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1. Granuléare Parakeratose

Der Begriff ,,Granuldre Parakeratose® (GP) tauchte erstmals 1991 in der Literatur auf
und wurde von Northcutt et al. gepragt. Dieser beschrieb die GP als eine ,,die Axillen
betreffende Dermatose* (Northcutt et al. 1991). Definiert wird sie heutzutage als
gutartige Verhornungsstérung mit gelegentlichem Juckreiz in den Intertrigines
(Jaconelli et al. 2008; Trowers et al. 2002).

Uber die GP ist wenig bekannt - weder zur Atiologie, noch zur Inzidenz oder beziiglich
zielgerichteter Therapien. Im Folgenden soll ein Einblick in den aktuellen Wissensstand
gegeben werden und die Entitat ndher beleuchtet werden.

1.1  Beschreibung und Einordnung der Entitat

Diese Entitéat ist histologisch definiert als Retention von Keratohyalingranula ab dem
Wechsel vom Stratum granulosum zum Stratum corneum, die sich granular (korner-
artig) in den avitalen Korneozyten présentiert. Zudem fallt eine Parakeratose, also eine
Persistenz des Zellkerns oder von Zellkernresten in einem meist verbreiteten Stratum
corneum auf. (Channual et al. 2013; Northcutt et al. 1991)

Es liegen bisher nur wenige wissenschaftliche Berichte iber die GP vor, einige Case-

Reports und kaum Studien.

Scheinfeld und Mones sowie Kollegen werteten Daten von 363.343 Hautbiopsien von
Anfang 07/1999 bis Ende 12/2003 aus. Bei Biopsien mit verdicktem Stratum corneum
und Retention von Keratohyalingranula wurde die Diagnose einer GP bei 18 Proben
gestellt, was prozentual einem Anteil von 0,005% entsprach. Alle 18 Proben
entstammten der Lokalisation Axilla, 15 davon von Frauen, 3 méannlichen Geschlechts.
Die Altersspanne war von 19 bis 67 Jahren, das Durchschnittsalter lag bei 45 Jahren. Es
existierten verschiedene Verdachtsdiagnosen, von denen Warzen (4 Félle), Acanthosis
nigricans (3 Félle) und M. Hailey-Hailey (3Falle) am h&ufigsten vorkamen. Lediglich
bei einem Patienten wurde aufgrund der Klinik die Diagnose einer GP gestellt.
Histologisch fiel eine Variabilitat der GP auf; bei 16 Hautschnitten war das gesamte
Stratum corneum betroffen, bei 2 nur partiell. Die Verteilung des histologischen
Phianomens ,,Parakeratose* war bei 11 Proben iiber das gesamte Préparat, wahrend bei
den restlichen 7 Proben nur manche Stellen betroffen waren. Es wurde zudem vermutet,

dass ein Teil der Probenentnahmen am Rande der Lé&sion erfolgte.



Zusammenfassend gaben die Autoren Folgendes aus ihrer Arbeit an: Dermatologen
stellen selten die Verdachtsdiagnose einer GP, wenn sie eine Lasion biopsieren. Die
wenigen diagnostizierten Félle von GP konnten fir eine niedrige Inzidenz sprechen.

Aufgefallen waren leichte Varianten bezlglich der Histopathologie der GP.

Wenn in der Literatur von GP als klinischem Krankheitsbild die Rede ist, wird sie
Klinisch als benigne verlaufende Dermatose mit roten bis braunen, manchmal
schuppenden oder hyperkeratotischen Papeln, die teils auch zu Plaques konfluieren
beschrieben (Scheinfeld und Mones 2005). Des Ofteren ist die Lokalisation ,,axillr
aufgefallen, weshalb man frither auch von ,,axillary granular parakeratosis® sprach
(Northcutt et al. 1991), jedoch kann sie auch in anderen Lokalisationen auftreten, zum
Beispiel genital oder intertriginds, seltener auch am restlichen Korper (Scheinfeld und
Mones 2005). Sowohl Ménner, als auch Frauen jeglichen Alters kénnen die GP
entwickeln, wobei das weibliche Geschlecht etwas hdufiger als das mannliche betroffen
zu sein scheint (Scheinfeld und Mones 2005).

Die Patienten berichten gelegentlich von Juckreiz. Es wird derzeit diskutiert, ob
Okklusion oder die Anwendung bestimmter Topika, zum Beispiel Deodorants, das
Auftreten von Hautverédnderungen im Sinne einer GP begiinstigen. Die Klinik allein
scheint nicht wegweisend zu sein, da die Hautverédnderungen nicht spezifisch fiur die GP
sind (siehe Abbildung 1 fir ein ,klassisches klinisches Beispiel einer axillaren GP).
Aus diesem Grund wird haufig eine andere Dermatose diagnostiziert und erst bei
unklarer Diagnosestellung oder Therapieresistenz eine Biopsie entnommen, wobei das
Phanomen der GP als histologischer Befund auffallt. Daher ist eine Aussage (ber die
Inzidenz kaum maglich. (Scheinfeld und Mones 2005)

Ein Case-Report von Akkaya et al. berichtet von 7 padiatrischen Fallen im Alter von

4 Monaten bis 2 Jahren mit GP, 5 davon vornehmlich in intertriginésen Bereichen
beziehungsweise im Windelbereich und in zwei Féllen im Nacken. Zudem waren 6 von
7 Kindern auch am atopischen Ekzem erkrankt. Den Symptomen der GP
vorausgegangen waren bei 6 Patienten die haufige Applikation von Zinkoxid-Pasten,
wohingegen die anderen 2 Patienten unter exzessivem Schwitzen litten und haufig
rickfettende Externa appliziert bekamen. Zu erwéhnen sei hier, dass die Autoren bei
den Kleinkindern keine Biopsien durchfiihrten, sondern oberflachlich
Krustenanteile/oberflachliche Zellen entnahmen und diese zytologisch untersuchten.
Nach Absetzen der Zinkoxid-haltigen Externa und gemaRigteren Gebrauch von
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rickfettenden Cremes bildeten sich die Hautveranderungen aller 7 Kinder nach circa
2 Wochen zurick. Die Autoren schlussfolgerten, dass atopische Haut moglicherweise
anfalliger ist, GP zu entwickeln, da aufgrund der vorgeschédigten Hautbarriere die

transepidermale Penetration von Topika erhoht ist. (Akkaya et al. 2015)

Der Verlauf kann selbstlimitierend oder auch chronisch-rezidivierend sein (Scheinfeld
und Mones 2005). Therapeutisch ist bisher unklar, welche Topika (Chang et al. 2004)
eingesetzt werden kénnen oder ob der (liberméaRige) Gebrauch von kosmetischen
Produkten (Akkaya et al. 2015) sogar der Ausloser fur die Erkrankung ist und eine

zuriickhaltende Haltung zu Topika eingenommen werden sollte.

S N D S Ll
Abbildung 1 Axillére granulére Parakeratose (Scheinfeld und Mones 2005)

Linke Axilla mit multiplen erythematds-braunlichen, gruppiert stehenden Papeln mit stellenweiser
Schuppung (Scheinfeld und Mones 2005)

Es existieren unterschiedliche Ergebnisse bezliglich der Behandlung der GP mit
verschiedenen Externa, darunter auch topische Steroide, Retinoide, Antibiotika und
Antimykotika (Chang et al. 2004). Daher sind weitere Untersuchungen notwendig um

geeignete Therapieoptionen zu etablieren.

Zusammenfassend geht aus der Literatur nicht klar hervor, ob es sich bei der granularen
Parakeratose um eine eigenstandige Erkrankung handelt oder um ein
dermatohistopathologisches, eventuell reaktives Phdnomen, das mdglicherweise

assoziiert bei diversen Diagnosen auftritt.



1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die GP ist ein weitestgehend unerforschtes Phdnomen in der Dermatologie. Es sprechen
histologische Beobachtungen, wie die Parakeratose und die Hyperkeratose dafiir, dass
die epitheliale Enddifferenzierung der Korneozyten im Wandel vom Stratum
granulosum (SG) zum Stratum corneum (SC) in einer bisher ungeklarten Weise gestort
ist. Folglich entwickelt sich eine Barriere-Storung. Es ist unklar, warum es zu einer

Retention von Keratohyalin-Granula und Persistenz des Zellkerns bis ins SC kommit.

In der histologischen Routinediagnostik war eine GP gehduft bei bestimmten
Erkrankungen nebenbefundlich aufgefallen. Die Haufung dieser Gegebenheit in den
Intertrigines (Scheinfeld und Mones 2005) lasst vermuten, dass okklusives Milieu,
erhohte Feuchtigkeit oder der leicht erhohte pH-Wert in diesen Lokalisationen eine
Rolle spielen konnten. Die Tatsache, dass die GP auch an anderen Kdrperstellen
vorkommen kann, deutet darauf hin, dass es auch alternative beginstigende Faktoren
gibt. Diese Arbeit versucht an Biopsien mit histologischen Zeichen einer granuléren
Parakeratose durch immunhistochemische Féarbungen von Proteinen, die an der
epithelialen Differenzierung maRgeblich beteiligt sind, Einblicke in die Physiologie der
GP zu erdrtern um einerseits der Pathogenese des Phanomens granulére Parakeratose

naherzukommen, andererseits Anhaltspunkte fur eine zielgerichtete Therapie zu finden.

Zur Auswahl der immunhistochemischen Antikdrperfarbungen wurden Thesen zum

Entstehungsmechanismus der GP entwickelt und gepruft.

Insgesamt soll ein pathogenetischer Einblick in die Entitdt ,,Granuldre Parakeratose*

gewonnen werden.

2. Krankheitsbilder mit Zeichen einer granularen Parakeratose

Die im Folgenden beschriebenen Erkrankungen prasentierten sich in der
Routinediagnostik regelhaft mit den histologischen Merkmalen der Hyperparakeratose,
gelegentlich werden damit assoziiert granuldre Ablagerungen, Keratohyalingranula,
beobachtet.



2.1  IntertriginGses Ekzem

Das Intertrigin0se Ekzem, auch Intertrigo genannt, ist eine die Hautfalten betreffende
kumulativ-toxische Dermatitis. Dort, wo zwei Hautflachen dauerhaft Kontakt
zueinander haben, kommt es zu einem okkludierenden feuchten Milieu; der Schweif3
kann nicht verdunsten, sodass die Haut mazeriert. Betroffen konnen ,,natirlich
vorhandene® Intertrigines sein, zum Beispiel die Leisten oder Achselhthlen, bei
Adipositas zudem auch erworbene Falten, wie die Bauchfalte. Dort kommt es haufiger
zu einer sekundéren Infektion mit Bakterien oder Pilzen, die in der feuchten und
warmen Umgebung einen geeigneten Nahrboden haben, sowie zu Stérungen der
Hautbarriere. Klinisch (siehe Abbildung 2) prasentiert sich die Intertrigo mit einem
scharf begrenzten Erythem, Mazeration und Exsudation. Der Patient berichtet von
Juckreiz oder Schmerzen im betroffenen Bereich. Bei ausbleibender Therapie kann sich

das primare intertrigindse Ekzem chronifizieren. (Plewig und Braun-Falco 2012)

g, : W ¥
Abbildung 2 Intertrigo submammar (Plewig et al. 2018)

2.2 Zysten

2.2.1 Definition

Zysten imponieren klinisch meist als Raumforderungen variabler GréRe von wenigen
Millimetern bis zu mehreren Zentimetern mit oder ohne makroskopisch erkennbaren
Hohlraum. Der Zysteninhalt kann von diverser Viskositat und Konsistenz sein, sodass
man eine Bandbreite von verhorntem bis fluidem Material vorfinden kann. Zysten sind
keine seltene Erscheinung, fast jeder Mensch entwickelt im Laufe seines Lebens eine
Zyste. (Plewig und Braun-Falco 2012)



2.2.2 Einteilung in echte und Pseudozysten
Unterschieden werden echte Zysten von Pseudozysten durch das Vorhandensein einer
epithelialen Zystenwand. Pseudozysten hingegen sind von komprimiertem

Bindegewebe oder Granulationsgewebe umgeben.

Echte Zysten kénnen anhand der Histologie in Untertypen eingeteilt werden; sie werden
nach Art und Herkunft ihres auskleidenden Epithels weiter klassifiziert. Die haufigste
unter ihnen, die Epidermalzyste (siehe Abbildung 3) zeigt eine der Epidermis &hnelnde
Zystenwand mit einem SG und lamellar geschichtetem Hornmaterial. Andere epitheliale
Zysten sind u.a. Trichilemmalzysten, Milien oder Riesenkomedos, deren Einordnung
durch Klinik und Betrachtung des Zystenepithels und Zysteninhalts in meist typischer
Lokalisation am Kdorper gelingt. Bei den Pseudozysten liegt anstatt eines auskleidenden
Epithels hdufig eine Pseudokapsel aus fibrotischen Bindegewebe vor. Zu dieser Art von
,unechten Zysten gehoren beispielsweise die Mukozele, bei der aus dem
Speicheldriisengang Sekret austritt und von speziellen ortsstandigen Makrophagen, den

Histiozyten phagozytiert wird. (Plewig und Braun-Falco 2012)

-

Abbildung 3 Epidermalzyste (Plewig und Braun-Falco 2012)

2.3  Condylom

2.3.1 Definition

Condylom ist der klinische Begriff flr eine Genitalwarze, auch Feigwarze genannt. Sie
tritt in der Regel im intertriginGsen Schleimhautbereich von Frauen und Mannern auf.
Genitalwarzen lassen sich in 4 Gruppen einteilen, die im Folgenden beschrieben sind.
(Plewig und Braun-Falco 2012)



2.3.2 Einteilung und Pathogenese

Zu den 4 Kklinischen Varianten gehoren die Condylomata acuminata (siehe Abbildung
4), die spitz zulaufend sind und als klassischer Typ gelten, die Condylomata plana, die
am Gebéarmutterhals und an der Vorhaut zu finden sind, die bowenoide Papulose im
Sinne eines Carcinoma in situ und die Condylomata gigantea, die wie der Name schon
andeutet ein ausgepragtes GroRenwachstum aufzeigen. Bei den Condylomen spielt die
virale Pathogenese eine wichtige Rolle. Humane Papillomviren (HPV) infizieren die
basalen Keratinozyten der Epidermis Uber Zell-Rezeptoren. Im Verlauf der epidermalen
Differenzierung integriert das Virus sein Genom in die Wirtszelle, vermehrt dies und
setzt in den obersten Epidermisschichten neu gebildete Viren frei. Bei diesem Vorgang
macht es sich Strukturen und Prozesse der Wirtszelle zu Nutze und verandert damit
mutmaBlich den Zellzyklus. Es ist schwer festzulegen, welche Konsequenzen auf den

Zellzyklus, die Apoptose und die Zelldifferenzierung genau folgen, denn dies hangt

einerseits vom HPV-Typen ab, andererseits von seiner individuellen Genexpression.
(Plewig und Braun-Falco 2012)

Abbildung 4 Condylomata acuminata (Plewig et. al)
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3. Maogliche relevante Proteine bei der Entstehung der granuléaren

Parakeratose

3.1  Filaggrin

3.1.1 Definition

Das Filaggrin, etymologisch aus dem Englischen ,,filament-aggregating protein®, ist ein
in der Epidermis vorkommendes Protein. Es bindet in den Keratinozyten Filamente des
Zytoskeletts und lasst diese zu einem kompakten Aggregat werden, weswegen es eine
wichtige Rolle fur den strukturellen Aufbau des SC spielt. (Sandilands et al. 2009)

Urspriinglich entsteht das Filaggrin aus einem Polyprotein, dem Profilaggrin. Dieses
befindet sich in den Keratohyalingranula des SG und wird durch mehrere biochemische
Vorgange zu Filaggrin-Monomeren abgebaut, welche in weiteren Schritten zu noch

kleineren Fragmenten gespalten werden. (Sandilands et al. 2009)

Das Filaggrin beziehungsweise die Abbau-Produkte des Filaggrins werden zum Aufbau
der &ulersten Hautschicht und somit der funktionellen Hautbarriere benétigt. Es
entstehen im Laufe des Abbau-Prozesses vom Profilaggrin bis zum Filaggrin-Monomer-
Fragment zahlreiche Aminoséuren (siehe Abbildung 6) die fiir den pH-Wert der Haut
zustandig sind und als natiirliche Feuchtigkeitsspender (sogenannte NMF= natural

moisturizing factors) im SC dienen. (Sandilands et al. 2009)

3.1.2 Genetik des (Pro-) Filaggrins

Das Profilaggrin wird vom FLG-Gen auf Chromosom 121 kodiert. Es besteht aus drei
Exons und zwei Introns. Exon 1 ist nicht kodierend. Innerhalb des Exons 2 liegt das
Startcodon fur die Translation. Exon 3 kodiert den Hauptbestandteil des Profilaggrins;
ein ca. 400 kDa grof3es, Histidin-reiches Protein, das aus 10-12 Filaggrin-Kopien
besteht. Jede Filaggrin-Kopie besteht aus 324 Aminosauren und ist mit der jeweils
nachsten verbunden. Die Mechanismen der physiologischen Expression von Filaggrin
sind bisher unklar. (Sandilands et al. 2009)
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Profilaggrin N-terminal domain Profilaggrin C-terminal domain
(Ca-binding and nuclear localization) (required for processing)

Encodes profilaggrin ———,

Exon 3 including 10, 11 or 12
nearly identical repeats

B (12753 10 14,697 bp)

e LI

>~ >~ C——
——————.
—
— PCR products
O——

—e
— o

Abbildung 5  Filaggrin-Gen mit 3 Exons (Brown und McLean, W H Irwin 2012)

Abbildung 5 zeigt den DNA-Strang zur Kodierung des Profilaggrins. Zu erkennen sind
die drei Exons (hellgriin), wobei Exon 1 kaum Polymerase-chain-reaction (PCR) -
Produkte (braun) herstellt. Exon 2 kodiert den N-Terminus mit der Calcium-Bindestelle
und der Kernlokalisierung. Exon 3 enthélt die meisten Basenpaare (hellblau und tirkis),
sowie die Kodierung fur den C-Terminus, dessen genaue Funktion unbekannt ist
[Abbildungsabkirzungen: UTR= untranslated region, bp= base pairs, PCR= poly-chain-
reaction]. (Brown und McLean, W H Irwin 2012).

3.1.3 Profilaggrin

Profilaggrin wird als Vorlaufer-Polyprotein in einer Grofie von 350-400 kDa -
wahrscheinlich im Stratum spinosum (SS) - synthetisiert und besteht in dieser Form aus
10-12 Filaggrin-Einheiten. Es besitzt einen N- Terminus mit einer S100-Calcium-
Bindestelle und einen C-Terminus. (Hoste et al. 2011; Denecker et al. 2007; Fallon et
al. 2009)

Jeder Filaggrin-Baustein ist gleich groR, besteht aus 324 Aminoséuren und ist mit der

jeweils nachsten Filaggrin-Einheit verbunden. Diese Bindestellen werden wéhrend der
Prozessierung des Profilaggrins in aktive Filaggrin-Monomere proteolytisch gespalten
(siehe Abbildung 6). (McKinley-Grant et al. 1989; Gan et al. 1990; Ovaere et al. 2009)

Das Profilaggrin befindet sich im SG in den Keratohyalin-Granula und ist zum Schutz
vor zu friher Aktivierung phosphoryliert. Die Dephosphorylierung dieses

Vorlauferproteins findet durch bisher nicht bekannte Phosphatasen am Ubergang vom
12



SG ins SC statt. Anschlielend ist auch die weitere Prozessierung in einzelne Filaggrin-
Einheiten moglich. (Sandilands et al. 2009)

Der N-Terminus ist 293 Aminoséuren lang und beinhaltet eine A- und B-Doméne. In
der A-Domane befinden sich zwei Ca?* -bindende Motive, die Ahnlichkeiten zu den EF-
hands von S100-bindenden-Proteinen aufweisen (Fallon et al. 2009; Sandilands et al.
2009). Dies lasst vermuten, dass Calcium eine wichtige regulierende Funktion in der
epidermalen Differenzierung spielt. Anzumerken sei hier, dass Calcium nur an
Profilaggrin bindet, nicht aber an Filaggrin-Einheiten (Markova et al. 1993), was am
ehesten aufgrund der oben beschriebenen Calcium-Bindestelle der A-Domane im N-
Terminus begriindet ist. In vitro wurde beobachtet, dass die Entfernung des Calciums
vom N-Terminus des Profilaggrins Konformationsédnderungen verursacht (Presland et
al. 1995). Womaglich ist eine Calcium-abh&ngige, bestimmte Konformation des
Profilaggrins notwendig, damit bestimmte Bindestellen im Protein zur Bindung
und/oder Spaltung fur zum Beispiel Proteasen zuganglich gemacht werden kénnen
(Sandilands et al. 2009). Die B-Domane konnte laut Ishida-Yamamoto et al. ein
»Zellkern-Lokalisations-Signal“ beinhalten; dies wurde geschlossen aus der
Beobachtung, dass der N-Terminus mittels Antikdrper in apoptotischen Zellkernen

nachgewiesen werden konnte.

Somit hat der N-Terminus mutmaBlich zwei wichtige Funktionen: er reguliert die
Prozessierung des Profilaggrins zum Filaggrin und ist am Zellkernabbau von
Keratinozyten beteiligt (Sandilands et al. 2009).

Die Funktion des C-Terminus ist bisher weniger erforscht. Der C-Terminus besteht aus
157 Aminoséuren und scheint auch fiir die Prozessierung des Profilaggrins zum
Filaggrin notwendig zu sein. Diese Vermutung basiert auf der Beobachtung, dass
mutierte Profilaggrin-Proteine, die keinen C-Terminus aufweisen, nicht in Filaggrin-

Monomere gespaltet werden konnen. (Sandilands et al. 2007)
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Abbildung 6 von Sandilands et al. zeigt, wie die Prozessierung vom Profilaggrin (griin)
im SG (ber die Zwischenstufe der Filaggrin-Monomere bis hin zur Prozessierung in die
natural moisturizing factors (=NMF) wahrscheinlich erfolgt. Im SG sind der
vollstandige Zellkern (=Nucleus) und die Keratohyalingranula, die das Profilaggrin
enthalten, zu sehen. Zudem liegt (noch) ein stabiles Zellskelett vor, das durch die
Keratin-Intermediarfilamente (=Keratin IFs) gekennzeichnet ist. Nach Prozessierung
des Profilaggrins in einzelne Filaggrin-Einheiten erfolgt zur Bildung des SC die
Kompaktierung des Zellskeletts: das Filaggrin wird mit den Keratin-
Intermediarfilamenten zu einem Aggregat; daher hat dieses Protein seinen Namen:
»fillament-aggregating protein®. Der Zellkern ist zwischenzeitlich in der Transit-Zone
vom SG zum SC abgebaut worden. Peptidylarginin-Deiminasen schaffen aus Arginin-
Resten Citrullin-Reste (sogenannte ,,Citrullinierung®). Anschlielend werden die
Filaggrin-Monomere durch die Caspase-14 (direkt oder indirekt) und vermutlich andere
bisher unbekannte Enzyme zu Filaggrin-Intermediar-Teilchen und letztlich zu NMF
abgebaut. Der Keratinozyt des SG ist nun zum kompaktierten zellkernlosen

Korneozyten mit Barriere-Funktion (s.0.) geworden. (Sandilands et al. 2009)

Der Vorgang der Prozessierung vom Profilaggrin zum Filaggrin-Monomer ist noch
nicht vollstandig erforscht. Bekannt ist, dass das Profilaggrin im SG in seiner inaktiven
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und unldslichen Form in den Keratohyalingranula gespeichert ist. Bei Anstieg des
intrazelluldren Calciums wird das Profilaggrin aus den Keratohyalingranula freigesetzt.
(Sandilands et al. 2009)

Anschliel3end erfolgen die Dephosphorylierung des Profilaggrins und Proteolysen durch
am ehesten mehrere verschiedene Proteasen bis Filaggrin-Monomere hervorgehen; der
N-Terminus und C-Terminus liegen ebenso frei vor. Der N-Terminus transloziert
anschlielend in den Zellkern, wo er sich in die A- und B-Domane aufteilt (Presland et
al. 1997). Der C-Terminus verbleibt wahrscheinlich zytosolisch, wobei, wie bereits
erwéhnt, unklar ist, in welchem Funktionsmechanismus er bei der Prozessierung des

Filaggrins involviert ist.

Die Filaggrin-Monomere werden nun fur die nachsten Zellvorgange im Rahmen der

epidermalen Differenzierung zum Aufbau des SC aufbereitet.

3.1.4 Filaggrin und seine Funktion

Das Filaggrin befindet sich nun in der Ubergangszone vom SG ins SC. Hier liegt es
gebunden an Keratin-Intermediarfilamente vor und sorgt so fur eine Kompaktierung der
Zelle. Die Zellgrofie wird kleiner. In diesem Stadium der Differenzierung findet die
Citrullinierung von mehreren Schlusselproteinen, darunter dem Filaggrin, statt. Dieser
Begriff beschreibt, dass die Aminosaure Arginin in die Aminosdure Citrullin
umgewandelt wird. (Tarcsa et al. 1996)

Der Katalysator flr diese Reaktion sind Peptidylarginin-Deiminasen (= PAD), wovon
die Isoformen PAD1 und PAD3 beide im SG und SC, analog zum Filaggrin, exprimiert
werden und nachweisbar sind. Aus diesem Grund wird vermutet, dass diese beiden
Isoformen an der Umwandlung der Arginine des Filaggrins in Citrulline mal3geblich
beteiligt sind. (Mechin et al. 2005)

Durch den Vorgang der Citrullinierung andert sich die Gesamtladung des Proteins
Filaggrin vom Positiven zum nahezu Neutralen. Dies hat einerseits zur Folge, dass
ionische Wechselwirkungen zwischen dem Filaggrin und dem Keratin gestort werden,
andererseits bewirken strukturelle Veranderungen eine Entfaltung des Proteins, sodass

es greifbarer fr Proteasen wird. (Ishida-Yamamoto et al. 2002)
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Folglich ist eine Aufspaltung des Proteins (durch bisher unbekannte Proteasen) bis zu
Filaggrin-Monomeren maglich. Es wurde von Denecker et al. beschrieben, dass das
»deiminierte Filaggrin-Monomer ein direkter Ligand fir die Spaltung durch die
Aspartat-spezifische Protease Caspase-14 ist*, was bedeutet, dass eine direkte Spaltung
eines so prozessierten Filaggrin-Monomers durch die Caspase-14 moglich ist.
Allerdings ist bisher nicht abschlieend gekléart, ob die Caspase-14 in vivo direkt
Filaggrin-Monomere spaltet, oder andere Endo- oder Exopeptidasen aktiviert, die die

Spaltung letztlich vollfiihren. (Denecker et al. 2008)

Erwahnenswert ist des Weiteren, dass in Caspase-14-Knock-Out Mausen die
Morphologie von Keratohyalin-Granula abnormal ist, die Prozessierung vom
Profilaggrin zum Filaggrin-Monomer aber intakt zu sein scheint (Denecker et al. 2007).
Dies lasst vermuten, dass die Caspase-14 und/oder eine davon abhangige Reaktionskette
Einfluss auf die Prozessierung der Keratohyalingranula nehmen, was méglicherweise
das Auftreten der intrazellularen Granula in obersten Epidermis-Schichten bei der
granuléren Parakeratose erklaren konnte. Immunhistochemisch wurde noch eine andere
Beobachtung gemacht: In Hautbiopsaten von Wildtyp-Mausen konnte Filaggrin
immunhistochemisch nur in den basalen Anteilen des SC nachgewiesen werden,
wahrend in Caspase-14-Knock-Out Mausen in allen SC-Schichten Filaggrin,
wahrscheinlich seine Monomere oder Monomerteile, nachgewiesen werden konnten.
(Denecker et al. 2007; Denecker et al. 2008)

Das Endprodukt von Filaggrin-Monomeren stellen hygroskopische freie Aminoséuren
und deren Derivate dar, die in erster Linie als NMF fungieren. NMF spielen eine
wichtige Rolle im SC; sie bewirken eine Hydratisierung der Haut und halten bei
aulerlich niedriger Luftfeuchtigkeit Wasser zuriick. Somit sind sie fiir den zellularen

Wasserhaushalt unabdingbar. (Rawlings und Harding 2004)

Zu den Derivaten von hygroskopischen Aminoséuren gehdren PCA (pyrrolidone
carboxylic acid) und UCA (trans-urocanic acid). Letzteres wird aus freiem Histidin

durch das Enzym Histidase generiert. (Suchi et al. 1993)

Da Filaggrin reich an Histidin ist, kdnnen viele UCA enzymatisiert werden. Durch den
Einfluss von UVB-Licht wird aus dem ,,Photorezeptor* trans-UCA das cis-UCA, was
eine immunsupprimierende Wirkung aufweist. UCA ist zudem in der Lage UVA-Licht
zu absorbieren. Dariuiber hinaus leisten PCA und UCA einen Beitrag zum leicht sauren
pH-Wert der Haut. (Walterscheid et al. 2006)
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Ein Mangel an dem Polypeptid Filaggrin kénnte also weitreichende Folgen auf die
Barrierefunktion der Epidermis haben, wenn oben genannte Funktionen nicht
(ausreichend) erfullt werden. Fallon et al. zeigten in ihrer Veroffentlichung, dass bei
Filaggrin-Null-Mutation-Mdausen ein hoher perkutaner Antigen-Transfer stattfinden
kann, da die Haut durch ihre gestorte Struktur tber das physiologische Mal hinaus
permeabel fur Antigene aus der Umwelt ist. Dies kann sowohl zu Irritationen als auch
zur Entwicklung von Sensibilisierungen und Allergien fiihren und wohl auch Mikroben
und chemischen Substanzen leichter perkutan in den menschlichen Organismus

eindringen lassen. (Fallon et al. 2009)

Zudem sind einzelne Hauterkrankungen mit Filaggrin-Stérungen vergesellschaftet; die
Haut von an atopischen Ekzem Erkrankten kann einen Filaggrin-Mangel durch eine
heterozygote Deletion im Filaggrin-Gen (O'Regan et al. 2009) aufweisen, bei der
Ichthyosis vulgaris kann eine homozygote Deletion vorliegen (Brown und McLean, W
H Irwin 2012).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Filaggrin an sehr vielféltigen Funktionen in der
Haut beteiligt ist: die Hydratation wird geregelt, eine chemische, physikalische und
immunologische Hautbarriere erzeugt, Schutz vor UV-Licht bewerkstelligt und letztlich
ein entsprechendes pH-Milieu hergestellt.

3.1.5 Bedeutung fur diese Arbeit

Bei Schnitten von Haut mit histologisch identifizierter granulérer Parakeratose zeigte
sich eine Verbreiterung des SC, also eine Hyperkeratose, sowie auch eine ,,Klumpen-
artige* Anféarbbarkeit im Zytoplasma (Granula) in der obersten Epidermis-Schicht im
Vergleich zur gesunden Normalhaut. Zudem persistierte der Zellkern bis zur
Hornschicht (,,Parakeratose*), wurde also im Rahmen der epidermalen
Zelldifferenzierung nicht abgebaut. Dies lasst darauf schlie3en, dass eine korrekte

Prozessierung des Filaggrins, sowie des Zellkerns nicht erfolgt ist.

Derartige Praparate wurden im Vorfeld im Rahmen der dermatopathologischen und

immunhistochemischen Diagnostik mit Filaggrin-Antikdrpern geférbt.

Proben mit diesem histologischen Merkmal wurden in die weiteren Antikorper-

Farbungen eingeschlossen um sich der moglichen Pathogenese anzunahern.
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3.2  Caspase-14

3.2.1 Definition von Caspasen

Caspasen sind definiert als Cystein abhangige, Aspartat-spezifische Proteasen. Das
bedeutet, dass sie ein Cystein im aktiven Zentrum enthalten und Proteine spezifisch
hinter Aspartat-Resten schneiden. Diese Proteine sind maRgeblich an der Apoptose und
entziindlichem Geschehen beteiligt und die Hauptmediatoren der apoptotischen
Kaskade. (Rassow J., Hauser K., Netzker R., Deutzmann R. 2008, S. 518-519)

3.2.2 Sonderform Caspase-14
Die Caspase-14 ist ,,herkommlichen* Caspasen vom strukturellen Aufbau her dhnlich,

unterscheidet sich aber in einigen Merkmalen deutlich von ihnen.

In menschlicher Epidermis kann die Caspase-14 zwischen Isoleucin152 und Lysin 153
»geschnitten” werden, nicht jedoch nach Aspartat-Resten. Zudem ist die Caspase-14,
soweit bisher bekannt, nicht Teil einer Caspasen-Kaskade, wie es etwa andere
Caspasen, zum Beispiel bei der Apoptose sind. (Chien et al. 2002)

Ein weiterer Unterschied zu den ubiquitdr vorkommenden Caspasen ist folgender: Wie
Chien et al. berichtet, wird die Caspase-14 in vivo nicht durch eine andere Caspase
aktiviert. Es ist allerdings unklar, ob die oben genannte potentielle Schnittstelle zur
Aktivierung (durch einen bisher unbekannten Aktivator) der Caspase-14 bendtigt wird,
oder die Aktivierung auf einem anderen Wege stattfindet. Moglicherweise aktiviert sich
die Caspase-14 selbst, wobei die Untersuchungsergebnisse von Eckhart et al. eine
Aktivierung durch externe, an der epidermalen Differenzierung beteiligte Faktoren
nahelegen. (Chien et al. 2002; Eckhart et al. 2000)

3.2.3 Caspasen-Aufbau
Alle Caspasen liegen in gesunden Zellen standig in Form von inaktiven Vorstufen, den
Pro-Caspasen vor. Sie bestehen aus einer N-terminalen Prodomane, einer groRen (p20-)
und einer kleinen (p10-) Untereinheit, und werden im Verlauf der Apoptose
kaskadenartig durch proteolytische Schnitte aktiviert. Dabei werden die grof3e und die
kleine Untereinheit freigesetzt. Diese lagern sich mit einer weiteren grofRen und kleinen
Untereinheit zu einem Heterotetramer, der aktiven Caspase zusammen. (Rassow J.,
Hauser K., Netzker R., Deutzmann R. 2008)
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Auch die aktive Caspase-14 entsteht aus einem Heterotetramer zweier p10- und p20-
Einheiten. Hierbei ist aber unbekannt, wie die Prozessierung initiiert wird (Eckhart und
Tschachler 2011).

Stratum granulosum Stratum corneum

- . - .-

»> | > ->

|
EEEEENN |

Profilaggrin Filaggrin Amino acids

Procaspase-14  Mature Active
caspase-14 caspase-14

Abbildung 7 Zusammenspiel von Pro-Filaggrin und Procaspase-14 (Eckhart und Tschachler 2011)

Abbildung 7 zeigt das Vorkommen und die Prozessierung des (Pro-) Filaggrins, sowie
der (Pro-) Caspase-14 im Verlauf vom SG bis zum SC. Die Procaspase-14 ist aus einer
kleinen (gelb) und einer grof3en (rot) Untereinheit, sowie der oben genannten N-
terminalen Prodomane zusammengesetzt. Durch Prozessierung und Dimerisierung
entsteht die aktive Caspase-14, die aus jeweils 2 groRen und 2 kleinen Untereinheiten
besteht; in dieser Form ist die Caspase-14 funktionsfahig. Dieser VVorgang geschieht
laut Eckhart und Tschachler am Ubergang vom SG zum SC. Das Bild zeigt auch,
welchen Prozess das Filaggrin in diesen Epidermis-Schichten durchmacht: bis zum SG
liegt es als Profilaggrin vor. Hier erfolgt die Degradierung in Filaggrin-Monomere und
wird mutmalilich durch Caspase-14, aber auch andere unbekannte Enzyme weiter in
Aminoséuren prozessiert, die im SC die Funktion der NMF (ibernehmen und somit die
Feuchtigkeit der Epidermis gewahrleisten. (Eckhart und Tschachler 2011)
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3.2.4 Expression von Caspase-14

Die Caspase-14 ist nicht ubiquitér vorhanden, sondern kommt fast ausschliellich in
verhornenden Epithelien, wie der Haut, den Haarfollikeln und Talgdriisen vor.
AuRerhalb der Epidermis kann man sie zudem in Gehirngewebe und dem Thymus
nachweisen. (Eckhart und Tschachler 2011)

Anzumerken sei, dass sie in nicht-verhornenden Keratinozyten der SchweiRdriise oder
des Mundepithels nicht vorkommt (Alibardi et al. 2005).

Die Zellkompartimente, in denen Caspase-14 vorkommt sind im SG die
Keratohyalingranula, an den Desmosomen, sowie in Assoziation zum Zellkern. Im SC
hingegen kommt dieses Enzym zytoplasmatisch, an Corneodesmosomen, als auch an

Zellkernfragmenten gebunden vor. (Denecker et al. 2008)

Die von Eckhart et al. durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Starke der
Caspase-14-Expression abhangig von der Epidermisschicht ist: ab der ersten
suprabasalen Epidermisschicht steigt der Gehalt von Caspase-14 bis zum SG an, wo es
physiologisch am starksten exprimiert wird. Im SC wird ebenfalls ein positiver
Nachweis beobachtet, der quantitativ schwécher als im SC ist. (Eckhart et al. 2000)
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Abbildung 8 Caspase-14 Expression (Denecker et al. 2008)
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Die Abbildung 8 aus Denecker et al. 2008 zeigt in der linken Bildhalfte die Expression
der Caspase-14 in der Epidermis: im Stratum basale (SB) keine, ab dem SS
zunehmende Expression der Pro-Caspase-14 bis nach apikal als aktive Caspase-14. (Die
Rotnuancen stehen dafr, wie stark die Expression der Caspase-14 in der
entsprechenden Schicht ist. Anmerkung: die Abbildung erweckt den Eindruck, dass im
SC quantitativ am meisten Caspase-14 vorliegt; Eckhart et al. konnten zeigen, dass das
hochste Vorkommen im SG vorliegt und ein Abfall zum SC erfolgt. Rechts im Bild
(zeitlich ab dem Ubergang vom SG zum SC) sieht man den Abbau von Profilaggrin
uber Filaggrin in seine kleinsten Bestandteile, die NMF. Das Profilaggrin ist zu Beginn
in Keratohyalingranula kompakt organisiert dargestellt. AnschlieBend erfolgt eine
Dephosphorylierung, sodass Proteasen wirken kdnnen und das Profilaggrin in Filaggrin-
Monomere spalten. Diese binden durch Transglutaminasen (TG) an
Keratinintermediarfilamente (KIF). AnschlieRend erfolgt die Deimination (siehe oben)
der Filaggrin-Monomere, wahrscheinlich um Bindungen zu lésen. Daraufhin kénnen

Proteasen die Filaggrin-Monomere in Fragmente spalten. (Denecker et al. 2008)

Was die folgenden Schritte angeht, bietet Denecker et al. mehrere Mdglichkeiten an; es

kdnnte sein, dass

(1) die Caspase-14 die Filaggrin-Fragmente spaltet und dafiir aufbereitet, dass andere
Proteasen die weiteren Spaltungsschritte in Aminosauren/NMF fortfuhren.

Madglicherweise jedoch

(2), aktiviert Caspase-14 direkt oder indirekt (durch Inaktivierung eines Inhibitors)

Proteasen, die die weiteren Schritte vollfiihren.

Es wurde angenommen, dass Caspase-14 maligeblich am Zellkern-Abbau wahrend des
Verhornungsprozesses beteiligt sei, allerdings ist dies bisher unklar. Laut Denecker et
al. zeigte sich bei Caspase-14-Knock-Out M&usen keine Stérung des Zellkern-Abbaus,
wohingegen laut Hoste et al. Caspase-14-Knock-Out M&use anfélliger fiir die
Ausbildung von Parakeratosen waren, was daftr sprechen konnte, dass Caspase-14

einen Einfluss auf den Zellkern-Abbau habe.
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3.2.5 Funktion von Caspase-14
Die Funktion der Caspase-14 ist noch nicht hinreichend geklart. In der Literatur gibt es
Hinweise, dass diese Protease an der Prozessierung von Filaggrin maRgeblich beteiligt

ist, sowie am Abbau des Zellkerns und der DNA.

Denecker et al. untersuchten in Caspase-14-Knock-Out-, sowie Wildtyp-Mausen
Unterschiede in der Epidermis hinsichtlich der Filaggrin-Degradierung. Es konnte
festgestellt werden, dass die Caspase-14 Filaggrin-Fragmente direkt spalten konnte,
maoglicherweise vorbereitend fiir die vollstandige Aufarbeitung durch andere bisher
unbekannte Proteasen, sowie, dass in Abwesenheit von Caspase-14 eine Akkumulation

von Filaggrin-Fragmenten im SC vorlag.

Das Profilaggrin wird somit physiologisch durch andere proteolytische Enzyme zu
einem gewissen Grad prozessiert, aber erreicht bei Mangel von Caspase-14 nicht den
vollstandigen Abbau in NMF und die NMF-Komponenten. Daher zeigten die Caspase-
14-Knock-Out Mduse im Vergleich zu den Kontroll-M&usen des Wildtyps einen nahezu
drei Mal niedrigeren Gehalt an NMF und ein deutlich gemindertes Vorkommen von
UCA und PCA im SC. (Hoste et al. 2011)

Erwahnenswert ist, dass abgesehen von der Degradierung des Filaggrins zur Herstellung
von hygroskopischen Aminoséuren und NMF im SC, auch andere bisher nicht bekannte
Prozesse zu einem quantitativ niedrigeren Auftreten von NMF fiihren kdnnen (Kezic et
al. 2012).

Diese Untersuchungen lassen darauf schlieRen, dass die Caspase-14 in einem gewissen
Stadium der Filaggrin-Degradierung mafl3geblich beteiligt ist und ein Mangel zu
negativen Folgen fiir die Barriere-Funktion und den Feuchtigkeitsgehalt des SC fiihrt,
nachdem durch bisher unbekannte alternative Wege nur unzureichende Mengen an
NMF hergestellt werden kdnnen.

Hoste et al. untersuchten ebenfalls in Caspase-14-Knock-Out-Mausen das SC unter
repetitiver topischer Anwendung von Aceton, das als chemischer Stérfaktor der
epidermalen Barriere diente, sowie nach mechanischer Verletzung der Epidermis durch
Abreillen eines zuvor angebrachten Klebestreifens. Es zeigte sich im Aceton-Versuch,
dass diese Méuse im Vergleich zum Wildtyp einen signifikanten Anstieg

parakeratotischer Haut zeigten. Im zweiten Versuch konnte festgestellt werden, dass die
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Haut der Caspase-14-Knock-Out-Mé&use eine hochgradig gestorte Korneozyten-

Differenzierung aufwies. (Hoste et al. 2013)

Parakeratose ist definiert als unvollstandige VVerhornung der Haut mit Persistenz von
Zellkernen und Desoxyribonukleinsaure (DNA) im SC (Altmeyer). Es lasst nach oben
genannten Versuchen an Caspase-14-Knock-Out-Mausen vermuten, dass die Caspase-
14 maglicherweise am Abbau des Zellkerns und der DNA beteiligt sein konnte.
Anzumerken ist, dass diese Beobachtung streng genommen nur fr entziindete Haut gilt,
da sowohl das Aceton, als auch die mechanische Irritation fir eine
Inflammationsreaktion sorgten. Allerdings ist die menschliche Haut durchgehend
aulleren Einflissen ausgesetzt, sodass die vermutete Funktion der Caspase-14 in nicht-
strapazierter Haut womaoglich dieselbe ist, jedoch in geringerem Ausmal ausgeprégt

sein kdnnte.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Caspase-14 wahrscheinlich eine wichtige Rolle
im Zyklus der Korneozyten-Differenzierung spielt hinsichtlich der Ausbildung eines
physiologischen SC mit regelrechtem Zellkernabbau und Kompaktierung der Zellen,
sowie im Zusammenspiel mit Filaggrin notwendig fur die Herstellung eines

hydratisierten Milieus ist und bei der Herstellung von NMF mitwirkt.

3.3  Voltage-gated calcium channel

3.3.1 Definition

Der Voltage-gated calcium channel (VGCC) ist - ins Deutsche ibersetzt — ein
spannungs-abhingiger Calcium-Kanal. Diese Art von Kanélen reagiert auf Anderungen
im Membran-Potential einer Zelle und kann so durch Offnung oder SchlieRen den
intrazelluldren Calcium-Gehalt steuern. Die Menge von Calcium-lonen in einer Zelle
reguliert wiederum weitere physiologische intrazelluldre Prozesse, sodass der VGCC
eine wichtige Rolle fiir eine korrekte Funktion nachgeschalteter VVorgange spielen
konnte. (Denda et al. 2006)

Spannungs-abhéngige Calcium-Kandle lassen sich in Abhéngigkeit ihrer Art in
unterschiedlichen Zellarten finden; darunter in Nervenzellen, (Herz-)Muskelzellen,
sowie Keratinozyten, wo sie unterschiedliche Funktionen erfiillen (Catterall 2011).

In Nervenzellen bewirken sie eine synaptische Reizweiterleitung, in Muskelzellen die
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Kontraktion (Catterall 2011) und in Keratinozyten sind sie wahrscheinlich nicht

unerheblich an der Homoostase der Hautbarriere beteiligt (Denda et al. 2006).

Jede VGCC-exprimierende Zellart besitzt eine bestimmte Unterform des Kanals, die
durch die sogenannten ,,subunits*, also Untereinheiten, bestimmt wird, sodass der
VGCC einer Muskelzelle nicht der eines Keratinozyten gleicht (Striessnig 2016). Somit
konnen ein Fehlen, eine Mutation oder Fehlfunktion dieses Kanals weitreichende
Folgen fur die entsprechenden Zellfunktionen haben und je nach Subtyp
organspezifische Krankheiten entstehen.

3.3.2 Aufbau

Ein spannungs-abhéngiger Calcium-Kanal besteht aus 5 Bau-Elementen. Die al1-
Untereinheit bildet den eigentlichen Kanal, der den Extra- mit dem Intrazellular-Raum
verbindet. Mittels einer Disulfid-Briicke ist daran ein Glykoprotein, bestehend aus dem
Dimer der a2-Untereinheit und 6-Untereinheit gebunden. Ebenfalls mit der zentralen
al-Untereinheit verbunden sind die intrazelluldre B-Untereinheit, sowie die
transmembrandse y-Untereinheit. Zusammen bilden sie den VGCC (siehe Abbildung 9).
(Takahashi et al. 1987; Catterall 2011)

Abhangig von der a1-Untereinheit, lassen sich verschiedene Typen dieses Kanals
unterscheiden: L-Typ-, N-Typ-, P/Q-Typ-, R- und T-Typ-VGCC (Catterall 2011).

Dies fuhrt zu Unterschieden in der Kanal-Funktion; zum Beispiel werden Kanéle vom
L-Typ durch eine Membrandepolarisation aktiviert. Namensgebend war folgende
Beobachtung: bis es zur Inaktivierung kommt, bedarf es im Vergleich zu anderen
Kanilen mehr Zeit, weswegen man ihn ,,long-lasting®, somit als L-Typ-Kanal

bezeichnet. (Tsien et al. 1988)

Physiologische Funktionen von L-Typ-Kandlen sind u.a. die Kontraktion von Skelett-
Muskeln, endokrine Sekretion, Regulation der Transkription, visuelle, sowie akustische
Reizweiterleitung. Die genaue Funktion dieses Kanals in der Epidermis ist bisher nicht
weitreichend erforscht. (Catterall 2011)
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Abbildung 9 VGCC schematisch dargestellt (Takahashi et al. 1987)

Der in Abbildung 9 dargestellte Teil einer Zelle zeigt einen sich in der Zellwand
befindenden VGCC. Man erkennt die 5 Teile des Calcium-Kanals, farblich
hervorgehoben (hellgriin=a1-Untereinheit, rot= a2-Untereinheit, braun=3-Untereinheit,
blau=B-Untereinheit, dunkelgriin=y-Untereinheit). Durch Offnung des Kanals kommt es
zu einem Calcium-Influx. Der erhohte intrazellulare Calcium-Gehalt kann — je nach
Zellart — verschiedene Effekte haben; es kann eine Kontraktion provoziert werden,
Enzymmodifikationen vorgenommen werden, die unter Umstanden auch auf die
Transkription Einfluss nehmen kénnen, oder eine Sekretion (zum Beispiel von

Hormonen) in die Wege geleitet werden. (Catterall 2011)

Anzumerken sei, dass die mogliche Funktion in der Epidermis hier nicht dargestellt

wurde.

3.3.3 Expression

In der Literatur wurde die Existenz des VGCC in epidermalen Keratinozyten
nachgewiesen (Denda et al. 2006; Ovaere et al. 2009). Denda et al. untersuchten hierzu
an menschlicher Haut immunhistochemisch das a1C-Subunit, den Teil des VGCC, der
die Kanalfunktion enthalt und berichten von einer Expression vom SB bis zum SC, mit

einem Peak im SG.
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3.3.4 Funktion

Calcium gilt zellphysiologisch als zentraler Signal-Transmitter in allen Zellen des
Kdrpers. In Neuronen, aber auch in nicht erregbaren Zellen herrscht stets ein Calcium-
Fluss zwischen den intra- und extrazellularen Kompartimenten. Es hat Einfluss auf
intra-, sowie extrazelluldre Strukturen, die durch Bindung des Calciums reguliert
werden; zu diesen Calcium-abhéngigen Zell-Organellen zahlen unter anderem Kanale,
lonen-Pumpen, Rezeptoren und Bindeproteine. (Mascia et al. 2012)

Die intakte Haut weist einen Gradienten auf, was den Calcium-Gehalt in den einzelnen
Schichten der Epidermis angeht. Der Calcium-Gehalt in der basalen und den
spinozelluldren Schichten ist niedrig, steigt im Stratum granulosum an und erreicht
seinen hochsten Wert in den dufRersten Schichten des Stratum granulosum. Im Stratum
corneum fallt der Gehalt an Calcium steil ab. (Menon et al. 1985)

Er spielt wahrscheinlich eine maligebliche Rolle fiir die Homoostase der Permeabilitats-
Barriere der Haut, sowie die epidermale Differenzierung.

In Studien (Elias et al. 2002a) konnte nachgewiesen werden, dass bei exogen
hinzugefigten Schadigungen der Hautbarriere oben genannter Calcium-Gradient nicht
aufrechterhalten wird. In Abhangigkeit von der Art der Hautbarriere-Stérung (zum
Beispiel Storung der Lipidsynthese durch topisches Lovastatin) wird der Calcium-
Gradient zeitlich parallel zur Wiederherstellung der Hautbarriere wiederaufgebaut. Dies
legt nahe, dass eine gesunde Hautbarriere physiologisch mit oben genannten
bestimmten Calcium-Gradienten einhergeht. Zudem zeigen die Ergebnisse von
Versuchen, die eine Hautbarriere-Stérung provozieren auch, dass bestimmte duf3ere
Einflusse einen raschen Wiederaufbau des regelrechten Calcium-Gradienten
veranlassen konnen; beispielsweise, wenn die gestorte Hautbarriere mit einem
Wasserdampf-durchléassigen Stoff wie Gore-Tex bedeckt wurde. Wohingegen eine
Okklusion mit einem Wasserdampf-undurchléssigen Stoff wie Latex eine verzdgerte

Wiederherstellung des Calcium-Gradienten ergab. (Elias et al. 2002b)

Denda et al. machten zudem eine weitere interessante Beobachtung indem nach einer
vorausgegangenen induzierten Stérung der Hautbarriere mittels Aufklebens und
Abreillen eines Tesafilms, héaufig als ,,Tape-Stripping* benannt, ein Calcium-
Kanalblocker wie Verapamil appliziert wurde; der Antagonist am Kanal erreichte, dass

es zu einem schnelleren Wiederaufbau der Hautbarriere kam. Ebenso wurde ein VGCC-
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,,Opener*, also ein Agonist am Kanal, angewandt und zeigte eine verzdgerte Reparatur
der Hautbarriere. (Denda et al. 2006)

Dies beweist nicht nur die Existenz des VGCC, sondern offenbart vielmehr auch seinen
Stellenwert innerhalb der Epidermis.

Als weitere Eigenschaft des VGCC wird von Denda et al. zudem die Reaktion auf
elektrische Ladungen diskutiert. Lee et al. applizierten topisch eine Losung mit
Kaliumchlorid auf eine vorher geschédigte Hautbarriere. Es resultierte ein verzdgerter
Wiederaufbau dieser. Dies konnte darauf hindeuten, dass ein Anstieg von
extrazellularem Kalium durch Depolarisation den VGCC 6ffnet. Ubertragen auf das
oben genannte Experiment kdnnte dies bedeuten, dass durch eine mechanische Reizung
mittels Tape-Stripping eine Zellschadigung mit Extravasation von Kalium entsteht, die
eine Depolarisation (und damit Offnung des VGCC) verursacht. Anzumerken sei hier,
dass Kalium ebenfalls einen Gradienten in der Epidermis hat; die Konzentration von
Kalium ist im SG niedriger als in anderen Epidermisschichten. Nach dem Tape-
Stripping wurde der Kaliumgradient aus dem Gleichgewicht gebracht, sodass relativ

gesehen, nun mehr Kalium im SG nachweisbar war. (Lee et al. 1992)

In diesem komplexen Zusammenspiel scheinen Elektrolyte VVorgange auszuldsen, die
eminent wichtig flr einen geregelten Wiederaufbau der epidermalen Zellphysiologie
sein konnten (Elias et al. 2002a).

Eine angeborene Mutation des VGCC in der Haut ist im Ubrigen bisher nicht bekannt.
Eine ,,erworbene’ Dysfunktion kann jedoch diskutiert werden, nachdem die Verteilung
von Calcium mit dem Alter abweicht und nicht mehr der Norm entspricht (Forslind et

al. 1999).

Ovaere et al. stellten ein hypothetisches Modell (siehe Abbildung 10) vor, das eine
Signalkaskade zeigt, die zur Bildung der epidermalen Barrierefunktion fiihren kann. In
diesem Prozess hat der VGCC eine sehr wichtige Aufgabe: er initiiert die Profilaggrin-
Prozessierung und damit notwendige Schritte zur Herstellung einer adéquaten

Hautbarriere.
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Abbildung 10  ENaC-VGCC-Signalkaskade (Ovaere et al. 2009)

Im Detail kdnnte die Signalkaskade (Abbildung 10) in folgender Weise ablaufen: (a)
beim Transport zum trans-Golgi-Netzwerk aktiviert sich Furin (ein spaltendes Enzym)
selbst und fuhrt voraktivierende Veranderungen am epithelialen Natrium-Kanal (ENaC)
durch. (b) Der ENaC gelangt in die Zellmembran. (c) Zwischenzeitlich hat HAI-1
(hepatocyte growth factor activator inhibtor; ein sehr effektiver Inhibitor der vorzeitigen
Matriptase-Aktivierung) an Matriptase gebunden. Sobald Matriptase in der
zytoplasmatischen Membran verankert ist, kann sie ungeachtet der vorherigen Inhibition
(d) sich selbst und (e) Prostasin (ein Enzym) aktivieren. (f) Das aktivierte Prostasin
spaltet extrazelluldre Proteine (,,loops®) der y-Untereinheit von ENaC und aktiviert den
Natrium-Kanal damit. (g) Ein Natrium-Influx folgt, der eine Depolarisation der
Membran verursacht und damit den VGCC aktiviert, sodass sich der Calcium-Einstrom
nach intrazellulér erhoht. (h) Die erhohte Calcium-Konzentration aktiviert wiederum

Calcium-abhéngige Proteasen (i), die Profilaggrin in Filaggrin-Monomere spalten. (j)
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Im SC werden die Filaggrin-Monomere weiter von bisher unbekannten Proteasen (k) zu
Filaggrin-Monomer-Teilchen gespalten, die von der Caspase-14 weiterbearbeitet
werden. (1) Letztlich kommt es zur Herstellung hygroskopischer Aminoséuren, freier
Aminosauren und NMF. (Ovaere et al. 2009)

In diesem hypothetischen Modell kommt dem VGCC eine Schlisselfunktion zu. Der
dadurch entstehende Calcium-Influx ist notwendig um Calcium-abhangige Proteasen zu
aktivieren, die das Profilaggrin spalten koénnen und im Folgendem anderen Enzymen
zuganglich machen zu koénnen. Es ist bisher nicht gekléart, ob dieses Modell wirklich
vorliegt und ob es alternative Moglichkeiten der Zelle gibt, den Calcium-Gehalt

intrazelluldr zu erhdhen um diesen Prozess zu initiieren.

Der Stellenwert dieses Kanals ist zwar bisher nicht geklart. Ein Mangel an
intrazelluldarem Calcium konnte diese Signalkaskade jedoch behindern: das Profilaggrin
konnte nicht weiter prozessiert werden, sodass ein Grofteil der epidermalen
Differenzierung zum Stocken kdme: (Pro-) Filaggrin kénnte also in seiner
urspriinglichen Form bis zum SC nachweisbar sein, NMF und andere hydratisierende
Aminosdauren in der obersten Epidermis wiirden fehlen und falls die Annahme stimmt,
dass ein Bestandteil des Profilaggrins eine Kernlokalisierungssequenz hat und damit am
Zellkernabbau beteiligt ist, kdnnte dies zu einem Verbleib des Nukleus, also
histologisch zu einer Parakeratose fuhren. Letztlich konnten Stérungen dieses

hypothetischen Modells zu einem Bild der granuléren Parakeratose flhren.

3.4  Desmocollin-1

3.4.1 Definition

Das Desmocollin-1 (DSC1) ist ein Calcium-abhangiges Glykoprotein und gehért zu der
Untergruppe der Desmocolline, zu denen auch die Desmocolline 2 (DSC2) und 3
(DSC3) gehoren. Desmocolline werden aufgrund ihrer Eigenschaften zu den
sogenannten (desmosomalen) Cadherinen gezahlt. (DSC1 desmocollin 1 [ Homo
sapiens (human) ] 2024)

Unter Cadherinen versteht man transmembrane Glykoproteine, die von Calcium-lonen
abhéngig sind (,,Calcium adhering*). Diese Glykoproteine sind Adhdsionsproteine, da
sie, wie der Name schon andeutet, eine Adhérenz zwischen zwei Zellen bewirken. In

der Haut kommen solche Adhé&sionsproteine in den Desmosomen vor, die Zell-Zell-
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Verbindungen herstellen um in der Epidermis eine mechanische Stabilitat zu
gewaéhrleisten. (DSC1 desmocollin 1 [ Homo sapiens (human) ] 2024; Chidgey et al.
2001; Brandner et al. 2010)

3.4.2 Expression

Die Expression von DSC1 kann in allen zellkernhaltigen Zellen des verhornten Epithels
der Epidermis ab der 1. Schicht der suprabasalen Zellen nachgewiesen werden. Jedoch
scheint es, dass an Stellen mit tieferen Reteleisten in den ersten 5-10 Zellschichten kein
DSC1 vorkommt. (North et al. 1996)

Interessanterweise konnten Donetti et al. zeigen, dass es sowohl auf morphologischer,
als auch molekularer Ebene in nicht-verhornender Mundschleimhaut zu keiner
Expression von DSC1 kommt. Daraus resultiert eine unterschiedliche
Zusammensetzung der Desmosomen beim Menschen: die Desmosomen der Epidermis
des Kdorpers gleichen nicht denen der Mundschleimhaut. Diese Gegebenheit kdnnte
durch die unterschiedlichen Anforderungen an die Umwelteinfliisse erklért werden:
wahrend sich die Epidermis in einem trockenen Umfeld mit wechselnder Feuchtigkeit
und schwankenden Temperaturen befindet, wird die Mundschleimhaut durchgehend
maximaler Feuchtigkeit, einer konstanten Temperatur und regelmafiig Scherbelastungen
ausgesetzt. Im Hinblick auf die hohe mechanische Belastung enoral ist ein rascher
epidermaler Differenzierungszyklus zur Erneuerung des Epithels unabdingbar. Da das
DSC1 ein starker Bestandteil fur die Zell-Zell-Adhdsion ist, konnte das Fehlen in der
verhornten Mukosa so verstanden werden, dass durch die schwécheren interzellularen

Bindungen ein rascherer Turn-Over stattfinden kann. (Donetti et al. 2005)

Obwohl epidermal Desmosomen bis ins SC gesehen werden kdnnen, sinkt die
Immunreaktivitat des DSC1 rasch und abrupt, sobald die epidermale Differenzierung in
Korneozyten erfolgt ist. In gesundem SC kdnnen nur noch Fragmente des DSC1
sichtbar gemacht werden. (North et al. 1996; Arnemann et al. 1993)

3.4.3  Funktion

In der Epidermis kommen an Zell-Zell-Verbindungen mehrere Adhdsions-Proteine vor,

sodass sich die Funktion eines einzelnen dieser Proteine nicht ohne Weiteres ableiten

lasst. Zu diesem Zweck wird zum Beispiel bei M&dusen ein sogenanntes ,,Knock-Out*
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des kodierenden Gens hervorgerufen um die Folgen des Mangels an diesem Protein zu
beobachten. Chidgey et al. prasentieren in ihrem Artikel die Folgen einer DSC1-
Defizienz bei Mé&usen und versuchen anhand dessen die méglichen Funktionen dieses
Proteins abzuleiten. Histologisch zeigte sich bei diesen Méausen neonatal eine verdickte
Epidermis im Vergleich zu gesunden Geschwistern. In der ,,normalen* Epidermis der
gesunden Vergleichstiere sah man 2 bis 3 Zelllagen unter der verhornten Zellschicht,
bei den DSC1-Nullmutierten bis zu 3 zusatzliche Lagen und dies an der Haut des
gesamten Kdorpers. Am 2. Lebenstag betraf die Verdickung der Epidermis hauptséchlich
das SS, man konnte jedoch auch lokalisiert Hyperkeratosen und Parakeratosen sehen.
Um die Verdickung der Epidermis besser einordnen zu kdénnen, wurde eine
immunhistochemische Farbung mit Ki67, einem Proliferationsmarker, durchgefihrt. In
den gesunden Mausen wurden lediglich wenige proliferierende Zellen im SB gefunden,
wahrend bei den DSC1-Nullmutierten eine erhohte Mitoserate, vor allem in
suprabasalen Schichten auftrat. Friihe epidermale Differenzierungsmarker, wie
Involucrin, und der spéte Differenzierungsmarker Filaggrin zeigten sich bei beiden
Mause-Gruppen normal. Die Keratine 6 und 16, Hyperproliferationsmarker, die bei der
Wundheilung eine maligebliche Rolle spielen, zeigten sich jedoch stark hochreguliert
und konnten in der gesamten Epidermis der DSC1-Nullmutierten nachgewiesen werden.
(Chidgey et al. 2001)

Eine weitere histologische Auffalligkeit bei den DSC1-defizienten Mdusen waren
,,Risse“ in der Epidermis, genauer beschrieben als Akantholysen. Diese Defekte wurden
innerhalb des SG, zwischen SG und SS, und zwischen SG und SC gesehen. Bei der
Probenentnahme der 2 Tage alten M&use zeigte sich diese Fragilitat der Epidermis auch
klinisch. Diese Umstande untersuchten Chidgey et al. weitgehender; in den
Desmosomen — vor allem im SS und SG, wo die Expression des DSC1 am hdchsten ist -
wurden keine strukturellen Abweichungen von den Desmosomen in gesunder Haut
gesehen, auch die Anzahl war normwertig. Die oben genannten. Akantholysen lielen
sich elektronenmikroskopisch nicht durch Zelllyse oder Desmosomenmangel erklaren.
Vermutet wird daher eine funktionell geschwéchte Zell-Zell-Adhé&sion. (Chidgey et al.
2001)

Des Weiteren wurde getestet, inwiefern ein DSC1-Mangel eine Auswirkung auf die
Hautbarriere haben kdnnte. Es zeigte sich, dass die Permeabilitét fir Wasser 1,6 Mal
erhéht war und die fir Mannitol doppelt so hoch war, als bei den Madusen mit gesunder

Haut. Auch der transepidermale Wasserverlust (TEWL.: transepidermal water loss)
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wurde hierbei gemessen und war bei den DSC1-defizienten Méusen ungefahr 1,2 so
hoch wie bei den Wildtyp-Ma&usen. (Chidgey et al. 2001)

Zusammenfassend lasst sich aus den Untersuchungen von Chidgey et al. schlieRen, dass
aus einem DSC1-Mangel eine geschwachte interzellulare Adhérenz, eine damit
verbundene Akantholyse, sowie epidermale Fragilitat resultieren, zudem eine
epidermale Hyperproliferation mit Verdickung der Haut mit lokalisierten Hyper- und

Parakeratosen als Ausdruck einer gestorten Differenzierung zu beobachten sind.

3.5  Corneodesmosin

3.5.1 Definition

Das humane Corneodesmosin (CDSN) ist ein basisches Glykoprotein, das in
verhornenden Epithelien und der inneren Haarwurzelscheide vorkommt. Es hat eine
GroRe von 52 bis 56 kDa und enthélt hohe Anteile Serin und Glycin. (Steinert et al.
1991; Serre et al. 1991)

3.5.2 Aufbau

Die Hypothese von Steinert et al. (iber die Besonderheit des strukturellen Aufbaus
dieses Proteins besagt, dass der Reichtum an Glycin sogenannte ,,Glycin-Schleifen*
entstehen lassen konnte. Diese Formationen kénnten dazu dienen, adhasive
Eigenschaften darzustellen oder zu verstarken. Bemerkenswerterweise sind auch
Filaggrin, Loricin, sowie beide Enden von Intermedidrfilamenten von einer dhnlichen
Primarstruktur, besitzen also ebenfalls viel Serin und Glycin zur Formung solcher
,Glycin-Schleifen®, die untereinander verzahnt wie ein Klettverschluss fungieren
konnten. (Steinert et al. 1991)

In Untersuchungen wurden in Intermediérfilament-Genen Mutationen der Glycin-
Schleifen generiert und es konnte gezeigt werden, dass dies zu Hauterkrankungen ftihrte
(Terrinoni et al. 2000; Sprecher et al. 2001).

3.5.3 Expression

In der Epidermis l&sst sich CDSN in hoheren Lagen des SS und im SG intrazelluldr in

Sekretionsvesikeln, den lamellar bodies (LB), nachweisen. Untersuchungen von Allen
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et al. zeigten, dass das Maximum an CDSN-Epitopen in gesunder Haut in 2
Zellschichten des oberen SG nachweisbar ist. Im Verlauf des Weiteren epidermalen
Differenzierungsprozesses findet man das CDSN am Ubergang vom SG zum SC
interzelluldr, wo es die Desmosomen zu Corneodesmosomen modifiziert. (Allen et al.
2001)

Ab dem unteren SC lasst es sich zunehmend nicht mehr nachweisen. Die Grole des
CDSN betragt anfangs im SG 52 bis 56 kDa, im SC scheint bereits ein Abbauprozess
stattgefunden zu haben, sodass dort kleinere Molekdile einer Grélze von 30 bis 45 kDa

gemessen werden kénnen. (Simon et al. 1997)

In der Epidermis ist das CDSN kovalent in der cornified envelope, also der verhornten

Schutzmembran der Epidermis gebunden (Serre et al. 1991; Simon et al. 1997).

3.5.4 Funktion

Das CDSN entfaltet nach Sekretion aus den LB am Ubergang vom SG zum SC seine
Wirkung. Es lagert sich an das Desmoglea (in den Interzellularspalt ragende DSC1 und
Desmoglein-1-Teile) der Desmosomen an und sorgt fur mehr Stabilitat. Diese Art von
Zellverbindung im SC wird nun Corneodesmosom genannt. Die Abbildung 11 zeigt
Zell-Zellverbindungen im SG (mintgriin) und SC (grau). Im SG bestehen diese aus
Desmoglein-1 (DSG1) (grin) und DSC1 (blau), im SC werden sie durch Anlagerung
von CDSN (pink) zur Corneodesmosomen. Parallel zu diesem Prozess entwickelt sich
die Zellwand des Keratinozyten zur Cornified Envelope des Korneozyten. (Ishida-

Yamamoto und Igawa 2015)
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Abbildung 11  Desmosomen und Corneodesmosomen (Ishida-Yamamoto und Igawa 2015)
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Der funktionale Stellenwert des CDSN l&sst sich am besten anhand von Erkrankungen
zeigen, die keine physiologische CDSN-Expression zeigen. Das Peeling-Skin Syndrom,
eine seltene Form der Ichthyose, zeigt loss-of-function-Mutationen im CDSN
beziehungsweise Null-Mutationen, also ein komplettes Fehlen des Proteins. Bei dieser
Erkrankung schélt sich das SC durch das Fehlen des CDSN in den Desmoglea der
Corneodesmosomen ab. (Oji et al. 2010)

Histologisch ist eine Akanthose, also eine Verdickung des SS, eine Hyperkeratose und
Parakeratose sichtbar (Ishida-Yamamoto und Igawa 2015).

Auch der verfriihte Abbau des CDSN durch Kallikreine, wie dies beim Netherton-
Syndrom durch eine Mutation im SPINK5-Gen (Serin-Protease-Inhibitor) erfolgt, fiihrt
zu gravierenden Folgen beziglich der Intaktheit der Epidermis; durch den Mangel an
Serin-Protease-Inhibitoren, die eine verfrihte Aktivierung von Kallikreinen vermeiden
sollen, werden diese Uberaktiviert, was zu einer erhéhten Proteolyse von
corneodesmosomalen Proteinen und damit zur Desquamation fuhrt. (Ishida-Yamamoto
et al. 2005)

Beide Erkrankungen ziehen eine erhebliche Hautbarrierestérung nach sich, welche das
Eindringen von Mikroben und Allergenen fordert. Dies fuhrt zu hdufigen infektidsen
Dermatosen und dem Erwerb von multiplen Allergien. (Ishida-Yamamoto et al. 2018)
Zudem ist der Wasserverlust tber die Haut erhdht und eine Dehydratation schneller

erreicht, wie Furio et al. im Maus-Modell bei LEKTI-Mangel nachweisen konnten.

Kurzgefasst handelt es sich beim CDSN um ein wichtiges Adhasionsprotein, dessen
Hauptaufgabe darin besteht, die Corneodesmosomen im Bereich des beginnenden SC
strukturell zu verstarken und im Zusammenspiel mit Kallikreinen und deren Serin-
Proteasen-Inhibitoren ein adéquates Gleichgewicht zwischen Stabilitat des SC und

Desquamation zu gewahrleisten.

4. Thesen Uber die mogliche Pathogenese der granuléren Parakeratose

Aus den dargestellten funktionalen und anatomischen Zusammenhdangen werden

folgende Thesen zur Pathogenese der granuldren Parakeratose abgeleitet.
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4.1  Vorliegen eines Mangels oder einer Funktionsstérung der Caspase-14

Die Caspase-14 ist eine Epidermis-spezifische Serin-Protease, die in der Haut nur in
sich differenzierenden Schichten vorkommt und dort mutmaRlich am Zellkernabbau,
sowie in der Prozessierung von Filaggrin-Monomeren zu Vorstufen der NMF beteiligt
ist. Die Expression erfolgt wie im Kapitel 4.2.4 beschrieben ab dem SS, wo am ehesten
als Procaspase-14, noch keine Aktivitét vorliegt. In der Zone zwischen dem SG, wo die
Caspase-14 an Keratohyalingranula gebunden ist, und dem SC, in dem man sie
zytoplasmatisch nachweisen kann, findet ein entscheidender Prozess statt: es erfolgt die
Spaltung in p10- und p20-Untereinheiten, die nach Dimerisierung zu einer aktiven Form
der Caspase-14 fihrt. Es ist bisher nicht bekannt, was diesen Vorgang auslost.
Maglicherweise geschieht dies durch die Anderung der Dehydrierung im Verlauf vom
SS zum SC. (Denecker et al. 2008)

Hieraus ergibt sich die Uberlegung, dass bei der granularen Parakeratose die Persistenz
des Zellkerns und der (Keratohyalin-)Granula auf einem Mangel oder Defekt der
Caspase-14 beruhen kdnnte. Im Falle eines Fehlens, also wenn die Caspase-14 nicht
exprimiert werden wiirde, wére ein Abbau der Filaggrin-Monomer-Fragmente in
Vorstufen zu NMF nicht (in physiologischer Menge) moglich und es kame aufgrund der
mangelnden Hydratisierung durch NMF und weitere freie Aminosauren zu einer
Storung der epidermalen Hautbarriere, wie man dies von Ekzem-Erkrankungen kennt.
Selbiges Szenario konnte jedoch auch aus einer ausbleibenden Freisetzung aus
Keratohyalingranula (und weiteren Speicherorten, siehe Kapitel 3.2) oder einer
fehlenden Aktivierung der Caspase-14 resultieren. Somit wiirde zwar das Enzym
vorhanden und nachweisbar sein, die enzymatische Wirkung aber ausbleiben, was
funktionell idente Folgen hatte. Uberdies hat die umgebende &uBere Feuchtigkeit wohl
einen mafgeblichen Einfluss auf die Prozessierung von Filaggrin. Bei trockenem Milieu
erfolgt ein gezielter Filaggrin-Abbau in NMF um die Epidermis beziehungsweise das an
die Umwelt grenzende SC ausreichend zu hydratisieren; die Arbeit von Scott und
Harding machte diese Beobachtung durch Untersuchung von Rattenhaut bei Anderung
des Feuchtigkeitsmilieus. In einem Experiment wurde dazu unter anderem eine
Okklusion der Haut durchgefiihrt, wodurch es zu einem geringeren Abbau von Filaggrin
kam. Des Weiteren wurde SC in vitro isoliert und einer héheren, sowie niedrigeren
relativen Umgebungsfeuchtigkeit ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass eine

»regelrechte Filaggrinprozessierung lediglich zwischen einer umgebenden 80% und
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95% Feuchtigkeit stattfand und bei sowohl héheren, als auch niedrigeren Werten den
Abbau zu NMF blockierte. (Scott und Harding 1986)

Anzumerken sei hier, dass es sich dabei um eine komplexe Regulationstechnik der
Epidermis handeln kdnnte um sich der Umgebungsfeuchtigkeit entsprechend
anzupassen, sodass der Ausdruck einer regelrechten Filaggrinprozessierung je nach
Feuchtigkeitsmilieu zu interpretieren ist und eine ausbleibende Prozessierung nicht
zwangslaufig einer Pathologie entsprechen muss, sondern viel mehr einer Adaptation.
Wenn nun bei unublicher hoher oder niedriger AuRenfeuchtigkeit eine Stérung im
Filaggrin-Abbau vorliegt, konnte die Ursache an einer reduzierten Caspase-14-
Expression oder Caspase-14-Aktivitat liegen. Somit wiirde daraus resultieren, dass eine
abnorme &ufRere Feuchtigkeit in einer bisher unbekannten Weise die Expression oder die
Aktivitat der Caspase-14 senkt und es folglich zu einer unzureichenden

Filaggrinprozessierung mit funktionellen Folgen kommt.

4.2  Storung des epidermalen Calcium-Haushalts durch Fehlen von voltage-gated
calcium channel

Calcium-lonen, sowie deren Konzentrationsgradient in der Epidermis spielen eine

wichtige Rolle in der Regulation vieler Prozesse, zum Beispiel der Differenzierung vom

Keratinozyten zum Korneozyten, der Ausbildung einer funktionierenden Hautbarriere,

sowie der Herstellung einer geeigneten Permeabilitdtshomdostase. Es erfolgt eine feine

Justierung des intra- und extrazellularen Calciumgehalts durch das endoplasmatische

Retikulum und einer Vielfalt an Calcium-Kanalen. (Lee und Lee 2018)

Der Calcium-Gehalt in der Haut von Saugetieren weist niedrige Werte im SB auf, eine
stetige Zunahme innerhalb des SS, mit héchsten Calcium-Werten im SG, wobei das
meiste Calcium sich hier in intrazelluldren Speichern, wie dem Golgiapparat und dem
endoplasmatischen Retikulum befindet (Celli et al. 2010). Im SC fallt der Calcium-
Spiegel deutlich ab (Lee und Lee 2018). Studien von Lee et al. und Menon et al.
konnten nachweisen, dass das Calcium nach einer zugefligten Stérung der
Permeabilitatsbarriere, beispielsweise durch Ankleben und Abziehen eines Tesafilms
von der Haut einen Einfluss auf die Wiederherstellung einer intakten Hautbarriere hat.
Es erfolgt ein unverzigliches Absinken von extrazellularen Calcium-lonen, vor allem
im apikalen SG mit Verlust des normalen epidermalen Calcium-Gradienten. Parallel
zum Wiederaufbau der Hautbarriere normalisiert sich der Calcium-Gehalt tiber 6-24 h
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wieder. Wenn man jedoch denselben Versuch in einer mit Calcium hochkonzentrierten
Losung durchfiihrt, beeintrachtigt das die Heilung. (Menon et al. 1992b; Grubauer et al.
1989)

Diese Beobachtung wirde implizieren, dass ein akuter Calcium-Mangel im SG
folgenden Regulationsmechanismus einleitet: ein niedriger extrazellularer
Calciumgehalt bewirkt die Ausschiittung des Inhalts von Lamellar Bodies (LB) in das
Interstitium des SC und die Synthese neuer LB. Als spezialisierte Zellorganellen
enthalten LB Lipide, Enzyme, CDSN und antimikrobielle Peptide, die eine intakte
Hautbarriere bendtigt (Feingold 2012). Aber auch der Fluss von Calcium nach
intrazelluldr scheint an der Reparatur der Hautbarriere eine Rolle zu spielen; Lee et al.
1992 und Lee et al. 1994 konnten zeigen, dass bei Zugabe von Verapamil, einem
Kanalblocker fur L-Typ-Calcium-Kanéle, kein intrazellul&rer Calcium-Influx méglich
ist, was sich in einem hohem extrazelluléaren Calcium widerspiegelt, sodass es wie bei
oben genanntem Experiment durch die Calcium-reiche extrazellulare Umgebung zu
einer Storung des Wiederaufbaus der Hautbarriere kommt. Somit beeinflusst der
extrazellulare Calcium-Gehalt sowie der Calcium-Influx tiber spannungsabhéngige
Calcium-Kanadle die Herstellung beziehungsweise Reparatur einer intakten epidermalen

Permeabilitatsbarriere.

Der VGCC der Epidermis ist ein L-Typ Calcium-Kanal, der bisher wenig erforscht ist,
da dessen Existenz durch Denda et al. erst im Jahr 2006 nachgewiesen werden konnte:
die Forschungsgruppe konnte sowohl mittels PCR-Analyse, als auch
immunhistochemisch das Vorhandensein der al-Untereinheit des VGCC aufzeigen. Die
al-Untereinheit dieses Kanals fungiert als der eigentlich funktionelle Teil des VGCC,
der Calcium in die Zelle 1&sst. (Denda et al. 1998)

Es ist bisher nicht geklart, ob und bei welchen Krankheitsbildern eine verminderte oder
fehlende VGCC-Expression vorliegt. Ebenso wenig ist erforscht, welche Menge an
intrazellularem Calcium durch den VGCC bereitgestellt wird und welchen Beitrag zum
Beispiel andere (moglicherweise unbekannte) Calcium-Kanéle dazu haben. Es soll
untersucht werden, ob bei den vorliegenden Gewebeproben eine Auffélligkeit der

Expression des VGCC vorliegt.
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4.3  Fehlerhafte Expression der Cadherine DSC1 oder CDSN

Wie bereits in den Kapiteln 3.4 und 3.5 beschrieben sind Cadherine Calcium-abh&ngige
transmembrane Glykoproteine, die als Adhasionsproteine in Desmosomen eine
Verbindung zwischen epidermalen Zellen bewirken. Zu den wichtigsten Cadherinen
gehdren das DSC1, CDSN und DSGL1. Im SC erfolgt eine Spaltung dieser
Verbindungen um eine Desquamation zu ermdéglichen. Ein Fehlen beziehungsweise ein
Mangel von DSC1 hat wohl keinen wesentlichen Einfluss auf die Struktur der
Desmosomen, oder deren Anzahl, kann jedoch zu einer Schwachung der interzelluldren
Kontakte und einer Fragilitat der Haut fiihren. (Chidgey et al. 2001)

Der Einfluss auf die epidermale Hautbarriere ist unbekannt.

In diesem Kontext ist die Beobachtung von Donetti et al., dass Desmosomen abhéngig
von ihrer Lokalisation unterschiedlich sind von besonderem Interesse. Die
Desmosomen in der menschlichen Mundschleimhaut beinhalten keinerlei DSC1 im
Gegensatz zur duBeren Haut. Man geht davon aus, dass dies eine leichtere
Abschilferung des Epithels ermdglicht, sodass sich das Gewebe, zum Beispiel in Folge

eines Traumas schneller regenerieren kann. (Donetti et al. 2005)

In intertrigindsen Bereichen herrschen mitunter ahnliche Konditionen wie in der
Mundschleimhaut, eine nahezu stetig warme Temperatur, eine konstante mechanische
Belastung und hohe Feuchtigkeit. Moglicherweise erklart sich das Fehlen von DSC1 in

der Mundschleimhaut durch eine Steuerung tber diese Umweltfaktoren.

Da die GP gehéauft in intertrigindsen Bereichen vorkommt, drangt sich die Frage auf, ob
ein entsprechendes externes Milieu intertriginds ein Fehlen beziehungsweise eine

Downregulation des DSC1 vermittelt.

Auch das CDSN gehort zu den Cadherinen. Nach Ausschittung aus den LB am
Ubergang vom SG zum SC entfaltet es im Interzellularspalt seine Wirkung an den
Desmosomen. Durch Bindung des Corneodesmosins an die Desmoglea werden die
Desmosomen zu Corneodesmosomen mit verstarkter Zell-Zell-Bindung. (Ishida-
Yamamoto und lIgawa 2015; Allen et al. 2001)

Wenn die Ausschuttung der LB abhdngig von der Prozessierung des Zellkerns oder der
Ausschittung der Keratohyalingranula ware, konnte eine Abnormalitét in der
Expression oder Verteilung des CDNS auch bei der GP méglich sein, da diese durch
persistierende Keratohyalingranula und eine parakeratotische Verhornung
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charakterisiert ist. Bisher ist unklar, welches Signal bewirkt, dass die LB ihren Inhalt

am Ubergang zum SC freisetzen.
5. Material und Methoden

5.1 Material

Im Rahmen der routineméRigen histopathologischen Diagnostik der Klinik wurde im

Vorfeld dieser Arbeit ber mehrere Jahre Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes

(FFPE) Gewebe mit Zeichen einer GP gesammelt.

Hierbei handelte es sich um Praparate von Haut, die nebenbefundlich histologisch eine

granuldre Parakeratose aufwiesen. Aus diesen Paraffinblécken wurden 7 Praparate zur

weiteren immunhistochemischen Aufarbeitung gewahlt mit folgenden Diagnosen: Zyste

(2 Praparate), Kondylom (2 Préparate) und genitales Ekzem (3 Préparate). Zur internen

Kontrolle der Féarbetechnik beziehungsweise des Erfolges wurden anonymisierte

Normalhautschnitte ohne jegliche weitere klinische Zusatzinformationen mitgefarbt.

Die Proben wurden fur die Untersuchung anonymisiert. Fur die Analyse standen die

histologische Diagnose und die Lokalisation der Gewebeproben zur Verfligung. Eine

Beratung bei der Ethikkomission erfolgte im Vorfeld; da eine Zuordnung der Praparate

zu den jeweiligen Patienten oder Riickschliisse auf Patientendaten nicht moglich waren,

war ein Ethikvotum nicht notwendig.

5.2 Gerate

Tabelle 1 Gerate

Dampfdruckkochtopf Electric Pressure
Cooker EPC 450

Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Jena

Farbekammern, Farbekasten und Gestell

Stain Tray

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Mikroskop

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Pipetten, 0,5 pul-1000ul

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenhalter

Eppendorf AG, Hamburg

Pasteurpipetten, 3ml

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
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Vortex-Gerat

IKA-Werke GmbH und Co. KG, Staufen

5.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien

Menzel-Glaser Super Frost plus, 1 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Pipettenspitzen 10 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendord

Pipettenspitzen 200 pl und 1000 pl

Sarstedt Aktiengesellschaft und Co.,
NUmbrecht

Pipettenspitzen 50 — 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

5.4  Reagenzien und Losungen

Tabelle 3 Reagenzien

Antibody Diluent 500 ml (ready to use)

Zytomed Systems GmbH, Berlin

Alkaline Phosphatase Substrat Puffer
250 ml

Dako Real, Glostrup, Danemark

Agqua dest. 1000 ml

B. Braun Melsungen, Hessen

Biotinylated Secondary Antibodies
100 ml

Dako Real, Glostrup, Danemark

Chromogen Red 1-3 8 ml

Dako Real, Glostrup, Danemark

EZ-DeWax

Bio Genex, Fremont, CA, USA

Hamalaun nach Mayer (Fertiglosung)

Merck KGaA, Darmstadt

Levamisole Lésung 1ml

Dako Real, Glostrup, Danemark

Streptavidin Alkaline Phosphatase
100 ml

Dako Real, Glostrup, Ddnemark

Tri-Sodium Citrate dihydrate

Merck KGaA, Darmstadt

Citronenséure-Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt
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Proteinase, bakterielle

Sigma Life Science, St. Louis, Missouri,
USA

Target Retrival Solution (TRS) pH 9

Dako Real, Glostrup, Danemark

Tween 20

Serva Electrophporesis GmbH,

Heidelberg

Milchpulver Blotto, non fat dry milk

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

ChemMate Detektionskit

Dako Real, Glostrup, Danemark

Waéssriges Eindeckmedium

DAKO Glycergel Mounting Medium,
DAKO Deutschland GmbH

Tabelle 4 Ldsungen

Ld6sung

Herstellung

Citrat-Puffer pH 6,0

Stammldsung A: 5,25 g Zitronensaure ad
250 ml Aqua dest.

Stammldsung B: 14,7 g Tri-Sodium-
Citrat Dihydrat ad 500 ml Aqua dest.

Gebrauchslosung: 18 ml Stammlésung A
ad 84 ml Stammldsung B ad Aqua dest.
1000 ml. 10 Minuten kochen und
anschlieRend bei Raumtemperatur
abkuhlen lassen.

Tris-HCI-Tween-Puffer pH 7,6

Stammlésung:

6,55 g Tris-Base und

87,66 g NaCl ad 900 ml Aqua dest.

Dies mit 25%iger Salzséure auf pH-Wert
7,6 einstellen und mit Aqua dest. auf
1000 ml auffillen.

Gebrauchslésung:
100 ml der Stammldsung ad 900 ml Aqua
dest. ad 500 pug Tween 20
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Milch-Tris-HCI-Tween-Puffer 0,1% 0,3 g 0,1% Milchpulver mit 300 ml Tris-

Puffer

Entparaffinierungslosung 100 ml DeWax Konzentrat ad 90 ml
96%-Ethanol

Chromogen-Substrat Kit mit Chromogen Red-Konzentrat (1,2

und 3) und AP-Substrat Puffer. Mischung
nach im Kit vom Hersteller empfohlener
Konzentrationen abhéngig vom

Endvolumen

Protease-Ldsung 5 mg Protease (Firma: Sigma) mit 10 ml

Trispuffer gemischt

5.5  Priméarantikorper

Tabelle 5 Primérantikdrper

Caspase-14-Antikorper CASP14, Catalog ID / Lot ID: LS-B474 /
31165, LifeSpan BioSciences, Inc.

VGCC-Antikorper Calcium Channel, Voltage-Dependent,
beta 3 Subunit (CACNB3) Antikorper
(Biotin), Produktnummer: ABIN1394467

DSC-1-Antikdrper Dsc1-U100, Cat. No. 61092, PROGEN
Biotechnik

CDSN-AnNtikorper antibody ab118835, abcam, UK

5.6  Behandlungen der histologischen Schnitte mit ausgewahlten Antikdrpern

Die Formalin-fixierten Paraffinschnitte wurden zu Beginn einer Entparaffinierung
mittels EZ-DeWax-L0sung unterzogen. Die Schnitte wurden jeweils 2 Mal sequentiell
fur je 5 Minuten in die oben genannte Substanz getaucht, nach Losung des Paraffins
wurden sie mit Leitungswasser mindestens 6 Mal gespult. AnschlieRend erfolgte je nach
Antikorper die entsprechende Vorbehandlung, die das Demaskieren der Antigene

bewirken soll.
42



Die angewandten Antikdrper waren zuvor beziglich der Vorbehandlungen nicht
etabliert, sodass fur jeden einzelnen eine Austestung verschiedener Vorbehandlungen
mit EDTA, Citrat oder Protease stattfand. Im Folgenden ist die VVorgehensweise mit der
jeweils als geeignet bewerteten VVorbehandlung des entsprechenden Antikorpers

beschrieben.

5.6.1 anti-Caspase-14

Die entparaffinierten Schnitte wurden in Citratpuffer 15 Minuten im Dampfdrucktopf
bei 40 kPa gekocht und im Anschluss bei Raumtemperatur zum Abkuhlen belassen.
AnschlieBend wurde dreimalig mit Tris-HCI-Tween-Puffer gespult und mit der
Blockungsreagenz mit 0,1% Milch-Tris-HCI-Tween-Puffer fir 10 Minuten benetzt.
Nach ,,Abtropfung* des Blockungsreagenz wurde der Primar-Antikoérper in einer

Verdunnung von 1:200 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

5.6.2 anti-Voltage-gated calcium channel

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte mit TRS behandelt und 15 Minuten im
Dampfdrucktopf bei 40 kPa gekocht. Danach erfolgte die Spulung mit Tris-HCI-Tween-
Puffer drei Mal, sowie das Auftragen des Blockungsreagenz mit 0,1% Milch-Tris-HCI-
Tween-Puffer fiir 10 Minuten. Nach Abkippen des Blockungsreagenz wurde der
Priméar-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:100 aufpipettiert und 30 Minuten bei

Raumtemperatur belassen.

5.6.3 anti-Desmocollin-1

Nach zuvor erfolgter Entparaffinierung der Schnitte wurden diese mit Citratpuffer
benetzt und 15 Minuten lang in einem Dampfdrucktopf bei 40 kPA gekocht. Nach
dieser VVorbehandlung erfolgte drei Mal die Spilung mit Tris-HCI-Tween-Puffer und
Benetzung mit dem Blockungsreagenz mit 0,1% Milch-Tris-HCI-Tween-Puffer fiir 10
Minuten. Nach ,,Abtropfung* der Blockungsreagenz wurde der Priméar-Antikorper in

einer Verdinnung von 1:100 bei Raumtemperatur 1 Stunde lang inkubiert.
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5.6.4 anti-Corneodesmosin

Die zu behandelnden Praparate wurden nach der Entparaffinierung mit Protease benetzt
und nach 10 Minuten dreimalig mit Trispuffer gespult. AnschlieRend wurde 10 Minuten
lang eine Blockungsreagenz mit 0,1% Milch-Tris-HCI-Tween-Puffer angewandt und
danach abgekippt. Aus der Verdiinnung von 1:200 resultierte spater ein geeignetes
Farbeverhalten, sodass 30 Minuten mit dem Priméar-Antikorper anti-CDSN mit zuvor

genannter Verdinnung bei Raumtemperatur benetzt wurde.

5.7  Vorgehensweise nach Inkubation mit den Primar-Antikorpern

Nach oben genannter Inkubation der Schnitte mit dem Primar-Antikdrper wurden diese
mit Tris-HCI-Tween-Puffer gut gespiilt. Als néchstes erfolgte die Detektion der
gebundenen Primar-Antikérper mit dem Detektionskit. Der in dem Kit enthaltene Link-
Antikdrper, der mit Maus- oder Kaninchen-Antigenen reagiert, wurde auf das Praparat
pipettiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Anschlie3end erfolgte ein
erneuter manueller Spilvorgang mit Tris-HCI-Tween-Puffer, danach die Inkubation des
Schnitts mit einem Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat bei
Zimmertemperatur fir 5 Minuten. Auch hiernach erfolgte eine Spilung mit Tris-HCI-
Tween-Puffer. Als letzter Schritt der immunhistochemischen Antikorper-Féarbung
wurde das Chromogen-Substrat-Gemisch fir 10 Minuten aufgetragen, das in einer roten
Farbung des jeweiligen Epitops resultierte, und anschliefend mit Aqua dest. gespult.
Letztlich wurde eine einmin(tige Gegenfarbung der Schnitte mit Hdmalaun nach Mayer
durchgefihrt. Die Préparate wurden nun vorsichtig in Leitungswasser geschwenkt um
Reste der Gegenféarbung zu I6sen. Durch die Gegenfarbung erscheinen unter anderem

Zellkerne und Gewebestrukturen blau.

Zum Schluss wurde das immunhistochemisch gefarbte Praparat mittels wassrigen
Eindeckmediums mit Glasdeckglésern bedeckt um nach Trocknung mikroskopisch
begutachtet werden zu kénnen.
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6. Ergebnisse

Es wurden 7 histologische Schnitte untersucht. Darunter 2 Schnitte von Zysten, mit der
Lokalisation infraaurikul&r und Unterarm, 3 Schnitte von genitalen Ekzemen und 2
Schnitte von Kondylomen. Zur internen Kontrolle erfolgte das Mitfarben von
Normalhaut-Schnitten. Alle Préparate wurden jeweils mit dem Caspase-14-Antikdrper,
anti-VGCC, anti-DSC1, und anti-CDSN nach oben genannten Protokollen behandelt. Es
erfolgte demnach eine Bewertung der Anfarbbarkeit des Epitops. Das Fehlen des
Epitops entspricht keinem Nachweis dessen; des Weiteren wurden im Sinne einer
semiquantitativen Beurteilung eine optische Abstufungsskala von ,,stark positiv‘ bis
»schwach positiv angewandt. Es wurde kein allgemein bekannter Score zur
Einordnung des Farbeverhaltens genutzt. Alle Ergebnisse (durch Symbole dargestellt,
wie folgt) der Farbintensitét der Epidermis wurden fir jede Antikdrper-Farbung in

Tabelle 6 zusammengefasst.

Die Symbole sind wie folgt zu verstehen.

Tabelle 6 Symbol-Bezeichnungen flr das Farbeverhalten
Symbol Bedeutung

- Negativ, kein Nachweis

(+) Schwach positiv,

dezenter Nachweis

+ Positiv

++ Stark positiv

Es gibt Fille, in denen zwei (oder mehr) Symbole mit ,,/* getrennt, die Farbung
beschreiben; das bedeutet, dass in einer Zellschicht stellenweise unterschiedliches

Farbeverhalten gesehen werden kann.
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6.1  Caspase-14-Farbung

Bei allen untersuchten histologischen Praparaten ist nach Farbung mit dem Caspase-14-
Antikorper ein farblich sichtbarer magenta-roter Nachweis im Bereich der Epidermis zu
sehen. Dariiber hinaus sind farbliche Intensitéts-Unterschiede des Rottons sowohl
innerhalb der Praparate, als auch zwischen den Préparaten erkennbar. In einer
semiquantitativen Betrachtungsweise ist der Farbton zart hell-rosa bis rosa bei
Vorhandensein weniger Epitope im Vergleich zu einer kraftig pink-roten Farbe durch
eine grolRere Anzahl an Epitopen angenommen worden. Es kann so eine ungefahre

Aussage Uber die Menge des vorhandenen Epitops getroffen werden.

In keinem der Schnitte kann ein Fehlen der Caspase-14 verzeichnet werden. Der
quantitative Anstieg der Protease im Verlauf der Epidermis vom SS bis zum apikalen
SG (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13) ist in nahezu allen histologischen
Préaparaten sichtbar. Zwei Besonderheiten werden beobachtet: der Beginn eines
positiven Nachweises wird in den meisten Schnitten nicht ab der 1. suprabasalen
Schicht, sondern teilweise verspatet im SS gesehen (siehe Tabelle 7). Des Weiteren ist
bemerkenswert, dass in allen Praparaten eine Besonderheit im SC auffallt: eine
Abnahme der Epitope im SC zum Vergleich mit dem SG ist nicht zu verzeichnen,
stattdessen legt eine Zunahme der Farbintensitat im SC einen weiteren Epitopanstieg
nahe (siehe Abbildung 12). In parakeratotischen Anteilen kann man zudem Zellkern-
assoziiert (siehe Abbildung 13) eine starke Anfarbbarkeit sehen. Zum Vergleich ist in
Abbildung 14 ein Normalhautpréaparat gezeigt, das den Epitopanstieg (Zunahme der
Rotfarbung) uiber die Epidermis bis zum Ubergang SG/SC (hier wird die maximale
Anfarbbarkeit erreicht) und einer Abnahme der Epitope im SC zeigt. Es imponiert ein
durchgangiger stark rot gefarbter Streifen am Ubergang vom SG zum SC; im Vergleich
dazu liegt dieser Streifen in Abbildung 12 deutlich héher im SC.

Eine semiquantitative Aussage uber die Epitopanzahl kann im Préparat 1 nicht erfolgen,
da das gesamte Praparat ein starkes Farbeverhalten aufweist, sodass farbliche
Unterschiede nicht zu erkennen sind. Des Weiteren zeigt Préparat 2 eine weitere
Besonderheit auf: in parakeratotischen Arealen ist nicht an jeder Stelle im Praparat ein

positiver Nachweis mdglich.

Tabelle 7 gibt das Farbeverhalten fir jeden histologischen Schnitt wieder.
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Tabelle 7 Caspase-14-Antikorper-Farbung
Nummer Diagnose, SB SS SG SC Besonderheit

Lokalisation
1 Zyste, + + ++ + +im SB,
infraaurikular Hintergrundfarbung/starkes
Farbeverhalten, SC:
zellkernassoziiert ++
2 Zyste, - -[+ ++ + im parakeratotischem SC
Unterarm sowohl ++, als auch -
3 Ekzem, - -+ ++ (H)/+ + im parakeratotischem SC
genital
4 Ekzem, - -(+) 4+ ++ Epitope im SC>SG
genital
5 Ekzem, - () ++ (H)/+ teils keine Abnahme im SC
genital +
6 Kondylom, - -[+ +/++ +/++ ++ im parakeratotischem SC
genital
7 Kondylom, - -[+ ++ i teils Abnahme im SC, aber
genital ++ im parakeratotischem SC

Zusammenfassend sind folgende Beobachtungen im Kontext einer granuldren
Parakeratose zu diskutieren: vermutlich leicht verzdgerte Expression von Caspase-14
und der semiquantitativ gewertet starkere Nachweis im SC im Vergleich zum SG,

ersichtlich am Anstieg des Rottons, insbesondere in parakeratotischen Bereichen des
SC.

g P ®
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Abbildung 12 Caspase-14, Praparat 4, Originalaufnahme: 1:400, Ausschnitt
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Abbildung 14  Caspase-14, Normalhaut Orlglnalaufnahme 1:100, Ausschnitt

6.2  VGCC-Farbung

GemaR den Literaturangaben (siehe Kapitel 3.3.3) ist eine Expression vom SB bis zum
SC physiologisch. Das Expressionsmuster der hier untersuchten histologischen
Préparate weicht davon ab und zeigt sich auch in Normalhautpraparaten vom SB bis
zum SG positiv, wohingegen im SC kein Nachweis gelingt. Dieses Ergebnis ist in
mehreren Préparaten von Normalhaut reproduzierbar (beispielhaft siehe Abbildung 16).
Womadglich ist eine Diskrepanz beziiglich des Expressionsmusters zwischen den
Literaturangaben von Denda et al. und diesen Ergebnissen darauf zurlickzufiihren, dass
verschiedene Epitope des VGCC durch Verwendung eines anderen Antikorpers

angefarbt wurden: Denda et al. verwendeten Antikorper gegen das a1C-Subunit,
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waéhrend hier das 33-Subunit sichtbar gemacht wird. Aufgrund der erfolgten Austestung
des Antikorpers an Normalhaut wird in den folgenden Praparaten ein fehlender
Nachweis im SC als physiologisch gewertet. Ein positiver Nachweis im SS und SG ist
in allen Préparaten zu sehen. Die Ergebnisse im SB und SC zeigen sich uneinheitlich,

wie man Tabelle 8 entnehmen kann.

Tabelle 8 VGCC-Antikorper-Farbung

Nummer Diagnose, SB SS SG SC
Lokalisation

1 Zyste, T T + -
infraaurikulér

2 Zyste, (+) + + -
Unterarm

3 Ekzem, =G I CO W Co WY/ O
genital

4 Ekzem, (+) +) (+) -
genital

5 Ekzem, (+) (+) (+) -
genital

6 Kondylom, -(+) -+ -I(F) -I(+)
genital

7 Kondylom, - -(+)  (+) -
genital

Aufgefallen ist, dass die Praparate untereinander beziglich des Rottons eine
unterschiedlich starke Anfarbbarkeit aufweisen. Normalhautpréparate von
verschiedenen Lokalisationen im Vergleich zueinander zeigen indes ein &hnliches
Farbeverhalten, sowie eine deutlich sichtbare rote Anfarbbarkeit. Im Vergleich zum
Normalhautpréparat (Abbildung 16) lieRen sich Praparat 1 und Praparat 2 (Abbildung
15) etwas kréaftiger und die restlichen Praparate, hier exemplarisch Préparat 3 dargestellt
(Abbildung 17) etwas schwéacher anfarben. Am schwachsten zeigten sich die Préparate

6 und 7 anférbbar, sodass sich hier nur eine diskrete zart-rosa Farbung erkennen lief3.
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Abbildung 16  VGCC, Normalhaut, Originalaufnahme 1:200, Ausschnitt
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Abbildﬁng 17 VGcc; Praparat 3, Or‘iginélaﬁfnahr'nevl:400, Ausschnitt

6.3  DSC1-Farbung

Es wurde ein Antikdrper (U100-Klon) verwendet, der die urspringliche, also nicht
prozessierte Form des DSC1 nachweist. Residuen im SC kénnen folglich nach
physiologischer Proteolyse nicht mehr mit diesem Antikorper detektiert werden
(Donetti et al. 2005). Eine positive Anfarbbarkeit im SC zeigt demzufolge ein nicht
proteolysiertes DSC1 an und ist Zeichen einer nicht erfolgten Aufspaltung der
Desmosomen.

Die Auswertung ist der folgenden Tabelle zu entnehmen. Die Ergebnisse der Zysten
zeigen sich, wie schon bei anderen Antikorper-Farbungen, nicht einheitlich. Wahrend
Praparat 1 eine eher physiologische Expression von DSC1 aufzeigt, ist im Praparat 2
eine Expression ab dem SB zu sehen und ein deutlich positiver Nachweis im SC,
ahnlich den Praparaten aus den intertrigindsen Bereichen. Wie in Kapitel 3.4.2 bereits
berichtet, ist eine physiologische Expression des DSC1 ab der 1. suprabasalen Schicht
zu erwarten. Jedoch zeigen die Farbungen unserer Normalhautpréparate bereits ab dem
SB einen schwach-positiven Nachweis. Zur Sicherheit erfolgten mehrere Anfarbungen
von Normalhaut mit reproduzierbarem Ergebnis. Die Praparate 3-6 zeigen eine
schwache Anférbbarkeit ab dem apikalen SS beziehungsweise dem SG. Im Préparat 7
ist lediglich im SC ein Nachweis erfolgt. Abbildung 18 zeigt im Préparat 3 den

stellenweise positiven Nachweis im SC wahrend in der restlichen Epidermis (hier
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aufgrund der PréaparatgroRe nur teilweise einzusehen) nahezu kein Nachweis méglich
war. In Abbildung 19, einem Normalhautpréparat, erkennt man, dass das Epitop bis
zum Ubergang vom SG zum SC nachweisbar ist und sich im SC keine Anfarbbarkeit

mehr zeigt.

Tabelle 9 DSC1-Antikorper-Farbung

Nummer Diagnose, SB SS SG SC
Lokalisation

1 Zyste, - () -(+) -
infraaurikular

2 Zyste, A(+) () +) +
Unterarm

3 Ekzem, - - -[+ +
genital

4 Ekzem, - - -[(+) (+)
genital

5 Ekzem, - () -() -/(+)
genital

6 Kondylom, - -+ (B -I(+)
genital

7 Kondylom, - - - -I(+)
genital

Zusammenfassend ist eine Epitop-Zunahme am Ubergang SG/SC aufgefallen, und der
Nachweis des DSC1 (in seiner urspriinglichen Form) im SC in den von GP betroffenen

Préparaten. Damit weicht das Féarbeverhalten von der physiologischen Expression ab.

Abbildung 18  DSC1, Préparat 3, Originalaufnahme 1:400, Ausschnitt
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Abbildung 19 DSbl, Normalhéuyt,>(_Jriginalaufnahm'e 1:200, Ausschnitt
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6.4  CDSN-Farbung

Die CDSN-Antikorper-Farbung zeigt bei allen histologischen Schnitten einen positiven
Nachweis, sodass nicht von einer fehlenden Expression ausgegangen werden kann
(siehe Tabelle 10). Wie bereits in Kapitel 3.5.3 beschrieben, ist die physiologische
Expression des CDSN im SB -, im Verlauf des SS +, im SG ++, und im SC — (hierzu
siehe Abbildung 21). Der positive Nachweis im SC fallt in allen Préparaten auf, wobei
dies in den Préparaten 1 und 7 nur stellenweise sichtbar ist. Zudem liegt die Expression
des CDSN bereits ab dem basalen SS vor.

Anzumerken ist, dass die Farbung bei den Praparaten 1 und 2 stark ausféllt und das
Préparat 2 auf Grund einer Hintergrundfarbung nicht reprasentativ ist. Im Praparat 6
(siehe Abbildung 20) stellt sich sehr gut das negative SB und die alilm&hliche Zunahme
der Epitope im Verlauf des SS dar. Zudem ist deutlich zu sehen, dass das
parakeratotische SC eine starkere Anfarbbarkeit aufzeigt als das SG.
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Tabelle 10 CDSN-Antikorper-Féarbung
Nummer Diagnose, SB SS SG SC

Lokalisation

1 Zyste, - -[+ ++ +/-
infraaurikulér

2 Zyste, -+ + ++ +
Unterarm

3 Ekzem, - -[+ + +
genital

4 Ekzem, - -/+ + +
genital

5 Ekzem, - -[+ + +
genital

6 Kondylom, - -+ + +
genital

7 Kondylom, - -+ + +
genital

Abbildung20  CDSN, Prépairat 6, Originalaufnahme 1:400, Ausschnitt
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Abbildung 21 CDSN, Normalhaut, OriginaIannahme 1:100, Ausschnitt

Zusammengefasst lasst sich in den hier untersuchten Préaparaten CDSN ab dem basalen
SS bis in das (teils apikale) SC nachweisen. Die Praparate aus Intertrigines weisen ein

schwaécheres Farbeverhalten auf.

7. Diskussion

Es erfolgten unterschiedliche Antikorper-Farbungen um oben genannte Thesen zu
priifen. Jede These wird gesondert anhand der Ergebnisse und der vorhandenen
Literatur diskutiert.

7.1  Caspase-14

Zunachst soll die These, der GP l&ge ein Fehlen, ein Mangel oder eine Funktionsstérung
der Caspase-14 zugrunde, gepruft werden. Die vorliegenden Ergebnisse kdnnen ein
ganzliches Fehlen von Caspase-14 ausschlieRen; in allen Schnitten kann dieses Enzym

nachgewiesen werden.

Bertcksichtigt werden muss, dass der verwendete Priméarantikorper nicht den Zustand
des Enzyms erkennt. Sowohl die aktive, als auch inaktive Form des Enzyms werden
nachgewiesen. In Normalhaut ist somit ein positiver Nachweis ab dem SB bis zum SC
maoglich, wobei bekannt ist, dass unter physiologischen Bedingungen, eine inaktive
Form des Enzyms - in Keratohyalingranula gespeichert, an den Zellkern oder die
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Desmosomen assoziiert - bis zum SG vorliegt und erst nach Freisetzung ins das Zytosol

eine Aktivierung erfolgt (siehe Kapitel 3.2).

Im Vergleich zum in der Literatur beschriebenen Expressionsmuster von Capase-14
zeigt sich bei den vorliegenden Untersuchungen das friihe SS (Anmerkung:
ausgenommen Préparat 1) nicht ab der 1. suprabasalen Schicht, sondern erst in hoheren
Lagen des SS durchgangig positiv gefarbt. Nun kann diese Beobachtung bedeuten, dass
entweder eine leicht verspéatete Expression vorliegt oder dass es sich um eine
Normvariante handelt oder der Antikorper ein leicht unterschiedliches

Affinitatsverhalten aufweist, somit unterschiedlich sensitiv ist.

Fraglich ware hierbei, inwiefern eine Expression, die lediglich eine oder wenige
Zelllagen verspdtet, jedoch in der physiologisch korrekten Zellschicht auftritt, eine
Konsequenz fur den epidermalen Zellzyklus hatte. Zudem liegt Caspase-14 im SS in
Speicherkomponenten vor, sodass erst nach der Freisetzung aus diesem am Ubergang
vom SG zum SC (Alibardi et al. 2005; Eckhart und Tschachler 2011) eine Wirkung zu

erwarten ist.

Des Weiteren sind die Auffélligkeiten im (parakeratotischen) SC zu diskutieren; in
Abbildung 22 erkennt man eine spezifische Farbung ab dem mittleren SS und eine
deutliche Epitop-Anreicherung im parakeratotischen SC (mit Pfeilen hervorgehoben):
hohe Expression zellkern-nah und/oder in Form vieler kleiner Punkte, die als

verbliebene Keratohyalin-Granula interpretiert werden kdnnen.

Da die (Pro-) Caspase-14 im SG assoziiert zum Zellkern, als auch in den Keratohyalin-
Granula vorkommt (Denecker et al. 2008), im SC aber eine Abnahme im Vergleich zum
SG zu erwarten ware, kdnnte man daraus schlieRen, dass keine Freisetzung des Enzyms
aus den Keratohyalingranula und keine Losldsung vom Zellkern erfolgt und dadurch
auch keine Aktivierung stattfindet, zumal beide Zellkompartimente unublicherweise in

den hier gezeigten Préparaten bis ins spate SC nachweisbar sind.
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Abbild

Beim histologischen Phanomen der GP persistieren sowohl der Zellkern, als auch die
Keratohyalingranula bis ins SC. Nun gibt es also mehrere Mdglichkeiten, wie dieses
Ph&nomen zustande kommen kdnnte: durch das Fortbestehen der Procaspase-14 in den
Keratohyalingranula kénnte es zu einer unzureichenden Filaggrin-Prozessierung
kommen. Da das Filaggrin jedoch auch in den Keratohyalingranula gespeichert vorliegt,
wird es am wahrscheinlichsten ebenso wenig wie die Procaspase-14 freigesetzt. Da der
N-Terminus des Filaggrins eine Kernlokalisierungssequenz beinhaltet, die im Verdacht
steht maRgeblich am Zellkernabbau beteiligt zu sein (siehe Kapitel 3.1) und auch die
Caspase-14 moglicherweise auf diesen Prozess Einfluss hat (siehe Kapitel 3.3), konnte
eine fehlende Freisetzung dieser Proteine aus den Keratohyalingranula eine Erklarung
fur den Verbleib der Zellkerne bis ins SC sein.

Obwohl in den untersuchten Schnitten mit GP unterschiedliche (,,Grund*-)
Erkrankungen vorliegen, haben 5 von 7 Praparaten den Umwelt-Faktor des okklusiven
feuchten Milieus durch ihre intertrigindse Lokalisation gemein. Es ist in der Literatur
bisher unklar, inwiefern die Expression oder Ausschuttung der Caspase-14 bei feuchtem
AuBenmilieu reguliert wird, jedoch impliziert dies die Arbeit von Scott und Harding: es
konnte gezeigt werden, dass eine Okklusion von Rattenhaut zu einem geringeren

Filaggrin-Abbau fuhrte. Auch in den hier untersuchten Hautschnitten zeigt sich (Pro-)
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Filaggrin bis ins SC persistierend: eine Beobachtung, die in der vorherigen klinischen
Diagnostik bereits erfolgte. Nachdem die Keratohyalingranula sowohl das (Pro-)
Filaggrin, als auch die (Pro-) Caspase-14 beinhalten, ware hier eine Retention denkbar,
bedingt durch die erhdéhte Umgebungs-Feuchtigkeit. Dem kdnnte man in weiteren
Forschungsarbeiten nachgehen und nachweisen, wieviel der im SC nachgewiesenen
Caspase-14 als Pro-Caspase-14 und diese in welchem Zellkompartiment vorliegt.
Anzumerken sei hier, dass die 2 Préparate, die nicht aus einer intertrigingsen
Lokalisation entnommen wurden, dennoch einer okklusiven Umgebung, zum Beispiel

durch die Applikation eines Pflasters, ausgesetzt sein konnten.

Bei den Kondylomen ist der mogliche Einfluss einer HPV-Infektion auf die Expression
von Caspase-14 erwahnenswert. Untersuchungen von Kazem et al. konnten anhand von
menschlichen Zellkulturen zeigen, dass bei Expression des HPV-Gens E6 sowohl die
Apoptose, als auch die Differenzierung der Keratinozyten gestort werden kénnen.
Insbesondere eine Zellkultur mit HPV-Typ 8 E6 wies eine Akkumulation von Filaggrin
und Pro-Caspase-14 positiven Zellen in obersten Epidermisschichten bei gleichzeitig
gestorter Verhornung auf. Diese Differenzierungsstorung wurde darauf zuriickgefthrt,
dass es zu einer fehlenden Expression von Caspase-14-Untereinheiten gekommen sein
kdnnte, sowie vermutlich einer fehlenden Aktivierung von Caspase-14 mit folglich
ausbleibender Prozessierung von Filaggrin. Diese Ergebnisse wiirden sich mit den hier
gezeigten Beobachtungen im histologischen Préparat gut decken; dennoch handelt es
sich bei der Arbeit von Kazem et al. um eine spezielle Konstellation eines humanen
Papillomavirus-Typen mit Expression eines bestimmten Gens, das nicht bei jedem
Kondylom nachweisbar ist. Jedoch wurde in einer Arbeit von Jelen et al. versucht, die
genomische Vielfalt von HPV-6 n&her zu untersuchen; hier konnte unter anderem auch
das Vorkommen des Gens E6 nachgewiesen werden. Demnach waére einerseits relevant
zu untersuchen, wie haufig das Gen E6 in den Kondylom-verursachenden HPV-Typen
exprimiert wird und andererseits zu erforschen, ob weitere andere HPV-Gene selbigen
Effekt auf die Caspase-14 haben. Somit kdnnten in den Fallen von Kondylomen
multiple Faktoren Einfluss auf das Wirken der Caspase-14 nehmen.

Zusammenfassend ist die Caspase-14-Antikorperfarbung besonders in intertrigindsen
Arealen aufschlussreich und zeigt vermutlich eine leicht verzogerte Expression im SS
an. Im SC, vor allen im Bereich der granuldren Parakeratosen bei allen Préparaten, ist
sie starker nachweisbar als im SG, was auf eine ausbleibende Freisetzung

beziehungsweise Prozessierung deuten konnte.
58



7.2 Calcium

Der hier verwendete Antikorper richtet sich gegen die beta3-Subunit und ist bisher nicht
an dermalen, sondern vorrangig an neuronalem Gewebe erprobt. Unsere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass dieser Antikdrper auch in der Epidermis zu einem
positiven Féarbeergebnis fuhrt und das Epitop nachweist. Im SC ist auch im
Normalhautpréparat kein Nachweis moglich im Gegensatz zum Antikorper gegen die
a1C-Subunit, das von Denda et al. zum Nachweis vom VGCC verwendet wurde.
Erklaren lieRe sich diese Beobachtung, dass Bestandteile des VGCC im SC abgebaut

werden und daher nicht alle mehr sichtbar gemacht werden kénnen.

Oben gezeigte Ergebnisse weisen das VVorhandensein des Calcium-Kanals in allen
Préparaten nach. Die Starke der Farbung zeigt sich in den Praparaten aus Intertrigines
im Vergleich zu Normalhaut ber die komplette Epidermis reduziert. Semiquantitativ
betrachtet spricht dies fiir eine geringere Anzahl von Epitopen und kénnte zum Beispiel
auf eine Downregulation hindeuten. Wodurch die Expression des VGCC beeinflusst
wird und ob externe Faktoren dabei eine Rolle spielen, ist bisher nicht erforscht. Auch

ist unklar, ob die Auspragung der Expression von der Lokalisation abhangt.

Die Préaparate 1 und 2 stellen daher eine Besonderheit dar, denn sie zeigen zwar GP-
Ph&nomene, entstammen aber keiner intertrigindsen Lokalisation. Das Farbeverhalten
unterscheidet sich von dem der Praparate aus Intertrigines indem es im SC negativ ist
und Uber die restliche Epidermis positiv ist, also am ehesten einem physiologischen

Expressionsmuster entspricht.

Daraus ergibt sich die Fragestellung, welchen Einfluss Anderungen im
Expressionsmuster des VGCC auf die Entstehung einer GP haben oder ob eine
Downregulation durch eine hohe Umgebungsfeuchtigkeit, andere unbekannte externe
Faktoren oder durch eine vorliegende Primarerkrankungen bedingt wird. Denkbar ist
auch eine multifaktorielle Genese der Entstehung einer GP; unterschiedliche Faktoren
tragen zu einer gemeinsamen Endstrecke bei und resultieren in dem hier beschriebenen

histologischen Phanomen.

Die Untersuchungen von Lee et al.; Feingold 2012; Lee et al. 1994 betonen den
Stellenwert des Calciums als Regulator fur die epidermale Enddifferenzierung und dass
der VGCC eine groRere Rolle spielt als bisher angenommen (siehe Kapitel 4.2): nach
einer Storung der epidermalen Hautbarriere sinkt im SG der extrazelluldre Calcium-

Gehalt rapide ab. Dies scheint die Ausschiittung der LBs, sowie die Herstellung neuer
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LBs auszuldsen. Hohes extrazelluléres Calcium hingegen verursacht laut Lee et al. eine
verzogerte Erholung der epidermalen Hautbarriere. Es konnte also der Umkehrschluss
gelten, dass ein sehr hoher extrazellularer Calcium-Gehalt Auswirkungen auf die
intrazellulare Homooastase im SG hat und direkt oder indirekt die LB-Ausschittung
hemmt. In LBs gespeicherte Proteine, wie das CDSN oder Enzyme, wie Lipasen und
Proteasen, die an wichtigen VVorgangen der epidermalen Differenzierung beteiligt sind
(Feingold 2012), wirden ihre Funktion dann nicht austiben kdnnen.

Ausgehend von einer im Vergleich zu gesunder Normalhaut niedrigerer Anzahl von
VGCC in oben gezeigten Praparaten aus Intertrigines, kdnnte eine wie in Kapitel 3.3.4
gezeigte ENaC-VGCC-Kaskade nicht regelrecht ablaufen. Durch eine reduzierte Zahl
an VGCC wirde moglicherweise der Calciumfluss von extra- nach intrazellular
verzogert stattfinden.

Einerseits konnte dies die Ausschittung der LBs stéren kdnnen, sodass nicht
ausreichende Mengen an CDSN freigesetzt werden und somit Corneodesmosomen in
reduzierter Anzahl ausgebildet wirden. Gleichzeitig wiirden aber auch Kallikreine,
Lipasen und Proteasen vermindert sezerniert werden, die am Umbau vom SG zum SC
beteiligt sind. Letztlich wirde dies die Ausbildung eines gesunden SC mit einer

regelrechten Desquamation behindern.

Andererseits konnte eine reduzierte Anzahl an VGCC auch einen Einfluss auf andere
Vorgange in den Keratinozyten haben; weniger spannungsabhangige Calcium-Kanéle
wirden langer brauchen um durch Influx ausreichende Mengen Calcium fir Calcium-
abhangige Proteasen, die zum Beispiel Filaggrin abbauen, bereitzustellen (siehe
Abbildung 10 ENaC-VGCC-Signalkaskade). Somit ware die Prozessierung des
Filaggrins, sowie davon abhangige Prozesse, wie zum Beispiel die Zellkompaktierung,
der Zellkernabbau oder Herstellung von NMFs (siehe Kapitel 3.1.4 und 3.1.5) gestort.

Interessant wére daruber hinaus, ob ein niedriger intrazelluldrer Calcium-Gehalt
Einfluss auf die Ausschiittung von Keratohyalingranula héatte. Bisher ist unklar, welcher
Mechanismus eine Degranulation von Keratohyalingranula verursacht und ob dieser

Prozess Calcium-abhéngig ist.

Somit ware es also sinnvoll, Messungen des intra- und extrazellularen Calciums
vorzunehmen um bei der GP den tatséchlichen Gehalt im SG und SC zu bestimmen und
zeitgleich eine quantitative Messung des VGCC durchzuftihren. Darliber hinaus ist noch
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unbekannt, ob es lokalisationsabhangige Unterschiede in der VGCC-Expression gibt.
Dies wirde auch kl&ren, warum Préparate aus nicht intertrigindsen Bereich mit einer GP

eine dhnliche VGCC-Expression wie Normalhaut aufweisen.

7.3 Cadherine
Eine weitere zu diskutierende These, betrifft die Expression der Cadherine CDSN und
DSC1.

Eine fehlende Expression des CDSN konnte in keinem der Praparate nachgewiesen
werden. Bezuglich des Expressionsmusters ist aufgefallen, dass das CDSN teilweise
etwas friiher (bereits ab basalen Anteilen des SS) exprimiert wurde, als in der Literatur
als physiologisch - im Verlauf des SS - angegeben (Allen et al. 2001). Anzumerken ist
jedoch, dass bisher keine Vergleichsfarbungen unterschiedlicher Lokalisationen am
Menschen in der Literatur vorliegen. Fraglich ist, ob es sich hierbei also tatsdchlich um
eine leicht verfruhte Expression handelt und welche Folgen dies gegebenenfalls haben
konnte. Festzuhalten ist jedoch, dass die Expression (bis auf im Préparat 1) im SS
beginnt, also in der als physiologisch erachteten Epidermis-Schicht. Da CDSN in LB
gespeichert vorliegt, ist ein Wirken des Proteins nur nach Ausschittung aus den LB
mdoglich. Somit ware eine ,,verfriihte® Expression bei jedoch regelrechter Ausschittung

am Ubergang vom SG zum SC am ehesten folgenlos.

Zudem zeigen sich die Farbungen der Praparate aus genitaler Lokalisation schwacher.
Unterschiede in der Starke der Farbung kénnen einerseits dem manuellen Farbevorgang
geschuldet sein, andererseits Hinweise auf die Anzahl der Epitope geben. Da bei den
Préparaten 1 und 2 (Zysten) eine Farbung in kréaftigeren Rot-Nuancen auffallt, kdnnte es
sein, dass Gewebe aus Intertrigines lokalisations-bedingte Unterschiede aufweisen und
damit ein anderes Farbeverhalten haben. Mdglich wére, dass eine stetig hohe
umgebende Feuchtigkeit zu einer niedrigeren Expression von CDSN fiihrt. Denda et al.
untersuchten die langerfristige Auswirkung von feuchtem Milieu auf die Epidermis von
Mausen. Es konnte festgestellt werden, dass unter Bedingungen von >80%
Luftfeuchtigkeit sowohl quantitativ weniger LB produziert wurden, als auch weniger
Inhalt sezerniert wurde; auRerdem war der TEWL erhoht. Dies kénnte im Einklang mit
den hier gezeigten Resultaten stehen. Das in LB-gespeichert vorliegende CDSN scheint
semiquantitativ etwas geringer vorhanden zu sein als in Haut anderer Lokalisationen.
Falls es zu einer Freisetzung des CDSN aus den LB am Ubergang von SG zum SC
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kommt, kdnnte der geringere Inhalt an CDSN bedeuten, dass weniger Desmoglea (Oji
et al. 2010) gestarkt wirden, und es vermutlich zu einer geringeren Anzahl von
Corneodesmosomen kommen wiirde. Die kornealen Zell-Zell-Verbindungen waren also
etwas schwacher. Die Sinnhaftigkeit einer solchen Regulation kdnnte darin liegen, dass
eine Epidermis, die stetig von einer hohen Luftfeuchtigkeit umgeben ist, keiner hohen
Gefahr ausgesetzt ist, auszutrocknen und damit weniger Prozesse zur Protektion der
Hautbarriere initiiert werden missen. Auch der erhéhte TEWL konnte eine Funktion

haben: an intertrigindsen Lokalisationen kénnte dies Reibungskréfte mindern.

Letztlich fallt bei allen Praparaten auf, dass im SC keine Abnahme zu beobachten ist.
Dies konnte auf zweierlei hindeuten; einerseits konnte es sein, dass sich das CDSN
noch in den LB befindet, also nicht sezerniert wurde. Eine Proteolyse kann daher nicht
stattfinden und fihrt so zu einem Nachweis im SC. Andererseits kdnnte dieser Umstand
auch auf ein Fehlen von Proteasen im SC hindeuten, die das CDSN nach Freisetzung

aus den LB abbauen.

Die Untersuchungen von Denda et al. implizieren, dass es in feuchter Umgebung zu
einer geringeren LB-Sekretion kommt. Das spricht somit dafur, dass das im SC
vorkommende CDSN in den gezeigten Hautschnitten aus den LB nicht sezerniert

wurde.

AbschlieRend lasst sich aber aufgrund der gewahlten Methodik nicht mit Sicherheit
sagen, ob der positive Nachweis im SC durch eine fehlende Ausschiittung aus den LB

oder durch einen ausbleibenden enzymatischen Abbau zu erklaren ist.

Hierzu ist ein weiterer Aspekt erwéhnenswert; Ishida-Yamamoto et al. untersuchten LB
genauer und gehen davon aus, dass der vielfaltige Inhalt der LB (unter anderem die
Kallikreine 7 und 8 und deren Substrat CDSN) sequentiell synthetisiert und unabhéngig
voneinander im apikalen SG sezerniert wird. In-Vitro-Versuche konnten zeigen, dass
das Kallikrein 7 bei einem pH-Wert von 5,6 sowohl CDSN, als auch DSC1 spalten kann
(Anmerkung: das Kallikrein 7 kann seine Wirkung im Bereich von einem pH-Wert 5,5-
8 entfalten (Lundstrém und Egelrud 1991)). In der Annahme, dass dieser Prozess auch
in vivo geschieht, fuhrt dies zu einem interessanten Szenario. Wie oben bereits
diskutiert, ist unklar, ob das im SC nachgewiesene CDSN nun zytoplasmatisch vorliegt
und nicht abgebaut werden konnte oder in LB gespeichert ist. Ausgehend davon, dass

die hohe Umgebungsfeuchtigkeit eine Sekretion der LB zurlickgehalten hat, wirden

62



sowohl das CDSN, als auch das Kallikrein 7 nicht ausgeschittet werden und es wiirde

zu selbigen immunhistochemischen Ergebnissen fiihren.

Da die Sekretion jedoch sequentiell geschieht (Ovaere et al. 2009, 2009), ware es auch
moglich, dass lediglich das Kallikrein 7 nicht von den LB ausgeschittet wird oder
aufgrund von pH-Wert-Veranderungen nicht wirken kann und daher ein positiver
Nachweis des CDSN im SC vorliegt. Auch hierbei wiirde die Immunhistochemie

dasselbe Ergebnis zeigen.

Der Vollstandigkeit halber muss hier erwéhnt werden, dass von LB auch Inhibitoren
von Kallikreinen, Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitors (LEKTI)
ausgeschuttet werden. Diese werden zeitlich vor den Kallikreinen freigesetzt um ein

vorzeitiges Wirken von Kallikreinen zu vermeiden. (Ishida-Yamamoto et al. 2005)

Im beginnendem SC herrschen neutrale pH-Werte von 6,8-7,5 (siehe Abbildung 23), bei
denen LEKT]I an den Kallikreinen gebunden vorliegen, sodass es noch zu keiner
Corneodesmosomen-Spaltung kommt (Deraison et al. 2007). Im saurer werdendem SC
mit pH-Werten von 4,5-5,3 (Deraison et al. 2007) das durch Filaggrin-Degradierung in
NMF und Aminoséauren geschieht (Kezic et al. 2012) dissoziieren LEKTI und
Kallikreine auseinander, sodass die Cadherine DSC1, DSG1 und CDSN gespalten
werden konnen (Deraison et al. 2007).

Superficial SC

pH4.5-53

Corneocytes

/\ ek
Deep sSC M KUK targets

cormeodesmosomes

pH6.8-7.5

Abbildung 23  Schematische Darstellung des SC (Deraison et al. 2007)
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Es scheint daher bei der Entwicklung einer GP bedeutsam, dass die Filaggrine in den
Keratohyalingranula verbleiben und eine Ansduerung des SC nicht stattfindet; daraus
wirde resultieren, dass es einerseits zu keiner Spaltung der Corneodesmosomen kommt,
andererseits keine Kompaktierung der Korneozyten erfolgt, was eine Hyperkeratose

provozieren wirde.
Dieser Prozess hatte somit auch Einfluss auf das Cadherin DSC1.

Die Farbung des DSC1 zeigte in den genitalen Lokalisationen eine deutlich reduzierte
oder nahezu ganzlich fehlende Nachweisbarkeit in der Epidermis, bis auf eine meist
schmale, aber deutlich positive Anfarbbarkeit im SC. Anhand des angewandten
Primarantikdrpers (U100-Klon, siehe oben) lasst sich daraus schlie3en, dass es sich bei
dem hier nachgewiesenen DSC1 im SC um eine nicht-prozessierte Form, also um das
urspriingliche Protein handelt. Dies l&sst sich wie folgt interpretieren: die Expression bis
zum SG scheint nicht oder kaum ausgeprégt zu sein, findet zudem wahrscheinlich
verspatet statt und ein regelrechter Abbau des DSC1 im SC bleibt am ehesten aus.

Es ist bisher nicht bekannt, wie die Expression von DSC1 reguliert wird; denkbar ware
aber eine Steuerung durch externe Faktoren. Das Milieu der Intertrigines ist feuchter
und einer groReren mechanischen Belastung durch kontinuierliche Reibung ausgesetzt
als die Haut anderer Lokalisationen. Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass das
auflere Milieu einen Einfluss auf die Expression haben kénnte; beispielsweise in der
verhornenden Mundschleimhaut, einer ahnlich feuchten und mechanisch beanspruchten
Umgebung, wird kein DSC1 exprimiert (Donetti et al. 2005). Dies kdnnte einerseits den
Hintergrund haben, dass die gelockerten Desmosomen im SC schneller abgebaut
werden konnen und sich das Epithel so rascher erneuern kann. Gerade in mechanisch
beanspruchten Arealen kdnnte ein hoher und schneller Turn-Over von Vorteil sein.

Andererseits konnte die Epidermis mit schwécheren Desmosomen auch fragiler sein.

Die Epidermis von DSC1-Knock-out-M&usen zeigte Akantholyse, Ausdruck der
geschwéchten Zell-Zell-Verbindung und Parakeratosen (Chidgey et al. 2001). Auch die
hier untersuchten Praparate imponieren durch ahnliche Merkmale: parakeratotische
Areale sowie fehlende Expression des DSC1 (zumindest bis zum Ubergang ins SC).
Das parallele Auftreten dieser Phanomene kdnnte bedeuten, dass ein Zusammenhang

zwischen Zellkernabbau und der Expression von DSC1 besteht.
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Beobachtungen an verhornter Mundschleimhaut kénnten diese These stiitzen; es ist
bekannt, dass dort kein DSC1 exprimiert wird und das Epithel an der Gingiva
parakeratinisert ist. Es ist jedoch unklar, wie der Zellkernabbau in der sich
differenzierenden Epidermis eingeleitet wird und ob Abbauprodukte des DSC1 oder

darin involvierte Vorgange in Zusammenhang damit stehen.

Es waére denkbar, dass bestimmte Faktoren, wie die Umgebungsfeuchtigkeit mehrere
unterschiedliche VVorgénge beeintrachtigt: die Ausschittung von LB und
Degranulierung von Keratohyalingranula bleiben aus und leiten die abschlieRenden
Prozesse einer sich enddifferenzierenden Epidermis nicht ein. Dadurch kénnte eine
Parakeratose in Assoziation mit einem nicht vorhandenen oder nicht ausgeschuttetem
DSC1 auffallen.

Letztlich sind die Ergebnisse auch im Hinblick auf das Zusammenspiel von CDSN und
DSC1 zu diskutieren. Wie bereits erwahnt, bindet das CDSN an die Desmoglea,
extrazellulare DSG1 und DSC1-Anteile (siehe Abbildung 24).

Inner plaque = C—
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@ Outer plaque — 1 N € \ | Desmocollins
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. ' ‘ (( 5—————Piakoglobin
) g - g
Keratin filaments - 10 : Plakphili
( 9—_ ilins
O ' ==
I
. ' (/’\ P Desmopiakin
1 At S0 BNl
1 |‘ - Desmogleins

® Piasma membrane / \— Comeodesmosin

Abbildung 24  Corneodesmosom (Ishida-Yamamoto et al. 2018)

Im Inneren des Korneozyten (braun) findet man die Verbindung des Verankerungsproteins Plakoglobin
mit den Keratin-Filamenten, wodurch die Zelle kompakter und starrer wird (1, blaue Umrandung). Uber
weitere Proteine werden Zell-Zell-Verbindungen zu den Desmocollinen und Desmogleinen nach auflen
geschaffen (2, rote Umrandung), die durch die Plasmamembran (3, schwarz) in die Mitte (4, griin) ragen.
An die Desmocolline und Desmogleine binden am Ubergang ins friine SC Corneodesmosine und erhéhen
so die Stabilitat des Zellzusammenhalts (Ishida-Yamamoto et al. 2018)

Die oben genannten Ergebnisse zeigen in einem GroRteil der Préparate eine deutlich
reduzierte und verspétete Expression von DSC1. Es stellt sich also die Frage, inwiefern
exprimiertes CDSN seine Funktion erftillen kann, wenn es bei fehlendem DSC1
lediglich an das DSG1 binden kann. Unbekannt ist zudem, ob das Verhaltnis von DSG1

zu DSC1, wie mehrere Graphiken suggerieren, auch in vivo 1:1 ist. Mit dieser Annahme
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kdnnte rund die Halfte des exprimierten CDSN - vorausgesetzt eine Ausschittung aus
den LB findet Giberhaupt statt - die Funktion zur Stabilisierung der Corneodesmosomen
nicht erfullen, da der ,,Bindungspartner fehlt.

Hervorzuheben ist dartiber hinaus die Beobachtung, dass sich die gréften
Auffalligkeiten bezuglich der Expression der Cadherine CDSN und DSC1 bei den
genitalen Lokalisationen zeigen. Wahrend DSC1 bis zum basalen SC nicht oder kaum
exprimiert wird, scheint auch die Expression des CDSN uber die gesamte Epidermis
herunterreguliert zu sein. Es entsteht der Eindruck, dass die Epidermis durch eine
maoglicherweise gezielte Regulation schwéchere Zell-Zell-Verbindungen forciert. Die
Desmosomen sind wahrscheinlich durch reduzierte Mengen an DSC1 bereits subkorneal
geschwacht. Korneal ist jedoch unklar und anhand der hier erfolgten Untersuchungen
nicht ersichtlich, ob das CDSN aus den LB ausgeschuttet wird und damit die Zell-Zell-
Verbindungen starkt, oder in den LB verbleibt und keine Corneodesmosomen entstehen.
Letzteres konnte den Sinn haben, eine schnellere Desquamation zu erméglichen und

einen schnelleren Turn-Over zu erreichen.

AbschlieBend ist zu diskutieren, ob die Ergebnisse bezliglich der Cadherine CDSN und
DSC1 eine Reaktion oder Anpassung an die intertrigindse Umgebung sind. Da die GP
vorrangig intertriginds vorkommt, scheint dieses histologische Phanomen eher abhéngig
von der Lokalisation, als von der zugrunde liegenden ,,Erkrankung® (Ekzem,
Condylome etc.) zu sein. Interessant ist die daraus folgende Fragestellung, ob durch die
externen Gegebenheiten eine GP entsteht, die dann ein Trigger fur die Entwicklung von
beispielsweise Ekzemen interpretiert werden muss oder die GP auf dem Boden

vorbestehender Erkrankungen (mit) entsteht.

7.4 Einfluss von Schweil}
Schweil? konnte durch die Anhebung der Feuchtigkeit, als auch seinen sauren pH-Wert

(Emrich und Oelert 1966) die Gegebenheiten flr epidermale Prozesse im SC verandern.

Eine erhdhte Umgebungsfeuchtigkeit als moglicher Provokationsfaktor der Entstehung
einer GP konnte einen entscheidenden Einfluss auf den epidermalen Zellzyklus haben.
Ein feuchtes Milieu, wie es in den Intertrigines vorliegt, entsteht einerseits durch
Okklusion, andererseits durch Schweil3. Diese Umgebung bedingt eine erhohte
Permeabilitat des SC fir lonen, sodass es zu einer Veranderung des sauren pH-Werts zu
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neutraleren Werten kommt (Elsner und Maibach 1990). Vermutlich ist diese
Beobachtung erklarend, warum Intertrigines einen héheren pH-Wert als freie Haut
aufweisen (Schmid-Wendtner und Korting 2006).

Des Weiteren gibt es in der Literatur Hinweise dafir, dass es zu einer geringeren
Formation und Ausschittung von LB bei hoher umgebender Feuchtigkeit kommt
(Denda et al. 1998). Den groRten Beitrag zur Herstellung eines sauren Milieus leisten
die aus den LB stammenden sekretorischen Phospholipasen, die die Entstehung freier
Fettsduren enzymatisieren. Diese liegen in den LB gespeichert und werden
physiologischerweise am Ubergang zum SC ausgeschiittet. Auch die Filaggrin-
Prozessierung in saure Aminosauren tragt zum sauren pH-Wert des SC bei. (Freinkel
und Traczyk 1983; Menon et al. 1985)

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass Schweild wahrscheinlich nicht etwa
durch seinen sauren pH-Wert auf die Aziditat des SC Einfluss nimmt, sondern durch die
Kombination mit der Okklusion in Intertrigines und die konsekutive erhéhte lonen-
Permeabilitat zu einer Verschiebung des pH-Werts zu neutraleren Werten im SC
beitragt. Dies kann letztlich auf pH-Wert-abhangige Prozesse (Kallikreine, LEKTI) der
epidermalen Enddifferenzierung Einfluss nehmen.

7.5  Maoglicher Mechanismus der Entstehung von granuldrer Parakeratose
Alle bisher diskutierten Teil-Aspekte der mdglichen GP-Entstehung lassen sich in einen
gemeinsamen Kontext bringen; die erste Auffalligkeit der untersuchten Préparate in der
klinischen Routine zeigen eine granuldre Akkumulation von (Pro-) Filaggrin im SC [in
dieser Arbeit nicht gezeigt]. Es war bisher unklar, wie diese Beobachtung zu
interpretieren sein kénnte. Bei Ansicht der Caspase-14-Antikorperfarbung konnte in
einigen Praparaten ebenfalls ein granuléarer Aspekt der Akkumulation von (Pro-)
Caspase-14 beobachtet werden. Dies legt nahe, dass sowohl das ,,granulare (Pro-)
Filaggrin®, als auch die ,,granulére (Pro-) Caspase-14* im SC im selben
Zellkompartiment, den Keratohyalingranula, verbleiben. Dafiir spricht auch der positive
Nachweis beider Proteine bis in das hohere SC. Ein bisher unbekannter Mechanismus
leitet physiologisch eine Ausschiittung der Keratohyalingranula am Ubergang von SG
zum SC ein, sodass im SC ein Abfall der nachweisbaren Epitope zu erwarten wére, was
jedoch in den untersuchten Préparaten nicht durchwegs zu verzeichnen ist. Diese
Beobachtungen zusammen deuten darauf hin, dass die beiden Vorlaufer-Proteine
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Profilaggrin und Procaspae-14 in parakeratotischen Arealen nicht aus den
Keratohyalingranula ausgeschttet werden, was die Morphologie der GP erklaren
wirde: die persistierenden Keratohyalingranula kénnen mittels Filaggrin- oder Caspase-
14-Antikorperfarbung durch ihren klumpigen oder granularen Aspekt im SC sichtbar
gemacht werden. Die Parakeratose, also der Verbleib des Zellkerns, lieRe sich auf die
ausbleibende Profilaggrin-Prozessierung mit fehlender Freisetzung des N-Terminus mit
Zellkernlokalisierungssignal zurtickfuhren. Zwar ist in der Literatur nach wie vor
unklar, welcher Vorgang zum Abbau des Nukleus fuhrt, jedoch sprechen auch die hier
gezeigten Ergebnisse dafir, dass es wahrscheinlich ist, dass die Prozessierung des
Profilaggrins (und damit die Freisetzung der Kernlokalisierungssequenz im N-
Terminus) den Zellkernabbau bewirkt. Die fehlende Filaggrin-Prozessierung konnte
zudem zur Folge haben, dass durch die nicht entstehenden NMF und sauren
Aminosduren (siehe Kapitel 3.1) keine pH-Wert-Verschiebung vom basischem zum
sauren Milieu im hoherem SC erfolgt. Auch die intertrigindse Lokalisation kann durch
Schweil3 und Okklusion zu weniger sauren pH-Werten im SC beitragen (siehe Kapitel
7.4). Dieser Synergismus verursacht, dass zahlreiche Enzyme aus den LB nicht wirken
kdnnen: gesetzt dem Fall, dass die LB ihren Inhalt ausschitten, wiirde durch
wahrscheinlich basische pH-Werte im SC keine Dissoziierung von Kallikreinen und
LEKT]I erfolgen kénnen und folglich keine Degradierung von (Corneo-)Desmosomen.
Dafur sprache die in den Praparaten nachgewiesene nicht-prozessierte urspringliche
Form des DSC1 im SC.

Denkbar waére jedoch ebenso, dass es durch die erhdhte Feuchtigkeit in intertrigindsen
Lokalisationen gar nicht erst zu einer LB-Ausschuttung kommt, sodass
Corneodesmosomen aufgrund des fehlenden CDSN nicht entstehen wiirden. DSC1
konnte so durch die in LB retinierten Kallikreine nicht abgebaut werden und daher im
SC in seiner Ursprungsform nachweisbar sein. Diese beiden Mdglichkeiten werden in
Abbildung 25 dargestellt.
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Mdglichkeit 1
LB werden ausgeschiittet
CDSN wird am Ubergang SG/SC ausgeschilttet
»  KLK und LEKTI sequenziell ebenso
Procaspase-14 »  durch basischen pH im SC Inhibition der KLK durch

i : / LEKTI
Profil
\my >  CDSN wird nicht abgebaut
(= CDSN +im SC)

»  DSC1 wird nicht abgebaut
(= urspriingliches DSC1 + im SC)

Maglichkeit 2
Hohe Umgebungsfeuchtigkeit
»  LB-Produktion |
DSC1-Expression |
»  LB-Ausschittung |
(= CDSN, KLK, LEKTI verbleiben in LB bis im SC)
»  CDSN wird nicht ausgeschiittet und nicht abgebaut
(= CDSN + im SC)
»  DSC1wird von KLK nicht abgebaut im SC
(= urspriingliches DSC1 + im SC)

Fir beide Moglichkeiten geltend
Retention von Profilaggrin und Procaspase-14 in granuldren KHG
(= Caspase-14 + im SC und SC>SG)
»  Filaggrinprozessierung bleibt aus (=Filaggrin + im SC)
»  Fehlende Freisetzung N-Terminus, kein Zellkernabbau
(= Parakeratose)
»  NMF-Produktion | und saure Aminoséuren |
»  pH-Wert basisch
»  bei theoretisch vorheriger LB-Ausschiittung keine
Dissoziation von LEKTI und KLK mdglich
»  kein Abbau von CDSN, DSC1 und DSGL1 (= Verbleib
von (Corneo-)Desmosomen = Hyperkeratose)

Abbildung 25 Mdgliche Pathogenese der GP

Eine ausbleibende LB-Ausschittung konnte auch auf einen erhéhten Calcium-Gehalt im
Extrazellularraum aufgrund einer verminderten Expression des VGCC, der das Calcium
von extra- nach intrazellular flieBen lasst, zurtickzufuhren sein (siehe Kapitel 7.2).
Somit kdnnten theoretisch zwei Faktoren existieren, die eine LB-Ausschiittung
beeinflussen: die Umgebungsfeuchtigkeit und die Calcium-Homoostase.
Maoglicherweise ist aber auch die Expression von VGCC vom duf3eren Milieu oder der

Lokalisation abhangig und somit Teil eines zusammenhangenden Prozesses.

Letztlich sprechen die Ergebnisse und deren Interpretation dafiir, dass die granulére
Parakeratose - in der Literatur hdufig als axillare granulare Parakeratose betitelt -
keineswegs nur als eigenstandige Erkrankung zu sehen ist. Vielmehr scheint es, dass es
sich hierbei um Veranderungen (meist) intertrigindser Haut handelt, die durch die
aulRerlichen Faktoren Okklusion und Feuchtigkeit entstehen und offensichtlich
assoziiert zu anderen Erkrankungen, auftreten konnen. Dies deckt sich mit der

Klinischen Erfahrung, dass in diesen Kdrperregionen immer wieder unklare Erytheme
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entstehen, die keiner Krankheit zugeordnet werden kénnen, aber histologisch eine GP
aufzeigen. Diesem Umstand kénnte mit einer modifizierten Nomenklatur Rechnung

getragen werden.

Granulére Parakeratosen, die histologisch keiner weiteren anderen Erkrankung
zuzuordnen sind, sollten als ,,primére granuldre Parakeratose* bezeichnet werden,
histologische Krankheitsbilder hingegen, mit denen die granulére Parakeratose

assoziiert ist, konnten den Zusatz ,,sekundire granulire Parakeratose* erhalten.

8. Zusammenfassung

Bisher sind in der Literatur vor allem Félle von granuldren Parakeratosen bekannt, die
bei uneindeutiger Klinik durch eine Probebiopsie histologisch erkannt wurden. Haufig
wurde die Diagnose einer - meist axillaren — GP gestellt. Zudem herrscht Unsicherheit
dartiber, ob es sich hierbei um eine eigenstandige Erkrankung handelt oder ein reaktives

Phénomen.

Die GP imponiert histologisch durch intrazelluldre granuldre Ablagerungen im SC,
einen Verbleib des Nukleus, auch Parakeratose genannt, sowie Hyperkeratosen.
Immunhistochemisch zeigt sich Filaggrin in allen Praparaten im SC als ,.klumpig* oder

LHgranulir eingelagert.

Ziel der Untersuchungen war es, mdgliche Erklarungen fur diese Auffélligkeiten zu

finden und daraus eine Pathogenese abzuleiten.

In dieser Arbeit ist es gelungen sich der mdglichen Pathogenese des histologischen
Ph&nomens der GP zu n&hern. Untersucht wurden Hautschnitt-Praparate, die in der
klinischen Diagnostik nebenbefundlich eine GP zu den Erkrankungen Zysten,
intertrigindse Ekzeme und Condylome zeigten. Die Methodik beruht auf
immunhistochemischen Farbungen von Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten
histologischen Praparaten mit Antikdrpern gegen Caspase-14, VGCC, DSC1 und
CDSN.

Von Interesse war das Enzym Caspase-14, da es — wie das Filaggrin —in
Keratohyalingranula gespeichert vorliegt und physiologischerweise am Ubergang vom
SG zum SC ausgeschittet wird, wo es an der Prozessierung des Filaggrins mitwirkt.
Des Weiteren wurde ein bisher wenig erforschter Calcium-Kanal, der VGCC,
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immunhistochemisch untersucht, der durch einen intrazelluléaren Calcium-Anstieg durch
Calcium-Influx Konformationsanderungen an Proteinen, als auch Aktivierungen von
Enzymen bewirken kann und somit wahrscheinlich einen wichtigen Stellenwert im
epidermalen Zellzyklus hat. Zusétzlich wurden die Cadherine DSC1 und CDSN in den
Préparaten immunhistochemisch gefarbt um deren Expressionsmuster aufzuzeigen und
Aspekte der Zell-Zell-Kontakte im Kontext der GP bei vorliegender Hyperkeratose zu
beleuchten.

Die Caspase-14-Antikorper-Farbungen zeigt vor allem in den von Parakeratose
betroffenen Abschnitten der Epidermis eine deutliche Anhdufung der Epitope im SC,
gepaart mit einem granuléren Aspekt, was den Eindruck einer Persistenz der
Procaspase-14 in den Keratohyalin-Granula erweckt. Durch eine ausbleibende
Ausschittung der Keratohyalin-Granula kommt es ebenso zu einer Retention des
Profilaggrins. Hierdurch findet keine Prozessierung des Filaggrins statt, sodass weder
der N-Terminus mit Kernlokalisierungssequenz, der am Abbau des Nukleus beteiligt zu
sein scheint, freigesetzt wird, noch eine Aufspaltung des Filaggrins in NMF und
Aminoséuren erfolgt. Folglich bleibt der Zellkern bestehen, die intrinsische Anséuerung
des SC kann nicht erfolgen, was pH-wirksame Proteasen funktionell beeintréachtigt
(siehe unten). Zudem gelingt eine Kompaktierung, also Abflachung der Zellen im SC

nicht vollstandig, was sich letztlich in einer Hyperkeratose widerspiegelt.

Der VGCC ist in allen Préparaten nachweisbar, sodass die Existenz dieses Kanals in der
Epidermis bestatigt wird. In intertrigindsen Lokalisationen scheint die Anzahl der
Epitope allerdings reduziert, sodass es einerseits zu einem nicht ausreichend hohen
Calciumgehalt intrazellulér, andererseits zu einem héherem Calciumspiegel
extrazelluldr kommen konnte. Dies kénnte zur Folge haben, dass LB ihren Inhalt nicht
freisetzen und somit Proteine, wie das CDSN und Enzyme, wie Kallikreine, nicht
physiologisch funktionieren. In den Keratinozyten wiirde der Calcium-Mangel den
Abbau von (Pro-)Filaggrin durch Calcium-abhangige Enzyme behindern, was eine
Storung der Zellkompaktierung verursacht und eine Bereitstellung von NMF und

Anséduerung des SC verhindert.

Die Cadherine DSC1 und CDSN wurden immunhistochemisch visualisiert um deren
Expressionsmuster und den maoglichen Einfluss auf Zell-Zell-Kontakte bei vorliegender

Hyperkeratose zu Uberprifen.
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Das CDSN wird bereits ab den basalen Anteilen des SS exprimiert, was maglicherweise
etwas friher als in der Literatur angegeben geschieht, aber in der als physiologisch
erachteten Zellschicht. Da es in LB gespeichert vorliegt, ist ein Wirken ohne
Freisetzung des Proteins ohnehin nicht méglich und hat demnach am ehesten keine
Folgen fir den epidermalen Zellzyklus. Die Persistenz des CDSN bis ins SC kann
entweder durch eine nicht erfolgte Freisetzung aus den LB oder einen ausbleibenden
Abbau durch entsprechende Enzyme bedingt sein. Zudem zeigen die Praparate aus
genitaler Lokalisation eine geringere Epitopdichte, suggerieren also eine Down-
Regulation. Dies wirde zu den Beobachtungen von Denda et al. passen, die eine

verminderte LB-Produktion bei hoher Umgebungsfeuchtigkeit aufzeigen.

Die Expression des DSC1 zeigt sich bis zum Ubergang von SG zum SC schwach und
verspatet. Moglicherweise ist dies ebenfalls Ausdruck einer Down-Regulation und soll
im Sinne eines hdheren Turn-Overs die Zell-Zell-Kontakte lockern, in Anlehnung an
die Vermutung, dass Mundschleimhaut aus diesem Grund keine Expression von DSC1
aufweist. Auffallend ist zudem der deutlich positive Nachweis im (teils apikalen) SC,
was bei dem hier angewandten Klon fur ein nicht abgebautes DSC1 spricht und damit
eine Besonderheit darstellt. Dies impliziert, dass die das DSC1-abbauenden Proteasen
KLK 5 und 7 entweder nicht aus den LB ausgeschuttet werden und/oder eine
Dissoziierung von ihren Inhibitoren (LEKTI) nicht erfolgt, sodass kein Abbau
stattfinden kann. Die Trennung der Kallikreine von den LEKTI ist pH-Wert abhéngig
und geschieht im sauren Milieu. Aufgrund der bei der GP im Verdacht stehenden
ausbleibenden Filaggrin-Prozessierung ist eine Ansauerung des (héheren) SC durch
NMF und Aminosauren moglicherweise nicht gewahrleistet. Zudem kommt hinzu, dass
der pH-Wert des SC auch extrinsisch durch Schweil} und Okklusion (siehe Kapitel 7.4)
beeinflusst wird und eine ausbleibende Anséuerung verursacht, sodass die
Gegebenheiten durchaus eine fehlende Dissoziierung der Kallikreine von LEKTI

bedingen koénnten.

Die Pathogenese der GP scheint somit ein aus vielen zusammenhangenden Prozessen
bestehender Mechanismus zu sein, der synergistisch in eine gemeinsame Endstrecke zu

muinden scheint.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lasst sich unter Berlcksichtigung des
bekannten Wissens folgende Hypothese zur Pathogenese der GP ableiten: Okklusion

und eine hohe Umgebungsfeuchtigkeit werden, vor allem in intertrigindsen
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Lokalisationen, als Provokationsfaktoren vermutet. Das feuchte Milieu scheint die
Produktion und Ausschiittung von LB am Ubergang vom SG zum SC zu vermindern.
Eine reduzierte Expression von VGCC erhoht einerseits die extrazellulare Calcium-
Konzentration, was die LB-Ausschuttung hemmt und andererseits einen niedrigen
intrazelluldaren Calcium-Gehalt bewirkt, sodass Calcium-abhangige Prozesse, wie der
Filaggrin-Abbau behindert werden. Zudem wird die Ausschuttung von
Keratohyalingranula durch einen niedrigen zytosolischen Calciumspiegel

wahrscheinlich ebenfalls beeintréchtigt.

Durch die gehemmte LB-Ausschittung verbleibt CDSN in seinem Speicher und kann
Desmosomen nicht zu Corneodesmosomen stérken. Die ebenfalls retinierten Kallikreine
konnen die Desmoglea (DSC1 und DSG1) im Verlauf des SC nicht abbauen, sodass
eine Hyperkeratose resultiert. Da DSC1 aber nur schwach exprimiert wird, sind die

Desmosomen strukturell vermutlich ohnehin schwacher.

Intrazelluldr erfolgt am Ubergang vom SG zum SC keine Degranulierung von
Keratohyalingranula, sodass Profilaggrin und Procaspase-14 nicht im Zytosol wirken
kénnen und bis ins SC fortbestehen. Das Profilaggrin wird daher nicht prozessiert, was
dazu fihrt, dass keine Zellkompaktierung, kein Zellkernabbau und keine Herstellung
von NMF geschieht. Dies hat eine Hyperparakeratose mit granuldrem Aspekt und einen

Verbleib des Nukleus zur Folge.
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