System mit positiver Riickkopplung. Stimulierte

ACh-Rezeptoren fordern wiederum Epithelhyperplasien (Kurzen et al., 2006).

Der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) wird durch chemische Bestandteile (Dioxine) des
Tabakrauchs stimuliert (Esser et al.,, 2009). Eine Aktivierung des Rezeptors kann
proinflammatorisch wirken (Esser et al., 2009; Tsuji et al., 2012).

Nikotin verstarkt die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten und hemmt die Einwanderung
von Makrophagen, sowie die TNF-a Freisetzung (Mortaz et al., 2010; Jeong et al., 2010). Die
Induktion von Th17-Zellen wird ebenfalls durch Nikotin geférdert (Torii et al., 2011). Bei
Alveolarmakrophagen wurde eine verminderte Phagozytosefdhigkeit unter Nikotineinfluss
nachgewiesen — eventuell eine Erklarung fir den chronischen Verlauf von Acne inversa
(Hana, 2007).

Weiterhin stellte man fest, dass Tabakrauch den Notch-Signalweg im menschlichen
respiratorischen Epithel herunter reguliert und somit die schon vorherrschende eingeschréankte

Notch-Aktivitat bei Acne-inversa-Patienten zusatzlich stéren konnte (Tilley et al., 2009).

2.8.2 Ubergewicht

Ubergewicht ist ein weiterer Faktor, der mit Acne inversa assoziiert wird (Canoui-Poitrine et
al., 2009; Cesko et al., 2009; Rompel und Petres, 2000). Eine prospektive Studie mit 100
Acne-inversa-Patienten ergab, dass Uber 50 % Ubergewichtig waren und nur 26,1 % ein
normales Korpergewicht hatten. Der durchschnittliche Body-Mass-Index (BMI) betrug 27,7
bei Frauen und 29,3 bei Ménnern (Cesko et al., 2009). In einer Studie von Canoui-Poitrine
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und Mitarbeitern wurde zudem eine positive Korrelation zwischen erhéhtem BMI und

Schweregrad der Erkrankung aufgezeigt (Canoui-Poitrine, 2009).

Der groRBe Haut-zu-Haut-Kontakt bei Ubergewichtigen Personen fiihrt zu erhdhten
Feuchtigkeitsreservoiren in den Hautfalten und bildet somit einen weiteren Entziindungsreiz.
Feuchte Hautfalten, gerade axillar, flhren bei Rauchern zu einer erhéhten Nikotinreabsorption
und erhdhte Temperaturen im Bereich der Hautlappen beglnstigen das bakterielle Wachstum.
Dartber hinaus wird diskutiert, dass groRflachige und dicht aufeinanderliegende Hautteile die
follikulé&re Verstopfung fordern (Alikhan et al., 2009; van der Zee et al., 2012).

Ubergewicht wird haufig mit einem subakuten Entziindungsstadium in Verbindung gebracht
(Ouchi et al., 2011). Fettgewebe zeigt eine vermehrte Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF-o und IL-6 (Nishimura et al., 2009; Boer und Jemec, 2016; Boer und
Mihajlovic, 2016).

Zudem wurde nachgewiesen, dass adiposes Gewebe von einer hohen Zahl Makrophagen
infiltriert wird. Diese tragen durch die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen zur
Forderung der Entziindung bei (Tilg und Moschen, 2008).

Es wurde eine verhaltnismalig hohe Prdavalenz des Metabolischen Syndroms bei Acne-
inversa-Patienten beobachtet (Sabat et al., 2012). Eine Verbindung von Acne inversa zum
metabolischen Syndrom darf gezogen werden, da die durch Ubergewicht erhéhten
Entzindungssmediatoren die Insulinresistenz begunstigen (Sabat et al., 2012; Melnik und
Plewig, 2013). Dieser Mechanismus ist auch bei Psoriasis zu beobachten, wobei ebenfalls der
stimulierende Effekt von IL-1p auf die Proliferation von Keratinozyten zu nennen ist (Buerger
etal., 2012).

2.8.3 Hormone und Medikamente

Da Acne inversa oft wahrend oder nach der Pubertat auftritt, scheint ein hormoneller Einfluss
plausibel. Der genaue Einfluss von Hormonen auf Acne inversa ist bis heute nicht geklért. Die
meisten Patienten zeigen keine hormonellen Auffalligkeiten (Bergler-Czop et al., 2015).

Pramenstruell wird bei Frauen h&ufig eine Verschlechterung der Symptome beobachtet,
wohingegen sich das klinische Bild wahrend der Schwangerschaft verbessert. Der relativ
verminderte Androgenspiegel wahrend der Schwangerschaft unterstreicht den Einfluss der

Androgene auf die Erkrankung (Muhlstadt et al., 2013).
12
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Antiandrogentherapien mit Cyproteronen und Ethinyloestradiol zeigen zudem in einigen

Féllen einen positiven Effekt bei der Acne-inversa-Therapie (Mortimer et al., 1986).

Eine Fallstudie von 1989 berichtete tber sieben Patientinnen, die nach der Einnahme oraler
Kontrazeptiva zeitnah Acne-inversa-Erkrankungserscheinungen aufwiesen. Diese konnten
durch Einnahme von Kontrazeptiva mit einer hohen Ostrogen/Progesteron Ratio verbessert
werden (Stellon und Wakeling, 1989).

2.8.4 Bakterien

Die Entzlindungsherde sind anfangs meist steril. Diese Tatsache unterstreicht die Annahme,
dass es sich nicht um eine primér infektiose Krankheit handelt und der Einfluss von Bakterien
auf Acne inversa eher sekundar ist (Jansen et al., 2002; Sellheyer und Krahl, 2008). Dennoch
stellt die bakterielle Besiedelung eine beachtenswerte Begleiterscheinung dar. Sartorius et al.
konnten in einer Studie bei allen Acne-inversa-Patienten in den oberflachlichen
Lasionsbereichen sowie in tieferen befallenen Hautschichten, koagulasenegative
Staphylokokken nachweisen. Corynebacterium Spp. war, mit einer Ausnahme, ebenfalls bei
allen Patienten zu finden. Unter den Anaerobiern waren grampositive Kokken am weitesten
verbreitet. Staphylococcus aureus stand lange Zeit im Verdacht, Acne inversa zu triggern.
Sartorius et al. konnten jedoch in keinem akut-entziindlichen Knoten Staphylococcus aureus
nachweisen (Sartorius et al., 2012).

Eine aktuelle Studie hat Unterschiede zwischen dem Mikrobiom in lasionalen und
nichtlasionalen Hautarealen von Acne-inversa-Patienten (n = 30) und einer gesunden
Kontrollgruppe (n = 24) aufgezeigt. In den lasionalen Hautproben wurden (berwiegend
Corynebakterien sowie Porphyromonas- und Peptoniphilus-Stdmme identifiziert. In den
Proben der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikant erhdhtes Vorkommen des
Proprionibacterium acnes im Vergleich zu Acne-inversa-Patienten. Die Autoren der Studie
schlussfolgerten daraus, dass Proprionibakterien eine Rolle in der Pathogenese spielen
konnten (Ring et al., 2017). Auch scheint die Zusammensetzung der bakteriellen Besiedelung
abhéngig vom lokalen Milieu zu sein, das von der Lokalisation der Lé&sion und der
Auspragung der Erkrankung beeinflusst wird (Nikolakis et al., 2017).
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2.9 Komplikationen und einhergehende Erkrankungen
Lokale und systemische Infektionen (Lungenentziindung, Meningitis), Lymphddeme und
Erysipele kénnen eine Folge der chronischen Entziindung sein. In der Literatur wird auch von
Todesféllen infolge einer Sepsis berichtet (Heilberger et al., 1994; Moschella, 1966).
Folgeerscheinungen konnen Inkontinenz durch rektale Fisteln und Vernarbung bedingte
Funktionsverluste des Analsphinkters sein (Williams et al., 1991).

Eine schwerwiegende, wenn auch seltene Komplikation ist die Entwicklung eines
Plattenepithelkarzinoms. Dabei ist unklar, ob es auf der Basis der chronischen Entziindung
auftritt wie bei einem Marjolin-Ulkus (Williams et al., 1991; Short et al., 2005; Talmant et al.,
2006; Constantinou et al., 2008; Fabbrocini et al., 2017). Die maligne Entartung findet sich im
Genital- und Analbereich (Makris et al., 2017). Das Risiko einer Entartung im Analbereich
wird auf 1,7-3,2 % beziffert (Williams et al., 1991). Die Mortalitatsrate liegt bei fast 50 %
(Constantinou et al., 2008; Fimmel und Zouboulis, 2010). Das fast auschlieBliche Auftreten
von Karzinomen im genitoanalen Bereich konnte ein Hinweis auf eine Beteiligung von

onkogenen humanen Papillomaviren (HPV-Viren) sein.

Eine weitere seltene Komplikation der Acne inversa ist die Amyloidose (Girouard et al.,
2012; Montes-Romero et al., 2008; Titze et al., 2003). Erkrankungen, wie Morbus Crohn,
Dowling-Degos, Down-Syndrom, Colitis ulcerosa und weitere diverse Syndrome wie das
PASH-Syndrom werden mit Acne inversa in Verbindung gebracht (Tabelle 1) (Fimmel und
Zouboulis, 2010).
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Disease

Inflammatory bowel diseases
(1) Crohn disease (CD), ulcerative colitis
(2) Crohn disease (CD) and squamous cell carcinoma
(SCC)
SAPHO (synovitis, acne, palmoplantar pustulosis,
hyperosteosis, osteitis) syndrome
Pyoderma gangrenosum
Adamantiades-Behget disease (ABD)
Spondylarthropathy SPDA1, SPDA2
(1) without additional signs
(2) with acne conglobata only
or follicular occlusion triad ( HS, acne conglobata,
dissecting cellulites of the scalp)
Genetic keratin disorders associated with follicular
occlusion
(1) Pachyonychia congenita (PC-2)
(2) Dowling-Degos disease
(a) without additional signs
(b) with arthritis
(c) with squamos cell carcinoma (SCC)
Other genetic disorders
(1) Keratitits-ichthyosis-deafness (KID) syndrome
(2) Down’s syndrome
Epithelial tumors
(1) squamosa cell carcinoma (SCC)
(2) adenocarcinoma

Reported cases
associated with HS
82
81

U d O -

37
22

42

26

16
12

38
37

Tabelle 1: Komorbiditaten bei Acne inversa in Anlehnung an Fimmel und Zouboulis, 2010

2.10 Therapiemoglichkeiten

Die Behandlungserfolge sind in vielen Fallen enttauschend. Bei medikamenttser Behandlung
kommt es hdufig zu einer tempordren Remission der Krankheit, doch ein langfristiger
heilender Therapieeffekt bleibt aus. Oftmals hilft nur die radikale chirurgische Exzision der
Léasionen. Hierbei gilt: je radikaler der operative Eingriff, desto geringer die Rezidivrate
(Bechara und Hartschuh, 2010). Bei schweren Entziindungsverlaufen sollte praoperativ eine

antibiotische Therapie erwogen werden.

Zur Standardisierung und Verbesserung der Behandlung von Acne inversa wurde im Jahr

2012 die ,,Sl-Leitlinie zur Therapie der
herausgegeben (Zouboulis et al., 2012).
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2.10.1 Konventionelle Therapie
Bei leichten Formen (Hurley 1 und Hurley 2) kann die topische Therapie mit Clindamycin
1 % moderate Erfolge bringen. Bei Entziindungen in tieferen Hautschichten wurde bei der

topischen Gabe kein nennenswerter Therapieeffekt beobachtet (Clemmensen, 1983).

Bei der Behandlung von Acne-inversa-Patienten mit Antibiotika konnten Jemec und
Wendelboe keinen bedeutenden therapeutischen Unterschied zwischen topischer 1 %
Clindamycin-Gabe (1-0-1; 3 Monate) und der systemischen 500 mg Tetrazyklin-Therapie (1-
0-1; 3 Monate) feststellen. Allerdings sollte bei schweren Formen der Acne inversa eher eine

systemische Therapie erwogen werden (Jemec und Wendelboe, 1998).

Gener et al. empfehlen eine systemische Antibiose mit Clindamycin und Rifampicin je
300 mg (1-0-1). Eine groR angelegte Studie (n = 116) konnte die Wirksamkeit der
Behandlung bestatigen, wobei nach zehnwochiger Therapie der Sartorius-Score als
Gradmesser fir den Therapieerfolg herangezogen wurde. Bei 11 % der Patienten konnte die
Krankheit kuriert werden und bei 70 Patienten zeigte sich eine starke Verbesserung nach
Abschluss der Behandlung (Gener et al., 2009).

Ein langfristiger kurativer Erfolg der Therapie ist fraglich. Mendoca und Griffiths wiesen in
einer retrospektiven Studie Remissionen bei 10 von 14 Patienten nach, die mit der
Antibiotika-Kombination behandelt wurden (Mendoca und Griffith, 2006).

Eine hormonelle Antiandrogen-Therapie bei Frauen, nicht als priméare, sondern als
ergdnzende Therapieform wird empfohlen, wenn systemische Antibiotika keine Wirkung
zeigen (Zouboulis et al., 2012). Eine Studie an Acne-inversa-Patientinnen, die mit
Ethinylestradiol 50 pg und Cyproteronacetat 50 mg téglich behandelt wurden, fiihrte zu

Remissionen bei der Halfte der Studienteilnehmerinnen (Sawers et al., 1986).

In einer weiteren Studie an Patientinnen (n = 64) konnte ein groRerer Therapieerfolg bei der
Antiandrogen-Therapie im Vergleich zur oralen Antibiotikatherapie beobachtet werden (Kraft
und Searles, 2007). Randhawa et al. beschreiben an drei Patienten Verbesserungen nach

Einnahme von Finasterid (Randhawa et al., 2013).

Die Erwartungen, die in die Behandlung mit Retinoiden mit ihren immun-modulierenden
Eigenschaften gesteckt wurden, konnten bislang nicht bestétigt werden. Die orale Gabe von
Isoretinoin zeigte in einer groRen Studie (n = 358) keinen messharen therapeutischen Erfolg

und wird daher zur Therapie von Acne inversa nicht empfohlen (Soria et al., 2009). Acitretin,
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ein Retinoid der zweiten Generation, konnte positive Ergebnisse vorweisen. Allerdings ist die
Erkenntnislage hinsichtlich der Acitretin-Therapie bis dato zu gering, um den
Behandlungseffekt zufriedenstellend zu bewerten (Blok et al., 2013; Boer und Nazary, 2011;
Hogan und Light, 1988).

Dapson wirkt antibiotisch und anti-inflammatorisch. Es wird zur Therapie von chronisch
entzlindlichen Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Bei finf Patienten einer Studiengruppe,
die mit Dapson behandelt wurden, kam es innerhalb von 4 bis 12 Wochen (Dosierung
zwischen 25-150 mg/Tag) zu einer deutlichen Besserung der Symptome (Kaur und Lewis,
2006). In einer weiteren Testgruppe mit 24 Patienten wurde bei lediglich 38 % eine
Verbesserung der Symptome nachgewiesen. Bei vier Patienten mit schwerem
Krankheitsverlauf sprach die Therapie mit Dapson nicht an. Nach Therapieabbruch kam es zu
einem schnellen Wiederaufflammen der Entziindungen (Yazdanyar et al., 2011).

Die vorliegenden Daten zur Behandlung mit Immunsuppressiva sind uneinheitlich. Sie fuhrt
nach bisherigen Erkenntnissen zu keiner vollstandigen Krankheitsremission, kann aber den
Schweregrad giinstig beeinflussen (Zouboulis et al., 2012). Cyclosporin A (2-6 mg/kg KG)
uber 4 bis 15 Monate zeigte bei 35 % der Patienten einen positiven Effekt (Blok et al., 2013).
Eine Therapie mit Methotrexat oder Azathioprin wird bisher aufgrund fehlender Studien nicht
empfohlen (Zouboulis et al., 2012).

Die Behandlung mit den Biologics Infliximab und Adalimumab wird als Erfolg
versprechende Therapiemethode bei Acne inversa angesehen (van Rappard et al., 2012a; Blok
etal., 2013).

Adalimumab und Infliximab sind monoklonale Antikorper, die spezifisch an TNF-a binden
und diesen in seiner Wirkung als Signalstoff bei Entziindungen neutralisieren. Sie finden auch
Anwendung in der Therapie von Psoriasis-Arthritis oder Morbus Crohn (Nuno-Gonzalez et
al., 2012).

Infliximab ist ein monoklonaler Antikérper mit murinen und humanen Strukturelementen und
bindet spezifisch an TNF-o (Zouboulis et al., 2012). Als reine Monotherapie wird die
Behandlung mit Biologics nicht empfohlen, jedoch wurde bei Infliximab-Patienten mit
mittlerer bis schwerer Acne inversa eine Verbesserung des Sartorius Score festgestellt (Grant
et al., 2010). Der Effekt der Therapie ist wohl nicht dauerhaft und bei Langzeittherapie
warnen die Autoren vor der toxischen Wirkung, die gerade bei Infliximab als chiméarem

Antikorper beachtet werden sollten (Fernandez-Vozmediano und Armario-Hita, 2007).
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Im Jahre 2015 erhielt Adalimumab (Humira®) als erstes und bisher einziges Medikament zur
systemischen Behandlung der Acne inversa eine Zulassung in der Européischen Union, den
USA und Kanada (Gupta und Studholme, 2016; Kim et al., 2016).

Adalimumab ist im Gegensatz zu Infliximab ein vollstandig humaner Antikorper. Bei der
Therapie mit Adalimumab konnte in den bisher durchgefiihrten Studien eine deutliche
Besserung der Symptome festgestellt werden (Sotiriou et al., 2012; Miller et al., 2011,
Yamauchi und Mau, 2009). Aktive entzindliche L&sionen scheinen auf eine Adalimumab
Behandlung anzusprechen (Zouboulis, 2016). Bei einer wochentlichen Einnahme des
Medikamentes konnten bei mittelschweren bis schweren Auspragungsgraden sowohl die
Anzahl der Abszesse als auch die entzlindlichen Knoten reduziert werden (Mekkes, 2017,
Kim et al., 2016; Gupta und Studholme, 2016).

Als Komplikation sind anaphylaktische Reaktionen bei Infliximab-Infusionen, reaktivierte
Tuberkulosefélle, Probleme bei bestehender Herzinsuffizienz, Leberschdden und letale
Ausgénge bei hdmatologischen Verénderungen bekannt. Infliximab und Adalimumab sind
zudem teratogen und sollten daher nicht wahrend der Schwangerschaft eingenommen werden
(Zouboulis et al., 2012).

Rezidive treten nach Absetzen der TNF-a-Inhibitoren auf. Die Behandlungskosten
(Apothekenabgabepreis) betragen fir ein 6er Pack 40 mg Adalimumab (Humira®),
ausreichend fir eine 12-wochige Therapie, ungefahr 5.200 Euro (Gemeinsamer
Bundesausschuss, 2015). Die nicht berzeugenden Ergebnisse, mogliche Nebenwirkungen
und der sehr hohe Preis scheinen gegen eine generelle Einflhrung bei Acne inversa zu

sprechen.

2.10.2 Operative Therapie

Von einer einfachen Inzision bei entzlndlichen Lasionen (auch bei Hurley-Grad 1) wird
abgeraten, da mit einer Rezidivrate von 100 % zu rechnen ist (Ritz et al., 1998). Bei kleinen
Lasionen mit einzelnen Knoten und Abszessen kann nach Exzision in toto ein primarer
Waundverschluss erfolgen (van Rappard et al., 2012). Empfohlen wird eine perioperative
Antibiose mit Cefuroxim 500 mg 1-0-1 (Muhlstédt et al., 2009).

Bei Hurley-Grad 2 bis 3 wird eine radikale Exzision bis ins reizfreie Fettgewebe, teilweise bis

auf die Muskelfaszien empfohlen (Ellis, 2011). Fistelgdnge und Narbengewebe sollen
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komplett dargestellt und entfernt werden. Die Schnittflihrung sollte bis zu 1 cm (ber das

erkrankte Gewebe hinausgehen (Bergler-Czop et al., 2015).

Nach Exzision wird eine sekunddre Defektheilung mit Vakuum-assistierten
Granulationshilfen angestrebt. Die Deckung des Defekts mittels Spalthaut, Mesh-Graft oder
Lappenplastik nach Abwarten einer 2- bis 4-wodchigen Granulationsphase wird von Mihlstadt
et al. empfohlen. RegelméRige Krankengymnastik soll Bewegungseinschrankungen durch
Narben reduzieren (Mihlstadt et al., 2013).

Der primare Wundverschluss sollte nach heutiger Sicht nur im axillaren Bereich mittels
Lappenplastik oder nur bei sehr geringer Defektausdehnung erwogen werden (Altmann et al.,
2004), da die postoperative Komplikationsrate im Vergleich zur sekundaren Wundheilung
deutlich héher ist (Zouboulis et al., 2012).

Die anatomische Lage der behandelten Region scheint einen groRen Einfluss auf die
Héufigkeit von postoperativen Rezidiven zu haben. Die Rezidivrate bei axillarem und
perianalem Befall erscheint deutlich geringer, als bei inguinoperinealen und submamméren
Manifestationen (axillar 3 %, perianal 0 %, inguinoperineal 37 %, submammar 50 %)
(Harrison et al., 1987; Zouboulis et al., 2012).

Die elektrochirurgische Abtragung von Léasionen wird bei der Behandlung von Acne inversa
ebenfalls in Erwéagung gezogen. Der Vorteil der Behandlung wird damit begriindet, dass sie
vergleichsweise minimalinvasiv ist und das umliegende gesunde Gewebe weitestgehend
erhdlt. In einer Studie wurde bei 73 Patienten (83 %) kein erneutes Wiederaufflammen der
behandelten Region innerhalb eines Zeitraums von 34 Monaten festgestellt (van der Zee et al.,
2010).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich bei der Therapie von Acne inversa einige
versprechende Behandlungsansatze finden lassen, die allerdings kritisch hinterfragt werden
missen. Bei weniger schwer verlaufenden Krankheitsfallen wird der Einsatz von
konservativen Methoden, wie Antibiotika, empfohlen. Diese bringen kurzfristige Linderung
der Beschwerden, jedoch keine Heilung. Bei mittelschweren und schwereren
Auspragungsgraden muss ein chirurgischer Eingriff (radikale Exzision mit sekundérer
Wundheilung) vorgenommen werden (Humphries et al., 2016; Kirschke et al., 2015).
Begleitend empfiehlt sich eine systemische Antibiotika Behandlung. AuBerdem zeigen sich
mit Adalimumab als bisher einzigem zugelassenen, systemischem Medikament gegen Acne

inversa angedeutete Erfolge (Mekkes, 2017; Kim et al., 2016; Gupta und Studholme, 2016).
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2.11 Mutationen der y-Sekretase - Eine Erklarung fur die Pathogenese?

Es wird vermutet, dass genetische Faktoren die Entstehung der Acne inversa beeinflussen. Bei
familidren Formen wird ein autosomal dominanter Erbgang vermutet (Fitzsimmons et al.,
1985; von der Werth et al., 2000; Zhou et al. 2016).

Es wird ein Zusammenhang mit der y-Sekretase vermutet. Die y-Sekretase ist ein integrales
Membranprotein, bestehend aus vier Proteinen, und spaltet Typ 1 Transmembranproteine
(Niimura et al., 2005). Die Proteine Presenilin, PEN-2, Nicastrin und Aph-1 bilden den
Proteinkomplex der y-Sekretase. Zu den wichtigsten Substraten, die von der y-Sekretase
prozessiert werden, zahlt das Amyloid-Precursor-Protein (APP) und das Protein Notch.
Letzterem wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Acne inversa beigemessen (Sato
et al., 2007).

Presenilin ist die katalytisch aktive Komponente des Komplexes. Eine Vielzahl von
Mutationen der Presenilin-Untereinheit werden mit der Entstehung der Alzheimer-Krankheit
in Verbindung gebracht. Nicastrin spielt bei der Substraterkennung tber N- und C- terminale
Fragmente eine wichtige Rolle (Shah et al., 2005). Aph-1 und PEN bilden das Gerlst des

Komplexes und sind fur die Reifung und Stabilisierung zustéandig (Niimura et al., 2005).

2010 entdeckten Wang und Kollegen mehrere heterozygote Mutationen in den y-Sekretase
Genen PSENEN, PSEN1 und NCSTN. Das dabei untersuchte Erbgut stammte von sechs
chinesischen Familien, die schwere Symptome aufwiesen. Teilweise konnte auch ein Befall
untypischer Korperregionen wie der Gesichts-, Riicken- oder Huftbereich festgestellt werden
(Wang et al., 2010).

2.11.1 Der Notch-Signalweg und der Einfluss der y-Sekretase

Das Protein Notch, das von der y-Sekretase prozessiert und reguliert wird, ist selbst ein
Transmembranprotein und bildet den Notch-Signalweg. Der Notch-Signalweg ist an der
Kommunikation der Zellen, der Zellentwicklung, im Speziellen auch der Differenzierung von

Haarfollikelzellen und bei der Regulation immunologischer Funktionen beteiligt.

Vier verschiedene Notch-Rezeptoren (Notchl-4) sind bislang bekannt. Sie reagieren unter
anderem auf die Liganden Delta und Jagged 1-2 durch Proteolyse und setzen damit den
Notch-Signalweg in Gang. Die extrazellulare S2-Proteolyse erfolgt unter Anwesenheit der

Metalloprotease ADAM10. Bei der proteolytischen Spaltung der intrazelluldaren Komponente
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von Notch, der S3-Spaltung, greift die y-Sekretase direkt ein. Fir diesen Vorgang scheint vor
allem die katalytisch aktive Presenilin-Einheit des y-Sekretasekomplexes verantwortlich zu
sein (Selkoe und Kopan, 2003).

VVon Notch abgespalten, diffundiert die Notch-intracellulare-domain (NICD) in den Zellkern
und bildet dort mit dem CSL-Protein (DNA-Bindungsprotein) einen Transkriptionskomplex
(Kwon et al., 2012; Melnik und Plewig, 2013). Dabei wird die Expression von HES- und
HEY-Genen beeinflusst, deren Aufgabenbereiche unter anderem in der epidermalen
Zelldifferenzierung und Immunregulation liegen (Kwon et al., 2012; Melnik und Plewig,
2013). Bei Versuchen mit Mausen konnte nachgewiesen werden, dass ADAM10, y-Sekretase-
und/oder Notch-Fehlfunktionen zu einer epidermalen Hyperproliferation und Zysten fuhren.
Das histopathologische Bild gleicht dem der Acne inversa (Weber et al., 2011; Melnik und
Plewig, 2013). Pan et al. wiesen bei Versuchen an Tieren nach, dass bei fehlender y-Sekretase

eine Umwandlung von Haarfollikeln in Zystengewebe erfolgte (Pan et al., 2004).

7-Sekretase

ADAMI0 Y\\)
w HES-, HEY-Gene
T ’— —
NICD  CSL Protein

Notch 1-4

Notch Liganden
(Jagged u. Delta)

Signalzelle

Rezeptorzelle

Abbildung 4: Notch-Signalweg (in Anlehnung an Melnik und Plewig, 2013)

2.11.2 Sind Notch-Fehlfunktionen verantwortlich fir den chronischen Entztindungs-
verlauf bei Acne inversa?

Einen mdglichen Erklarungsansatz fur das chronische Entziindungsgeschehen bei Acne
inversa beschreiben Melnik und Plewig. Sie vermuten eine durch Th17-Zellen angetriebene
Autoinflammation, deren Ursache durch die Notch-/ y-Sekretase-Fehlfunktion erklart wird.
Durch Verdnderungen der Haarfollikelstruktur kommt es zur Ruptur des Follikels und
epidermalen Zysten. Ebenso flihren diese Vorgange auch zu einer Aktivierung der
angeborenen Immunantwort, deren Feedback Regulation durch eine reduzierte Notch-MKP-1
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vermittelte Hemmung der angeborenen Immunantwort gestort sein konnte (Melnik und
Plewig, 2013).

Die potentiellen Mechanismen werden dabei wie folgt erklart: Nekrotische Zellen sondern
damage-associated molecular pattern molecules (DAMPS) in das umliegende Gewebe ab. Das
Immunsystem reagiert Gber Toll-like Rezeptoren auf das Infiltrat (Piccinini und Midwood,
2010).

Bei der Ruptur epidermaler Zysten konnten freiliegende Keratinbestandteile die Toll-like
Rezeptoren auf Makrophagen und dendritischen Zellen aktivieren. Makrophagen und
dendritische Zellen werden wiederum zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine, unter
anderem TNF-o und IL-1, angeregt. Die Zytokinfreisetzung wirde die Th17 Zellpolarisation

fordern und demnach die Immunantwort steigern (Melnik und Plewig, 2013).

2.11.3 Eingeschrankte Feedback Regulation tiber Notch-MKP-1?

Die mitogen-activated protein kinase (MAPK) ist wichtig fur die Biosynthese von
proinflammatorischen Zytokinen in Immunzellen (Melnik und Plewig, 2013). Wang und Liu
konnten bei In-vivo-Versuchen an Ma&usen nachweisen, dass ihre Aktivitat Uber die
MAP kinase Phosphatase, MKP-1, durch Dephosphorylierung reguliert wird (Wang und Liu,
2007). In diese Signalkaskade scheint Notch direkt einzugreifen. Kondoh et al. zeigen einen
direkten Zusammenhang des Notch- und MAPK-Signalwegs durch eine Notch-induzierte
MKP-1 Steuerung (Kondoh et al., 2007).

Folglich flhrt eine eingeschrankte Notch-Funktion zu einer reduzierten Aktivitat der
MAPK-1 Phosphatase und somit zu einer Aktivierung der angeborenen Immunantwort durch
die ungehemmte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen. Melnik et al. leiten daraus
ab, dass die fehlende negative Feedback Regulation tber Notch-MKP-1 die Ursache der
Bestandigkeit der chronischen Entziindung bei Acne inversa erklaren konnte. Damit wird die
vermeintlich wichtige Rolle von Notch und somit der y-Sekretase Funktion in Bezug auf die

Entstehung von Acne inversa hervorgehoben (Melnik und Plewig, 2013).

2.12 Mit Acne inversa assoziierte Syndrome (PAPA, PASH, PAPASH)
2012 beschrieben Braun-Falco et al. zwei Patienten, die beide an Pyoderma gangraenosum,

schwerer Akne und Acne inversa litten. Die Symptome waren dem PAPA-Syndrom &ahnlich,
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eine erbliche Autoinflammationserkrankung, die sich klinisch als Pyoderma gangraenosum,
schwere Akne und pyogene Arthritis darstellt. Die fur das PAPA-Syndrom typische Mutation
im PSTPIP1 Gen konnte jedoch bei beiden Patienten nicht nachgewiesen werden (Braun-
Falco et al., 2012).

Auffallig bei der molekulargenetischen Untersuchung war jedoch eine erhéhte CCTG
Nukleotid-Wiederholung (Mikrosatellit) im Bereich des PSTPIP1 Promotorabschnitts. Das
vermehrte Vorkommen von solchen Polymorphismen wurde bereits bei Patienten mit dem
aseptischen Abszess-Syndrom beschrieben — einer Autoimmunerkrankung, die hdufig mit
Morbus Crohn einhergeht (Andre und Aumaitre, 2011; Braun-Falco et al., 2012).

Trotz der klinischen Ahnlichkeit war ein klarer Unterschied zum PAPA-Syndrom erkennbar.
Braun-Falco et al. schlugen daher die Bezeichnung PASH-Syndrom vor. Bei einem der
beiden Patienten zeigte sich ein deutlicher Rickgang der Entziindung, nachdem er mit
Anakinra, einem Interleukin-1p Rezeptorantagonisten und spiter in Kombination mit
Cyclosporin behandelt wurde. Der Therapieerfolg mit Anakinra, wenngleich er auch nicht zu
einer vollstandigen Remission fiihrte, war fir die Autoren ein Hinweis auf die vermutlich

wichtige Rolle von IL-1p bei der Krankheitsentstehung (Braun-Falco et al., 2012).

Bislang war das PASH-Syndrom (Pyoderma gangrenosum, Akne, suppurative Hidradenitis)
ohne Auftreten der pyogenen Arthritis bekannt. Im Jahr 2013 wurde erstmals von einer
Tetrade aus pyogener Arthritis, Pyoderma gangrenosum, Akne und suppurative Hidradenitis
mit einer neuen Mutation des PSTPIP1 Gens berichtet und die Bezeichnung PAPASH
eingeflihrt (Marzano et al., 2013).

Einer der genannten Unterschiede zwischen den Syndromen PAPA und PASH war bisher die
fehlende Mutation im PSTPIP1 Gen bei PASH-Patienten. Die Autoren um Calderon-Castrat
veroffentlichten erstmalig einen PASH-Patienten mit einer Mutation des PSTPIP1 Gens
(Calderon-Castrat et al., 2016).

Das PSTPIP1 Gen kodiert fiir das proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1
(PSTPIP1). PSTPIP1 bindet Pyrin, ein Protein, das bei familidrem Mittelmeerfieber (FMF)
mutiert ist - eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die neben Fieberschiben eine
wiederkehrende Serositis zeigt (Shoham et al., 2003). Ein Zusammenhang der
Krankheitsentstehung bei FMF und dem PAPA- oder auch dem PASH-Syndrom ist flr die
Autoren wegen des Einflusses des PSTPIP1 Proteins auf Pyrin wahrscheinlich (Braun-Falco

et al., 2012; Shoham et al., 2003).
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Die Hypothese der PSTPIP1 Beteiligung bei der Entzlindung riickt den Fokus auf das NLRP3
Inflammasom. Es wird vermutet, dass die Mutation des entsprechenden Gens eine
Hyperphosphorylierung des PSTPIP1 Proteins verursacht und somit Pyrin starker bindet. Der
uber das NALP3 Inflammasom angetriebene proinflammatorische Signalweg wird nicht mehr
langer durch das gebundene Pyrin gehemmt und somit die Freisetzung von aktivem
Interleukin-1p erhoht (Braun-Falco et al., 2012).

Nicastrin-Mutationen waren bisher bei familidrer Acne inversa und nicht bei den oben
genannten Syndromen bekannt. Duchatelet et al. untersuchten mit diesem Wissen drei PASH-
Patienten nicht nur auf Mutationen im PSTPIP1 Gen und die CCTG Mikrosatelliten-DNA,
sondern auch die Acne inversa relevanten Gene NCSTN, PSENEN und PSENL1. Bei einem der
drei Patienten wurde neben einer erhdhten CCTG Frequenz auch eine bisher neue 8
Nukleotide lange Deletion im Nicastrin Gen (c.344_351del; NM_015331.2) festgestellt
(Duchatelet et al., 2015).

Erstmals wurde bei einem PASH-Patienten eine Nicastrin Mutation gezeigt (Duchatelet et al.,
2015). Ob bei PASH verschiedene Mutationen in einem Gen die unterschiedlichen
Phénotypen hervorrufen oder ob ein Zusammenspiel von mehreren Krankheiten urséchlich ist
und welche Ruckschlisse man daraus auf Acne inversa als singulére Erkrankung ziehen kann,

ist nicht geklart.
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3 Material und Methoden

Die Patienten des Studienkollektivs wurden in die Ambulanz der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Minchen
einbestellt. In Einzelgesprachen wurde ein Fragebogen zur Erkrankung erhoben (Anhang).
Bei offenen Fragen war ein direkter Ansprechpartner verfligbar. An der Studie nahmen 44
Personen teil (Abbildung 5).

AnschlieBend erfolgte die Klinische Untersuchung der Patienten mit Inspektion der
pathologisch betroffenen Hautbereiche. Im Fotolabor wurden die L&sionsareale fotografisch
dokumentiert. Die Blutentnahme fur die molekulargenetische Untersuchung fand in der Regel
ebenfalls in der Ambulanz der Dermatologischen Klinik statt, in Einzelfallen wurde die
Blutentnahme bei Hausarzten vorgenommen. Die Patientengruppe Minchen umfasste 24
Patienten (22 mit Acne inversa Phanotyp und 2 nicht betroffene Verwandte; 23 Blutproben

und 20 Fragebdgen).

Aus dem Patientenstamm der Gemeinschaftspraxis Prof. Dr. med. Bodo Melnik & Dr. rer.
medic. Housien Hariry aus Gutersloh wurde eine zweite Untersuchungsgruppe zur Verfiigung
gestellt. Der Fragebogen wurde anhand eines Telefongesprachs ausgefullt. Die
entsprechenden Unterlagen zur Blutabnahme wurden den Patienten postalisch zugestellt. Die
Patientengruppe Giitersloh umfasste 8 Patienten mit Acne inversa Phénotyp (8 Blutproben
und 8 Fragebdgen).

Eine weitere Untersuchungsgruppe bildete eine Familie mit 12 Mitgliedern (darunter 8 mit
Acne inversa Phanotyp, 12 Blutproben und 8 Fragebodgen). Auch hier erfolgte die

Blutabnahme beim Hausarzt, der Fragebogen wurde telefonisch besprochen.

Vor Studiendurchfihrung wurde die Genehmigung durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat (LMU) eingeholt. Voraussetzung flr jede Untersuchung war die
Einholung einer datenschutzrechtlichen Einverstandniserklarung und die ausfiihrliche
Aufklarung Gber Studienablauf und Datenverwendung.

DNA-Untersuchung und zeitlicher Ablauf

Die Patienten der Gruppe Minchen (,M*) (Abbildung 5) wurden von November 2012 bis
Mérz 2013 ermittelt und zur Blutabnahme und Beantwortung des Fragebogens in die
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Ambulanz der Klinik einbestellt. Extraktion, Verarbeitung und Auswertung der DNA-Proben
erfolgte von Februar 2013 bis September 2013 im Helmholtz Zentrum Minchen.
Kontaktaufnahme, telefonische Befragung sowie Blutabnahme der Patienten der Gruppe
Giitersloh (,,G*) fanden im Zeitraum Januar 2016 bis April 2016 statt. Die Rekrutierung einer
12-kopfigen Familie (,,F*) mit 8 Acne-inversa-Betroffenen erfolgte von Januar 2017 bis
Februar 2017. In der Abteilung fir Genodermatosen des Helmholtz Zentrum Minchen wurde
die DNA aus EDTA-BIut extrahiert und die Exons der Gene (Gruppe ,,M*“) APH1A, APH1B,
PSENEN, PSEN1, PSEN2 und NCSTN auf Mutationen untersucht.

Der Verfasser dieser Arbeit hat die Patientenbefragungen sowohl telefonisch als auch
personlich durchgefihrt und bei der molekulargenetischen Untersuchung der Gruppe ,,M* im
Helmholtz ~ Zentrum  unter  Anleitung  mitgewirkt. Das hier  angewendete
Untersuchungsverfahren zur Auswertung der Proben entsprach dem Sequenzierungsverfahren

nach Sanger (Sanger et al., 1977).

Im Institut fir Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat
Minchen wurde von Matias Wagner und Dr. Peter Lichtner eine parametrische
Kopplungsanalyse bei Gruppe ,,F* durchgefihrt. Die Kopplungsanalyse sollte Hinweise auf
eine monogene bezichungsweise komplexgenetische Ursache der Erkrankung bei Gruppe ,,F*

liefern.

Beschreibung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv bestand aus 44 Patienten, 18 Frauen und 26 Mé&nnern mit einem
Durchschnittsalter von 40 Jahren (39,5). Die Mehrheit hatte ihren Wohnsitz in Bayern und
Nordrhein-Westfalen. Die Patienten wurden mit dem Kriterium der klinischen Diagnose Acne

inversa, unabhéngig von bekannten Fallen in der Familie, ausgewéhlt.
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|'

Ipatientenanzahl: 44
*patientenkollektiv w:18; m: 26
Acne inversa Phanotyp (Al-P) 2Al-P: 38
w17, m: 21
LN I o
= , .
F*Sequtnzlerungwerfahren iSanger-Sequenzierung *Kopplungsanalyse *Exomsequenzierung
‘Gruppe Miinchen "M* ‘Familie "F" *Gitersloh "G"
Patientenanzahl/Blutproben/Fragebogen P/B/F: 24/23/20 P/BfF:12/12/8 P/B/F:8/8/8
| (P/B/F) AlP: 22 ALP:8 AlP:8
|
i | | '
familidrer Bezug kein familidrer Bezug familidrer Bezug kein familidrer Bezug
familidrer Bezug innerhalb der 3 1 12 ]
Studiengruppe PIB/F:3/3/1 P/B/F: 21/20/19
Al-P: 1 AlP: 21

Abbildung 5: Ubersicht - untersuchte Patienten und Gruppeneinteilung (|Exomsequenzierung der Gruppen ,,G“ und
,»F“ ist geplant)

Beschreibung des Fragebogens

Ziel des Fragebogens (11 Anhang) war es, den Einfluss bestimmter Faktoren, wie
Lebensgewohnheiten und Vorerkrankungen der Patienten zu ermitteln, um gegebenenfalls
Rickschlisse auf die Krankheitsentstehung und die Schwere der Erkrankung ziehen zu

konnen.
Der Fragebogen umfasste unter anderem folgende Fragen:

- Name, Geburtsdatum, Geschlecht, Nationalitét

- Grole, Gewicht

- Erstmaliges Auftreten der Erkrankung

- Pubertatsakne, sonstige Haut- und VVorerkrankungen

- Acne inversa - Vorkommen in der Familie, sonstige Hauterkrankungen in der
Verwandtschaft

- Betroffene Kdorperstellen

- Alkohol- und Nikotinkonsum

- Bisherige Therapien und subjektiv empfundener Erfolg der Therapie

- Allergien, Stresslevel im Alltag, Hyperhidrose
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3.1 Material

3.1.1 Verwendete Geréte

- Agarose-Elektrophoresekammer

- Chemagic Magnetic Separation Module 1 Chemagen Biopolymer-Technologies AG
- Geldokumentationsanlage Dark Hood DH-40 biostep

- Heizblocke

- Membran-Vakuumpumpe Merck Millipore

- Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer peqLab Biotechologie GmbH
- PCR-Maschine BIO-RAD S1000 Thermal Cycler

- PCR-Platten NucleoFast von Macherey-Nagel

- Spannungsgerat BIORAD Power PAC 300

- Zentrifugen

3.1.2 Verwendete Enzyme

- Proteinkinase K

- Tag-DNA-Polymerase

3.1.3 Nukleotide und Nukleinsauren
-dATP, dGTP, dTTP, dCTP

- Primer

3.1.4 Chemikalien
- Agarose Biozym DNA Agarose

- Blue Juice (Ficoll und Bromphenolblau)
- LiChrosolv Wasser Merck Millipore
- Magnesiumchlorid

- Midori Green (NIPPON Genetics Midori Green Advanced DNA Stain)
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- QC Gel 0,8 % (5 pl blue juice + 1 ul verdiinnte DNA)
- Tris-Bor-EDTA

- 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)

3.1.5 Fertigkits
- BigDye Terminator Kit v3.1 Applied Biosystems

3.1.6 LOGsungen
- Q-Solution

- PCR-Puffer

- TE-Puffer
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3.2 Methoden

3.2.1 DNA-Extraktion aus EDTA-Blut

Um die DNA aus dem EDTA-BIut zu isolieren, wurde das chemagic Magnetic Separation
Module 1 von Chemagen Biopolymer-Technology AG verwendet. Hierbei wurde das 10K-Kit
gewahlt, ausgerichtet auf 7 - 10 ml Blut. Die Leukozyten im Blut wurden lysiert und die
freigelegte DNA selektiv an Magnetic Beads gebunden. Verwendet wurden M-PVA Magnetic
Beads aus einer Polyvinyl-Alkohol-Matrix. Das Blut durchlauft im Separationsmodul 6
Phasen bestehend aus einem Lysispuffer, zwei Bindungspuffern und drei Waschpuffern. Die
Blutproben werden zu Beginn mit 50 pl ProteaseK versetzt. In der folgenden maschinellen
Aufreinigung wird die freigelegte DNA an die Magnetic Beads gebunden. Nach weiteren

Aufreinigungsschritten wird sie anschlieBend in einem TrisEDTA-Puffer eluiert.

3.2.2 Konzentrationsmessung der DNA-Proben

Die Konzentrationsbestimmung der Oligonukleotide im TE-Puffer erfolgte mit dem Nano
Drop ND-1000 Spectrophotometer der peqlLab Biotechologie GmbH. Mit UV-Licht im
Wellenlangenbereich von 200 - 300 nm wurde Uber Lichtabsorption die optische Dichte der
Proben bestimmt. Das Verhaltnis der Absorptionsraten vom 260 nm zu 280 nm sollte
idealerweise zwischen 1,8 und 2 liegen. Bei einer niedrigeren Ratio wird von einer starkeren

Verunreinigung der Probe ausgegangen.

3.2.3 Herstellung der Verdinnung
Die Verdinnung der Proben erfolgte in zwei Schritten. Durch Zugabe von TrisEDTA-Puffer
wurde die Nukleinsdure Konzentration zundchst auf 50 ng/pl und dann auf 10 ng/pl reduziert.

Der Gesamtansatz pro verdiinnter Probe betrug 200 pl.

3.2.4 Herstellung des Ansatzes fur die PCR
Die Zusammensetzung der PCR-Ansétze richtete sich nach dem jeweils verwendeten Primer.
Um ein mdoglichst gutes PCR-Produkt zu erzielen, mussten einige Variablen den

entsprechenden Primern angepasst werden. Dabei wurden die Ansétze wie folgt modifiziert:
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Variante 1.  Ansatz mit Magnesiumchlorid
Variante 2:  Ansatz mit Q-Solution

Variante 3:  Ansatz ohne Q-Solution

In Tabelle 2 ist exemplarisch ein Ansatz mit Magnesiumchlorid fir den Primer NCSTN Ex5a

Forward und Reverse abgebildet.

Anzahl Gesamtansatz
Einzelansatz ~ Proben und |
Uberschuss y
Iﬁa)f(fErCR_ Quiagen 2 48
dNTP Mix  JEANTP2 2 48
mM

Forward
Primer 10 pmol/pul 1 24
Reverse
Primer 10 pmol/ul 1 24
MgCI2 25 mM 0,8 19,2
5x Q- .
SolStion Quiagen 0 0
Wasser z.B. Ampuwa 11 264
DNA 10 ng/ul 2 48
Tag- Quiagen
Polymerase 5U/ul bz e
Summe 20 480

Tabelle 2: PCR-Ansatz mit MgCI2

3.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren der Gentechnologie, dessen Ziel die Vervielféltigung selektiv
bestimmter DNA-Abschnitte ist. Um das PCR-Produkt zu amplifizieren, ist ein
entsprechendes Reaktionsgemisch notig. Fir das Reaktionsgemisch wurde ein Ansatzvolumen
von 20 pl gewdhlt. Der Ansatz setzte sich zusammen aus 10 ng/ul DNA-Verdiinnung
(verdiinnt mit TE-Puffer), 10x PCR-Puffer mit 15 mM MgCI2 (Quiagen), 5 units/pl Taq
Polymerase (HotStar-Taq), 2 mM dNTP-Gemisch 10 pM/ul Forward Primer 10 pM/ul

Reverse Primer 25 mM, Magnesiumchlorid und 5x Q-Solution.
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Bei der Polymerasekettenreaktion wurde das Reaktionsgemisch in mehreren Zyklen erhitzt

und abgekihlt. Der gesamte VVorgang lasst sich in drei Abschnitte einteilen:

1. Das Reaktionsgemisch wird fiir 30 Sekunden auf 95 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur
kommt es zur Auftrennung des DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstrange -
Denaturierung.

2. Danach wird die Temperatur (hier exemplarisch fir NCSTN Exonl) flr weitere 30
Sekunden auf 65 °C herabgesetzt. Die Annealing-Temperatur variiert je nach Primer-
Oligonukleotid und bietet ideale VVoraussetzungen fur die Hybridisierung der Primer
an den komplementaren DNA-Strang. Die jeweilige Annealing-Temperatur wurde
zuvor experimentell ermittelt und liegt je nach Primer zwischen 55 - 65 °C. Die
Annealing-Temperatur liegt etwa 5 °C unter der Schmelztemperatur der DNA. Durch
die Bindung des Primers an die DNA wird die zu amplifizierende Sequenz markiert
und der Startpunkt der Polymerase festgelegt. Die Annealing-Temperatur ist
entscheidend flr die Qualitat der PCR. Bei einer zu niedrig gewéhlten Temperatur
treten héaufig unerwiinschte Nebenprodukte auf, die durch unspezifische
Primerbindungen verursacht werden. Bei zu hoch gewahlten Temperaturen ist es
maoglich, dass die Hybridisierung des Primers an den Einzelstrang nicht erfolgen kann.

3. Im letzten Schritt wird die Temperatur fir 60 Sekunden auf 72 °C erhoht. Dieser
Temperaturbereich ermdglicht es der Tag-Polymerase optimal zu arbeiten. Der
Komplex der Tag-Polymerase lagert sich an den Primern an und synthetisiert in beide
Richtungen neue DNA-Stréange. Die Nukleotide, die man fir diesen VVorgang benétigt,
werden aus einer dem Reagenz beigemengten Desoxynucleosidtriphosphat (dNTP)-
Lésung bezogen. Durch Wiederholung der Schritte kdnnen die entsprechenden DNA-

Sequenzen gezielt vervielfaltigt werden.

3.2.6 PCR-Programm

Die Polymerase-Ketten-Reaktion erfolgte in einem BIO-RAD S1000 Thermal Cycler. Die
Auswahl des PCR-Protokolls orientierte sich an der optimalen Annealing-Temperatur des
Primers. In Tabelle 3 ist das PCR-Programm fur die Primer NCSTN Ex1 F/R und NCSTN
Ex17 F/R beispielhaft dargestellt.
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Step 1: 95°C 15 min
Step 2: 95°C 30 sec
Step 3: 65°C 30 sec
Step 4: 72°C 60 sec
Step 5: gotoStep2 29x

Step 6: 72°C 10 min
Step 7: 25°C 30 sec

Tabelle 3: PCR-Protokoll fir NCSTN Ex1 und Ex17 Forward und Reverse

3.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Die negativ
geladene DNA sedimentiert unter Einfluss eines elektrischen Felds innerhalb einer ionischen
Pufferlosung. Zur visuellen Darstellung der Fragmente wird ein Farbstoff beigemengt. Ein
angesetzter Ladder (Fragmentgemisch) dient als Marker. Die FragmentgroRen des Markers
sind bekannt und kénnen mit den PCR-Fragmenten verglichen werden. Idealerweise zeigt das
Ergebnis der Elektrophorese dichte Banden sedimentierter DNA. Sie sind Nachweis fir die
PCR- und Primerqualitat und Primerspezifitat, da die amplifizierten DNA-Abschnitte folglich
in groBer Menge vorhanden sein miissen. Bei der Gelelektrophorese wurde ein Gel aus 1,5 %
Agarose (Biozym DNA Agarose; Art.Nr.87055) und 1xTris-Bor-EDTA verwendet. Das
Porenvolumen des 1,5 %igen Gels eignet sich gut zur Trennung der DNA. Zur Einfarbung
wurde 2,5 pl Midori Green (NIPPON Genetics Midori Green Advanced DNA Stain) auf
100 ml Agarose verwendet. Zum Beschweren der DNA-Molekile wurde je 5 pl Blue Juice
(10 ml Blue Juice auf 40 ml 1xTris-Bor-EDTA) auf 1,5 pl PCR-Produkt gegeben. Eine DNA
Ablagerung im Gel sollte somit ermdglicht werden. Der verwendete Ladder war der Thermo
Scientic GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. Das elektrische Feld wurde mit dem BIORAD
Power PAC 300 bei 120 V und 400 mA angesetzt.

3.2.8 Auswertung

Die visuelle Bewertung der PCR-Produktqualitat erfolgte mit der Geldokumentationsanlage
Dark Hood DH-40 biostep (Software: Argus X1). Hierbei wurden die angefarbten Banden
(Midori Green) mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht. Zur Dokumentation wurden die
einzelnen Gele fotografiert. Ein gutes Ergebnis bei optimaler Puffer Konzentration und

optimaler Annealing-Temperatur zeigte sich durch scharf abgegrenzte Banden.
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3.2.8.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die DNA aus den PCR-Zusétzen zu isolieren, wurden 96er PCR-Platten NucleoFast von
Marchery-Nagel verwendet. In jedes Behéltnis der Platten ist am Boden eine Membran
eingelassen, die selektiv Nukleinsdauren herausfiltert. Je 20 ul PCR-Produkt wurde mit 100 pl
LiChrosolv Wasser (Merck Millipore) vermengt und auf die Platte aufgetragen. Mit einer
Millipore Ansaugpumpe wurde fur 8 min ein Unterdruck von mit 500 mmHg an der
NucleoFast Platte erzeugt, der die Diffusion der Lésung durch die Membran ermdglichte. Die
aufgefangene und isolierte DNA wurde mit je 25 pl destilliertem Wasser eluiert. Hierbei

reichte mehrmaliges Invertieren der Pipette, um die DNA in Ldsung zu bringen.

3.2.8.2 PCR mit BigDye Terminator v3.1

Das Sequenzierungsverfahren erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach
Sanger (Dideoxy-Methode) (Sanger et al., 1977). Dabei behilft man sich der Funktion der
Dideoxynukleotide ddATP, ddGTP, ddCTP und ddTTP. Der Sequenzierungsansatz besteht
neben einer Polymerase und Nukleosidtriphosphaten aus den oben genannten
Dideoxynucleosidtriphosphaten. Da den Didesoxynukleotiden die 3'Hydroxylgruppe fehlt,
kommt es bei Anlagerung an den zu synthetisierenden DNA-Strang zu einem Kettenabbruch
(Hirsch-Kauffmann, 2004).

Die Markierung der Dideoxynukleotide mit Fluoreszensfarbstoffen erméglicht das Auslesen
der DNA-Strange. Dabei wandert sie mittels Elektrophorese durch eine Kapillare. Die DNA-
Molekile durchlaufen einen Laserstrahl und werden zur Fluoreszenz angeregt. Mit CCD-
Kameras wird das emittierte Licht erfasst. Ein Prozessor rechnet den Lichteinfall in ein
Kurvendiagramm um (Ottenwaélder, 2006).

Fur den Sequenzierungsprozess wurde das BigDye Terminator Kit v3.1 von Applied
Biosystems verwendet. In Tabelle 4 ist ein Sequenzierungs-Ansatz exemplarisch dargestellt.
Das PCR-Programm wurde mit einem BIO-RAD S1000 Thermal Cycler durchgefiihrt
(Tabelle 5).
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Pro Platte Anzahl fiir E- und
Einzelansatz hergestellter  Proben und R-Platte
Mix Uberschuss
Mix 60 130
Big Dye
Terminator v3.1 e £ &
5xBig Dye
Seq.-Buffer e b 158
Primer 1
(10pmol/yl)
aufgereinigtes 2
PCR-Produkt
Summe 5

Tabelle 4: PCR-Ansatz mit BigDye Terminator v3.1

Step 1: 95°C 1 min
Step 2: 96°C 10 sec
Step 3: 50°C 5 sec
Step 4: 60°C 90 sec
Step 5: goto Step 2 24 x
Step 6: 14°C 10 min

Tabelle 5: PCR-Protokoll mit BigDye Terminator v3.1
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Tabelle 6, Ubersicht Uber verwendete Forward- und Reverse Primer und untersuchte Exons

im Sequenzierungsverfahren.

Primername Forward Primer Primername Reverse Primer Produkt (bp)
Gene/Exon
(5°-3%) (5°-3”)
APH1A (Chrl)
TCCCATTTGCCT AGTTCCTCCAGC
1 APH1A_Ex1_F APH1A_Ex1_R 234
GTCCTG CCCTTC
TTGATTTCTCTG AGACTTCCCTAG
2-3 APH1A Ex2-3_F APH1A Ex2-3_R 530
GCTCCCAC AGGAGGGG
TCAGTGGTGAAC AGTGAGGATAC
4-5 APH1A Ex4-5_F APH1A_Ex4-5_R 544
AGGCAATAG CCTTTCCCC
TATGGGGATTAG AGTCATGGGCA
6 APH1A Ex6_F APH1A_Ex6_R 248
GTCGAGGG GTGGACAG
TTGTTGTGTCCA ATACAGGGCGA
7 APH1A_Ex7_F APH1A_Ex7_R 201
GGACTCCC GGACATCAG
APH1B (Chr 15)
AGGCCCTAGCGT CTGAAACGCAA
1 APH1B-Ex1_F APH1B-Ex1_R 470
TTACCC CAAGGTCG
ACCAAGGAAAA GGCTGGAAATGT
2a APH1B-Ex2a_F APH1B-Ex2a_R 493
- TGCACCGTT - ACCAATCTCTT
TTGAAAATTTGC GGCCAAGGCAG
3 APH1B-Ex3_F APH1B-Ex3_R 353
- TGGGTTTGTT - TAATAAACAACT
CAGGAAGAACA CCACTGAAATTC
4 APH1B-Ex4_F APH1B-Ex4_R 325
- TAAGCACCCTT - CTAAGCCAGT
AAACTCTCTTGC GGTGGTCTTTTT
5 APH1B-EX5_F APH1B-Ex5_R 408
TGAGGTGTGGT GTGGTAAGACTT
TTTGGTGAAACA TTTCAGAAAAAG
6 APH1B-Ex6_F APH1B-Ex6_R 359
CACCCAAG GCACAGTTG
PSENEN (Chr 19)
1-3 (cod. ex1 u. CCTCTCCAGGCG CCAGCCTTCCCT
PSENEN_Ex1-3_F1 PSENEN_Ex1-3 R 1176
ex2) CTTACCAA TCTCACCC
GGATTGAGGGC
PSENEN_Ex1-3_F2 453
CTGGACTCTT
GAGAGGGGGAA GCCTCGTACAAA
4 (cod. ex3) PSENEN_Ex4_F PSENEN_Ex4_R 527
GCGGGGAAT GCTCTCAACA
PSENL1 (Chr 14)
TTTCTTTCCCTTT CTCAGAGGTGA
3 (cod.ex1) PSEN1_Ex3_F PSEN1_Ex3_R 226
TCAGAACC GGGGAGATG
CCGTTACCTTGA AGGCCTTCAAGG
4 (cod.ex2) PSEN1_Ex4_F PSEN1_Ex4_R 391
TTCTGCTG TGATGATG
GGAGGTGGTAA TTACACATGCAC
5 (cod.ex3) PSEN1_Ex5_F PSEN1_Ex5_R 402
TGTGGTTGG CTGGCTTC
CTTTTTAAGGGT CTGCCTCTTCGA
6 (cod.ex4) PSEN1_Ex6_F PSEN1_Ex6_R 669
TGTGGGACCT ATTTAAGAGCT
GGACTACATTAC
7 (cod.ex5) PSEN1_Ex7_F2 257
TGTTGCACTCCT
TTTCCTTCGTTA GAAACAAAGAG
8 (cod.ex6) PSEN1_Ex8_F PSEN1_Ex8_R 331
ATTCCTCCCT ATCTGCAGGAGT
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=
GAAATGATGGCT CTGTTAGCTTAT
9 (cod.ex7) PSEN1_Ex9_F TGTTGTTGTCT PSEN1_Ex9 R AACAGTGACCCT 222
G
TACAGCCCATGC TTCTCAAAAAGG
10a (cod.ex8) PSEN1_Ex10a_F TTTGTGG PSEN1_Ex10a_R TTGATAATGTAG 375
c
GGGCAGTGATAT AACTGCCTTAAA
11 (cod.ex9) PSEN1 _Ex11 F PSEN1_Ex11l R 273
TTTTGAATTGT GGGACTGTGT
AAGACTTGTGAT AAATCACCTTTG
12 (cod.ex10) PSEN1_Ex12_F PSEN1_Ex12 R 308
TGAGTTTTGCC TccTccce
PSEN2
GACTTGTGTCCA TCATCATTACTT
4 PSEN2-Ex4_F PSEN2-Ex4 R 381
AGTCTCCAGGT CCCTTCTCCCT
CCGTGCATTACA CCCTGGCAACTC
5 PSEN2-Ex5_F PSEN2-Ex5_R 335
TGGATAGG AGCCC
GAATCACTCAAG CATGGTGTGGGG
6 PSEN2-Ex6_F PSEN2-Ex6_R 270
GTGGGGAG CAGAC
TTAGAATTTGTG CACTTGTGCCAC
7 PSEN2-Ex7_F PSEN2-Ex7_R 180
GCGCTTGG ATGGAGAG
TGCTAGGCTGTA GATTTGGCCCTG
8 PSEN2-Ex8_F PSEN2-Ex8_R 334
ATGCCTCC GACATC
GCTACAGGGCA GTCAACTCTGAA
9 PSEN2-Ex9_F PSEN2-Ex9 R 266
- GGCTCTTC - AGCCACGG
CTGCAGGCAGCC AGAGCTGGGTG
10 PSEN2-Ex10_F PSEN2-Ex10_R 207
- ACTGTTAG - CAGGTAGG
TGTTGTCCCCTC ACCCTCTGTCTC
11 PSEN2-Ex11_F PSEN2-Ex11_R 215
- CTCACG - CGCTCC
CTGGGCCAGAGT CACCACAATGA
12 PSEN2-Ex12_F PSEN2-Ex12_R 258
- TTCTCTTC - GGACCCTG
ACCATGACTCAC AAAACTATACA
13 PSEN2-Ex13_F AGCTCCTG PSEN2-Ex13_R ACTGCATCCAAT 288
G
NCSTN (Chr 1)
CATAGCTGGGTG GACATGGATGTT
1 NCSTN_Ex1_F CCATGTAG NCSTN_Ex1_R ACTTAGTATCTA 376
GGG
TACCCAAGCCAT TGCCTAGCTTGA
2 NCSTN_Ex2_F NCSTN_Ex2_R 341
ACTTCAGGTT CAGACGGT
GGATAAAAGAT CTGGTTCTCCCT
3 NCSTN_Ex3_F ACGCAGAATCA | NCSTN_Ex3 R TTCAGCTT 667
GT
CCCCCTTACATG TGGCCCATAGGA
4 NCSTN_Ex4-F NCSTN_Ex4-R 1049
- GTTCTGCT - ATTGGAGT
TATTCCCCATCC TGCTAGGAGCTG
5a NCSTN_Ex5a_F NCSTN_Ex5a_R 193
- TTCCCTTC - GCAGTGTC
AGTCCCCCTATT CCACACCTGGCT
5b NCSTN_Ex5b_F CCCCATC NCSTN_Ex5b_R AGAAAAATAAT 242
c
6 NCSTN_Ex6_F CTCCTTCTGGGA | NCSTN_Ex6_R CTGGTTCCACTC 280
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TGTAAGGG TCCCTCTG
AGCTCCATCCAA TTCTCCAACCAG

7.8 NCSTN_Ex7-8_F NCSTN_Ex7-8_R 946
AGCACCTT TAGCCACTCT
TTGAGGTGACCT AACAGCTGTGGT

9,10 NCSTN_Ex9-10_F NCSTN_Ex9-10_R 620
GAGATAGTCGT GTTCATCCTT
AGGAAATTCAG CTGAAGTTCTGG

11 NCSTN_Ex11_F NCSTN_Ex11 R 457
AGAGCCTTGGT AGGGGGTAGT
ATTGTCTCTCAC AGACTGGCCAG

12,13 NCSTN_Ex12-13_F NCSTN_Ex12-13_R 641
CCCTTTCTTCT ATAGACTGGAGT
CCCATGACTGGG GCCTCCTAAGGG

14-16 NCSTN-Ex14-16-F NCSTN-Ex14-16-R 1238
TCTCCACT AACATGCT
TAGGCTGGAGA GGAGCGGAGGA

17 NCSTN_Ex17_F NCSTN_Ex17_R 465
GATGTTGCC AGGGAG

Tabelle 6: Verwendete Forward- und Reverse Primer der Gene APH1A/B, PSENEN, PSEN1/2 und NCSTN (von Dr.
Gertrud Eckstein, Helmholtz-Zentrum Munchen; PCR Primer ermittelt mit ExonPrimer Software; Analyse auf
Mutationen mit Staden Package 2.0)

Beschreibung der Kopplungsanalyse

Im Institut fir Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat
Minchen wurde von Matias Wagner und Dr. Peter Lichtner eine Kopplungsanalyse mit den
Blutproben der Patienten der Gruppe ,,F* durchgefiihrt. Diese sollte Hinweise geben, ob der
familidren Acne-inversa-Erkrankung ein monogenes oder komplexgenetisches Geschehen
zugrunde liegt. Die Untersuchung bildet eine Grundlage fur weitere Analysen, wie
beispielsweise eine Whole-Exome-Sequenzierung. Genotyp Daten wurden mit einem GSA-
Chip (Illumina) erhoben (verwendet wurden SNP Marker/ je 2 Marker pro cM). Die

Kopplungsanalyse wurde mit dem Programm MERLIN berechnet.

Bei der Kopplungsanalyse handelt es sich um ein molekulargenetisches Kartierungsverfahren,
mit dem Uberpriuft wird, ob ein potentiell krankheitsverursachendes Gen mit einem
bestimmten genetischen Marker gekoppelt vererbt wird. Hierbei sollen chromosomale
Regionen identifiziert werden, die statistisch haufiger mit dem Phanotyp einer Erkrankung

weitergegeben werden (Miuller-Myhsok, 1997).

Das Verfahren wird angewendet, wenn innerhalb einer Familie mehrere Familienmitglieder
von einer Krankheit betroffen sind. Als Marker werden u.a. Polymorphismen verwendet,
deren Positionen im Genom bekannt sind. Die Kopplungsanalyse untersucht, welche Allele
stets dann vorkommen, wenn eine Erkrankung vorliegt. Bei gesunden Familienmitgliedern
sollten die entsprechenden Allele daher nicht vorkommen. Bei Gruppe ,,F* wurde eine
parametrische Kopplungsanalyse durchgefuhrt. Bei der parametrischen Untersuchung wird
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die Penetranz des vermeintlichen Krankheitsgens geschétzt (die Wahrscheinlichkeit, dass das
Gen sich auf den Phanotyp auswirkt) und die Anzahl der in der Familie nachgewiesenen
Genotypen einbezogen.

Ein Elternteil der Gruppe ,,F* muss heterozygot fiir den Marker sein, auch sollte der Marker
maoglichst hochpolymorph sein, um die Zuordnung zu erleichtern. Unter Berlcksichtigung der
Anzahl meiotischer Rekombinationen zwischen zwei Markern wird die Position eines
Quantitative Trait Locus zu einem bekannten Locus bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit fir
eine Rekombination ist abh&ngig vom Abstand der Marker. Je groRer der Abstand (gemessen
in Centi-Morgan (cM); ca. 1Mbp), desto wahrscheinlicher ist eine Rekombination durch ein
Crossover  zwischen  homologen  Chromosomen  wahrend der Meiose. Die
Rekombinationsfrequenz © = 0 entspricht einer vollstdndigen Kopplung beider Genloci.
Liegen sie auf unterschiedlichen Chromosomen, ist © = 0,5 (Muller-Myhsok, 1997).

Der LOD-Score berechnet die statistische Wahrscheinlichkeit fur eine Kopplung (10er
Logarithmus des Quotienten aus Wahrscheinlichkeit fir eine Kopplung / Wahrscheinlichkeit
fiir eine Nichtkopplung). Liegt er bei den 10 informativen Meiosen der Familie ,,F* bei oder
nahe 3,0, wirde dieser Wert fur eine signifikante Kopplung sprechen und somit auf eine
Region fir eine mogliche pathogene Mutation hinweisen. Das flr die parametrische Analyse
angewandte Modell ging von einem autosomal-dominanten Erbgang aus, die Allelfrequenz
der pathogenen Mutation (= relative Haufigkeit der Allele in der gesamten Population) wurde
mit 0,001 angenommen (Phénokopierate = 0), bei einem oder zwei vererbten betroffenen

Allelen wurde eine Penetranz von jeweils 0,99 gewahlt (= vollstdndige Penetranz).

Auswertung des Fragebogens

Die statistische Auswertung des Fragebogens wurde ber die Programme SPSS Statistics®
23 und Microsoft Office Excel® 2010 und 2016 fiir Microsoft Windows® durchgefuhrt. Fir
die Darstellung der Ergebnisse des Fragebogens wurden mit den Programmen deskriptive
Statistiken, Haufigkeitsverteilungen mit Mittelwerten, Median und Standardabweichungen
berechnet. Zur Untersuchung der Normalverteilung der Stichproben wurde der Shapiro-Wilk-
Test angewendet. Auf Unterschiede in den Varianzen wurde mit dem Levene-Test gepruft.
Bei Normalverteilung der unabhéngigen Stichproben mit unterschiedlichen Varianzen wurde
der zweiseitige t-Test verwendet, bei nicht-normalverteilten Stichproben der Mann-Whitney-

U-Test. Das Signifikanzniveau wurde mit p = 0,05 angegeben.
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4  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse des Fragebogens
Die in dieser Arbeit untersuchte Gruppe bestand aus 44 Personen. 36 Patienten mit Acne
inversa Phanotyp beantworteten den Fragebogen. Das Alter der Patienten betrug im

Durchschnitt 39,5 Jahre. Der jlingste Teilnehmer war 17, der &lteste 60 Jahre alt.

Die Patientengruppe aus dem Raum Minchen ,,M*“ bestand aus 24 Patienten, darunter 9
weibliche und 15 ménnliche Patienten. Aus dieser Gruppe haben 20 Studienteilnehmer mit
Acne inversa Phanotyp den Fragebogen (11 Anhang) beantwortet. Bei 17 Patienten wurde im
Zuge einer klinischen Untersuchung der Schweregrad (Hurley Score 1-3) bestimmt. 23
Patienten dieser Gruppe haben an der molekulargenetischen Untersuchung teilgenommen,

darunter 2 Familienmitglieder ohne Phanotyp.

Die zweite Patientengruppe aus dem Raum Gutersloh ,,G* bestand aus 8 Patienten, darunter 6
weibliche und 2 ménnliche Patienten. Aus dieser Gruppe beantworteten 8 Patienten den
Fragebogen.

Aus der dritten Patientengruppe, einer Familie ,,F“ mit insgesamt 12 Mitgliedern,
beantworteten alle den Fragebogen. 8 Familienmitglieder wiesen den Acne inversa typischen
Phénotyp auf.

4.1.1 Erstauftreten und Verwandtschaftsbezug

Der Zeitpunkt des Erstauftretens von Symptomen wurde durchschnittlich mit 23,6
Lebensjahren (Median = 19,5 Jahre) angegeben. Erste Symptome der Krankheit zeigten sich
bei einem Patienten im Alter von 12 Jahren, bei einem anderen dagegen erstmalig im Alter
von 53 Jahren. In den Gruppen ,,G* und ,,M* trat die Erkrankung mit durchschnittlich 24,9
Jahren (Median = 23,5 Jahre) erstmalig auf, bei Gruppe ,,F* mit durchschnittlich 19,1 Jahren
(Median = 17 Jahre). Der Unterschied zwischen dem Krankheitsbeginn der Gruppen ,,G* und
M im Vergleich zu Gruppe ,,F** war nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: U =77,5; p =
0,1976) (Abbildung 6).

Bei Inspektion der betroffenen Stellen von 17 Patienten (Gruppe ,,M*) zeigten sich Ldsionen,
die sich in ihrer Auspragung dem Hurley Grad 1 (n = 3), Hurley Grad 2 (n = 6) und Hurley
Grad 3 (n = 8) zuordnen lieRen.
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Bei der Frage nach bekannten Féllen von Acne inversa in der Verwandtschaft gaben 25 %
(n = 7) der Patienten aus Gruppe ,,G* und ,,M* an, Verwandte mit Acne inversa typischen

Krankheitssymptomen zu kennen.
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Abbildung 6: Krankheitsbeginn (Vergleich der Gruppen ,,G*/,,M* mit Gruppe ,,F")

4.1.2 Korpergewicht
Der BMI (Body Mass Index; BMI = Gewicht in kg/KdrpergréfRe2 in cm) wurde anhand von
GroRe, Gewicht und unter Bericksichtigung des Geschlechts und des Alters der

Studienteilnehmer berechnet. Die Einteilung erfolgte in die Kategorien:

Untergewicht (BMI < 20 m*; < 19 w*), Normalgewicht (BMI 20 - 25 m*; 19 - 24 w¥*),
Ubergewicht (BMI 26 - 30 m*; 25 - 30 w*), Adipositas (BMI 31 - 40) und starke Adipositas
(BMI > 40) *(m = ménnlich und w = weiblich). Dabei lagen 82 % (n = 23) der Patienten aus
Gruppe ,,G* und ,,M* Uber dem Normalgewicht, 46,4 % waren adipos oder stark adipos (n =
12 und n = 1). 1 Patient lag unter dem Normalgewicht (BMI 18,4 m*). In Gruppe ,,F* hatten
62,5 % (n = 5) Normalgewicht, 2 Patienten Untergewicht (BMI = 18,4 w* und BMI = 18,2
w*) und 1 Patient Ubergewicht (BMI = 29,1 m*) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Body Mass Index (BMI) Klassifikationen (Vergleich der Gruppen ,,G"/,,M"" mit Gruppe ,,F*)

Der Body Mass Index der Gruppen ,,G* und ,,M* war signifikant hoher als der Body Mass
Index der Gruppe ,,F* (1(23) = 4,62; p = 0,0001) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Body Mass Index (BMI) Verteilung (Vergleich der Gruppen ,,G*/,,M* mit Gruppe ,,F*)
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Der durchschnittliche Body Mass Index (BMI) lag bei den Kklinisch untersuchten Patienten der
Gruppe ,,M*“ (n = 17) mit Hurley Grad 1 bei 27,9 (Median = 25,8; n = 3), Hurley Grad 2 bei
30,6 (Median = 31; n = 6) und Hurley Grad 3 bei 31,3 (Median = 29,7; n = 8). Der Vergleich
des BMI von Patienten mit Hurley Grad 1 und 2 mit Hurley Grad 3 zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen dem BMI und der Schwere der Erkrankung
(t(23) =-0,42; p = 0,6775)(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vergleich Body Mass Index (BMI) und Schwere der Erkrankung (Angabe in den Hurley Graden 1-3)

4.1.3 Betroffene Korperstellen

Beziglich der Frage zum Befall der betroffenen Korperstellen und dem subjektiven
Empfinden der Patienten fiir die Auspragung der Lasionen (hier: ,,stark®, ,,moderat*, ,,leicht®,
,hicht betroffen”) wurden acht Kaorperstellen unterschieden (Abbildung 10). Dabei waren
69,4 % (n = 25) Patienten von Lé&sionen im Achselbereich und 63,9 % (n = 23) Iim
Leistenbereich betroffen. An den Achseln (n = 16) und der Leiste (n = 14) waren die Lasionen
am stiarksten ausgeprigt. Bei der frei zu beantwortenden Frage nach ,,sonstigen Stellen®

wurden die Bereiche ,,Oberschenkel (n = 6), ,,Ellenbogen* (n = 1), ,,Ohr* (n = 3), und

,,Oberarm* (n = 1) angegeben.
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Abbildung 10: Subjektiv empfundene Auspragung der L&sionen an den entsprechenden Korperstellen

4.1.4 Zigarettenkonsum

Bei der Frage nach dem Nikotinkonsum gaben insgesamt 61,1 % (n = 22) an, regelmaRig
Zigaretten zu rauchen. Bezogen auf die Grundgesamtheit der Gruppen ,,G* und ,,M* waren
78,6 % (n = 22) Raucher. Im Durchschnitt waren die Patienten seit 21,6 Jahren Raucher.
77,3 % (n = 17) der Patienten rauchten bereits vor dem Auftreten der Erkrankung Acne
inversa. Durchschnittlich rauchten sie bereits 10,1 Jahre vor Ausbruch der Erkrankung. In

Gruppe ,,F* waren alle Nichtraucher (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Vergleich zwischen Krankheitsbeginn und Beginn des Nikotinkonsums
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Der Mittelwert an gerauchten Zigaretten betrug 17 pro Tag. Der Vergleich zwischen den
Schweregraden der Erkrankung nach Hurley und dem Zigarettenkonsum ergab einen
signifikanten Unterschied (p = 0,047) hinsichtlich der Anzahl der gerauchten Zigaretten
zwischen den 17 klinisch untersuchten Patienten aus der Gruppe ,,M* mit Hurley Grad 1 und
Hurley Grad 3 (Abbildung 12).

Zigarettenanzahl

Hurley Grad 1 Hurley Grad 2 Hurley Grad 3

Abbildung 12: Vergleich der Zigarettenanzahl pro Tag und dem Schweregrad der Erkrankung (Hurley Grad 1-3) der
Gruppe ,,M*

4.1.5 Acne vulgaris im Jugendalter

27,8 % (n = 10) der befragten Studienteilnehmer litten wéhrend der Pubertdt an Akne (hier:
Pubertatsakne, Acne vulgaris). Von den 17 klinisch untersuchten Patienten der Gruppe ,,M*
erklarten 4 Patienten, an einer Pubertdtsakne erkrankt gewesen zu sein. Von diesen 4
Patienten hatten 2 Patienten Hurley Grad 3 und 2 Patienten Hurley Grad 2. VVon den weiteren
13 Kklinisch untersuchten Patienten, die nicht an Pubertatsakne litten, hatten 3 Patienten Hurley
Grad 1, 4 Patienten Hurley Grad 2 und 6 Patienten Hurley Grad 3.

4.1.6 Hauterkrankungen, Allgemeinerkrankungen und Allergien
88,9 % (n = 32) der Patienten verneinten die Frage nach sonstigen Hauterkrankungen. 11,1 %

(n = 4) gaben bei der offenen Frage nach der Art der Hauterkrankung an: ,Pyoderma
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gangraenosum® (n = 1), ,,Schuppenflechte” (n = 1) und , Neurodermitis* (n = 2). Die Frage
nach Allgemeinerkrankungen beantworteten 30,6 % (n = 11) aller Patienten positiv. Bei der
offenen Frage, um welche Allgemeinerkrankung es sich handelte, waren die haufigsten
Antworten ,,Bluthochdruck® (n = 7) und ,,Diabetes* (n = 4). Hinsichtlich der offenen Frage
nach bekannten Vorerkrankungen in der Verwandtschaft flihrten die Patienten unter anderem
,,.Bluthochdruck* (n = 8), ,,Diabetes” (n = 12) und ,,Alzheimer* (n = 6) auf.

33,3 % (n = 12) gaben an, unter Allergien zu leiden. Bei der offenen Frage nach dem
Allergen, nannten sie unter anderem ,,Hausstaubmilben (n = 4), ,Katzenhaar” (n = 3),

,,Pflaster” (n = 3), ,,Penicillin“ (n = 3), ,,Schimmelpilze“ (n = 2) und ,,Cortison* (n = 1).

25 % (n = 9) der Patienten litten an einer Hyperhidrose im Sinne von tUbermalig starkem

Schwitzen.

Das subjektive alltdgliche Stresslevel wurde mit Hilfe der Likert-Skala bewertet, wobei Level
0 einer geringen Stressbelastung und Level 10 einer sehr hohen Stressbelastung entsprach.
33,3 % (n = 12) gaben die geringste Stufe Level 0 an, 58,3 % (n = 21) bewerteten ihr
personliches Stresslevel mit 0 — 5, 41,7 % (n = 15) zwischen 6 — 10. 2 Patienten gaben das

hdchste Stresslevel auf der Likert-Skala an.

Die Frage, ob die Erkrankung Acne inversa eine Belastung fur die Patienten sei, wurde von
75 % (n = 27) bejaht. Fur 5,6 % (n = 2) stellte die Erkrankung eine rein ,,psychische
Belastung dar. 444 % (n = 16) gaben an, unter den einhergehenden
,Bewegungseinschrinkung und/oder Schmerzen“ zu leiden. 25 % (n = 9) Patienten
empfanden sowohl die mit der Krankheit einhergehenden Probleme psychisch belastend und

klagten tber Bewegungseinschrankungen und/oder Schmerzen.

4.1.7 Therapien

Die Fragen nach bisher durchgefiihnrten Therapien bei Acne inversa und dem, von den
Patienten subjektiv empfundenen Behandlungserfolg wurden mit den Angaben ,,vollstandige
Ausheilung®, ,,starke Verbesserung®, ,,moderate Verbesserung®, ,,leichte Verbesserung* oder
,,keine Verbesserung“ beantwortet. Dabei wurde zwischen einer ,,medikamentdsen Therapie*
und einer ,chirurgischen Therapie* der L&sionen unterschieden. Die Angabe einer
perioperativen Antibiotikagabe wurde bei der Auswertung nicht bertcksichtigt. Bei 85,7 % (n

= 30) wurde eine Therapie durchgefiihrt. 68,6 % (n = 24) gaben eine operative Behandlung
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von Acne inversa an. Von dieser Gruppe beschrieben postoperativ 33,3 % (n = 8) eine
vollstandige Ausheilung, 33,3 % (n = 8) eine starke Verbesserung, 20,8 % (n = 5) eine leichte
Verbesserung und 12,5 % (n = 3) keine Verbesserung der Lasionen. Von den rein
medikament6s behandelten Patienten (n = 17) berichteten 29,4 % (n = 5) von einer starken
Verbesserung, 35,3 % (n = 6) von einer leichten Verbesserung und 35,3 % (n = 6) von keiner
Verbesserung nach erfolgter rein medikamentdser Therapie. Kein Patient gab eine
vollstandige Ausheilung nach medikamenttser Behandlung an (Abbildung 13).

[0 Verbesserung
nach
chirurgischem
Eingriff

B Verbesserung
nach
medikamentéser
Therapie

Patientenanzahl
o = N w D (03] [e)] ~ o] [(e]

keine Verbesserung leichte Verbesserung starke Verbesserung vollstandige Ausheilung

Abbildung 13: Vergleich des subjektiv empfundenen Erfolgs nach medikamentéser Therapie und chirurgischem
Eingriff

6 Patienten gaben chirurgische Eingriffe mit sekundarer Wundheilung an. Davon beschrieben
2 Patienten eine starke Verbesserung und 3 Patienten eine vollstdndige Ausheilung der
Léasionen. Ein Patient bemerkte keine Verbesserung. Bei primérer Wundheilung (n = 4)
registrierten 2 Patienten eine leichte Verbesserung. 3 Patienten wurden nach dem Mendonca
Schema mit Clindamycin 300 mg und Rifampicin 300 mg 1-0-1 therapiert. 2 Patienten
nahmen eine leichte Verbesserung, 1 Patient eine starke Verbesserung der Acne inversa
Symptome wahr (Tabelle 7).

olPe OP- Clinda/Rif .
primére sekundare Mendonca* Cortison
Wundheilung | Wundheilung
keine Verbesserung 1 1 0 1
leichte Verbesserung 2 0 2 0
starke Verbesserung 0 2 1 0
vollstandige Ausheilung 1 3 0 0

Tabelle 7: Subjektiv empfundener Therapieerfolg (*Clindamycin 300mg/Rifampicin 300mg 1-0-1)
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4.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung

4.2.1 Ergebnisse der Sequenzierung (Gruppe ,,M*)

Die molekulargenetische Untersuchung der y-Sekretase von 23 Patienten der Gruppe ,,M*
umfasste die codierenden Regionen der Gene APH1A (Exon 1-7), APH1B (Exon 1-6),
PSENEN (Exon 1-4), PSEN1 (Exon 3-12), PSEN2 (Exon 4-13) und NCSTN (Exon 1-17). Zur
Auswertung wurde das DNA-Sequenzierungsverfahren nach Sanger angewendet. Bei 22
Patienten wurde keine Mutation in den in Tabelle 6 gelisteten Exons gefunden. Bei einem
Patienten der Gruppe ,M“ mit typischen Acne inversa Lésionen im Achsel — und
Leistenbereich konnte eine Deletion in Exon 1 des NCSTN Gens nachgewiesen werden
((NM_015331): ¢.38delG, p.(G13Efs*15)) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: NCSTN Exon 1 - NCSTN(NM_015331): c.38delG, p.(G13Efs*15) (von Dr.Gertrud Eckstein, Helmholtz
Zentrum Minchen)

4.2.2 Ergebnisse der Kopplungsanalyse (Gruppe ,,F*)

Bei der aus 12 Familienmitgliedern bestehenden Gruppe ,,F* (Abbildung 15) wurde eine
parametrische Kopplungsanalyse durchgefiihrt. Die Untersuchung fand im Institut flr
Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Mlnchen statt. Die
Berechnung der LOD-Scores wurde von Matias Wagner und Dr. Peter Lichtner durchgefihrt
(Genotyp Datenerhebung mittels GSA-Chip (lllumina)).
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Abbildung 15: Stammbaum der Gruppe ,,F* (* = Indexpatient; O /[ = weiblich / ménnlich; schwarz = Al
Phéanotyp)

Fur das Analysemodell der parametrischen Untersuchung wurde eine Erkrankungsfrequenz =
0,001, Allelfrequenz der SNP Marker > 1%, die angenommene Penetranz des pathogenen
Allels = 0,99 (homozygot und heterozygot), Phénokopierate = 0, und ein autosomal-
dominanter Erbgang gewéhlt. Die Kopplungsanalyse hat ergeben, dass der LOD-Score an
mehreren *Bereichen des Genoms bei 1,5 lag. (Chromosom 2: 3*, Chromosom 3: 2%,
Chromosom 5: 3*, Chromosom 7: 1*, Chromosom 8: 2*, Chromosom 9: 1*, Chromsom 11:
3*, Chromosom 13: 2*, Chromosom 14: 1*, Chromosom 15: 1* Chromosom 16: 1* und
Chromosom 18: 1*). Der LOD-Score von 1,5 wurde nie (berschritten (Abbildung 16a-c).
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Abbildung 16a: LOD-Scores (logarithm of the odds) von Chromosom 1 — 4 (Gruppe ,,F*); x-Achse = Markerposition
(cM), y-Achse = LOD-Score) (modifizierte Grafik von Matias Wagner und Dr. Peter Lichtner)
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Abbildung 16b: LOD-Scores (logarithm of the odds) von Chromosom 5 — 14 (Gruppe ,,F<); x-Achse = Markerposition

(cM), y-Achse = LOD-Score)

50



Ergebnisse

40 40

Chromosom 15 Chromosom 16
201 201
00 | 00 r
20 2.0 ya!

00 400 800 1200 400 80.0 1200

40 40

Chromosom 17 Chromosom 18
20 201
00 00
207 _U L_lv_/ \——4-201 L——~——

400 800 1200 400 800 1200

40 40

Chromosom 19 Chromosom 20
201 201
00 00
20 \_ﬂ 20 \/—'\[——_1 ~ n A

00 200 400 60.0 80.0 1000 200 400 600 800 100.0

40 40

Chromosom 21 Chromosom 22
2.0 20
00 00
20 -_\__( 20N~ ~ '

200 40.0 60.0 200 400 600

Abbildung 16¢: LOD-Scores (logarithm of the odds) von Chromosom 15 — 22 (Gruppe ,,F*); x-Achse =
Markerposition (cM), y-Achse = LOD-Score)
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse des Fragebogens

Die Patienten, die an der Untersuchung teilnahmen und aus eigenem Antrieb in die Ambulanz
zur Blutabnahme und zum Ausfillen des Fragebogens kamen, waren dementsprechend offen
in Bezug auf ihre Erkrankung. Bewusst falsche Antworten bei Beantwortung des Fragebogens
konnen daher, trotz fehlender Anonymitat, tendenziell ausgeschlossen werden. Die
vorliegende Arbeit ist primar experimentell. Der Fokus lag auf der molekulargenetischen
Untersuchung der gesammelten DNA-Proben (mit besonderem Augenmerk auf y-Sekretase
Mutationen). Der verhaltnismaRig grofie Aufwand, die Kosten des Sequenzierungsverfahrens
sowie die Motivation der Patienten zu den Untersuchungen vorstellig zu werden, sind
Faktoren, die den fur diese Arbeit verfigbaren Patientenpool eingeschrankt haben. Auch
wenn die Ergebnisse des Fragebogens, unter anderem bedingt durch die geringere
Patientenanzahl, zum GroRteil sich als nicht signifikant erweisen, lasst sich dennoch eine
statistische Tendenz feststellen.

Anhand des Fragebogens sollte ermittelt werden, an welchen Korperregionen sich das
Krankheitsbild der Acne inversa am haufigsten manifestiert. In der Literatur wird die
Verteilung der Krankheitsmanifestation nach Korperregionen mit 90 % in der Leistenregion,
69 % im Bereich der Achseln und 37 % in der perianalen und perinealen Region sowie 18 %
submammar angegeben (Canoui-Poitrine et al., 2009; Poli et al., 2010).

Zu dhnlichen Ergebnissen kommt auch die vorliegende Studie. Bei Angabe der Lokalisation
der betroffenen Korperstellen wurden im Fragebogen die typischen Bereiche wie Achseln
(69,4 %), Leisten (63,9 %), Schritt (44,4%) und Perianalregion (52,8 %) genannt. 3
Patientinnen und 1 Patient gaben zudem den Brustbereich (submammar) als Lasionsstelle an.
Eine hohere Reibung in der submammaren Hautfalte im Vergleich zu ménnlichen Patienten
konnte dafur urséchlich sein. Die Lokalisation der Lasionen und die strikte Beschrankung auf
bestimmte Korperbereiche (vor allem Achsel- und Inguinalbereich) unterstitzt die These, der
Erkrankungsursprung sei in den Terminalhaarfollikeln zu finden und dass es sich bei Acne

inversa um eine singulére Erkrankung handeln miisse.

Weiteres Ziel der Untersuchung war es zu erfragen, ob bestimmte Erkrankungen mit Acne
inversa assoziiert werden konnen. Ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten

Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Acne inversa und einer im Jugendalter vorliegenden
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Acne vulgaris konnte nicht belegt werden. Die Mehrzahl der Patienten verneinten eine Acne
vulgaris im Jugendalter, 27,8 % (n = 10) hingegen gaben eine Acne vulgaris im Jugendalter
an. Dieser Wert ist, verglichen mit der bekannten Prdvalenz der Erkrankung in der

Bevolkerung von etwa 20 %, unwesentlich hoher (Bhate und Williams, 2013).

Auch die fir Acne vulgaris untypischen Lokalisationen der Entziindungen im Achsel-,
Perianal- und Inguinalbereich, sowie das unterschiedliche Ansprechen auf Medikation sind
weitere Zeichen fir ein abweichendes Krankheitsbild. Histologische Unterschiede finden sich
in der Literatur. Plewig beschreibt in ,,Acne inversa, acne keloidalis nuchae, abszedierende
Follikulitis der Kopfhaut* die verschiedenen histologischen Urspriinge beider Erkrankungen,
bei Acne vulgaris die Talgdrisen und bei Acne inversa die Terminalhaarfollikel (Plewig,
2003). Demnach sollte die Annahme gestlitzt werden, dass es sich bei Acne inversa um eine
eigenstandige Krankheit handelt.

Meist tritt Acne inversa wéhrend oder unmittelbar nach der Pubertat auf (Miller et al., 2011;
Scheinfeld, 2015). Dieser Zusammenhang legt den Verdacht auf eine hormonelle
Komponente als Krankheitsausloser nahe. Lediglich 1 Patient gab in der Befragung an, unter
einer Storung des Hormonhaushalts zu leiden. Bei vielen Acne-inversa-Patienten zeigten
Hormontests keine Auffalligkeiten (Bergler-Czop et al., 2015). Dennoch wird sie mit
erhdhten Androgen-Werten in Verbindung gebracht (Kraft und Searles, 2007). In einer Studie
erwies sich etwa eine Anti-Androgen-Behandlung bei Patientinnen mit Acne inversa (n = 64)
als therapeutisch effektiver, verglichen mit einer Antibiotikatherapie (Minderung der
Symptome: 55 % gegenuber 26 %) (Kraft und Searles, 2007). Scheinfeld berichtete 2013,
dass Finasteride und Dutasteride bei mannlichen Acne-inversa-Patienten eine Besserung

bewirkten.

Ob nun hormonelle Normabweichungen urséchlich fiir die Erkrankung sind, ist bis dato
ungeklart. In bestimmten Fallen mag der therapeutische Nutzen einer hormonellen

Behandlung bei Acne inversa erfolgsversprechend sein.

Acne inversa wird in der Literatur mit familidrem Morbus Alzheimer in Verbindung gebracht.
Bei Alzheimer Betroffenen wird die Bildung der Senilen Plaques unter anderem durch eine
Mutation im Presenilin 1 oder 2 Gen der y-Sekretase mit verursacht. Die y-Sekretase
schneidet das Amyloid-Precursor-Protein und sorgt damit fiir die Bildung von f-Amyloid. Es

ist dabei bislang unklar, ob PSEN-Mutationen durch den Funktionsverlust von Presenilin oder
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durch eine erhohte B-Amyloid Produktion familidres Alzheimer verursachen (Shen und
Kelleher, 2007; Hardy und Selkoe, 2002).

Presenilin 1-Mutationen wurden auch bei familidren Acne-inversa-Fallen dokumentiert
(Wang et al., 2010).

Ein Zusammenhang zwischen den beiden Erkrankungen sollte somit zumindest erwogen
werden. Bei der Befragung des Patientenkollektivs konnte jedoch keine auffallige Haufung
von Alzheimer Erkrankungen aufgezeigt werden. Es ist zu bedenken, dass bei der Frage nach
Vorerkrankungen (bei den Patienten selbst und in der Verwandtschaft) nicht zwangslaufig
verlassliche Datensatze entstehen, da familidre Alzheimer-Erkrankung ohne vorherige
gesicherte Diagnose mit einer Demenz verwechselt werden kann und kaum ein Patient einen
vollstandigen anamnestischen Uberblick iiber seinen Familienstammbaum hat. Wang et al.
konnten 2010 von keinem einzigen Alzheimer-Patienten im Zusammenhang mit Acne inversa
berichten und das, obwohl Acne inversa mit einer vergleichsweise hohen Pravalenz auftritt
(Wang et al., 2010). Eine aktuelle Studie aus dem Jahr 2016 an Acne-inversa-Betroffenen

konnte kein erhohtes Risiko flr Alzheimer-Erkrankungen feststellen (Theut Riis et al., 2016).

Die oben beschriebene genetische Nahe beider Erkrankungen wird dadurch relativiert, dass
die bisher gefundenen y-Sekretase-Mutationen bei Alzheimer fast ausschlieRlich Missense-
Mutationen waren, wohingegen bei Acne inversa bisher zum Grofteil Nonsense- und
Spleilstellen-Mutationen vorlagen (Pink et al., 2013; Kelleher und Shen, 2010).

Obwohl eine eindeutige Verbindung zwischen Acne inversa und Alzheimer nicht gezogen
werden kann, unterstreicht die Auswirkung der Mutation der y-Sekretase, insbesondere im
Hinblick auf die Ansammlung von B-Amyloid, zumindest ihre mogliche Schlisselrolle im
Pathomechanismus. Denn $-Amyloid aktiviert ein Inflammasom in den Gliazellen und fordert
somit die Sekretion von Interleukin-1f (Halle et al., 2008). In einer Studie konnten deutlich
erhdhte Zytokinwerte IL-1B und TNF-a bei Acne-inversa-Betroffenen nachgewiesen werden
(van der Zee et al., 2011). Wenn man diesen Erkenntnissen folgt, liegt die Vermutung nahe,

dass Acne inversa eine durch Autoinflammation verursachte Erkrankung ist.

In der Literatur werden Acne-inversa-Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Perianal-
und Inguinalbereich beschrieben. Beim befragten Patientenkollektiv berichtete kein Patient

von einer Krebsdiagnose.
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Die chronische Entziindung, die der Symptomatik der Erkrankung zu Grunde liegt, scheint die
Entstehung von Hauttumoren zu beginstigen. Es ist schwer festzustellen, ob diese
Plattenepithelkarzinome, wie bei einem Marjolin-Ulkus oder de novo, aufgrund anderer
pathogenetischer Faktoren entstehen. Hervorzuheben ist, dass bisher ausschliefflich von
Plattenepithelkarzinomen im Bereich der Intimregion, jedoch nicht in den bei Acne inversa so
h&ufig befallenen Achselbereichen berichtet wurde (Pena et al., 2015; Verdelli et al., 2016).

Ein Zusammenspiel aus chronischer Entziindung und einer Infektion mit humanen
Papillomviren konnte dabei eine Rolle spielen. Insbesondere bei Acne inversa mit
dokumentierter y-Sekretase Mutation wurde von Plattenepithelkarzinomen berichtet (Wang et
al., 2010; Nomura et al., 2014). Ein vermeintlicher Zusammenhang konnte sich durch den
Einfluss der y-Sekretase auf den Notch-Signalweg erklédren lassen. South et al. konnten in
einer Publikation aus dem Jahr 2014 eine Verbindung zwischen NOTCH1-Mutationen und
der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Haut aufzeigen (South et al., 2014).
Vereinzelte Fallberichte weisen darauf hin, dass auch die Medikation mit TNF-a-Inhibitoren
(Adalimumab, Infliximab) Plattenepithelkarzinome auslésen konnte (Scheinfeld, 2014,
Giesey et al., 2017).

Im Rahmen der Untersuchung wurde die Auswirkung der Erkrankung auf die Psyche der
Patienten erfragt. Die Auswertung des Fragebogens hat ergeben, dass die psychische
Belastung bei Acne-inversa-Patienten Uberdurchschnittlich hoch ist. 30,6 % (n = 11) der
Patienten gaben an, dass die Folgeerscheinungen der Acne inversa eine psychische Belastung
fur sie darstelle. 69,4 % (n = 25) litten unter Bewegungseinschrankungen und Schmerzen
durch das entziindete oder vernarbende Gewebe. Diese Ergebnisse decken sich auch mit einer
Studie, die eine starke Verbindung zwischen der Verringerung des DLQI Scores
(Dermatology Life Quality Index) und Acne inversa aufzeigen (von der Werth und Jemec,
2001). Mit einer Verminderung der Lebensqualitdt kann zumindest teilweise auch der hohe
Anteil an Rauchern und Ubergewichtigen im Sinne einer Stresskompensation relativiert

werden.

Bei der Untersuchung wurde auBerdem ein moglicher Zusammenhang mit Ubergewicht und
Rauchen gepruft, sowohl in Bezug auf die Ursache als auch auf den Auspragungsgrad der
Acne inversa. Eine retrospektiv durchgefiihrte Untersuchung besagt, dass von 100 Acne-
inversa-Patienten fast die Halfte (bergewichtig waren (Cesko et al., 2009). In der
vorliegenden Studie waren 82,1 % (n = 23) der Patienten der Gruppen ,,G* und ,,M* iber dem

Normalgewicht (BMI > 25 weiblich und > 26 ménnlich) und 46,4 % (n = 13) adipds oder
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stark adipds (BMI > 31). Eine Verbindung zwischen Ubergewicht und Acne inversa ist daher
wahrscheinlich. Auffallig war der Gewichtsunterschied der Gruppen ,,G* und ,,M* verglichen
zur Gruppe ,,F. Hier waren 62,5 % (n = 5) im Bereich des Normalgewichts, zwei weitere
Patienten untergewichtig und der durchschnittliche BMI von 22,1 signifikant geringer als der
durchschnittliche BMI der Gruppen ,,G*“ und ,,M* von 30,5 (t(23) = 4,62; p = 0,0001).

Eine Korrelation zwischen Ubergewicht und der Schwere der Erkrankung konnte dagegen bei
den Klinisch untersuchten Patienten (n = 17) keine signifikanten Unterschiede zeigen
(Vergleich Hurley Grad 1 und 2 mit Hurley Grad 3 (t(13) = -0,42, p = 0,677)). In einer Studie
mit 251 Patienten wurde Uber eine Variante des Sartorius Scores die Schwere der Erkrankung
gemessen und bei 110 Patienten eine geringe, aber zumindest nachweisliche Verbindung
zwischen der Schwere der Erkrankung und Ubergewicht aufgezeigt (Sartorius et al., 2009).

Bei einer Punktprévalenz von fast 20 % bei 249 Patienten stellt sich die Frage, ob ein
generelles Screening von Ubergewichtigen auf Acne inversa sinnvoll sein kénnte. 35 % der so
untersuchten Acne-inversa-Patienten berichteten Uber einen Rickgang der Symptome nach
Gewichtsreduktion (Kromann et al., 2014).

Dass Ubergewicht eine Rolle bei der Krankheitsentstehung spielt, gilt als nahezu gesichert.
Eine Forderung der Symptome scheint plausibel, da mit der schlechten Konstitution - bis hin
zum metabolischen Syndrom - die Anfalligkeit fir Inflammationen steigt, unter anderem
durch eine erhohte Sezernierung von TNF-o und Interleukin-6 in den Adipozyten (Nishimura
et al., 2009). Weiterhin konnten groBe Hautfalten ber mechanische Reizung und
Bakterienbesiedlung den Entzlindungsprozess begunstigen. Wie groll der Einfluss
mechanischer Friktion auf die Entstehung der typischen L&sionen ist, lasst sich nicht gesichert
sagen. Ein Fall von Boer und Mihajlovic beschreibt eine Ubergewichtige Acne-inversa-
Patientin mit L&sionen auf exakter Hohe des rétlichen Hautstreifens, der durch den unteren
Rand ihres BHs verursacht wurde. Der Zusammenhang zwischen dem proinflammatorischen
Zustand der Patientin und dem vermeintlichen Einfluss mechanischer Reibung wird hier gut
illustriert (Boer und Mihajlovic, 2016). Im Hinblick auf einen Zusammenhang mit dem
metabolischen Syndrom ist anzumerken, dass neben dem Ubergewicht die Insulinresistenz ein
mit der Krankheit assoziierter Faktor ist. TNF-o und IKKf sind bei Acne-inversa-Patienten
erhdht und fordern durch Phosphorylierung die Hemmung des Insulin-Rezeptor-Substrat-1
(IRS-1) (Boura-Halfon und Zick, 200; Melnik und Plewig, 2013). Des Weiteren scheint IL-
1B, dass bei Acne inversa ebenfalls vermehrt sezerniert wird, die p38 MAPK-vermittelte

(mitogen-aktivierte-proteinkinase) Insulinresistenz zu férdern (Buerger et al., 2012; Melnik
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und Plewig, 2013). Der hohe Anteil an Betroffenen mit Ubergewicht stiitzt die Annahme, dass
es sich hier um einen wichtigen Triggerfaktor handelt.

Auffallig ist, neben dem Ubergewicht, der enorm hohe Anteil an Rauchern. Der Anteil der
Patienten der Gruppen ,,G* und ,,M“, die angaben, regelmalig Zigaretten zu rauchen, lag in
der vorliegenden Studie bei 78,6 % (n = 22). Der Durchschnitt rauchte 17 Zigaretten am Tag.
Ein derart hoher Anteil an Rauchern, wie er auch in anderen Veroffentlichungen bestatigt
wurde (Konig et al., 1999; Revuz et al., 2008; Cesko et al., 2009), verdeutlicht, dass es sich
beim Nikotinkonsum um einen wichtigen Risikofaktor fiir Acne inversa handeln muss. Aus
der Familie (Gruppe ,,F) gaben alle Mitglieder an, nicht zu rauchen oder nie geraucht zu
haben (n = 8). Somit scheint der Nikotinkonsum nicht bei jeder Form der Acne inversa

relevant zu sein.

Zur Korrelation der Schwere der Erkrankung und einem erhohten Nikotinkonsum gibt es
bisher widersprichliche Ergebnisse. In einer Studie mit 115 Patienten wurde ein etwas
hoherer Anteil an Rauchern mit einer schwereren klinischen Auspréagung der Krankheit als

bei Nichtrauchern nachgewiesen (p = 0,03) (Sartorius et al., 2009).

In einer anderen, groR angelegten Studie mit 302 Patienten konnte ein derartiger

Zusammenhang jedoch nicht bestatigt werden (Canoui-Poitrine et al., 2009).

Man kann anfiihren, dass sich der Raucheranteil zum Teil auch aufgrund der hohen
psychischen Belastung erkldaren lasst und somit das Rauchen auch als kompensatorische
Reaktion auf die erhohte Belastung angesehen werden kann, die mit der Erkrankung
einhergeht. 77,3 % (n = 17) der Patienten der vorliegenden Studie rauchten jedoch bereits vor
dem Erstauftreten der Erkrankung. In einer weiteren Studie, die den Zigarettenkonsum bei
Acne-inversa-Patienten beleuchtete, gaben alle Patienten an, vor Erstausbruch der Erkrankung
geraucht zu haben (Breitkopf et al., 1995). Diese Erkenntnis stirkt die Theorie des
Nikotinkonsums als &tiologische Komponente der Erkrankung. Allerdings ist bisher nicht
bekannt, ob der Verzicht des Zigarettenkonsums zu einer Verbesserung der
Krankheitssymptome fihrt. Allerdings ist eine spontane Heilung bei Acne inversa so gut wie

unmaglich.

Bei fortgeschrittenen Lasionen wird in der Literatur die radikale chriurgische Exzision der
betroffenen Hautareale empfohlen (Humphries et al., 2016; Kirschke et al., 2015). Das
Ergebnis nach chirurgischem Eingriff (Exzision der Lé&sionen) wurde von den meisten

Patienten der vorliegenden Studie positiv bewertet. 87,5 % (n = 21) Patienten gaben eine
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Verbesserung nach operativem Eingriff an. Bei dem Vergleich der primédren mit der
sekundaren Wundheilung zeigte sich eine Tendenz fiir einen besseren Heilungsverlauf bei
sekundarer Wundheilung. Keiner der rein medikamentds behandelten Patienten (n = 17)
berichtete von einer vollstandigen Ausheilung der Lasionen. Der chirurgische Eingriff scheint

eine effektive Behandlungsmethode zu sein.

5.2 Diskussion der Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung

Im Jahre 1985 wurde der Verdacht auf eine genetische Komponente bei Acne inversa
geédulert. Bei 34,3 % der Patienten gab es Acne-inversa-Falle in der Verwandtschaft
(Fitzsimmons und Guilbert, 1985). In der vorliegend untersuchten Gruppe berichteten 25 % (n
= 7) der Patienten (Gruppe ,,G“ und ,,M*) von Acne-inversa-Fallen in der direkten
Verwandtschaft. Die Dunkelziffer dirfte hoher sein, da die Krankheit mdoglicherweise
aufgrund der Stigmatisierung oftmals verschwiegen wird. Gerade bei der &dlteren Generation
durfte die Bekanntheit der Erkrankung und somit deren Akzeptanz und Bereitschaft sich
anderen mitzuteilen, geringer sein. Jungere Familienmitglieder zeigen unter Umstanden noch
keine Symptome, da die Krankheit sich meist erst mit Beginn der Pubertit oder in der
folgenden Dekade zeigt.

Im Rahmen dieser Studie sollte ermittelt werden, ob bei Patienten mit einer Acne-inversa-
Erkrankung y-Sekretase-Mutationen gefunden werden kdnnen, unabh&ngig von bekannter
familiarer Haufung. Ausgangspunkt fiir die Untersuchung der Gene der y-Sekretase waren die
Ergebnisse einer Untersuchung von Wang et al.. In einem Patientenkollektiv aus sechs
chinesischen Familien mit bekannter familidrer Acne inversa wurden erstmals heterozygote
Mutationen (PSENEN, PSEN1, NCSTN) in den Untereinheiten der y-Sekretase gefunden
(Wang et al., 2010). Diese und andere Mutationen, die sich ebenfalls alle auf die Gene der y-
Sekretase bezogen, wurden in Studien bei weiteren Patienten mit familirer Acne inversa
bestatigt (Wang et al., 2010; Liu et al., 2011; Pink et al., 2011; Miskinyte et al., 2012; Jiao et
al., 2013; Zhang et al., 2013).

Eine oftmals schwere klinische Auspragung der Acne inversa findet sich auch bei Patienten
mit dem PASH-Syndrom, welches die Symptome der Acne inversa, Pyoderma
gangraenosum und Akne in einem Syndrom zusammenfasst (Braun-Falco et al., 2012). Das
PASH-Syndrom &hnelt klinisch dem PAPA-Syndrom, bei dem bereits im Zuge

molekulargenetischer Untersuchungen eine Mutation des PSTPIP1 Gens bekannt wurde
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(Wise et al., 2002). Untersuchungen von PASH-Patienten auf y-Sekretase-Mutationen
kdnnten einen interessanten Ansatzpunkt fur weitere Studien bilden. Bei einem PASH-
Patienten zeigte sich eine PSTPIP1 Genmutation (Calderon-Castrat et al., 2016). Bei einem
weiteren Patienten mit PASH-Syndrom wurde ecine Mutation auf dem y-Sekretase relevanten
NCSTN Gen nachgewiesen (Duchatelet et al., 2015).

Die bisher unter der Diagnose Acne inversa beschriebenen Mutationen sollten daher
hinsichtlich der Diagnostik kritisch betrachtet werden, da zum Teil Félle mit sehr schwerer
Acne inversa Auspragung beschrieben wurden und es sich hierbei auch um Falle des relativ
neu entdeckten PASH/PAPASH-Syndrom handeln konnte. Aufgrund der Nahe der

Erkrankungen bezogen auf die Symptomatik, steigt die Bedeutung einer exakten Diagnostik.

In der Literatur gibt es diverse Hinweise, y-Sekretase-Mutationen seien verantwortlich flr die
Auspragung familidarer Acne inversa (Yang et al., 2015; Xiao et al., 2016). Dass diese
Mutationen jedoch sowohl bei vereinzelt auftretender als auch bei familidrer Acne inversa

nicht immer zu finden sind, zeigten die Untersuchungen von Ingram et al., 2013.

In der vorliegenden Studie konnte bei einem Patienten eine Mutation in Exon 1 des NCSTN
Gens ((NM_015331): c.38delG, p.(G13Efs*15)) beschrieben werden, alle Ubrigen 34
Patienten zeigten keine genetischen Varianzen in den codierenden Regionen der Gene APH1A
(Exon 1-7), APH1B (Exon 1-6), PSENEN (Exon 1-4), PSEN1 (Exon 3-12), PSEN2 (Exon 4-
13) und NCSTN (Exon 1-17).

Die Erkenntnisse um die Funktion und die vermeintlichen Auswirkungen von Mutationen der
v-Sekretase, die nachstehend erldutert werden, lassen vermuten, dass entweder Defekte auf
anderen Genen oder sonstige pradisponierende Faktoren Einfluss auf den Pathomechanismus

nehmen kdnnten.

Der intramembrandse Proteasekomplex (y-Sekretase) hat direkten Einfluss auf die Aktivitat
des Proteins Notch (Wolfe, 2001). Eine Vielzahl der dokumentierten Mutationen hatte einen
Funktionsverlust der Untereinheiten zur Folge und somit eine verminderte Aktivitat von
Notch (Melnik und Plewig, 2013).

Tierexperimente bei M&usen ergaben, dass diese bei verminderter y-Sekretase und Notch
Aktivitat klinische Merkmale zeigten, wie sie auch bei Acne-inversa-Patienten zu finden sind
(Melnik und Plewig, 2013a).
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Ein Grofteil der bisher bekannten Mutationen wurde auf dem NCSTN Gen gefunden (Zhang
und Sisodia, 2015). Einen moglichen Zusammenhang zwischen verminderter y-Sekretase-
Aktivitat und den typischen Acne-inversa-Symptomen zeigte eine Untersuchung von Xiao et
al., 2016. Hier wurde Uber (si)RNA in HaCat-Zellen das NCSTN Gen ausgeschaltet und damit
die y-Sekretase Funktion beeinflusst. Molekiile des Notch-Signalwegs waren vermindert und
die Synthese der Signaltransduktionsproteine Phosphoinositid-3-Kinase und AKT war
nachweislich erhoht. Die kompromittierten Keratinozyten (HaCat-Zellen) zeigten eine
deutlich gesteigerte Zellproliferation wie sie auch bei Acne inversa vorkommt (Xiao et al.,
2016).

Yang et al., 2015 lieferten weitere Hinweise fir den Zusammenhang der Krankheit mit dem
NCSTN Gen. Die Auswirkung einer Nonsense-Mutation (c.1258C>T (p.Q420X)) im NCSTN
Gen wurde bei einer chinesischen Familie mit Acne inversa untersucht. Uber qPCR und
Western Blotting konnte man deutlich niedrigere Protein- und mRNA-Werte von Nicastrin im
Blut der Untersuchten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe feststellen. Die Forscher
schlossen daraus, dass die vorliegende Haploinsuffizienz des NCSTN Gens urséchlich fiir die
Acne inversa spezifische Merkmalsauspragung war (Yang et al., 2015).

Eine weitere Veroffentlichung verdeutlicht wiederum, dass nicht jede heterozygote Mutation
im NCSTN Gen zwangsldaufig zur Merkmalsauspragung fiihrt. Die Autoren berichteten von
einem 62 jahrigen Japaner, der typische Symptome einer schweren Form der Acne inversa
und eine zu dieser Zeit neuartige Nonsense-Mutation im NCSTN Gen zeigte (p.GIn568Term
(p.Q568X), ¢.1702C>T). Dabei wurden weitere Familienmitglieder untersucht. Sein ebenfalls
von Acne inversa betroffener Bruder zeigte dieselbe heterozygote Nonsense-Mutation. Auch
die Proben der Schwester waren positiv fur den Gendefekt. Hervorzuheben ist hierbei, dass
die Schwester keinerlei Acne inversa typische Symptome zeigte. Auch in der SNP Datenbank
(dbSNP139) war die Mutation nicht gelistet. Alle tibrigen Gene der y-Sekretase wurden bei
den Familienmitgliedern sequenziert und damit mogliche weitere ursachliche Gendefekte im

Proteinkomplex ausgeschlossen (Nomura et al., 2014).

Daraus lasst sich ableiten, dass vermeintlich pathogene vy-Sekretase-Mutationen nicht
zwangslaufig den Acne inversa typischen Phénotyp auslosen. Der mogliche Erklarungsansatz
des Pathomechanismus Uber eine eingeschrinkte y-Sekretase Funktion und damit eine
Verminderung des Notch-Signalwegs muss kritisch betrachtet werden. Wissenschaftliche
Erkenntnisse zur Entstehung von familidrem Morbus Alzheimer machen dies deutlich.

Beispielsweise wurde von PSEN1-Mutationen berichtet, die einen vollstdndigen Ausfall von
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Notch zur Folge hatten und damit der Theorie nach auch Acne-inversa-Symptome hatten
auslosen missen. Dies war jedoch nicht der Fall (Song et al., 1999; Kelleher und Shen, 2010).
Letztere folgerten, dass bei PSEN1-Mutationen mit Funktionsverlust wahrscheinlich erst
bestimmte weitere Gen Modifikationen den Acne inversa typischen Phénotyp ausldsen
wirden (Kelleher und Shen, 2010).

Die durch Mutationen ausgeloste Haploinsuffizienz ist nicht bei allen bisher bekannten
NCSTN-Mutationen zu beobachten. Zhang und Sisodia untersuchten Nicastrin Varianten, die
durch NCSTN-Mutationen verursacht wurden. Diese Nicastrin Varianten zeigten keine
Beeinflussung des Notch Signalwegs. Sie schlossen daraus, dass die von den entsprechenden
Wildtyp-Allelen kodierten Proteinkomponenten ausreichend seien, um die Funktion des

Notch-Signalwegs aufrecht zu erhalten (Zhang und Sisodia, 2015).

Das hohe Interesse der Forschung und die Zahl an Berichten tber die Zusammenhénge der
Acne inversa mit y-Sekretase-Mutationen impliziert, dass Funktionsausfélle der y-Sekretase
unter Umstanden singuldre Ursache fur die Erkrankung seien. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung konnen diese Annahme allerdings nicht stiitzen. Weder bei
Patienten, die von familidren Acne-inversa-Fallen berichteten, noch bei vermeintlich isoliert
auftretenden Fallen konnte, bis auf einen Patienten (NCSTN(NM_015331): c.38delG,
p.(G13Efs*15)), eine Mutation in einem der fur die y-Sekretase codierenden Genen NCSTN,
PSENEN, PSEN1/2 und APH1A/B bestétigt werden. Die Datenbank EXAC gibt fir das Gen
NCSTN einen pLI score (probability of loss-of-function intolerance) von 1,00 an. Das Gen
NCSTN hat somit statistisch eine Intoleranz gegeniiber Loss-of-Function-Varianten. Loss-of-
function Varianten im Gen NCSTN sind als Ursache einer autosomal-dominant vererbten
Acne inversa beschrieben (OMIM: #142690). Unter diesem Aspekt ware die Untersuchung
weiterer Familienmitglieder des betroffenen Patienten vielversprechend gewesen. Allerdings

lehnte der Patient weitere molekulargenetische Untersuchungen ab.

Als weiterfiihrende Untersuchung wurde bei Gruppe ,,F* eine Kopplungsanalyse am Institut
fur Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen
durchgefiihrt. Der hochste gemessene LOD-Score lag bei ca. 1,5. Dieser Wert wurde an
mehreren Regionen Uber die Chromosomen verteilt gemessen. Erst ein LOD-Score von nahe
oder bei 3,0 wiirde auf einen moglichen krankheitsverursachenden Genlocus hindeuten. Die
Wahrscheinlichkeit fiir eine monogene Atiologie bei Acne-inversa-Erkrankungen ist daher
sehr gering. Die Untersuchung unterstiitzt die Annahme, dass es sich um einen

multifaktoriellen Ursachenkomplex handelt. Auch bei einer multifaktoriell bedingten
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Erkrankung konnen in vermuteten Risikogenen niedrig-penetrante Varianten auftreten. Eine
genomweite Assoziationsstudie sollte daher in Betracht gezogen werden, wobei jedoch eine
Patientenanzahl von n > 1000 nétig ware, um Kkrankheitsassoziierte Gene zu identifizieren.
Auch konnte eine weitere Kopplungsanalyse mit niedriger Penetranz oder eine Analyse mit
lediglich den 8 betroffenen Familienmitgliedern vorgenommen werden. Eine

Exomuntersuchung scheint unter diesen Umstanden nicht sinnvoll zu sein.

In einer britischen Studie wurden 48 Patienten auf Mutationen im NCSTN, PSENEN und
PSEN1 Gen untersucht. Hierbei gaben 19 Patienten weitere familidre Acne-inversa-Falle an.
Von allen untersuchten Patienten wurde aber lediglich bei 2 Patienten eine pathologisch
relevante NCSTN Mutation entdeckt. Bemerkenswerterweise konnte keiner der beiden
Patienten (ber das Auftreten von Acne inversa in der Familie berichten. Nennenswert ist
auch, dass beide Raucher und zudem stark adipds waren (BMI 37 und 38), was die Theorie

des Einflusses bestimmter duBerer Faktoren auf Acne inversa starkt (Pink et al., 2012).

Die fur Acne inversa typische klinische Diagnose, die hauptséchlich durch wiederkehrende
Entzindungen in den intertrigindsen Hautbereichen gekennzeichnet ist, zeigt bei einem
GroRteil der Patienten eine gewisse Homogenitat. Dennoch gibt es zum Teil auch bei
familidren Acne-inversa-Fallen mit bekannter pathogener y-Sekretase Mutation deutliche
Variationen bei der Auspragung des Phé&notyps. Beispielsweise wiesen die von Wang et al.,
2010 untersuchten Familien sehr schwere Formen der Acne inversa mit Befall eher

untypischer Regionen wie dem Bauch oder Riicken auf (Wang et al., 2010).

In der Literatur zeigten Patienten, bei denen sich y-Sekretase-Mutationen bestatigten, oftmals
eine sehr schwere Auspragung der Erkrankung, einem Hurley Grad 3 entsprechend (Wang et
al., 2010). Des Weiteren sind sehr schwere und auch behandlungsresistente Félle im
Zusammenhang mit defekter y-Sekretase bekannt (Pink et al., 2012). Dies wiederum legt die
Vermutung nahe, dass es sich bei Acne inversa mit pathologisch relevanten Mutationen in der

y-Sekretase um Sonderformen der Erkrankung handeln kdnnte.

Eine Kombination aus Mutationen auf bestimmten Genen, epigenetischer Veranderungen und
das Zusammenspiel von pradisponierenden und &uReren Faktoren scheint daher entscheidend

fiir die Auspréagung des Phanotyps zu sein.

Um die passende Therapie und das individuelle Risiko fiir den jeweiligen Patienten zu
bestimmen und zu optimieren, ist es daher unerlasslich, genaue Einteilungen beziiglich des

Phéanotyps und der genetischen Faktoren vorzunehmen.
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6 Zusammenfassung

Acne inversa (Synonyme: Hidradenitis suppurativa, dissecting terminal hair folliculitis)
manifestiert sich vorwiegend in den intertriginésen Hautarealen. Aufgrund des chronisch-
entzindlichen Charakters kommt es hdufig zu Narben in den Prédilektionsstellen. In der
Literatur werden diverse krankheitsauslosende und krankheitsverstdrkende Faktoren
diskutiert. Neben Ubergewicht und Nikotinkonsum wird eine genetische Komponente als

Ursache fur den Krankheitsursprung in Betracht gezogen.

Einige wenige bislang veroffentlichte Arbeiten weisen im Hinblick auf die genetische
Komponente auf einen Zusammenhang mit Mutationen der vy-Sekretase Gene hin.
Hervorzuheben ist, dass die in diesen Studien positiv auf Mutationen getesteten Patienten
oftmals einen stark ausgeprégten Acne-inversa-Phénotyp zeigten, wobei auch untypische

Hautbereiche betroffen waren, wie Bauch und Ruicken.

In der vorliegenden Studie sollten Patienten mit der klinischen Diagnose Acne inversa,
unabhéngig von der Familienanamnese, auf y-Sekretase-Mutationen getestet und unter
Zuhilfenahme eines Fragebogens mdgliche relevante Risikofaktoren ermittelt werden.

Die theoretischen Pathogenese-Erklarungsansétze, welche die klinische Manifestation der
Krankheit Uber den Zusammenhang eciner eingeschriankten y-Sekretase Funktion und einer
Hemmung des Notch-Signalwegs erklaren, erscheinen zundchst schlissig. Eine verminderte

y-Sekretase Funktion I6ste in Tierexperimenten Acne inversa typische Symptome aus.

Die Gene APH1A und B, PSENEN, PSEN1 und 2 und NCSTN der einer Patientengruppe aus
dem Raum Miinchen (Gruppe ,,M*“; n = 23) wurden im Zuge eines Sequenzierungsverfahrens

molekulargenetisch untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnten, bis auf eine Ausnahme (NCSTN(NM_015331): ¢.38delG,
p.(G13Efs*15)), keine Mutationen in den fiir die y-Sekretase codierenden Genen bestatigt

werden.

Die Wahrscheinlichkeit fir eine monogene Erkrankung scheint daher sehr gering zu sein.
Auch eine extern durchgefuihrte Kopplungsanalyse einer Familie (n = 12) mit erkrankten

Mitgliedern (n = 8) stutzt diese Annahme.
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Zusammenfassung

Letztlich ist ein Zusammenspiel von duf3eren und genetischen Faktoren wahrscheinlich, wobei
eine Kombination aus physisch kompromittierter Konstitution und die Wirkung von Nikotin
bei einem genetisch vorbelasteten Individuum die Krankheit auslésen kann. Auch die
unterschiedliche therapeutische Effizienz von bestimmten Medikamenten spricht fiir

Sonderformen der Erkrankung.

Bezogen auf weitere molekulargenetische Untersuchungen scheint es ebenfalls sinnvoll zu
sein, dass der Fokus auf Gene (neben den Genen der p-Sekretase) gelegt wird, die Einfluss
auf den Notch-Signalweg nehmen. Auch wenn der genetische Ursprung komplex ist, kénnen
pathogene Allele niedrig-penetrant sein. Um diese zu identifizieren sind groRe
Assoziationsstudien noétig. Nur durch eine differenzierte klinische Einteilung der Phanotypen
und weitreichende genetische Untersuchungen kann die vermutlich multifaktorielle Ursache
der Erkrankung besser verstanden werden. Hieraus konnen sich individualisierte und effektive

Behandlungsmethoden entwickeln.
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11 Anhang: Fragebogen

Acne inversa

auch genannt: Hidradenitis suppurativa

Prof. Dr. med. Kathrin Giehl

Tel.:+49-89-4400-56391

Fax: +49-89-4400-56202
kathrin.giehl@med.uni-muenchen.de
www.klinikum.uni-muenchen.de

Postanschrift:
FrauenlobstraBe 9 - 11
D-80337 Miinchen

Hausarzt:
Facharzt:
Patientenetikett Telefon:

Mobil:

Email:
NaME:
GebUISAAtUM:
Geschlecht: weiblich: [ ]  mannlich: []
Nationalitdl:
Ursprungsland: o
Familienstand:
Haben Sie Kinder?:
Wenn ja, Anzahl Mé&dchen:................. Anzahl Jungen:........
SchulabsChlUSS: e
BerUT:
Groe: cm
Gewicht: L kg
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Anhang: Fragebogen

1. In welchem Alter traten die ersten Anzeichen lhrer Acne inversa Erkrankung auf?

5. Hatten Sie auch Akne? (hier gemeint: Pubertétsakne)
ja [ nein:  []
6. Sind andere Familienmitglieder ebenfalls von Acne inversa betroffen?
ja [ nein: [ weifd nicht: [_]
Wenn ja, wer? (Geschwister, Kinder, ONKEL.....) ...t et
7. Gab/Gibt es in Ihrer Verwandschaft Félle von Akne?
Wenn ja, wer? (Geschwister, Kinder, ONKEL.....) oot s

8. Welche Kdrperstellen sind/waren bei Ihnen durch Acne inversa betroffen?
Bitte ankreuzen.

Stark | Stark | Moderat | Moderat | Leicht | Leicht | Nicht
rechts | links | rechts links rechts | links betroffen

Achseln

Leiste

Schritt

Gesal/Steillbein

Brust

Riicken

Andere Stellen (bitte unten eintragen)
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Anhang: Fragebogen

Bitte betroffene Korperstellen umkreisen:

$
) -

9. Leiden Sie unter sonstigen Hauterkrankungen? ja [ nein:  []
RTAT =T g = YT Lo S
10. Gibt es in Ihrer Familie sonstige Hauterkrankungen? ja O nein: [] weif nicht: []

Wenn ja, wer und Welche ErKrankuNG?..... oot s s s
11. Rauchen Sie/ Haben Sie geraucht? ja- [ nein: [

Wenn ja, wie viele Zigaretten pro Tag? e, Zigaretten

Seit wie vielen Jahren? L Jahre
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Anhang: Fragebogen

12. Trinken Sie Alkohol? ja: ] nein: []
Wenn ja, wie viel Liter pro Woche? L
13. Ist bei lhnen eine Therapie von Acne inversa erfolgt?  ja: [ ] nein: [ ]
WENN ja, Art der TREIAPIE?. ....ciu ettt e bbbt b et eb et ebes £ebeseabeneaneeenas

14. Hat die Therapie zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes von Acne inversa gefiihrt?

vollstandige Ausheilung ] starke Verbesserung [ leichte Verbesserung (] keine Verbesserung ]

15. Gab es bei Ihnen sonstige Behandlungen? ja ] nein: ]
WWENN JA, WEICHE?.... ettt e e e st e e e s te e s e st e eaeeneean besneaneesteeseenreeneenes
16. Wurden Sie bereits einmal operiert? jar [ nein: []
WENN [, AT AEE OP ...ttt ettt te e e et s et e e s e sbe st es e e eseeseebesbe s £ ebeeteneesaenseneas

Im Falle einer Acne inversa OP: Die OP-Wunde wurde [_]geschlossen [ ] offen gelassen (offen verheilt)
[ ] weil nicht

17. Gibt es bekannte Vorerkrankungen bei lhnen (Bluthochdruck, Diabetes, Niereninsuffizienz,
GefaBerkrankungen, HIV, Hepatitis, Schaganfall...)? jar L] nein: []

WWENN JA, WEICHE?.... ettt ettt e st e et e st e et e te e e et e ebe et e abeeeesbe e e e s testeenbeateententeenees

18. Gibt es in lhrer Verwandschaft bekannte Erkrankungen (Alzheimer, Bluthochdruck, Diabetes,
Niereninsuffizienz,GefaRerkrankungen,HIV, Hepatitis, Schaganfall)? ja: ] nein: []

WENN ja, WEE UNG WEICHE?..... ottt sttt e sttt ese et s e st eseeresneenaerenneeneneennenes

19.Sind noch andere Familienmitglieder an dieser oder einer anderen Erbkrankheit erkrankt? Kommen

bestimmte Erkrankungen (Krebs, Herzinfarkt...) gehduft in der Familie vor?
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Anhang: Fragebogen

Stammbaum

20. Leiden Sie an einer Sehstérung oder Erkrankung der Augen? ja: [] nein: [ ]
Wenn ja, um welche Art von Sehstérung/Erkrankung handelt es Sich?.........cocoeiiiiiiciiniceee
21. Leiden Sie unter Schwerhérigkeit oder Erkrankung der Ohren?  ja: [ ] nein: []
WENN JA, WEICNE A2, et e st e e et e e e e be e e e beereestesteans sestesteensesreaneenees
22. Leiden Sie unter Arthritis? ja ] nein: []
WENN A, SEIT WANNT.. ettt ettt te bt e st e e st et e e te e tesbe e aesbe e st e beeteentesbeeseesteeteteenseteereenrs
23. Leiden Sie unter Synovitis?(Gelenkkapselentzziindung) ja [ nein: []
24. Leiden Sie unter Haarausfall? ja: ] nein: []
WWENN A, SEIT WANNT.. ettt st e et eete e e teesaeste e e e teete e st e beesbesbeeneeneeatee s eteenbeseensesesnneeens
25. Haben Sie vermehrte Gesichts- und Kérperbehaarung? jar ] nein: []
WeNN ja, an WEICHEN SEEIENT.... ..o et e st ae e s b e e aeeaesseestesteeseesteensennen
26. Leiden Sie unter einer Knochenerkrankung? jar ] nein: []
WWEINN JA, WEICNE?.......e bttt bt b £ bt b et e eb e s e e b e bt bt eb e s be s be st et e b e e s e s besbebeeas

27. Haben Sie bei sich Veranderungen/Deformitéten der FuR-/Fingernagel festgestellt? ja: [ ] nein:[]

Wenn ja, welche Verdnderungen?.........oovveieiriinieneieeeese s s

28. Habe Sie Zahnprobleme/ Zahnfehlbildungen/nicht angelegte Z&hne? ja: ] nein:[]
Wenn ja, bitte DESCAIEIDEN. .......ccv i

29. Haben/Hatten Sie eine Lippen-Kiefer-Gaumenspalte oder eine Lippenkerbe? ja: [ nein: [
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Anhang: Fragebogen

30. Leiden/Litten Sie unter Hormonschwankungen? ja:[] nein:[]

Wenn ja, bitte genauere ANGabEN?..........coiiiiiiiirie et

31. Haben/Hatten Sie Magen-/Darmprobleme? jar [ ] nein: []

WWENN B, WEICHET ATT?.....e et b et ettt et bbbt b

32. Leiden Sie unter einer Storung des Menstruationszyklus? ja ] nein: []

33. Nehmen Sie regelméBig Medikamente ein? ja ] nein: []

WWENN B, WEICHE? ...t bbbt £t bt b bbbt e

34.Sind Allergien bei lhnen bekannt? ja: [ nein: [] unbekannt: [_]
WWENN JA, WEICHE?... ettt ettt e te e s et e e s e et eeaeenaesaeenaestenreesrenneenes

35. Leiden Sie unter Stress? ja: [ nein: []

Bitte Stresslevel bei/kurz vor akutem Krankheitsverlauf 1-10 angeben: (10 héchste Stressbelastung)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
O oo oo o o o o O O @O
36. Schwitzen Sie stark und haufig? ja [] nein: [ ]

LAY =T T I T XSSOSR

37. Haben Sie Einschrankungen aufgrund Acne inversa? (psychische Belastung, Schmerzen...)

jar [ nein: []

38. Erndhren Sie sich seit lIhrer Erkrankung entziindungsarm?(wenig Fleisch, wenig Margarine/Pflanzenéle, viel

Fisch, viel Gemiise...)
ja ] nein: [
39. Ich habe mich schon vor der Erkrankung entziindungsarm ernéhrt.
jar [ nein: []
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Anhang: Fragebogen

40.Wenn ja, hat die Umstellung auf eine entziindungsarme Nahrung den Schweregrad lhrer Acne inversa

Erkrankung verbessert?
ja. [ nein:  []
41. Tragen Sie haufig enge Kleidung?
ja ] nein: ]
42. Sitzen Sie hdufig auf Sitzen (z.B. Kraftfahrzeug) mit angeschalteter Sitzheizung?
ja. [ nein:  []
Wenn ja, wie oft? Stunden in der Woche

43. Wurde bei Ihnen eine der folgenen Syndrome/Erkrankungen diagnostiziert?

PAPA-Syndrom ] Morbus Crohn [ Pachyonychia congenita ]
SAHA-Syndrom ] Colitis ulcerosa ] Morbus DowlingDegos ]
Apert-Syndrom  [] SAPHO-Syndrom  [] Hirsutismus [ ]
Androgenitales Syndrom [ ] Morbus Adamantiades-Behcet ~ [] Adenokarzinom [ ]
Polyzystisches Ovarialsyndrom [ ] Pyoderma gangraenosum [_| Plattenepithelkarzinom []

44. Diagnostik

Welche der folgenden Untersuchungen wurden bei Ihnen bereits durchgefiihrt? Wann? Bitte legen Sie
entsprechende Befunde, wenn mdéglich, in Kopie anbei!

1. Blutuntersuchung ja [ nein [ ] unbekannt [ ]
2. Urinuntersuchung ja ] nein [] unbekannt []
10. Molekulargenetische Untersuchungen ja ] nein [] unbekannt [ ]
11. Wenn ja, welche Syndrome wurden untersucht?

36.Bei Arzten welcher Fachrichtungen werden Sie regelmagig untersucht?

Hausarzt/Internist ] Kardiologie ]
Dermatologe ] Zahnarzt/Kieferorthopade ]
Neurologe ]
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Anhang: Fragebogen

Vielen Dank fiir Ihre Mitarbeit! Bei Fragen, Anmerkungen, oder Hinweisen wenden Sie sich
gerne jeder Zeit an die Mitarbeiter des Zentrums fiir seltene Hauterkrankungen: ------------

Anmerkungen (Hurley Grad, etc):

Photo dokumentiert? ja [ nein L]

Blutabnahme? ja L nein L]

Uberweisung an:

83



Danksagung

12 Danksagung

AbschlieBend mochte ich mich gerne bei denjenigen bedanken, die mich beim

Zustandekommen dieser Arbeit unterstiitzt haben.

Mein Dank gilt insbesondere meiner Betreuerin Professor Dr. med. Kathrin Giehl, der
Leiterin des interdisziplindren Zentrums fur seltene und genetische Hautkrankheiten an der
Klinik und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie. Sie hat die Grundlage fur die
Realisierung dieser Dissertation gelegt, gemeinsam mit mir die Fragestellung formuliert und

mich wéhrenddessen vorbildlich begleitet.

Gerne bedanke ich mich auch bei meinem Mitbetreuer Professor Dr. med. Dr. h. ¢. mult. Gerd
Plewig, dem ehemaligen Direktor der Klinik und Poliklinik fur Dermatologie und
Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Mdnchen. Er hat mir mit seinem
umfangreichen Fachwissen wichtige Fragen beantworten und wertvolle Anregungen zur

Umsetzung dieser Dissertation geben kdnnen.

Fur die Vermittlung zahlreicher Patienten im Rahmen dieser Studie geht ein grolRer Dank an

Professor Dr. med. Bodo Melnik.

Einen weiteren Dank mdchte ich Professor Dr. med. Thomas Meitinger aussprechen. Als
Direktor des Instituts fir Humangenetik am Helmholtz Zentrum Minchen und als Leiter des
Instituts fur Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen
ermoglichte er die molekulargenetische Untersuchung. Die Durchfiihrung der Analysen
geschah im Helmholtz Zentrum Minchen unter der Leitung von Dr. rer. nat. Gertrud
Eckstein, die mich darlber hinaus als Mitbetreuerin auch fachlich sehr unterstiitzte. Regina
Feldmann hat mich bei der Ausfiihrung der Sanger-Sequenzierung &uferst gut betreut und
hierfir mdochte ich ihr ausdricklich danken. Bei Matias Wagner und Dr. Peter Lichtner vom
Institut fir Humangenetik mochte ich mich fur die Durchfiihrung der Kopplungsanalyse und

Bereitsstellung der Daten sehr bedanken.

AuRerdem mdchte ich allen danken, die mich wahrend der Promotionszeit unterstitzt und

motiviert haben: meiner Familie und Regina.

84



