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Abstract

Haarfollikel stellen eine Unterbrechung der kontinuierlichen Barriere der Haut dar. Als Reservoir
fiir topisch applizierte Substanzen, aber auch fiir eine mikrobielle Kolonisation ist u. a. das Infundi-
bulum ein Ort intensiver Interaktion mit Umweltfaktoren. Antimikrobielle Peptide wie B-Defensine
sind wichtige Abwehr- und Botenstoffe und haben zusétzliche regulatorische Funktionen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expressionsmuster von -Defensinen in Vellus (VHF)- und Ter-
minalhaarfollikeln (THF) vergleichend zu analysieren und hieraus Schlussfolgerungen beziiglich
weitergehender biologischer Funktionen zu ziehen.

Haarfollikel-tragende Gewebeschnitte menschlicher Haut des behaarten Kopfes und der Retro-
aurikularregion wurden mittels immunhistochemischer und immunfluoreszierender Farbungen hin-
sichtlich der Expression der f-Defensine hBD-1, hBD-2, hBD-3 untersucht. Insgesamt wurden 148
Kryostatschnitte beurteilt (hBD-1 = 51, hBD-2 = 54, hBD-3 = 43). Die Auswertung der Lokalisati-
on und Intensitdt der Farbungen erfolgte semiquantitativ unter Beriicksichtigung der anatomischen
Schicht des Follikels sowie der Tiefe der Kompartimente in der Haut, unterteilt in Infundibulum,
Isthmus, infraseboglanduldren und suprabulbdren Bereich, Haarbulbus und Talgdriise.

In Bereichen, in denen von einer hohen immunologischen Aktivitit ausgegangen werden kann,
fanden wir in unserer Untersuchung eine entsprechend starke konstitutive Expression der drei
B-Defensine, so in der distalen duBeren Wurzelscheide (AWS), um den Haarkanal herum und im
Bereich der Einmiindung der Talgdriisengdnge. Im Weiteren ergab sich ein deutlich differenzier-
tes Bild. Eine maximale Expression von hBD-3 fand sich in der AWS im proximalen Follikel.
Im Gegensatz dazu lieBen sich hBD-1 und hBD-2 vorwiegend im distalen Follikel nachweisen.
In der inneren Wurzelscheide des Haarfollikels wurden die drei B-Defensine in allen Haartypen
sehr ausgepragt exprimiert, aber mit unterschiedlichen Verteilungen. Als Besonderheit war in der
Medulla (THF) eine stiarkere Expression von hBD-1 und hBD-2 zu finden. Auch in der fibrosen
Hiille und in der Grenzzone zwischen der duB3eren und inneren Wurzelscheide konnte eine starke
Immunfarbung von hBD-3 dargestellt werden.

Sowohl in VHF als auch in THF wurden alle untersuchten B-Defensine exprimiert. Obwohl die
GroBendimensionen der Follikeltypen sehr unterschiedlich sind und eine unterschiedliche mikro-
bielle Kolonisierung angenommen werden muss, fanden sich keine grundsitzlichen Unterschiede
in den Expressionsmustern.

Die Funktion der Expression der immunstimulatorischen Molekiile hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im distalen Haarfollikel entspricht der aus der interfollikuldren Epidermis bekannten Funktion im
Rahmen der natiirlichen Immunabwehr. Die Expression von hBD-2 sowie hBD-3 in klar definier-
ten Kompartimenten der tieferen Haarfollikelabschnitte weist neben der antimikrobiellen auf eine
zusdtzliche regulatorische Funktion hin. Molekulare Verkniipfungen mit Signalwegen, die u. a. an
der Aufrechterhaltung des bulbdren Immunprivilegs beteiligt sind, sind beschrieben, so dass die

vorliegenden Befunde wichtige Ankniipfungspunkte fiir weitergehende Untersuchungen ergeben.



Abstract (englisch)

Hair-follicles constitute disruptions of the continuous skin-barrier. Being a reservoir for topically
applied substances but also for microbial colonization the infundibulum serves as a place of inten-
sive interaction with environmental factors. Antimicrobial peptides like B-defensines are important
defence- and messenger-molecules with regulative functions.

The aim of this thesis was to compare the expression-pattern of -defensines in vellus (VHF)- and
terminal hair-follicles (THF) to draw conclusions regarding additional biological functions.

Tissue-sections bearing hair-follicles of human hairy scalp and of the retroauricular area were
analyzed for the expression of the f-defensines hBD-1, hBD-2 und hBD-3 using immunohistochemic
and immunofluorescent stainings. A total of 148 cryosections were assessed (hBD-1=51, hBD-2=54,
hBD-3=43). The semiquantitative evaluation of the localization and intensity of the stainings includes
the anatomical layer of the follicle and the depth of the skin compartment, segmented into infundibu-
lum, isthmus, infra-sebaceousglandular and supra-bulbar areas, hair-bulb and sebaceous gland.

In areas of presumably high immunological activity i. e. in the distal part of the outer root sheath
(ORS), around the hair-channel and near the junction of the sebaceous gland-ducts we detected a high
constitutive expression of the three B-defensines. Further examinations revealed a more differentiated
pattern. The highest expression of hBD-3 was found in the ORS of the proximal follicle, whereas
hBD-1 und hBD-2 could be predominantly detected in the distal follicles. The three B-defensines
were strongly expressed in the inner root-sheat of the hair-follicle of all hair-types, but with different
distributions. As a special feature there was a stronger expression of hBD-1 and hBD-2 in the medul-
la. Additionally a strong immunological staining of hBD-3 was detected in the fibrotic cover and in
border-zone between outer and inner ORS.

All examined B-defensines were expressed in VHF as well as in THF. In spite of the different size
dimension of the follicle-types and the presumably different microbial colonization no principal dif-
ferences in the expression-patterns could be found.

The function of the expression of the immunstimulatory molecules hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in
the distal hair-follicles is equivalent to the one in the interfollicular epidermis within the scope of the
natural immune-defence. The expression of hBD-2 and hBD-3 in clearly defined compartments of
deeper hair-follicle-parts refers to a regulative function beyond the antimicrobial properties. Molecular
links to signal-pathways which are involved in the maintenance of the bulbar immune-privilege are
described, revealing important links for further studies.



Einleitung

1 Einleitung

Gegenstand dieser Dissertation ist die Untersuchung der Expression von [-Defensinen im
menschlichen Haarfollikel. Dieses endogene Peptid-Antibiotikum aus der Defensin-Familie wird

dem urspriinglichen, unspezifischen Immunsystem zugerechnet.

1.1 Barrierefunktion der menschlichen Haut

Die menschliche Haut steht als dufBerste Barriere des Korpers in stindigem Kontakt mit der
lebenden Umwelt und ist einer Vielzahl von schidlichen Einfliissen ausgesetzt. Die Kolonisierung
mit verschiedensten Bakterien, das Mikrobiom unserer Haut, ist ein wichtiger Aspekt fiir die
Hauthomoostase. Trotz einer permanenten mikrobiellen Besiedlung kommt es bei gesunden Menschen
jedoch nur relativ selten zu Hautinfektionen durch pathogene Mikroorganismen. Dies gilt fiir Pilze,
Viren und Bakterien gleichermalen (Fitzpatrick et al., 1993; Brodell and Rosenthal, 2008).

Eine intakte physikalische Barriere ist fiir die Infektionsabwehr der Haut zwar von grof3er
Bedeutung, diese allein erklédrt jedoch nicht die natiirliche Resistenz. Weitere physikalische
Faktoren spielen eine wichtige Rolle. Tatsdchlich handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel

von physikalischen und biochemischen Faktoren.

Zum Beispiel fiihrt die Desquamation des Stratum corneum zu einer stindigen Erneuerung der

epithelialen Oberflachen und damit zu einer Verringerung der mikrobiellen Besiedlung.

Durch das saure Milieu der Haut und eine komplexe Lipidmatrix werden Infektionen zusdtzlich

erschwert.

Hautanhangsgebilde, darunter Schwei3driisen, jedoch insbesondere die Haarfollikel stellen
eine Unterbrechung der kontinuierlichen Barriere der Haut dar. Besonders der oberflaichennahe
Teil des Follikels ist mit einer hohen Dichte an antigenprésentierenden Zellen ausgestattet und
fungiert im Bereich dieser Eintrittspforte fiir mikrobielle Invasion und Allergene als Ort intensiver

Interaktionen mit dem Immunsystem.

Zu den wichtigen biochemischen Faktoren der Hautbarriere zidhlt die Produktion antimikrobieller
Substanzen, wie der antimikrobiellen Peptide (AMP), welche ein elementarer Faktor der natiirlichen
Resistenz sind. Hierbei erginzen sich konstitutiv exprimierte AMP und erregerspezifische,
induzierbare Peptide zu einer sogenannten ,,chemischen Barriere* der Haut als Abwehrsystem,
deren Hauptwirkort sich wahrscheinlich in den oberen Schichten der Epidermis befindet (Boman,
2000; Schroder und Harder, 2006). AMP stellen daher bedeutende Faktoren fiir den Erhalt der
Gesundheit der Haut dar.

Das biochemische Abwehrsystem

Zahlreiche Studien der letzten Jahre belegen die Bedeutung eines biochemischen Abwehrsystems

fiir den Erhalt der Integritdt der Epithelien. Es zeigte sich insbesondere, dass den antimikrobiell
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Einleitung

wirksamen Proteinen als phylogenetisch alten Effektormolekiilen eine Schliisselrolle bei der

angeborenen Immunitét der Epithelien zukommen konnte (Schroder, 1999a).

Fiir den Schutz der Hautbarriere als Ort des permanenten Kontakts mit Mikroorganismen wurde

u. a. die Gruppe der humanen Defensine als relevante antimikrobielle Peptide beschrieben.

1.2 Die Immunabwehr

Zur Bekdmpfung von korperfremden Stoffen, die ihn schdadigen oder zumindest in seiner Funktion
beeintrdchtigen konnen, hat der menschliche Korper eine Vielzahl von Schutzmechanismen
entwickelt, die sich einerseits in eine unspezifische, angeborene und andererseits in eine spezifische,

erworbene Immunabwehr gliedern lassen.

Das angeborene Immunsystem ist eine erste Barriere gegen pathologische Einfliisse von aullen
(Fearon et al., 1996; Medzhitov und Janeway, 1997; Matzinger, 1998), sie wird nach einer
mikrobiellen Invasion sofort ausgeldst und besitzt auch eine Schiisselrolle bei der Induktion der

spateren antigenspezifischen, adaptiven Immunantwort.

Die angeborene Immunitit ist ein effektiver Verteidigungsmechanismus. Zu diesem System

gehoren:
- das Komplementsystem, die Fresszellen (Makrophagen), die natiirlichen Killerzellen

- zelluldre Faktoren: Phagozyten, NK, interdigitierende dendritische Zelle (Langerhanszellen
der Haut) und Mastzellen

- humorale Faktoren: Defensine, Peptidantibiotika in Haut, Schweil3, Lysozyme, Komplemente,

TNF-a, Interleukine, Integrine

Das angeborene Immunsystem hat demnach folgende Aufgaben: a) die Erkennung von
Mikroorganismen als fremd; b) die initiale Bekimpfung und Eliminierung des Pathogens; c) die

Aktivierung des adaptiven Immunsystems.

Blutphagozyten, insbesondere neutrophile Granulozyten, zirkulieren im Blut. In den
Phagolysosomen gibt es eine Reithe von Proteinen, die den phagozytierten Mikroorganismus
abtoten. Dazu gehoren auBler proteolytischen Enzymen und Sauerstoffradikalen vor allem
antimikrobielle Peptide und Proteine, wie die sogenannten Defensine (Ganz und Lehrer, 1998,
1999). Defensine sind niedermolekulare, antimikrobielle Peptide und spielen eine wichtige Rolle
in den ersten Stadien einer Infektion (Ganz, 2003; Lehrer, 2004).

Daneben besitzt der Mensch auch eine erworbene oder adaptive Immunabwehr. Dieser Teil des
Immunsystems zeichnet sich durch die Fahigkeit aus, korperfremde Strukturen zu erkennen und

iiber spezifische Reaktionen zu eliminieren. Teil der adaptiven Immunabwehr sind Antigen-

10



Einleitung

spezifische Zellen, die sogenannten T- und B-Lymphozyten, die bei Kontakt mit ,,ihrem* Antigen
aktiviert werden. Neben der Zerstorung von mit Antikérpern markierten Antigenstrukturen
haben T-Lymphozyten die Aufgabe, B-Lymphozyten zu stimulieren, so dass sie in Antikorper-
produzierende Plasmazellen differenzieren. Zwischen dem Erstkontakt des adaptiven
Immunsystems mit dem Antigen und der Verfiigbarkeit des entsprechenden Antikdrpers kann ein

Zeitraum von sieben Tagen verstreichen (Hancock und Diamond, 2000).

1.3 Antimikrobielle Peptide

Die Produktion der natiirlichen antibiotischen Peptide ist als wichtiger Mechanismus der
angeborenen Immunitét in Pflanzen und in Tieren beschrieben worden (Gabay, 1994; Ganz 1999).
Untersuchungen am Menschen haben ergeben, dass individuelle AMP verschiedene Aktivititen
ausiiben, die iiber die antifungale, antivirale, antiparasitire Abwehr hinaus in zahlreiche
Prozesse eingehen (Hancock und Chapple, 1999). AMP sind zudem fiir ihre Assoziation mit
inflammatorischen Dermatosen und der Wundheilung bekannt (Nizet et al., 2001; Gambichler et
al., 2008; Ong et al., 2002; Dressel et al., 2010).

Es wurden bisher iiber 100 verschiedene antimikrobielle Peptide entdeckt und benannt (Nicolas

und Mor, 1995; Yang et al., 1999). Die Defensine stellen eine wichtige Untergruppe dar.

Von den insgesamt 18—42 Aminoséuren der Peptide hat ein groBer Anteil basischen Charakter (Lysin,
Arginin). Die mikrobiozide Wirkung der Defensine setzt an der Zytoplasmamembran der Mikroorga-
nismen an (Yang et al., 2002; Hoover et al., 2000). Als wichtige Komponente der angeborenen Immu-
nitdt verfiigen Defensive iiber ein breites antimikrobielles Wirkspektrum und agieren immunmodulato-
risch, indem sie u. a. Monozyten chemotaktisch anlocken. Neuere Befunde legen nahe, dass Defensine

auch beim adaptiven Immunsystem eine Rolle spielen (Yang et al., 1999, 2000).

1.4 p-Defensine und andere antimikrobielle Peptide in der Haut

Die Haut triagt aktiv zur Wirtsabwehr durch Errichtung der angeborenen Immunantwort bei, welche
die Produktion der antimikrobiellen Peptide einschlieBt (Gallo und Huttner, 1998; Nizet et al.,
2001; Ong et al., 2002). Diese Peptide, welche die B-Defensine und die Cathelicidin-Gen-Familien
einschlieBen, aber nicht auf sie begrenzt sind, stellen ein schnelles, breites Abwehrspektrum gegen
Infektionen durch ihr Agieren als natiirliche Antibiotika bereit. Wie bereits eingangs beschrieben

sind sie durch Teilnahme an den Wirtszellenprozessen in die Immunabwehr involviert.

Die Chemoattraktant-Eigenschaften von B-Defensinen und Cathelicidinen kdnnen diesen Prozess
durch ihre Funktionsinteraktionen mit den leukozytdren Oberflichenrezeptoren weiter verstarken.
Die wachsende Zahl der identifizierten Multifunktionspeptide, die das Mikrobenwachstum

inhibieren, erweitert das Sdugetier-antimikrobielle Arsenal und zeigt, dass das wirtsspezifische
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antimikrobielle Peptid-Abwehrsystem sowohl direkt als auch indirekt bei der Verhinderung von
Hautinfektionen fungiert (Braff et al., 2005).

Im Falle einer Infektion oder Verletzung ist die antimikrobielle Peptidexpression wegen der
erhohten Synthese durch Keratinozyten und der Absetzung von Degranulationen der angezogenen

Neutrophile in der Haut hoch reguliert.

Eine konstitutive und induzierbare Expression der menschlichen -Defensine hBD-1, hBD-2 und
hBD-3 sowie des menschlichen Cathelicidin ist in den epidermalen Keratinozyten beobachtet
worden (Frohm et al., 1997; Dorschner et al., 2001; Harder et al., 2001).

Die Expression von hBD-2 ist nach einer Verletzung erhoht. Chronische Wunden zeigen héufig eine
konstitutive Expression von hBD-2, die sich moglicherweise bei fortschreitender Gewebeverletzung
und bakterieller Kolonisation (Butmarc et al., 2004) noch weiter steigern kann. Die f-Defensine
fordern die Proliferation der Epithelzellen, um sie in die Wundheilung mit einzubeziehen (Van
Wetering, 1999). Diese biologischen Funktionen erhirten die wichtige Rolle der B-Defensine als
multifunktionale Zelleffektormolekiile — zusitzlich zu ihrer wichtigen Rolle bei der angeborenen

und adaptiven Immunabwehr.

1.4.1 Mechanismus der induzierten Peptidantibiotika-Synthese in der Haut des

Menschen

Gesunde Epithelien (Haut, Schleimhaut) produzieren normalerweise eine Reihe antimikrobieller
Peptide (z. B. Lysozym, Antileukoprotease (ALP), hBD-1 und Dermcidin). Geraten Bakterien oder
Pilze in Kontakt mit lebenden Keratinozyten (z. B. bei einer Storung der physikalischen Barriere),
so wird nach dem Binden iiber spezifische Erkennungsstrukturen an der nach auflen gerichteten
Seite der Epidermis als Antwort eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zu einer massiven
Produktion induzierbarer antimikrobieller Peptide (beim Menschen: hBD-2, hBD-3, LL-37 u. a.)
fiihrt. Gleichzeitig bewirken chemotaktische Eigenschaften dieser Peptide die Einwanderung
von Immunzellen (immature dendritische Zellen und Memory-T-Lymphozyten), die iiber einen

Chemokinrezeptor vermittelt werden.
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Gesunde Haut Entziindete Haut
hBD-1 Baktenen Baktenen
A hBD-2 X hBD-2
hBD 3 x hBD- 3
hBD 2 hBD 2

Immature
dendritische Zellen

Memory T-Lymphozyten ® ©@

0% o

Abb. 1: Antimikrobielle Peptide: Effektormolekiile der Haut als Abwehrorgan. Hautarzt
(2002) 53: 424-435. J. M. Schroder. Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie, Universititsklinikum Kiel (modifizierte Abbildung)

1.5 Die Gruppe der Defensine

Defensine gehoren zu einer groBen Gruppe antimikrobieller Peptide, die eine Untergruppe kationischer,
amphipathischer Peptide bilden, die in humane alpha-, beta- und theta-Defensine unterteilt werden
(Lehrer et al., 1999; Yang et al., 2002). Das wichtigste Merkmal der verschiedenen Unterklassen ist
die jeweils variable Verkniipfung der intramolekularen Disulfidbriicken (Bals, 2000a).

a) alpha-Defensine

a-Defensine sind in den neutrophilen Granulozyten der Sdugetiere ubiquitdr verbreitet und
machen in diesen Zellen etwa 5—10 % der intrazellulidren Proteine aus (Ganz et al., 1997). Das aus
90-95 Aminoséduren bestehende Prapropeptid wird posttranslational durch eine aminoterminale
Prozessierung zum aktiven Peptid umgewandelt (Valore et al., 1992). Im humanen System finden
sich vier a-Defensine in neutrophilen Granulozyten (humanes neutrophiles Defensin (HNP) 1, 2, 3
und 4 (Ganz et al., 1985; Wilde et al., 1989) und zwei weitere (HD5 und HD6) in den intestinalen
Paneth-Zellen (Jones und Bevins, 1992) sowie in den epithelialen Zellen der weiblichen

Reproduktionsorgane (Quayle et al., 1998).

b) beta-Defensine

Die erstmals 1991 von Diamond et al. beschriebenen -Defensine kommen bei Vogeln und Sdugern
in epithelialen Zellen und in Immunzellen epithelialer Gewebe vor.

Die aus 67—72 Aminoséduren bestehenden Precursor-Molekiile enthalten eine Signalsequenz und
eine nachfolgende Proregion. Im humanen System gibt es vier verschiedene B-Defensine.

13



Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Expression von -Defensinen, da diese eine wichtige
Schliisselfunktion bei der kutanen Immunitdt einnehmen. Die hauptséchlich von Epithelzellen
produzierten B-Defensine vernichten direkt oder indirekt ein breites Spektrum an Bakterien, Pilzen
und Viren. Auch wird immer deutlicher, dass diese Peptide nur nicht als endogene Antibiotika
wirken, sondern auch weitere Funktionen erfiillen. Sie sind an der Regulierung von Entziindungs-
und Immunreaktionen beteiligt, wirken als Chemoattraktantien auf immune oder entziindete
Zellbereiche, sie beschleunigen die Angiogenese, fordern die Wundheilung und Reepithelisierung,
binden und neutralisieren Lipopolysaccharide.

c) theta-Defensine

Eine neuartige Klasse der Defensine ist aus Rhesusaffen-Neutrophilen isoliert worden, diese
wurden entsprechend ihrer kreisformigen molekularen Struktur als 6-Defensine benannt (Tang et
al., 1999).

1.5.1 Subtypen der humanen B-Defensine
hBD-1

hBD-1wurde erstmals (Benschetal., 1995) von einer Arbeitsgruppe des Peptid-Forschungsinstitutes
in Hannover aus dem Plasma dialysepflichtiger Patienten isoliert. Die Expression von hBD-1
konnte anschlieend auch in Keratinozyten der Haut (Schréder, 1999c), der Mundschleimhaut
(Dunsche et al., 2002), des Urogenitaltraktes (Valore et al., 1998), des Gastrointestinaltraktes
(Islam et al., 2001) und des Respirationstraktes gefunden werden (Harder et al., 1997).

hBD-1 wird konstitutiv produziert (Zhao et al., 1996, Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews et
al., 1999).

hBD-1 zeichnet sich durch eine hohe Effektivitit gegeniiber gramnegativen Bakterien (z. B.
Escherichia coli) aus, besitzt aber prinzipiell ein breites Wirkungsspektrum gegeniiber einer
Vielzahl von Bakterien und Pilzen (Tanida et al., 2003).

hBD-2

Die Isolation von hBD-2 gelang erstmals 1997 aus dermalen Keratinozyten von Patienten,
die an Psoriasis litten (Harder et al., 1997). Wahrend hBD-1 in den dermalen Epithelzellen
konstitutiv exprimiert wird, wird die Expression von hBD-2 in den Epithelzellen der Haut und
der Mundschleimhaut (Harder et al., 1997; Krisanaprakornkit et al., 2000; Liu et al., 2002) sowie
im Respirations- und Verdauungstrakt (Schroder und Harder, 1999) durch die Zerstérung der
Hautbarriere oder durch inflammatorische Prozesse induziert (de Jongh et al., 2005; Gambichler
et al., 2008; Harder et al., 2010).

Die antimikrobielle Wirkung von hBD-2 erstreckt sich vor allem auf gramnegative Bakterien

wie Escherichia coli, Pseudomonas auruginosa und die Hefe Candida albicans, nicht jedoch auf
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grampositive Bakterien (Selleri et al. 2007). hBD-2 fordert den Widerstand gegen eine Infektion
mit P. aeruginosa (Wu et al., 2009).

Verschiedene Untersuchungen (Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Sawasaki et al., 2002; Meyer
et al., 2004; Schroder, 1999b und Harder et al., 1997) zeigten jedoch nur die Hemmung des
Wachstums auf grampositive Erreger, wie das Bakterium Staphylococcus aureus. hBD-2 wird
durch proinflammatorische Zytokine induziert, die in psoriatischer Haut verstirkt produziert
werden (Harder und Schroder, 2005).

Ali et al. (2001) berichteten, dass hBD-1 und hBD-2 eine lokalisationsabhingige Expression in
normaler menschlicher Haut aufwiesen. Es zeigte sich eine deutlich stirkere (100 %) Expression
an exponierten Korperstellen, wie am Gesicht, an behaartem Kopfund an Fuflsohlen, im Vergleich
zu der an Brust und Abdomen (50 %).

hBD-3

2001 wurde hBD-3 zeitgleich von drei Arbeitsgruppen entdeckt (Garcia et al., 2001b; Harder et al.,
2001; Jia et al., 2001) und in der Hornschicht der Haut und in den Epithelzellen der Mundhdhle
nachgewiesen (Dunsche et al., 2002). hBD-3 wurde in den Epithelien vieler Organe gefunden, wie
z. B. von Plazenta, Testis, Oesophagus und Trachea (Harder et al., 2001; Garcia et al., 2001b; Jia
etal., 2001).

Das antimikrobielle Spektrum von hBD-3 umfasst sowohl potenziell pathogene grampositive
Bakterien als auch gramnegative Bakterien und Hefepilze. Dabei wirkt hBD-3 im Gegensatz zu
hBD-2 ebenso gegen Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa
und Escherichia coli. Insbesondere ist hBD-3 hochwirksam gegen multiresistenten Staphylococcus
aureus (Harder et al., 2001; Kisich et al., 2007) und Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium.

hBD-3 ist somit der Prototyp eines breitbandantimikrobiellen Peptids.
Die Expression von hBD-3 ist, ebenso wie die von hBD-2, durch verschiedene Stimuli induzierbar.
hBD-4

hBD-4 wurde durch Screening der Human-Genome-Databasis entdeckt (Garcia et al., 2001a).
Ahnlich zu hBD-2 und -3 ist die hBD-4-Produktion durch inflammatorische Reize in Keratinozyten
induzierbar, und zwar durch sogenannte PAMPs (pathogenassoziierte molekulare Muster) und
durch Differenzierung (Harder et al., 2004). Synthetisches hBD-4 zeigte eine antimikrobielle
Aktivitit in Mikromolar-Konzentration gegen Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus
carnosu. Dies impliziert eine Rolle dieses Peptids im angeborenen epidermalen Abwehrsystem

gegen bakterielle Infektionen.

hBD-4 wurde im Respirationstrakt, in geringen Mengen in der menschlichen Haut, im Testikel, im
gastrischen Antrum, in Neutrophilen, in der Schilddriise und in der Niere nachgewiesen (Garcia
etal., 2001a).
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Tab. 1: B-Defensine

Antimikrobielles Spektrum
B-Defensine Induzierbar Gram + Gram — Pilze
Bakt. Bakt.

Epithelien des

hBD-1 | Urogenitaltraktes Nein + +++ ?
und der Niere
Epithelien der

hBD-2 | Haut und des Ja - +++ ++
Respirationstraktes
Epithelien der

hBD-3 | Haut und des Ja +++ +++ +++
Respirationstraktes
Epithelien des
Respirationstraktes, im

hBD-4 | Testikel, im Antrum Ja +++ ? ?
und in geringen
Mengen in der Haut

Die epithelialen induzierbaren B-Defensine weisen eine mehr oder weniger breite Wirksamkeit
gegeniiber verschiedenartigen Bakterien und Pilzen auf. Das Wirkungsspektrum der jeweiligen
Vertreter ist jedoch unterschiedlich und offensichtlich eher selektiv hinsichtlich der auf den

Epithelien physiologischerseits vorhandenen Mikroflora.

1.6 Mediatorfunktionen humaner p-Defensine

Defensine liefern laut Periathamby et al. (2002) eine kritische Verbindung zwischen dem
angeborenen Immunsystem, das phylogenetisch alt ist, und der anpassungsfihigen Immunantwort,

die nur in den Wirbeltieren gefunden wird.

Die Defensine konnen eine Schliisselrolle bei der Verstirkung, Mobilisierung und Aktivierung
der geeigneten anpassungsfdahigen Effektorantwort spielen (Krutzik et al., 2001). Beispiele der
stimulierenden Effekte von Defensinen auf die humoralen und zellvermittelten immunen Elemente
veranschaulichen diese Verbindung (Fehlbaum et al., 2000; Krutzik et al., 2001).

Defensine benutzen multiple zelluldre Rezeptoren, wodurch sie in der Lage sind, die adaptive

Immunabwehr gegen mikrobielle Invasoren zu leiten.

Neben ihrer antimikrobiellen Wirkung besitzen humane B-Defensine dhnlich Chemokinen und

Zytokinen auch Mediatorfunktionen bei der angeborenen Immunantwort (Lehrer, 2004).
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In vitro konnte ein chemotaktischer Einfluss von B-Defensinen auf die Rekrutierung von Monozy-
ten, T-Gedédchtniszellen (Yang et al., 1999), Mastzellen und neutrophilen Granulozyten dokumen-
tiert werden (Niyonsaba et al., 2004). Bei der Degranulation von rekrutierten neutrophilen Granu-
lozyten werden weitere Defensine freigesetzt und die Produktion proinflammatorischer Zytokine
(z. B. IL-8) wird gesteigert. Die Effekte werden {iber einen ,,positiven Feedback Loop* verstirkt
(Yang et al., 2002). Nachgewiesenermallen fordert hBD-2 die Freisetzung von Histamin und die
Produktion von Prostaglandin D2 in Mastzellen (Befus et al., 1999; Niyonsaba et al., 2001).

Die Féhigkeit von Defensinen, auch Phagozytose, antientziindliche Mediatoren und eine Kom-
plementaktivierung zu regulieren, unterstiitzt ihre Rolle bei der entziindlichen Wirtsabwehr gegen

eine Mikrobeninvasion.

Zusitzlich zu ihrer hohen Konzentration kann die antimikrobielle Aktion der Defensine die

synergistische Interaktion mit anderen Proteinen wie Laktoferrin erhdhen (Bals et al., 1998b).

Ein anderer Mechanismus, der in der Wirts-Krankheitserreger-Interaktion sehr wichtig sein kann,
ist die direkte Deaktivierung oder das Freisetzen von Defensin durch Substanzen wie Dermatan-
sulfat und a2-Macroglobulin. Es wurde vor kurzem gezeigt, dass dies eine Bindung an Defensine
und eine komplette Neutralisation ihrer mikrobiziden Aktivitét ergibt (Schmidtchen et al., 2001).
Ahnlich kénnen Defensin-Level aktiviertes a2-Macroglobulin absenken. a2-Macroglobulin ist die
wichtigste Serumproteaseninhibitorkomponente, die sich bei Aktivierung an das Defensinpeptid
bindet (Panuitch und Ganz, 1991).

Einige Defensine (bekannt als Corticostatine) (Salomon et al., 1991) opponieren aktiv mit dem
adrenokortikotropen Hormon (ACTH) durch Bindung an ACTH-Rezeptoren, ohne es zu aktivieren
(Tominaga et al., 1990). Diese Aktivitdt hemmt die Produktion des immunsuppressiven Cortisol
und konnte daher bei der Antwort auf Infektionen niitzlich sein. Die physiologische Rolle der In-

vitro-Interaktion ist noch nicht erwiesen.

Genetische und pharmakologische Studien zeigen, dass hBD-3 als neutraler Melanocortin-Rezep-
tor-Antagonist fungiert, der entweder die Wirkung stimulierender Agonisten, wie die des Mela-
nozyten-stimulierenden Hormons, oder die Wirkung hemmender inverser Agonisten blockieren
kann (Nix et al., 2013). Semple et al. (2010) beschrieben, dass hBD-3 eine immunsuppressive
Aktivitdt in vitro und in vivo zeigt. Dies impliziert eine doppelte Rolle des hBD-3 bei der antimi-

krobiellen Aktivitidt und Auflésung der Entziindung.

Des Weiteren konnte in Studien festgestellt werden, dass humane B-Defensine auch einen direkten
Effekt auf Epithelzellen (Keratinozyten) in Bezug auf die Synthese immunmodulatorischer Boten-
stoffe erzeugen konnen. Hier konnte der Anstieg der Expression von Interleukin-6, -10 und -18 als
unmittelbare Antwort auf die Anwesenheit humaner -Defensine beobachtet werden (Niyonsaba
et al., 2007).
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Abb. 2: Darstellung verschiedener Mediatorfunktionen humaner Defensine auf Gewebe und
Zellen in Anlehnung an Lehrer (2004)

1.6.1 Die Mechanismen, durch die Defensine an der anpassungsfihigen (erworbenen)

antimikrobiellen Immunitit des Wirts teilnehmen

Die potenziellen Mechanismen, durch die B-Defensine die adaptive Immunabwehr verstirken

(Yang et al., 2002), werden nachfolgend genannt.

In infiziertem Gewebe werden B-Defensine hauptséichlich durch Epithelzellen (Ep) einschlieflich
Keratinozyten und infiltrierende Neutrophile (N) produziert.

a) Defensine erhdhen potenziell die Rekrutierung von unreifen dendritischen Zellen (iDCs) zu
Standorten der Infektion.

b) Defensine erleichtern die Antigen-Aufnahme durch Formen eines ,,Defensin-Antigen-Komple-
xes* und das Targeting von Ag zu iDCs liber eine Defensin-Rezeptor-induzierte Internalisie-

rung.

¢) AuBlerdem konnen Defensine die Reifung von iDCs zu DCs direkt oder indirekt durch Induktion
der Produktion von TNF und IL-1 fordern.

d) Defensine konnen auch zur Effektorphase der adaptativen antimikrobiellen Immunitét durch

Erleichtern der Rekrutierung von Effektor-T-Zellen in infiziertes Gewebe beitragen.
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Abb. 3: Schematische Abbildung der potenziellen Mechanismen, durch die a- und B-Defensine die adaptive
Immunitit erhéhen. Chemokinrezeptor: (CCR6 und CCR7) Chemokine und ihre Rezeptoren spielen
eine wichtige Rolle als immunologische Regulatoren fiir die Migration funktionell unterschiedlicher
T- und B-Zellen sowie dendritischer Zellen in lymphatischen Organen. Immature dendritische Zellen:
(iDC), mature dendritische Zellen: (mDC), Lymphknoten: (LN), Epithelzellen: (Ep). (Aus: Trends in
Immunology 2002, Vol. 23)

1.6.2 Der antimikrobielle Mechanismus der -Defensine

Der antimikrobielle Mechanismus der Defensine wird noch nicht eindeutig verstanden. Ihr
Wirkungsmechanismus schlie8t die Unterbrechung von negativ geladenen Membranen ein, das
Leck des zellularen Inhalts, das KurzschlieBen des Protonengefélles und letztlich die Zerstérung
der Zelle durch Osmolyse. Einige Mechanismen der antimikrobiellen Aktivitdt von Defensinen
sind in der Vergangenheit postuliert worden. Diese schlieBen eine deutliche Porenformung
(Fugii et al., 1993; Wimley et al., 1994) und lokale Oberflachenoligomerisation (Hoover et al.,
2000; Maget-Dana et al., 1997) sowie eine nicht bestimmte elektrostatische Neutralisation und
spannungsabhingige lonentorsteuerung ein (Cociancich et al., 1993; Hristova et al., 1996; Merlin
et al., 2001). Beweise zeigen, dass intrazelluldre Bestandteile auch an diesen Prozessen (Gera et
al., 1991; Sharma et al., 2001) beteiligt werden.

Antimikrobielle Peptide, wie das Defensin einschlieBend, sind membranaktive Molekiile. Durch
ithre Interaktion mit der zytoplasmatischen Membran konnen sie schwerwiegenden Schaden an

Bakterien verursachen.

Anders scheint hingegen der Wirkmechanismus des hBD-3 bei Staphylococcus aureus zu sein. So
findet man bei einer ultrastrukturellen Analyse nach zweistiindiger Behandlung von Staphylococcus
aureus mit hBD-3 ausgeprigte Zeichen einer Zellwandperforation, die auffallende Ahnlichkeiten zur

Morphologie Penicillin-behandelter Staphylokokken aufweisen. Damit wére es mdglich, dass die
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bakterizide Wirkung von hBD-3 und Penicillin in Staphylococcus aureus den gleichen Angriffsort
betrifft. Gramnegative Erreger zeigen sowohl nach Behandlung mit hBD-2 als auch hBD-3 typische
Zeichen einer Blasenbildung, wie sie auch bei ultrastrukturellen Analysen von gramnegativen

Erregern gesehen werden, die mit anderen antimikrobiellen Peptiden behandelt wurden.

Electric
field

Nature Reviews | Immunclogy

Abb. 4: Das Teppich-Wurmlochmodell der Aktion von Defensinen. Die meisten Defensine (erscheinen als
lange Ovale) sind amphipathische Molekiile, die Gruppierungen der positiv geladenen Aminoséure-
Seitenketten (rosafarben) und der hydrophoben Aminoséure-Seitenketten (griin) haben. Dies erlaubt
ihnen eine Interaktion mit mikrobiellen Membranen, hier schematisch gezeigt mit ihren negativ geladenen
Phospholip-Hauptgruppen (blau) und hydrophoben Fettsdureketten (griin). In dem oberen Bild ziehen die
elektrostatische Anziehung und das transmembrandse bioelektrische Feld das Peptid zur Membran. Die
Peptidmolekiile sammeln sich wie in einem ,,Teppich* an. (Aus: Reviews 2003, Vol. 3)

1.7 Die Bedeutung von Haarfollikeln als Barriereunterbrechung und Ort der

Immunfunktion in menschlicher Haut

Hautanhangsgebilden kommt eine besondere Bedeutung in der Hautbarriere zu. Sie bilden
natiirliche Unterbrechungen der Hautbarriere. Driisen und Haarfollikel sind hdufig Ausgangspunkte
fiir Entziindungen und Infektionen. Auch in Abwesenheit manifester Entziindung sind sie Orte

einer intensiven Interaktion zwischen dem Wirtsgewebe, Umweltfaktoren und Pathogenen.

1.7.1 Der Aufbau des anagenen Haarfollikels

Die Oberhaut formt bei der Haarbildung ldngliche Einstiilpungen, die bis tief in die Lederhaut
reichen. Diese sogenannten Haarfollikel entstehen im Rahmen der Embryonalentwicklung
aus Keratinozyten der Epidermis, wobei die Verbindung zu den Keratinozyten der &ulleren
Waurzelscheide (AWS) des Haarfollikels auch in spiteren Stadien der Haarentstehung bestehen
bleibt (Moll et al., 1982; Holbrook et al., 1991; Schirren et al., 1997).
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Die groBen Terminalhaarfollikel, die jeweils ein 50—100 um dickes Haar bilden, erstrecken sich

bis in das untere Dermisdrittel, in vielen Fallen auch bis in die Subkutis.

Der intradermale Haarfollikel (Abb. 5) gliedert sich in eine bulbére, suprabulbére, zentrale und

Isthmus-Region sowie in ein oberes Segment. In der bulbiren Region findet der Hauptanteil der

Proliferation statt. Das obere Segment miindet als sogenanntes Infundibulum in die Epidermis

(apikal) ein.

Abb. 5:

Epidermis
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Haarschaft
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Germinative Zellen

Histomorphologischer Aufbau eines menschlichen Terminalhaarfollikels in seiner charakteristischen
Gliederung. Zum Haarfollikel gehort ebenfalls die Talgdriise, die das Sebum synthetisiert. Gemeinsam
bilden sie mit der interfollikuldren Epidermis die epidermale Haar-Talgdriisen-Einheit (pilosebaceous unit).
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1. Supraseboglandulérer Bereich (Infundibulum):

Das obere Segment des Haarfollikels zwischen der Einmiindung der Talgdriise in den Follikelkanal
und dem Follikelostium wird als Infundibulum bezeichnet. Ab der Hohe der Talgdriiseneinmiindung

fehlt die innere Haarwurzelscheide.

In diesem Segment des Haarkanals ist der keratinisierte Haarschaft von residenten Mikroorganismen
(z. B. Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spec., Malassezia spec. und gegebenenfalls
Demodex folliculorum) besiedelt. Beeintrachtigungen des mikrobiellen Gleichgewichts und die

Ansiedelung pathogener Keime konnen entziindliche Follikulitiden zur Folge haben.

2. Die Talgdriisen

Die mit dem Haarfollikel assoziierten Talgdriisen der Haut und die interfollikuldre Epidermis
stellen eine funktionale Einheit dar, die als epidermale Haar-Talgdriisen-Einheit (pilosebaceous
unit) bezeichnet wird (Blanpain, 2009). Nicht mit Haarfollikeln assoziierte Talgdriisen werden

freie Talgdriisen genannt.

3. Isthmusbereich

Der mittlere Abschnitt des Haarfollikels, der sich zwischen der Einmiindung der Talgdriise und
der Insertion des Musculus arrector pili befindet, bildet den sogenannten Isthmus. Der Bereich
des Isthmus schliefit auch die Verdickung der duBBeren Wurzelscheide mit ein, die als Wulstregion
bezeichnet wird. Diese spielt beim Haarwachstum eine dominante Rolle, da sich in ihr vermutlich
die epithelialen Stammzellen des Haarfollikels befinden. Spezialisierte Fibroblasten der dermalen
Haarpapille senden Signale an diese Stammzellen und steuern deren Regeneration wihrend der
Haarzyklen.

Die Talgdriise sezerniert Lipide in den Haarkanal, die liber den Haarschaft zur Hautoberfliche
gelangen und dort den Sebumgehalt von Kopthaut und Haar beeinflussen. Bei Schreck- und
Kiltereizen bewirkt der Musculus arrector pili ein Aufrichten des Haares, was als Génsehaut-
Phinomen bezeichnet wird (Panteleyev et al., 2000a).

4. Infraseboglanduldrer Bereich

Der infraseboglanduldre Bereich ist ein Segment zwischen der Haarwurzel und dem Musculus

arrector pili.

5. Der Haarschaft, die Haarwurzel und die Haarwurzelscheide

Der Haarfollikel ldsst sich in den Haarschaft, die Haarwurzel (Bulbus) und die Haarwurzelscheide
untergliedern (Abb. 5).

Haarschatft
Der aus der Haut herausragende Teil des Haarfollikels (Haarschaft) besteht aus der Haarrinde

(Kortex) und dem Haarmark (Medulla). Der Kortex wird von ausdifferenzierten keratinisierten
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Haarmatrixzellen gebildet. Die rohrenformige Medulla ist ein mit Luft gefiillter Hohlraum, der nur

beim Terminalhaar existiert.

Uberlappende Kutikularzellen bilden die #uBerste Schicht des Haares (Kutikula), welche die
Haarrinde vollstandig bedeckt.

Haarwurzel

Der Bulbus (Haarwurzel) wird in die Haarmatrix und die mesenchymale Haarpapille unterteilt.
Letztere ist ein gefdfBreiches Bindegewebe, das die Haarmatrix mit Nihrstoffen versorgt (Stenn
und Paus, 2001). Die epithelial-mesenchymale Interaktion wihrend des Haarzyklus wird
durch die dermale Papille gesteuert. Diese mesenchymale Komponente der Haarwurzel gilt als
Steuerungszentrale des Haarfollikels (Jahoda und Oliver, 1990; Oliver, 1991). Der Haarschaft
geht aus der mitotisch aktiven Haarmatrix hervor, die eines der am schnellsten proliferierenden
Gewebe des Korpers darstellt (van Scott et al., 1963). Beim Wachstum des Haarschaftes wird das
von angrenzenden, dendritisch verzweigten Melanozyten synthetisierte Pigment Melanin in das
Zytoplasma der Haarzellen aufgenommen.

Als unteres Ende des Haarfollikels reicht die Haarwurzel unterhalb der Hautoberfliche bis 1-3
mm tief in das subkutane Fettgewebe hinein.

Haarwurzelscheide

Die innere und die duf3ere epitheliale Haarwurzelscheide umschlieBen den Haarfollikel auf seiner
gesamten Linge. Die innere Haarwurzelscheide ldsst sich von aulen nach innen in die duflere
Henle-Schicht, die mittlere Huxley-Schicht und die Kutikula unterteilen. Diese drei Schichten
werden von sich am dueren Rand befindlichen Matrixzellen gebildet.

Die sich vom Bulbus bis zum Infundibulum erstreckende und dabei zunehmend dicker werdende
innere Wurzelscheide besitzt als strukturgebendes Element eine stiitzende und formende Funktion
fiir den Haarschaft. Die IWS endet auf der Hohe des Einschubs des Talgdriisenkanals, da dessen
Sekretionsprodukte ausschlaggebend fiir eine geordnete Abscheidung und Trennung von Hiille
und Schaft sind (Paus et al., 2008; Stenn und Paus, 2001).

Die von Epithelzellen abstammende duflere Wurzelscheide, welche die duBerste Schicht des Haarfol-
likels bildet, ist auf der Hohe des Bulbus am diinnsten und verdickt sich zunehmend zum Isthmus hin.
In Ansatzhohe des Musculus arrector pili verdickt sich die dullere Wurzelscheide zum sogenannten
Waulst. In dieser Wulstregion werden die epithelialen Stammzellen des Haarfollikels vermutet (Lav-
ker et al., 1993; Akiyama et al., 1996; Taylor et al., 2000; Kloepper et al., 2008; Tiede et al., 2007).

Beim Haarfollikel ldsst sich funktionell ein permanenter und ein transienter Bereich unterscheiden.
Der permanente Abschnitt, der durch den Haarzyklus nicht morphologisch verdandert wird, umfasst
den Bereich vom Follikelostium bis zur Wulstregion. Der transiente Abschnitt des Haarfollikels
besteht aus dem bulbdren Bereich mit der dermalen Papille, den angrenzenden Melanozyten, den
Matrixzellen und den germinativen Zellen. Im Gegensatz zum transienten Abschnitt sind in diesem

Bereich profunde Verdnderungen wihrend des Haarzyklus detektierbar (Parakkal, 1990).
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In jedem Haarfollikel (HF) wechseln sich periodisch wiederkehrende Phasen massiver Proliferation
bzw. terminaler Differenzierung (Anagen), Organriickbildung (Katagen) und Ruhestadium
(Telogen) ab (Chase und Eaton, 1959; Paus, 1996).

Die eigentliche Haarproduktion findet in der Wachstumsphase statt. Beim Aufbau und bei der Reifung
des Haarfollikels spielen die Zellen der Wulstregion eine bedeutende Rolle. Im voll entwickelten Fol-
likel produzieren proliferierende epitheliale Zellen das Haar. Diese Wachstumsphase wird in sechs,
histologisch und hinsichtlich der Produktivitét unterschiedliche Stadien unterteilt (Anagen [-VI).

Wihrend des darauffolgenden Katagens, der Riickbildungsphase, kommt es zum Proliferationsstopp
derKeratinozyten der Haarmatrix und die Melanozyten beenden die Produktion von Melaningranula.
Das Wachstum des Haares kommt zum Stillstand. In den epithelialen Anteilen des Haarfollikels
(ausgenommen der Stammzellregion) kommt es zu streng regulierten Riickbildungsvorgidngen, bei
denen der programmierte Zelltod eine wichtige Rolle spielt. Gegen Ende des Katagens verkleinert
sich die dermale Papille, sie bewegt sich aufwirts und kommt nahe der Wulstregion zum Stillstand.
Auch das Katagen kann nach histologischen Kriterien in weitere Unterstadien (Katagen [-VIII)

eingeteilt werden.

Im auf die Phase der Riickbildung (Katagen) folgenden Ruhestadium (Telogen) bildet sich am
proximalen Ende des Haares eine Verdickung, die als Kolbenhaar bezeichnet wird. Nach dem
mechanisch bedingten Verlust des Kolbenhaares (z. B. durch Biirsten oder Waschen) beginnt der
Zyklus mit dem Anagen von vorn (Straile et al., 1961; Paus 1996; Panteleyev et al., 2000b).

Die Lange der einzelnen Phasen (Anagen, Katagen, Telogen) im Follikelapparat ist variabel. Anders
als bei einigen Tierarten (z. B. Mausern) finden die Prozesse beim Menschen in verschiedenen
Haarfollikeln nicht synchron statt. Das Anagen umfasst als ldngstes Stadium beim Menschen eine
Zeitspanne von zwei bis fiinf Jahren, das Katagen etwa fiinf Wochen und das Telogen etwa fiinf
Monate. Die Dauer der anagenen Phase ist ausschlaggebend fiir die maximale Linge des Haares.

1.7.2 Terminalhaarfollikel (THF)

Der Terminalhaarfollikel produziert ein derbes, mark- und pigmenthaltiges und im Mittel zwischen
50—100 wm durchmessendes Haar. Es kann beziiglich seiner Lange um mehr als 1 cm variieren
und den Follikelkanal fast vollstdndig ausfiillen. Die Lange des Terminalhaars setzt sich durch
Rate und Dauer der Wachstumsphase fest (Whiting, 2001). Der Durchmesser bleibt wéhrend einer

einzigen Wachstumsphase unter normalen Konditionen uniform.

Seitlich ist im Bereich der Wulstregion der dulleren Wurzelscheide, die sich hdufig nicht besonders
ausgepragt darstellt, der Musculus arrector pili angeheftet. Etwas dariiber miinden die im Verhiltnis

zur FollikelgroB3e kleinen Talgdriisen seitlich in den langen Follikelkanal ein.

Die Wurzelscheide (Phase Anagen) der Terminalhaarfollikel reicht bis in die Subkutis oder tiefere
Dermis. In der Wachstumsphase (Anagen) nimmt der HF normalerweise eine solide zylindrische
Form ein (Abb. 5).
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1.7.3 Vellushaarfollikel (VHF)

Der Vellushaarfollikel ist kurz, fein, diinn, leicht pigmentiert oder pigmentlos, sehr kurz und meist
nicht langer als 2 cm (Headington, 1984) und normalerweise ohne Medulla (Serri und Cerimele,
1990; Blume-Peytavi et al., 1991) (Abb. 6). Ein VHF wird als kleiner Follikel definiert. Er reicht

im Gegensatz zum Terminalhaarfollikel nur bis in die obere Schicht der mittleren Dermis.

VHF wachsen gleichmifig iiber das gesamte Integument verteilt, eine Ausnahme bilden lediglich
die Handteller und FuB3sohlen.

Im Bereich des Isthmus ist die mehrlagige innere Wurzelscheide besonders ausgeprigt und
fast genauso breit wie im Terminalhaarfollikel. Der Follikel befindet sich in einem Bereich mit
hoher seborrhoischer Aktivitit. Auffallend sind die disproportional groB3en Talgdriisen (Kligman,
2000), die den Follikel oft in der gesamten Zirkumferenz umgeben. Die epitheliale Haube auf der
Ebene der Einmiindung des Talgdriisenausfithrungsganges zeigt eine rock- oder schiirzenartige
Konfiguration (Narisawa et al., 1993).

Der Bereich des Wulstes ist im anagenen VHF meist stérker als im Terminalhaarfollikel ausgebildet
(Narisawa et al., 1994).

Der infraseboglanduldre Abschnitt ist meist relativ kurz. Ein Musculus arrector pili muss nicht
angegliedert sein (Uno, 1986). Untersuchungen von Narisawa et al. (1993) zeigten jedoch, dass
der Musculus arrector pili den Vellushaarfollikel in der gesamten Zirkumferenz umgeben kann, im

Gegensatz zum THF weist er unterschiedliche Formen auf.

Mit Reife und Belastung durch Androgene wechseln regionale menschliche Haarfollikel ihre

Morphologie in den Terminalfollikeln und produzieren einen Terminalhaarschaft.

Epidermis
Haarschaft
Ausfilhrungsgang |sth
sthmus
Epithelhaube
Talgdrise
Wulst

Innere
Wurzelscheide

Aulzere

Wurzelscheide Suprabulbare Region

Matrizzellen

Bulbus

Dermale Fapille

Abb. 6: Schematischer Aufbau des VHF
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1.7.4 Der Intermediirhaarfollikel

Der Intermedidrhaarfollikel weist eine Morphologie zwischen Terminal- und Vellushaarfollikel
sowie ein transitorisches Stadium (Whiting, 2000) auf. Intermediérhaarfollikel sind marklos und
beinhalten eine gemiBigte Anzahl von Pigmenten, etwas weniger als im Terminalhaar. Sie reichen
maximal bis in die Hohe der ekkrinen Schwei3driisenknduel (Uno, 1986).

1.7.5 Haare als besondere Strukturen innerhalb der Barriere

Die Epidermis grenzt an die dulere Wurzelscheide des Haarfollikels an. Dieser besteht aus einer
komplizierten Struktur, die eine Haarschaftherstellung bildet (Lavker et al., 1999), insbesondere
in der duBBeren Wurzelscheide wird jedoch auch eine Vielzahl regulatorischer Mediatoren gebildet.
Das AusmalB der zelluldren Interaktion zwischen der Epidermis und den Haarfollikeln ist bisher

nicht im Detail erforscht.

Der Haarfollikel stellt eine Unterbrechung der kontinuierlichen Barriere der Haut dar. Dadurch ste-
hen insbesondere das Haarfollikelostium und die distale duflere Wurzelscheide in direktem Kontakt
mit der AuBBenwelt und stellen eine Haupteintrittspforte der meisten pathogenen Erreger dar (Abb.
7). Dennoch ist der Haarfollikel wesentlich komplexer als nur eine einfache Unterbrechung der
Epidermis. Er setzt sich aus zahlreichen unterschiedlich differenzierten und damit unterschiedliche
Funktionen erfiillenden epithelialen Zellen zusammen. Sie scheinen somit eine der immunologi-

schen Schliisselregionen zu sein.

Der Follikuldrkanal beim Saugertier ist aufgrund seiner Breite, aufgrund der Lage der distalen
AWS des Haarfollikels und des pilosebazedsen Ganges, der den Haupteingang fiir Mikrobeninva-
sionen beim Menschen und eine reiche Wohnmikroflora bildet, besonders empfindlich fiir mikro-
bielle Angriffe.

Diese pilozebazedse Einheit muss ein komplexes Wirtabwehrsystem zum Schutz dieser besonderen
Haarstrukturen besitzen, das die inflammatorischen und immunologischen Antworten zur Kontrolle

der Residentmikroflora gibt.

Einige Forscher spekulieren, dass Toxine und mikrobielle Stoffwechselprodukte oder Antigene in

die Erzeugung der entziindlichen Antwort mit einbezogen werden konnten.
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Abb. 7: Verteilung der physiologischen Mikroflora im
Haarfollikel (aus: Wolff und Plewig, 1976)

1.7.6 Besiedlungen der Haarfollikel

Die Bakterien gesunder menschlicher Haut bilden Mikrokolonien (Somerville und Noble,
1973; Grice und Segre, 2011). Der iiberwiegende Teil der Residentflora befindet sich auf und
zwischen den Schichten des Stratum corneum sowie in den oberen Bereichen der Haarfollikel und
Ausfiihrungsgénge der Talgdriisen (Rockl und Miiller, 1959; Noble, 1968; Leeming et al., 1984).

Haarfollikel als Keimreservoir

Der Bereich der Haarfollikel beherbergt den Hauptteil der Hautflora, nur etwa 20 % der

Mikroorganismen lassen sich in tieferen Hautschichten (> 0,3 mm) nachweisen (Baxby und
Woodroffe, 1965).

Die Verteilung und Dichte der pilosebazedsen Einheit ist fiir die regionalen Unterschiede
in der Flora von Bedeutung, da der Haarfollikel der Ort der groften Konzentrationen von
Mikroorganismen in der Haut ist (McBride, 1993). Sie stellen eine besondere physikochemische
Umgebung mit einer zur iibrigen Haut unterschiedlichen pH- und Sauerstoffspannung dar.
Die hdufigsten Organismen sind Propionibacterium acnes, Propionibacterium granulosum,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus spp., Demodex und Malassezia furfur, die auf der
menschlichen Kopfhaut in einer hohen Besiedlungsdichte vorkommen (Wolff und Plewig, 1976;
McBride, 1993; Lange-Asschenfeldt et al., 2011).
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Die lipophile Hefen, die sich in den Offnungen der Haarfollikel befinden, werden in Pityrosporum
ovale und in Pityrosporum orbiculare unterteilt. Sie stellen einen Komplex von Organismen dar
und sind als Malassezia furfur sowie andere Arten von Malassezia spp reklassifiziert worden
(Faergemann et al., 1983). Staphylococcus und Micrococcus sind Aerobier; folglich ist ihr
Wachstumsort innerhalb der sebazedsen Einheit oberflichlich. Diese Organismen sind nicht
im Stande, unter den anaeroben Bedingungen des Infra-Infundibulum zu bestehen, in dem die
entzilindliche Reaktion bei der Akne auftritt. Die anaerob wachsenden Propionibacterium wurden

rund um die Offnung der Talgdriisen sowie proximal lokalisiert (Leeming et al., 1984).

In den Haarfollikeln der Kopfhaut und auf der Kopfhaut sowie im Bereich der Stirn finden sich
Haarbalgmilben, beispielsweise die bewirteten Demodex folliculorum, die jedoch normalerweise
keine Krankheiten verursachen (Brooke, 1999).

1.7.7 Haarfollikel und Immunfunktion

Der Haarfollikel ist mit einem sehr effizienten Immunsystem ausgestattet. Da das Infektionsrisiko
in den am meisten distal befindlichen Arealen des Haarfollikels am hochsten ist, sind die

Abwehrsysteme hier am differenziertesten ausgepragt.

Folglich kann in der distalen AWS ein dichtes, ringformiges Netz interagierender Langerhans-
und T-Zellen sowie eine grole Anzahl perifollikuldrer Mastzellen und Makrophagen identifiziert
werden (Christoph et al., 2000).

Der Haarfollikel hat ein ausgeprigtes Immunsystem (Paus, 1997), dieses zeigt erhebliche
Unterschiede zum extrafollikuldren Hautimmunsystem (Bos, 1997) und durchliduft wesentliche,

mit dem Haarzyklus verbundene Anpassungen (Paus, 1998).

Die Immunologie des Haarfollikels (Abb. 8) in Verbindung mit dem Hautimmunsystem ist

biologisch faszinierend und nimmt eine besondere Rolle bei der Abwehr von Haarkrankheiten ein.

Der Follikelkanal, das Infundibulum und die Talgdriise sind bevorzugte Kanile fiir das Eindringen
vieler pathogener Organismen. Deswegen muss das pilosebazedse Areal iiber ein komplexes
Abwehrsystem verfiigen, liber das entziindliche und immunologische Antworten auf die ansissige

Mikroflora kontrolliert werden konnen (B6hm und Luger, 1998).

Die distalen Teile der menschlichen Haarfollikel bilden einen sehr effektiven, spezialisierten
Bestandteil des Immunsystems und somit auch des gesamten Hautimmunsystems. Hier werden
interagierende intraepitheliale Langerhanszellen, T-Zellen und perifollikuldre Makrophagen
generiert (Paus, 1997; Paus et al., 1999; Christoph et al., 2000). Diese sind auf die mikrobielle
antigene Erkennung und Présentation spezialisiert (Paus et al., 1994b, 1998 und 1999) und bilden
ein besonders wirksames Antiinfektions-Abwehrsystem (Paus, 1994a; Riickert, 1998).
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Der Haarfollikel verfligt liber mehrere faszinierende, unterschiedliche immunologische Merkmale,
zum Beispiel werden die epidermalen dendritischen T-Zellen im Epithelium des Maus-Haarfollikels
nur in einem definierten Sektor der distalen d&uBBeren Wurzelscheide gefunden. Im Gegensatz dazu
weist die Epidermis eine homogene Verteilung von intraepithelialen Lymphozyten auf (Paus et al.,
1994b).

Dariiber hinaus bildet der Haarfollikel ein Reservoir fiir dendritische Zellen, von dem aus follikulare
Langerhanszellen zur Repopulation UVB-exponierter Epidermis beitragen konnen (Gilliam et al.,
1998).

Zudem sind die distale duBlere Wurzelscheide und der pilosebazedse Gang charakteristisch fiir
immunologische Aktivitdten (Abb. 8), wie z. B. die klassische und nicht klassische Expression des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) der Kategorie I und der interzelluldren Adhésion-
Molekiil-1-Expression (ICAM-1).

Die Innenwurzelscheide (IWS), die Haarmatrix anagener Follikel und unterhalb der Stufe der
Talgdriise — auf3er in einigen Zellen der dueren Wurzelscheide — zeigen praktisch keine Molekiile
der MHC Klasse Ia (Harrist et al., 1983; Westgate et al., 1991; Paus et al., 1994a), so dass das
proximal anagene Follikelepithelium eine gewisse Form von ,Immunprivileg® (IP) genieB3t
(Billingham und Silvers, 1971; Westgate et al., 1991; Paus et al., 1994a, 1994c; Paus, 1997).
Wihrend der Zuriickentwicklung in die katagene Wachstumsphase exprimieren sie MHC Klasse
I auf dem gesamten Follikelepithelium. Eine grof8e Anzahl aktivierter Makrophagen ist um den
Follikel zu finden; dies legt nahe, dass der anagene Follikel ein immunologisch privilegiertes
Gewebe ist (Westgate et al., 1991).

Im Gegensatz zu der hohen Dichte antigenprédsentierender Zellen im oberflichennahen Bereich
des Haarfollikels sind die reduzierten Expressionen von MHC-I-Molekiilen und eine deutlich
reduzierte Zahl von T-Zellen und Langerhanszellen charakteristisch fiir den anagenen Haarbulbus
(Christoph et al., 2000).

Neuere Studien zu den postulierten epithelialen Haarfollikel-Stammzellen deuten auf die Existenz
eines zweiten IP in der Wulstregion des Haarfollikels hin, das die dort vorkommenden Stammzellen
schiitzt (Meyer et al., 2007). Die Wulstregion und die anagene Haarwurzel zeigen unterschiedliche
Charakteristika: Die Expression von MHC Klasse I-, Klasse 1I- und 2-Mikroglobulin-Molekiilen
ist in der Wulstregion im Vergleich zur Haarwurzel erhoht. Diese Befunde lassen vermuten, dass in
der Wulstregion eher als im Bereich der Haarwurzel eine Immunreaktion ausgeldst werden kann.

Inflammatorische Attacken auf epitheliale Stammzellen in der Wulstregion konnen diese zerstéren
(Meyer et al., 2008).

Abnormititen oder Funktionsstorungen des Immunsystems des Haarfollikels konnen ein sehr hiufiges

Auftreten von Haarerkrankungen, z. B. von Follikulitis bei immunschwachen Patienten, erkléren.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Immunologie des Haarfollikels (aus: Chronnell, 2003)

1.7.8 p-Defensine im Haarfollikel

Eine Expression von hBD-1 wurde in den Haarfollikeln der Meatushaut beschrieben (Boe et al.,
1999). Auch in verbrannter Haut, in der die Keratinozyten zerstdrt wurden, war eine menschliche
hBD-1-Expression in den glanduldren Hautstrukturen einschlieBlich Haarschaft nachweisbar
(Poindexter, 2005). Boe et al. (1999) fanden eine markierte Expression von hBD-1 in der Talgdriise.
hBD-2 wurde in Haarfollikeln und in den Acini der Sweat-Schweifldriise entdeckt (Milner et al.,
2004). Biirkle (2011) berichtete, dass hBD-2 am héufigsten in den Haarfollikeln (schwach bis

miBig) war und hBD-3 sich am Haarfollikel negativ nachweisen lief3.

Chronnell et al. (2001) haben in allen suprabasalen Schichten der Epidermis, dem distalen Teil
des Haarfollikels (Haarkanal, pilosebazedser Gang und interfollikuldrer Epithel), eine starke

Immunreaktivitdt (IR) von hBD-1- und hBD-2-Expressionen gefunden.

Eine starke Expression von hBD-1 wurde auch in der weniger differenzierten proximalen IWS und
im pilosebazedsen Kanal ausgemacht. Aulerdem wurde eine hBD-2-Expression in den suprabasalen

Schichten der proximalen AWS und im pilosebazedsen Kanal identifiziert (Philpott, 2003).

Schwiichere hBD-1- und hBD-2-IR waren in den zentralen und proximalen Regionen der AWS
sowie im proximalen Teil der IWS exprimiert, wihrend kein hBD-1 oder hBD-2-IR in der

Haarmatrix oder in den dermalen Papillen ermittelt wurde (Chronnell et al., 2001).

hBD-1 und hBD-2 wurden in der basalen Schicht der zentralen du3eren Wurzelscheide einschliel3-
lich der Wulstregion und im Isthmus exprimiert. Dagegen zeigte die distale AWS nur in den obe-
ren suprabasalen Schichten starke Expressionen von hBD-1 und hBD-2 (Chronnell et al., 2001;
Ali et al., 2001).
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Im perildsionalen Follikel gibt es hinsichtlich hBD-1 und hBD-2 deutlich unterschiedliche
Expressionen: Eine erhohte Expression von hBD-1 ist auf die IWS des Follikels beschrénkt,
wihrend die von hBD-2 stark im proximalen Follikel erhdht ist. Im Gegensatz zum ldsionalen und
perildsionalen Epithel der Akne zeigten hBD-1 und hBD-2 in gesunden Haarfollikeln lediglich eine

geringe Expression in der proximalen dufleren und in der inneren Haarwurzelscheide (Philpott, 2003).

Takahashi et al. (2004) zeigten, dass durch hBD-2 eine schwache Immunreaktivitit in der AWS
exprimiert wurde. Je nachdem, welcher der Toll-like-Rezeptor (TLR)-Agonisten zur Stimulation
verwendet wurde, verdnderten sich die Farbungsmuster a) im IWS und in der inneren Schicht der
AWS (TLR2) oder b) sehr stark in den Umhiillungen der Haarfollikel, im Haarschaft und sogar in
den Fibroblasten der dermalen Papille (TLR4) oder ¢) im proximalen und mittleren Teil sowohl
des IWS als auch des AWS (TLRS). Bakterizides, die Permeabilitit erhhendes Protein wurde
aufler auf menschlichem Haarfollikel in der Henle- und Huxley-Schicht von Haarfollikeln bei
Ratten identifiziert.

1.8 Zielsetzung/Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, -Defensine im Haarfollikel zu lokalisieren sowie

deren dortige mogliche Funktionen zu bestimmen.
Der Haarfollikel stellt eine Unterbrechung der kontinuierlichen Barriere der Haut dar.

Hier findet sich eine ,,biochemische Barriere, die durch die Produktion antimikrobieller Peptide

in den Hautschichten und in den Haarfollikeln gekennzeichnet ist.

Die Gruppe der humanen B-Defensine wurde als fiir den Schutz der Hautbarriere, der Haarfollikel
und insbesondere des pilosebazedsen Ganges (Haupteingang als Ort des permanenten Kontakts

mit Mikroorganismen) relevante antimikrobielle Peptide beschrieben.

Die exakte Expression der menschlichen -Defensine in den Haarfollikeln ist jedoch noch nicht

ausreichend geklart.

Eine Rolle der B-Defensine bei der Barrierefunktion der Haut setzt ihre Kontinuitit in den
Hautanhangsgebilden, z. B. in Haarfollikeln, voraus. Um die These, dass B-Defensine auch in den
menschlichen Haarfollikeln eine Rolle bei der Barrierefunktion spielen, weiter zu erhirten, sollen
die Expression und die Verteilung der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Haarfollikeln
nédher betrachtet werden. Dariiber hinaus wiirden B-Defensine im Haarfollikel andere Funktionen

erfiillen, die denen eines Immunmodulators entsprechen.

In dieser Arbeit werden Haarfollikel-Hautschnitte anhand der Immunhistochemie- und
Immunfluoreszenz-Methode hinsichtlich der Expression verschiedener B-Defensine (hBD-1,
hBD-2 und hBD-3) untersucht und unterschiedliche B-Defensine in den verschiedenen Bereichen
des Haarfollikels bestimmt und gepriift.
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In einer weiteren Forschungsstudie konnte z. B. untersucht werden, welche Rolle B-Defensine

bei infektiosen sowie immunologischen Haarerkrankungen spielen. Es wire auch moglich zu

untersuchen, ob und wie B-Defensine im menschlichen Haarfollikel durch mikrobielle Produkte

wie Lipopolysaccharide (LPS) stimuliert werden. AuBerdem konnte erforscht werden, ob und wie

das proinflammatorische Zytokin Interferon-y (IFN) die Expression unterschiedlicher B-Defensine

im menschlichen Haarfollikel beeinflusst.

Fragestellung:

Es ergeben sich die folgenden Fragestellungen, denen in den Untersuchungen der vorliegenden

Arbeit im Einzelnen nachgegangen werden soll.

Wird B-Defensin hBD-1, hBD-2 und hBD-3 auch im Haarfollikel exprimiert und wie

ist deren exaktes Expressionmuster?

Wie ist die Expression von f-Defensin hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Terminalhaar-
follikel?

Wie ist die Expression von B-Defensin hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Intermediérhaar-
follikel?

Wie ist die Expression von -Defensin hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Vellushaarfollikel?

In welchem Bereich des Haarfollikels finden sich die hochsten Konzentrationen der
B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3?

Welche unterschiedlichen Expressionen gibt es fiir jedes B-Defensin im Haarfollikel?
Gibt es eine unterschiedliche Expression von f-Defensin in verschiedenen Haartypen?

Gibt es eine unterschiedliche Expression von B-Defensin im Haarfollikel bei

verschiedenen Altersstufen oder zwischen den Geschlechtern?

Welche Relevanz haben die f-Defensine im Haarimmunsystem?
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2 Material und Methoden

Es handelt sich um eine explorative, experimentelle Studie zur Identifizierung von Zielantigenen,
die fiir die Regulation des Haarzyklus und die Entwicklung neuartiger Haartherapien interessant

sein konnten.

Untersucht wurden Kopfhautproben gesunder Probanden, die sich plastisch-chirurgischen
Eingriffen unterzogen (z. B. Facelifting). Hierdurch war es moglich, Vellus- und Terminalhaar ein

und derselben Person zu untersuchen.

Die Untersuchung wurde von der Ethikkommission der Charité — Universititsmedizin Berlin,
Campus Mitte, genehmigt (Antrag ,,Hormonelle Proliferation und Apoptose im humanen
Haarfollikel“ vom 28.11.2001 mit Erweiterungsantrag ,.Endokrine Wirkmechanismen im
menschlichen Haarfollikel* vom 27.11.2003).

Die Weitergabe der Proben erfolgte gemif3 Ethikantrag anonym.

Die Altersspanne der Probanden lag zwischen 45 bis 69 Jahren. Da die Untersuchung der Vellus- und
Terminalhaare ein und desselben Probanden nur an Proben aus Gesichtsstraffungen moglich war,

erfolgten diese ersten Untersuchungen ausschlielich an Kopfhautproben weiblicher Probanden.

Es wurden insgesamt 26 Proben von 15 Spendern untersucht, die Anzahl der jeweiligen Schnitte
variierte von 1 bis 4 (siche Tab. 14). Fiir die einwandfreie Beurteilung der Haarfollikel von den
oberflichlichen bis zu den tiefen Kompartimenten erfolgte die Begutachtung insbesondere der

Terminalhaarfollikel {iber mehrere Serienschnitte hinweg.

2.1 Immunhistochemie

2.1.1 Prinzip

Der Nachweis und die Lokalisation von Zielstrukturen (Antigene) in Gewebeschnitten erfolgt
iiber immunhistochemische Verfahren. Dabei wird zunéchst ein Primérantikorper (PAK) an
das zu untersuchende Antigen gebunden und anschlieBend iiber Sekundérantikdrper und eine

enzymatische Reaktion sichtbar gemacht.

Die Farbungen von B-Defensin (hBD-1, hBD-2 und hBD-3) wurden aufgrund der hohen Sensitivitat
mit der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) (Hsu und Raine, 1981) durchgefiihrt.
Bei dieser Methode macht man sich zunutze, dass das Glykoprotein Avidin (A) vier Molekiile des
Vitamins Biotin (B) bindet.

Nach der Kopplung des spezifischen PAK an das zu untersuchende Antigen bindet ein kovalent
biotinylierter Sekundérantikdrper (SAK) mit seiner Fab-Region an die Fc-Region des PAK.
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Danach wird dem Ansatz ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex zugefiigt. Uber freie
Stellen am Avidin bindet der Komplex am biotinylierten sekundaren Antikorper (siehe Abb. 9). Das
konjugierte Enzym Peroxidase (P) katalysiert normalerweise die Reaktion von Wasserstoffperoxid

zu Wasser und Sauerstoff.

Avidin-Biotin-Komplex (ABC)

B = Biotin
P = Peroxidase

Zell-Membran

Antigen

Abb. 9: Die Antikdrper-ABC-Bindungskaskade. Der primédre Antikorper (PAK) bindet spezifisch am Antigen, der
biotinylierte sekunddre Antikdrper (SAK) erkennt wiederum spezifisch das Fc-Fragment des PAK. Der
konjugierte Avidin-Biotin-Komplex bindet im letzten Schritt {iber das Biotin am sekunddren Antikdrper.
(modifizierte Abbildung und Beschreibung von Theif3 C 2000).

Da das Gewebe ebenfalls Peroxidase enthdlt und die antikdrpergebundene Peroxidase sowie die
endogene Peroxidase die gleiche Chromogenreaktion katalysieren, ist es zur Minimierung der
unspezifischen Hintergrundfarbung erforderlich, die Aktivitit der endogenen Peroxidase mit
Methanol und Wasserstoffperoxid zu inhibieren. Zum gleichen Zweck werden die Ansdtze vor
der Zugabe des PAK mit Normalserum (NS) inkubiert. Bestandteile des Normalserums maskieren
stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente, die iiber eine antigenunabhéngige Bindung
der PAK ein Hintergrundsignal hervorrufen konnten. Um eine Bindung des SAK an Komponenten
der Proteinlosung zu vermeiden, sollte das NS aus der gleichen Spezies wie der SAK stammen
(Bourne, 1983).

2.1.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Im Forschungszentrum (Clinical Research Center for Hair and Skin Science) der Hautklinik Charité
— Universitdtsmedizin, Campus Mitte, wurden an einem Kryostaten (Kryostat Microm. Leika, Jung
Frigocut 2800 N) unter Verwendung eines C-Schliff-Messers und bei einer Verarbeitungstemperatur

von etwa -25 °C aus den Proben 5 um starke Gewebeschnitte angefertigt. Fiir die Expressionsunter-
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suchungen der -Defensine wurde Haut verwendet. Die Orientierung der tiefgefrorenen Hautproben
auf dem Objekthalter wurde so gewihlt, dass der Haarfollikel in Langsrichtung geschnitten wer-
den konnte. Da ungefarbte, frisch geschnittene Préparate verwendet wurden, mussten die Proben

zum Teil mehrmals entfernt und neu befestigt werden, bis eine geeignete Position erreicht wurde.

Dadurch konnten aus jeder Probe geniligend Gewebeschnitte mit longitudinal angeschnittenen
Follikeln gewonnen werden. Nach Lufttrocknung der Schnitte fiir 20 Min. bei Raumtemperatur

erfolgte die Lagerung bis zur Durchfiihrung der Farbungen bei -20 °C.

2.1.3 Durchfiihrung der Avidin-Biotin-Methode

Die Gewebeschnitte wurden mit einem Pap-Pen-Fettstift umrandet. Zundchst wurden die
Kryoschnitte fiir 10 Min. in Azeton fixiert.

Zur Blockierung der unspezifischen Peroxidaseaktivitit wurden die Schnitte 15 Min. in 1,5 %
Wasserstoffperoxid mit 2,5 % Methanol in Aqua bidestillata inkubiert. AnschlieBend wurde nach
den Herstellerangaben des ABC Elite RTU Kit verfahren. Nach 30 Min. Inkubation der Schnitte mit
normalem Pferde-Serum aus dem Kit zur Blockierung unspezifischer Antikdrperbindung folgte die
Inkubation mit dem Primédrantikorper. Der Antikdrper gegen humanes -Defensin wurde fiir 2 Std.
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach griindlicher Waschung in Phosphat-gepufferter Salzlosung
(PBS) (3 x 5 Min.) wurde der biotinylierte sekundére Antikorper fiir 30 Min. aufgetragen. Wieder
erfolgte eine griindliche Waschung (3 % 5 Min.) in PBS und anschlieBend die Inkubation mit
dem ABC-Reagenz (Vectastain ABC Kit, Vector) flir 30 Minuten, wiederum gewaschen waren
die Objekttriager anschlieend bereit fiir die Farbung mit einem Chromogen. Die Kryoschnitte
wurden mit dem NovaRed Substrate Kit unter mikroskopischer Kontrolle fiir mindestens 3—5
Min. geférbt. Nach einer griindlichen Waschung in PBS (3 % 5 Min.) wurde die Gegenfarbung mit
Meyers blauem Hédmalaun fiir 10 Min. durchgefiihrt. Dieser Farbstoff wurde im Folgenden durch
die Elektronen im Leitungswasser iiber 10 Min. aktiviert. Die fertig gefarbten Schnitte wurden nun

getrocknet (fiir NovaRed abgedunkelt {iber Nacht) und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

Die Epidermis eines jeden Abschnitts {ibt eine positive Kontrollfunktion aus, da die Immunlokali-
sation bereits in der Epidermis abgebildet ist (Wu et al., 2008; Meyer-Hoffert et al., 2007; Glaser
et al., 2005; Harder and Schréder, 2002).
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Tab. 2: Farbeprotokoll fiir Inmunhistochemie

Fixierung der Hautschnitte in Azeton 10 Min.
Blockierung unspezifischer Peroxidasereaktion 15 Min
1,5 % H,0,+ 2,5 % Methanol in Aqua bidest ’
Inkubation mit Normalserum (aus dem Kit) 30 Min
200 pul PBS + 3 ul Serum (Ziege) '
Inkubation mit Avidin 15 Min.
Spiilen in PBS 5-10 Min.
Inkubation mit Biotin 15 Min.
Spiilen in PBS 5-10 Min.
Inkubation mit Primirantikorper (PAK)
© Ziege-Anti-Human-hBD-1 (1:100) .
© Ziege-Anti-Human-hBD-2 (1:100) E‘Ziezljécht
¢ Kaninchen-Anti-Human-hBD-3 (1:150)
Verdiinnt mit Serum A-B
3 x Spiilen in PBS 10 Min.
Inkubation mit Sekundirantikorper (SAK)

30 Min.
200 pl PBS + 3 pl NS + 1 pl anti-Ziege/Anti-Kaninchen
3 x Spiilen in PBS 10 Min.
Inkubation mit ABC-Reagenz

30 Min.
100 ul PBS + 2 ul Reagenz A + 2 pl Reagenz B
3 x Spiilen in PBS 10 Min.
Farbung -~ 5 Min
Inkubation mit AEC-Cromogenreagenz-Losung, mikroskopische Kontrolle '
Inkubation in dest. Wasser 2 x 10 Min.
Gegenfarbung in Meyers blauem Hédmalaun 10 Min.
Inkubation in Leitungswasser 10 Min.
Trocknen lassen iiber Nacht

Fading-Effekt

Eindecken in Glyceringelatine

36




Material und Methoden

2.1.4 Evaluation der Immunfirbung

Die Auswertung der gefiarbten Schnitte erfolgt semiquantitativ an einem Zeiss-Mikroskop.
Die genaue Zuordnung zu den Regionen und Schichten der einzelnen Follikel ermdglicht
eine Kartierung der Antikorperbindung. Hierzu werden die einzelnen Strukturen in ihre

morphologischen Bereiche eingeteilt.

Fiirden VHF, IHF sowie den THF werden folgende Regionen unterschieden: Infundibulum, Isthmus,
Waulst, suprabulbérer Bereich und Bulbus. Fiir diese einzelnen Regionen werden wiederum die
einzelnen Schichten mit ihren Zellpopulationen unterschieden. In der suprabulbdren und bulbéren
Region der AWS wird wieder in einen inneren, mittleren und #uBeren Bereich unterschieden.
Die seborrhoischen Driisen werden in Ductusepithel, duflere undifferenzierte Sebozyten und
mittige differenzierte Sebozyten unterteilt. Die ekkrinen Driisen werden ebenfalls bewertet. Die
Epidermis wird in basal, mittig und oberflachlich aufgeteilt. Die Gegenkontrolle der Ergebnisse

erfolgt stichprobenartig durch einen zweiten Beobachter.

a) Negativkontrollen

Zur Kontrolle der Spezifitit der B-Defensin-Immunfiarbung wurde fiir jeden Antikorper eine
Negativkontrolle angefertigt. Die Negativkontrollen wurden mit einem irrelevanten Antikorper
behandelt. Dazu wird der Schnitt nach dem obigen Protokoll (Tab. 2) behandelt, man verzichtet
jedoch auf den PAK.

Alle durchgefiihrten Negativkontrollen wiesen keine Anfarbung im Haarfollikel, sondern nur eine

leichte, nicht zellgebundene Hintergrundfiarbung in der Epidermis auf.

b) Auswertung

Die einzelnen Zelltypen wurden nach morphologischen Kriterien semiquantitativ ausgewertet und
zugeordnet. Nach der tabellarischen Zusammenstellung der anatomischen Strukturen erfolgte eine

Bewertung der Firbeintensitit gemil folgender Abstufungsgrade:
* negativ (-)
* schwach positiv (+)
* positiv (++)

* stark positiv (+++)
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2.1.5 Verwendete Materialien

a) Verwendete Primédrantikorper (PAK)
Humanes p-Defensin-1 (hBD-1)

Wir benutzten den polyklonalen Ziege-anti-human-B-Defensin-1-Antikérper (N-20) von Santa
Cruz Biotechnology. Verdiinnung: 1:100 in PBS.

Produkt: Jede Phiole enthilt 200 pg IgG in 1,0 ml PBS, das 0,1 % Natriumazid und 0,2 % Gelatine
enthélt.

Lagerung bei 4 °C, nicht einfrieren; stabil fiir ein Jahr nach Versand.
Humanes p-Defensin-2 (hBD-2)

B-Defensin-2 (C-17) ist ein Affinitdt-polyklonaler Ziege-Antikorper, der gegen ein Peptid
angehoben wird, das am Amino-Terminus von B-Defensin-2 menschlichen Ursprungs gebildet

wird. Es wurde von Santa Cruz Biotechnology hergestellt.
Verdiinnung: 1:100 in PBS.

Produkt: Jede Phiole enthilt 200 pg IgG in 1,0 ml PBS, das 0,1 % Natriumazid und 0,2 % Gelatine
enthalt.

Lagerung bei 4 °C, nicht einfrieren; stabil fiir ein Jahr nach Versand.
Humanes p-Defensin-3 (hBD-3)

Wir verwendeten den polyklonalen Kaninchen-anti-human-f-Defensin-3-Antikorper (DEFB103)
von Orbigen, San Diego, USA.

Verdiinnung: 1:150 in PBS.

Produkt: Jede Phiole enthélt 100 pg gereinigten polyklonalen Kaninchen-Antikorper in PBS mit
0,09 % Natriumazid (W/V).

Lagerung: Gekiihlt zwischen 2—8 °C bis zu 6 Monaten haltbar.

38



Material und Methoden

Tab. 3: Verwendete Primérantikorper

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer Verdiinnung
e i R 7
poetmsins (Cy | SaCnr | scrosss o

b) Verwendete Normalseren (NS) und Sekundérantikorper (SAK)

Die Kombinationen PAK, SAK und NS bei der Immunhistochemie miissen aufeinander

abgestimmt sein.

Alle Seren und Sekunddrantikorper sind von der Firma Dako, Hamburg.

Tab. 4: Verwendete Normalseren und Sekundérantikdrper

PAK SAK (biotinyliert) NS
Ziege-anti-human-B-Defensin-1 Anti-Ziege IgG Kaninchen
Ziege-anti-human-B-Defensin-2 Anti-Ziege IgG Kaninchen
Kaninchen-anti-human-B-Defensin-3 | Anti-Kaninchen IgG Pferd

c¢) Chemikalien und Reagenzien

Allgemeine Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders erwdhnt, von den Firmen Vector

Laboratories, Dako Cytomation, J. T. Baker (Deventer, NL) usw. bezogen. Die Bezugsquelle

richtete sich nach dem jeweils aktuellen Preisangebot.

Die Chemikalien entsprechen bei jeder Analyse mindestens dem Reinheitsgrad.
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Tab. 5: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Azeton J. T. Baker, Deventer, NL 8002
2.5 % Methanol J. T. Baker, Deventer, NL 8045

1,5 % Wasserstoffperoxid Merck 1.085.071.000

Dako Pen Glostrup, Denmark S2002
Biochrom AG

PBS Dul ’ L 182-

S Dulbecco Deutschland 82-50
AB-Serum Biotest 805135
Meyers blaues Himalaun Dr. K. Hollborn & Séhne 0101E
ABC Elite RTU Kits Vector Laboratories Pk-7200
Avidin/Biotin-Blocking Kits Vector Laboratories SP-2001
AEC + High Sensitivity
Substrate Chromogen Dako Cytomation K3461
ready to use

1 ™
Peroxidase Nova Red Vector Laboratories SK-4800
Substrate Kits
Dako ® Protein Block
ako @ Protein Bloc Dako Cytomation X0909

Serum-free, ready to use
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Tab. 6: Gerite und Zubehor

Gerite/Zubehor Hersteller Modell
Mikroskop Zeiss Zeiss-Axioskop
Inverses Mikroskop Olympus 1X50

Kryostat Leica Jung Frigocut 2800 N
Riihrer IKA ® Labortechnik RH basic
Schiittler IKA ® Labortechnik Schiittler MTS 4
Mixer ila?: e®&L1$c?rlt(eeihnik Vi

Pipetten, Pipettenzubehor Eppendorf -

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 S-R
Objekttrager Menzel-Gléser, Deutschland | Super Frost Plus
Deckglidschen Menzel-Gléaser, Deutschland | Super Frost Plus

2.2 Immunfluoreszenz
2.2.1 Firbungen mit Fluoreszenzfarbstoffen

2.2.1.1 Prinzip

In der Fluoreszenz-Immunhistochemie (Abb. 10) werden mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte
(F) sekunddre Antikorper (SAK) eingesetzt. Die Molekiile des Fluoreszenzfarbstoffs absorbieren
dieses Licht und emittieren Licht einer anderen, lingeren Wellenlidnge. Bei der Betrachtung der
Ansitze durch einen fiir die emittierte Wellenlédnge selektiv durchlédssigen Filter leuchten die

angefarbten Zellen vor einem dunklen Hintergrund.

Der an das Antigen bindende primére Antikdrper (PAK) wurde mit Hilfe eines spezifisch gegen

diesen gerichteten SAK nachgewiesen.

Fiir unsere Farbungen wurden SAK benutzt, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluorescein-
iso-thio-cyanat) konjugiert waren. Da die Bindung des SAK an einem jeweils spezifischen PAK
erfolgt, ist unter dem Fluoreszenzmikroskop die Lokalisation dieser Bindung indirekt sichtbar. Der

SAK ist an ein Chromogen gekoppelt, das eine charakteristische Fluoreszenz zeigt.

FITC hat sein Absorptionsmaximum bei 490 nm und erzeugt eine griine Fluoreszenz. Die
charakteristischen Eigenschaften fiir FITC sowie die zur Anregung zugehorigen Filter sind der

Tabelle 7 zu entnehmen.
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Fluoreszenz-Inmunhistochemie

Zell-Membran

Antigen

Abb. 10:  Fluoreszenz-Immunhistochemie. Der spezifisch gegen ein zu untersuchendes Antigen gerichtete primére
Antikorper (PAK) wird mit Hilfe eines mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten (F) sekundédren Antikorpers
(SAK) detektiert. (modifizierte Abbildung und Beschreibung von Theif3 C 2000).

Folgende technische Ausriistung wurde dabei benutzt (Tabelle 7).

Tab. 7: Fluoreszenzfarbstoffe, Filtermodul, Anregungsfilter und Emission

Fluoreszenz- ) o

farbstoffe Filtermodul Anregungsfilter Emission
FITC U-NIBA/ WBV 490 nm 517 nm
DAPI - 358 nm 463 nm

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol) wird in der Fluoreszenzmikroskopie

zur Markierung von Desoxyribonukleinsdure (engl. desoxyribonucleicacid, DNA) verwendet.

Die DAPI-Farbung erzeugte eine blaue Fluoreszenz der Zellkerne, wodurch die Zellen detektier-
und unterscheidbar waren. Bei manchen Anwendungen empfiehlt es sich zur Schonung der
anderen Fluoreszenzfarbstoffe, DAPI als letzten Farbstoff anzuregen. Da DAPI bei Lichtkontakt
schnell ausbleicht, erfolgt der Einsatz von Anti-Fading-Mitteln. Diese verzogern das Ausbleichen

(fading), so dass sich das Zeitfenster fiir den Nachweis am Mikroskop verlangert.

NIBA (Griinfluoreszenzfilter), alternativ: WBYV 330—385 > 420 nm

2.2.2 Anfertigung von Kryostatschnitten

Die in ein Tissue-Freezing-Medium eingebetteten Hautstiicke wurden (Jung Frigocut 2800 N,
Leica, Deutschland) bei -25 °C in einem Kryostaten geschnitten. Die Schnitte mit einer Dicke
von 5 pm (Messer: C-Schliff, Reichert-Jung, Heidelberg) wurden anschlieBend auf unbeschichtete
Objekttrager aufgezogen.
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2.2.3 Durchfiihrung der Immunfluoreszenz

Nach Fixierung der Schnitte in Azeton fiir 10 Minuten und Waschen in PBS wurde die Waschlosung
auf dem Objekttriger kriftig abgeschlagen. Danach wurden die Gewebeschnitte mit einem Pap-Pen-
Fettstift umrandet, um unspezifische Kreuzreaktionen zu vermeiden (1 Stunde mit Dako-Proteinblock
zu blockieren). Danach erfolgte die Zugabe des primdren Antikorpers (PAK: bei hBD-1, -2 Ziege
anti-human, bei hBD-3 Kaninchen anti-human). Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden
die mit Sekundérantikorpern (SAK: FITC-Anti-Ziege und FITC-Anti-Kaninchen) konjugierten
Fragmente von Ziege-anti-human-IgG und Kaninchen-anti-human-IgG hinzugegeben und zum letzten
Mal in PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Objekttriger fiir 15 Min. mit der DAPI-Losung
inkubiert. Der Farbstoff interkaliert in die DNA, so dass die Zellkerne sichtbar werden. Die Anregung
mit blauem Licht bewirkt eine intensive griine Emission. Die erzeugten Immunfluoreszenzmuster

konnen so besser mit den anatomischen Strukturen der Haut verglichen werden.

Tab. 8: Farbeprotokoll fiir Inmunfluoreszenz

Azeton-Fixierung Raumtemperatur 10 Min.

Waschen mit PBS Raumtemperatur 10 Min.

Waschlosung auf dem Objekttrager )
. Raumt tu 1-2 Min.
kréftig abschlagen aumtemperatut n

mit Pap-Pen-Fettstift durchgingige
Paraffin-Kreise ziehen, darf nicht Raumtemperatur 1-2 Min.
lecken, Abstand zum Gewebe halten

Blockieren mit Dako-Proteinblock Raumtemperatur 60 Min.

Primiirer Antikorper (PAK) verdiinnt

i humanem AB-Serum Raumtemperatur 60 Min.
Waschen mit PBS Raumtemperatur 10 Min.
Sekundirer Antikorper (SAK) )
R :
verdiinnt in humanem AB-Serum aumtemperatur 45 Min
Waschen mit PBS Raumtemperatur 10 Min.
in Vector DAPI montiert Raumtemperatur 15 Min.
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2.2.4 Materialien, Reagenzien, Geriite

a) Verwendete Primérantikorper
Humanes p-Defensin-1 (hBD-1)

Ziege-anti-human-fB-Defensin-1 (N-20) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ist ein polyklonaler An-
tikorper aus der Ziege gegen das humane p-Defensin-1.

Die Verdiinnung betrug hier 1:10 in PBS.
Humanes p-Defensin-2 (hBD-2)

Ziege-anti-human-B-Defensin-2 (C-17) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ist ebenfalls ein
polyklonaler Antikorper aus der Ziege gegen das humane B-Defensin-2.

Die Verdiinnung betrug ebenfalls 1:50 in PBS.
Humanes f-Defensin-3 (hBD-3)

Kaninchen-anti-human-p-Defensin-3 (DEFB103) (Orbigen, USA) ist ein polyklonaler Antikorper

aus dem Kaninchen gegen das humane B-Defensin-3. Es wurde 1:50 in PBS verdiinnt.

Tab. 9: Verwendete Primarantikdrper

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer | Verdiinnung
(ZI\iigg—)anti—human—hBD—l ]Sg’?g::cirri)zlogy S0-10849 1:10
F e o WU TR R
i%;;nglll(e)r;;anti-human-hBD-3 Orbigen PAB-10216 150

b) Verwendete AB-Seren und Sekundérantikérper

Wie bereits bei der lichtmikroskopischen Immunhistochemie erldutert, miissen auch bei der
Immunfluoreszenz Primérantikorper, Sekundirantikérper und des AB-Serum (humanes Serum)

aufeinander abgestimmt sein.

Die nachfolgende Tabelle 10 listet die verwendeten Kombinationen von PAK, SAK und AB-Serum

bei den Immunfluoreszenz-Analysen auf:
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Tab. 10: Verwendete AB-Seren und Sekundérantikérper

PAK SAK AB-Serum
Ziege-anti-human-hBD-1 FITC-anti-Ziege-1gG Human
Ziege-anti-human-hBD-2 FITC-anti-Ziege-1gG Human
Kaninchen-anti-human-hBD-3 | FITC-anti-Kaninchen-IgG Human
Tab. 11: Verwendete Sekundérantikdrper
Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
FITC-anti-Ziege Vector Labs A 11-041
FITC-anti-Ziege Vector Labs A 11- 041
FITC-anti-Kaninchen Vector Labs Fi-1000
Die Sekundérantikdrper stammen von Vector Laboratories, USA.
Tab. 12: Reagenzien
Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Azeton J. T. Baker, Deventer, NL 8002
PBS Dulbecco Biochrom A6 L 182-50
Einb'ettrr?edium‘ fir Leica Instruments GmbH, Jung Frigocut
Gefrierhistologie Nussloch
Fliissiger Stickstoff - -
Dako-Pen Dako, Glostrup, Denmark S2002
Protein Block Serum-Free Dako, Hamburg X909

AB-Serum

Biotest, Deutschland

DAPI

Vector Laboratories, USA

45




Material und Methoden

Tab. 13: Benutzte Gerite

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Fluoreszenzmikroskop* Olympus BX60F3
inverses Mikroskop Olympus 1X50
. Leica Instruments GmbH, Jung Frigocut
tat-Mikrot
Kryostat-Mikrotom Nussloch 2800 N

Messer C-Schliff, Reichert Jung, Heidelberg
Riihrer IKA ®Labortechnik RH basic
Schiittler IKA ® Labortechnik MTS4

Mixer ;gi@gﬁigiﬁlhnik Vi

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 S-R
Pipetten, Pipettenzubehor Eppendorf -

Rechner und Software Computer der Fa. IBM Typ/Softwareprogramm

* mit einem Olimmersionsobjektiv

¢) Fluoreszenzmikroskopie, Fotos

Die Ergebnisse wurden fotografisch iiber eine an das Mikroskop angeschlossene Kameraeinrichtung
dokumentiert. Die Schwarz-Weifl-Aufnahmen wurden mit einer CCD-Kamera gemacht, fiir

Farbdiapositive wurde eine Lichtempfindlichkeit von 64 ASA gewihlt.

d) Fluoreszenzmikroskop

In einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Modell BX60F3, Hamburg) wurde das gefiarbte Objekt
iiber das Olimmersionsobjektiv mit Anregungslicht einer fiir den verwendeten Farbstoff geeigneten
Wellenlidnge bestrahlt. Dabei wurden das Vorkommen und die Verteilung der verschiedenen

B-Defensine polyklonaler Antikorper am Kryostatschnitt betrachtet.
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2.2.5 Auswertung

Die Auswertung der f-Defensin-Signale (B-Defensin-Immunreaktivitit) erfolgte semiquantitativ.
Zellen mit einem griinen Fluoreszenzsignal im Zellkern wurden als B-Defensin-positiv bewertet.
Die DAPI-Gegenfarbung erzeugte liber die Interkalation in die DNA ein blaues Fluoreszenzsignal
im Zellkern. Tabelle 7 zeigt die geeigneten Filterkombinationen, die zur einfachen Auswertung
verwendet wurden. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ nach dem Grad der erreichten
Férbeintensitat.

Dabei umfasste die Einleitung:
* keine Reaktion (-)
 schwache Reaktion (+/-)
* positive Reaktion (+)

* nicht ausgewertet (n. a.)
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der 3-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in den

untersuchten Gewebeproben

Die Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in der Haut und in den einzelnen
Haarfollikeln wurde in Hautproben aus dem behaarten Kopf und der Retroaurikularregion

untersucht.
Es wurden insgesamt 148 Kryotatschnitte beurteilt (hBD-1 =51, hBD-2 = 54, hBD-3 = 43).

Die detaillierten Expressionmuster der jeweiligen Defensine sind in den folgenden Tabellen

zusammengefasst.
Die Besonderheiten der Expressionen in THF und VHF werden im Folgenden dargestellt.

Die Tabellen 15, 16 und 17 zeigen den Durchschnitt von THF, IHF und VHF.
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Tab. 14: Ubersicht iiber das untersuchte Material und die jeweils ausgewerteten Haarfollikeltypen
Follikeltyp Identifikationsnummer Anzahl der Schnitte
THF 09110460 T 3
THF 10110458 T 2
THF 01120469 T 2
THF 02090445 T 1
THF 26010559 T 3
THF 16020549 T 1
THF 15030564 T 4
THF 090904 T 1
THF 26040527 T 3
THF 29060552 T 2
THF 06070564 T 3
IHF 16020549 1 2
IHF 26080356 1 1
IHF 26040527 1 2
IHF 29060552 1 1
VHF 02090445 V 3
VHF 20100443 V 2
VHF 15030564 V 2
VHF 090904 V 1
VHF 09110460 V 2
VHF 06070564 V 2
VHF 29060552 V 1
VHF 26040527 V 2
VHF 16020549 V 1
VHF 05070547 V 2
VHF 28080347 V 2
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Tab. 15: Durchschnittliche Expression der einzelnen B-Defensine in Terminalhaarfollikeln

Antikérper p-Defensin-1 p-Defensin-2 p-Defensin-3
Haartyp Terminal Terminal Terminal
Epidermis Strat. Corneum /- /- +++
Strat. Granulos +A++ +A++ -+
Mittig +A++ +++ -/t
Basal 0/+ + +
Infundibulum
Strat. Granulos +++ ++ ++
Mittig +/++ ++ ++
Basal 0/+ ++ ++
Isthmus
WS Huxley A+ 0 0
Henle A+ 0 ++
AWS Innen 0 + 0/+
Mittig 0 + 0/+
Basal + +HA+ +HA++
Seborrh. Driise
Innen 0 0/+ +HA++
Basal + +A++ -
Ductus 0/+ +HA+++ -
Schweildriise
0/+/++ ++ +H
Infraseboglandulérer Bereich
Wulst Kortex 0 0 0
IS Haarkutikula 0 0 0
Huxley /A 0 0
Henle +H/A+++ 0 0/++
AWS Innen 0+ + Ht
Mittig 0/+ + A+
Basal +H++ + A
fibrose Hiille 0 0 0
Suprabulbérer Bereich
* 130 1/3M 13U 1/30 1/3M 1/3U 1/30 1/3M 1/3U
Kortex 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WS Kutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Huxley A+ :x 0 0 +++ +H+ 0 O/+/++ +HA+
Henle T e o 0 0 0 0 0
AwWS Innen + 0/+ 0 +++ + 0/+ A/ A |
Mittig + 0/+ 0 +/++ + 0/+ ++ +H/+++ 0/+
Basal + 0/+ 0 +HA+ + 0/+ A | A +/A+H/A++°
fibrése Hiille 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarbulbus
dermale Papille 0 0/+ /++ 0/+ /++
Basalmembr. 0 0 0
Matrixzellen 0 0 0
WS 0 +H+ -+
AWS 0 0 0
fibrose Hiille 0 0 0

* 1/30 = oberes Drittel, 1/3M = mittleres Drittel und 1/3U= unteres Drittel

0 = negativ, -/+ = unregelmifige Anféarbung, + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv,

+++° = Positivitét in 4 von 11 Fillen, ++# = Grenzzone
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Tab. 16: Durchschnittliche Expression der einzelnen B-Defensine in Intermedidrhaarfollikeln

Antikérper p-Defensin-1 p-Defensin-2 p-Defensin-3
Haartyp Intermediér Intermediér Intermediér
Epidermis Strat. corneum /A +H/+++ ++
Strat. granulos +A++ +A++ +H++
Mittig +/H++ +/++ +/H++
Basal 0/+ + +
Infundibulum
Strat. granulos ++ ++ ++
Mittig +/++ ++ +++
Basal 0/+ ++ +H++
Isthmus
WS Huxley /- 0 0
Henle /- 0 ++
AWS Innen 0 + ++
Mittig 0 + ++
Basal + + ++
Seborrh. Driise
Innen 0 +A++ +A++
Basal + ++ +++
Ductus 0/+ ++ +H+
Schweildriise
0/+/++ ++ +
Infraseboglandularer Bereich
Waulst Kortex 0 0 0
WS Haarkutikula 0 0 0
Huxley /A 0 0
Henle +H/+++ 0 ++
AWS Innen 0/+ + ++
Mittig 0/+ + ++
Basal ++ ++ +++
fibrose Hiille 0 0 0
Suprabulbérer Bereich
* 1/30 1/3M 1/3U 1/30 1/3M 13U 1/30 1/3M 1/3U
Kortex 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WS Kutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Huxley ++ 0 0 P | A | A |0 i A+
Henle ++ ++ ++ 0 0 0 0 0 0
AWS Innen 0 0 0 0/+ 0 0/+ A | A A |+
Mittig 0 0 0 0/+ 0 0/+ +H/+++ /A +
Basal 0 0 0 0/+ 0 0/+ /- +H/+++ +A++
fibrose Hiille 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarbulbus
dermale Papille 0 0 0
Basalmembr. 0 0 0
Matrixzellen 0 0 0
WS 0 +++ +++
AWS 0 0 0
fibrose Hiille 0 0 0

* 1/30 = oberes Drittel, 1/3M = mittleres Drittel und 1/3U = unteres Drittel

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++# = Grenzzone
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Tab. 17: Durchschnittliche Expression der einzelnen B-Defensine in Vellushaarfollikeln

Antikrper p-Defensin-1 p-Defensin-2 p-Defensin-3
Haartyp Vellus Vellus Vellus
Epidermis Strat. corneum +H/+++ A4+ +++
Strat. granulos +A++ +A++ +/++
Mittig +H++ +H++ +++
Basal 0/+ + +
Infundibulum
Strat. granulos ++ ++ ++
Mittig +++ +A++ +/A+
Basal 0/+ +A++ +4+
Isthmus
WS Huxley ++ 0 0
Henle ++ 0 0/++°
AWS Innen 0 + ++
Mittig 0 + ++
Basal 0 + ++
Seborrh. Driise
Innen 0 +A++ +A++
Basal + ++ ++
Ductus 0/+ ++H+ +H+
Schweildriise
0/+/++ ++ +++
Infraseboglanduldrer Bereich
Wulst Kortex 0 0 0
WS Haarkutikula 0 0 0
Huxley ++ 0 0
Henle ++ 0 0
AWS Innen 0/+ + /A
Mittig 0/+ + ++
Basal 0/+ + /0
fibrose Hiille 0 0 0
Suprabulbérer Bereich
* 1/30 1/3M 1/3U 1/30 1/3M 1/3U 130 1/3M 1/3U
Kortex 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WS Kutikula 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Huxley ++ 0 0 A | A | A | 0 ++ ++
Henle ++ ++ ++ 0 0 0 0 0 0
AWS Innen 0 0 0 0/+ 0/+ 0 A | A |
Mittig 0 0 0 0/+ 0/+ 0 ++ +A++ +A+
Basal 0 0 0 0/+ 0/+ 0 A+ +HA+++ +HA++
fibrose Hiille 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haarbulbus
dermale Papille 0 0/+ 0+
Basalmembr. 0 0 0
Matrixzellen 0 0 0
ws 0 +++ +H+
AWS 0 0 0
fibrose Hiille 0 0 0

* 1/30 = oberes Drittel, 1/3M = mittleres Drittel und 1/3U = unteres Drittel

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anféarbung, + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++° = in 3 von 5 Fillen,
++# = Grenzzone, +++° = in 2 von 15 Fillen
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3.1.1 Expression der 3-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in gesunder Haut (Tab. 18)

Die untersuchten -Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 fanden sich im gesamten Stratum

corneum, wobei die Expression von hBD-1 und hBD-2 etwas schwécher als die Expression von

hBD-3 war.

Die B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurden in unterschiedlicher Intensitét in der gesamten

Epidermis exprimiert.

Die Expression aller B-Defensine war basal eher schwach, wihrend sie in den suprabasalen
Zellschichten sehr deutlich war.

hBD-3 ergab eine ungleichméBige Farbung einzelner Schnitte.

Insgesamt zeigten die Proben gesunder Epidermis des Gesichtsbereiches und des Kapillitium

hinsichtlich ihres Expressionsmusters keinen Unterschied.

Tab. 18: Expression von -Defensin in gesunder Epidermis (n = 11)

Polyklonal. Antikorper (AK) Str. corneum suprabas]iﬁ)idermis basal
hBD- 1 A A+ 0/+
hBD-2 A+ A +
hBD-3 +++ SArans +

0 = negativ, -/+ = unregelmaBige Anfarbung, +

el o

Abb. 11: Anfairbung der Epidermis

A) Epidermis hBD-1 (x40)
B) Epidermis hBD-2 (x20)
C) Epidermis hBD-3 (x40)
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3.1.2 Expression der 3-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Haarfollikelapparat

Zur Charakterisierung der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurden die Terminalhaarfollikel
in mehrere morphologische und gleichzeitig unterschiedlich differenzierte Bereiche unterteilt. Nur

vollstdndig ausgebildete Haarfollikel des Anagens wurden in der Untersuchung beriicksichtigt.
Folgende Haarfollikelanteile sollen im Einzelnen betrachtet und ausgewertet werden:

* Der Bulbusbereich: Die duflere Wurzelscheide (mit einer dulleren und inneren
Zellschicht) lasst sich im Terminalhaarfollikel differenzieren, schnittbedingt ist
es nicht immer moglich und wurde daher in dieser Untersuchung nicht bewertet.
Die innere Wurzelscheide, die germinativen Zellen, die Matrixzellen und die
Melanozytengrenzen sich voneinander ab. Die drei erstgenannten Zelltypen sollen in

dieser Untersuchung schwerpunktmifBig beriicksichtigt werden.

* Die suprabulbdre Region: In diesem Follikelbereich kdnnen die verschiedenen
Schichten der dufleren und inneren Wurzelscheide, der Haarkutikula und des Kortex
eindeutig identifiziert werden. Es wurden alle Schichten dieses Bereiches mit
einbezogen. Zur Beschreibung des regionalen Expressionsmusters sollen alle Schichten
dieses Bereiches herangezogen werden. Fiir ein besseres Verstindnis wurde die

suprabulbére Region in oberes Drittel, mittleres Drittel und unteres Drittel eingeteilt.

» Die Wulstregion: In diesem Follikelbereich lassen sich die innere Wurzelscheide und

die duBlere Wurzelscheide untersuchen.

* Die Isthmusregion: Unterschieden werden im Isthmusbereich in dieser Untersuchung
basale und innere Zellschichten der dulleren Wurzelscheide und die innere
Wurzelscheide. Da die Differenzierung der dulleren Wurzelscheide im Isthmusbereich
derjenigen der supraseboglanduldren Region weitgehend entspricht, sollen beide

zusammenfassend dargestellt werden.

* Das Infundibulum: Es befindet sich im distalen Bereich der Haarfollikel und hat eine
duBere Wurzelscheide sowie eine Hornschicht. In diesem Follikelbereich konnen
die inneren und basalen Schichten eindeutig identifiziert werden. Es ist der Bereich
zwischen Wurzelhaarfollikel und Follikelwand.
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3.1.3 Expression der 3-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im

Terminalhaarfollikelapparat

3.1.3.1 Im Terminalhaarfollikel

Die B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 =zeigten folgende Expressionsmuster in den
verschiedenen Anteilen des Terminalhaarfollikels (n = 11).

a) Haarbulbus (Tabelle 19)

hBD-2 und hBD-3 lassen eine starke Expression im Bereich der inneren Wurzelscheide des Bulbus
erkennen (Abb. 12).

Die dermale Papille im Haarbulbusbereich zeigte in 3 von 11 Fillen eine schwache oder deutliche
Expression von hBD-3, ebenso in 5 von 11 Proben mit hBD-2.

In allen Féllen von hBD-1 gab es keine Expression. Die germinativen Zellen wiesen keine

Expression auf.

Tab. 19: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im Terminalhaarfollikelbereich des Haarbulbus (n = 11)

Polyklonal: AK | 1 i en | Zellsehichten | © Zellen | Papille
hBD-1 0 0 0 0
hBD-2 0 ++ 0 0/+/++
hBD-3 0 +++ 0 0/+/++

0 = negativ, -/+ = unregelmafige Anfarbung, + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv

55




Ergebnisse

Abb. 12:  Anfirbung der inneren Wurzelscheide im Bulbus
A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x10)
B) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x20)
C) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x20)
In B und C zeigen die Pfeile Positivitit in der IWS.

b) Suprabulbire Region (Tabelle 20)

Im Suprabulbdrbereich fand sich eine gleichmiaBige starke Anfarbung der inneren Wurzelscheide
fiir hBD-1 (siche Abb. 13A, B und C).

Im Bereich aller Zellschichten der dul3eren Wurzelscheide, d. h. sowohl in den dul3eren Zellschichten
(AWS-AZ) als auch in den inneren Zellschichten (AWS-1Z), konnte eine Expression beim Einsatz
der hBD-1, hBD-2 und hBD-3 beobachtet werden, aber mit unterschiedlicher Intensitit (mit
Betonung in der basalen Zellschicht von hBD-3 in 4 von 11 Proben): fiir hBD-1 schwach, hBD-
2 positiv und hBD-3 positiv bis stark. Fiir hBD-2 wurde die Expression im oberen und mittleren
Drittel beobachtet, fiir hBD-1 hingegen nur im oberen Drittel. Ab dem unteren bis in das obere
Drittel des Suprabulbirbereiches stieg die Positivitit der hBD-3 in der AWS, aber in einigen

Schnitten war die Intensitit im gesamten suprabulbédren Bereich gleichméBig und stark.

Sowohl im mittleren und unteren Drittel der suprabulbiaren Region wurden Huxley-Schichten der
inneren Wurzelscheide sehr stark und gleichméBig fiir hBD-2 (siehe Abb. 13 E und F) als auch
schwach bis positiv fiir hBD-3 (siehe Abb. 13 I) exprimiert.

Im unteren Drittel der suprabulbidren Region konnten nur mit hBD-1 die Henle-Schichten der
inneren Wurzelscheide angefirbt werden (siehe Abb. 13 C).

Die Medulla konnte mit anti-hBD-2 in 4 von 11 Proben dargestellt werden (siehe Abb. 28 C und D).

Keine der eingesetzten polyklonalen Antikorper zeigten eine Expression der korrespondierenden

B-Defensine in Kutikula, Haarkutikula und Haarkortex.

56



Ergebnisse

Eine selektive Anfarbung der Grenzzone zwischen duflerer und innerer Wurzelscheide (es ist keine
eindeutige Zuordnung zu Zellen der dulleren oder der inneren Wurzelscheide moglich) konnte
mittels hBD-3 sowohl im oberen, im mittleren als auch im unteren Drittel der suprabulbdren
Region beobachtet werden (siehe Abb. 13 H und I).

Tab. 20: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im Terminalhaarfollikel in der suprabulbdren Region (n = 11)

Suprabulbire Region hBD-1 hBD-2 hBD-3
Oberes Drittel innere + +/++ +H/+%
Huxley A 0 0
-/ 0 0
IWS Henle
innere
Mittleres Drittel 07+ + HAt A
% 0/+ + SNIAN
AWS basale
Huxley /A AR 0/-+/++
IWS ++/+++ 0 0
Henle
innere
Unteres Drittel 0 0+ HA
A 0 0/+ +/++
AWS basale
Huxley 0 -t A+
IWS ++ 0 0
Henle
Kutikula 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0
Haarkortex 0 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv,
++#x = Positivitdt der Grenzzone, +++° = Positivitit der basalen Schicht in 4 von 11 Proben
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Abb. 13:

Anfarbung der inneren Wurzelscheide mit den polyklonalen Ak hBD- 1, hBD-2 und hBD-3

A)
B)
0

D)
E)
F)
G)
H)
)

Im Terminalhaarfollikel (THF) hBD-1 Ansicht (x4)
Im suprabulbdren Bereich (mittleres Drittel) des THF: hBD-1 (x10)

Im suprabulbiren Bereich (zwischen unterem und mittlerem Drittel) bis zum unteren
Drittel ist nur die Henle-Schicht positiv, ab dem mittleren Drittel beide IWS: hBD-1 (x20)

Im THF: hBD-2 Ansicht (x4)

Im suprabulbéren Bereich (oberes und mittleres Drittel) des THF: hBD-2 (x20)
Im suprabulbiren Bereich (unteres Drittel): hBD-2 (x20)

Im THF: hBD-3 Ansicht (x4)

Im suprabulbéren Bereich (mittleres und unteres Drittel) des THF: hBD-3 (x20)
Im suprabulbdren Bereich (mittleres und unteres Drittel) des THF: hBD-3 (x10)

Die Pfeile zeigen in A und B die IWS stark positiv, in C die Henle-Schicht positiv, in

D, E und F die Huxley-Schicht, in G die basalen Zellen, in H die Grenzzone und in I
die Huxley-Schicht jeweils positiv.
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¢) Der Wulst (Tabelle 21)

Im Bereich der duBleren Wurzelscheide zeigten die B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3

unterschiedliche Expressionen:

hBD-3 exprimierte positiv bis stark in den Basalzellen und schwach bis positiv in den Innenzellen,
hBD-2 schwach in den Innenzellen und positiv in den Basalzellen und hBD-1 negativ oder schwach

in den Innenzellen und schwach bis positiv in den basalen Zellen (siche Abb. 14A, B, und C).

hBD-1 ist im Bereich der innere Wurzelscheide positiv bis stark positiv exprimiert, sowohl in der
Henle-Schicht als auch in der Huxley-Schicht, hBD-3 wurde in 6 von 11 Proben nur in der Henle-

Schicht nachgewiesen.

Tab. 21: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Terminalhaarfollikel im Wulst (n = 11)

Polyklonal. Ak innere A basale Henle HI:ZlSey Kutikula Haarkortex
hBD-1 0/+ +/++ 4/ /4 0 0
hBD-2 + ++ 0 0 0 0
hBD-3 +/4++ /A 0/++ 0 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv

d) Der Isthmus und Supraseboglandulirbereich (Tabelle 22)

Eine Expression im Bereich der gesamten dulleren Wurzelscheide konnte bei den 3-Defensinen
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 beobachtet werden, zum Beispiel in allen angefdarbten Betonungen der
basalen Zellen, aber mit unterschiedlicher Intensitdt, wobei sich hBD-1 negativ in den inneren
Zellen und schwach in den basalen Zellen darstellte, sowie hBD-2 schwach in den inneren Zellen
und mit leichter Betonung in den basalen Zellen positiv. Au3erdem steigerte sich die Intensitit des
hBD-3 von den mittleren Zellen bis zur deutlichen Betonung in den basalen Zellen (siche Abb.
14A, B und C).

hBD-1 zeigte eine positive bis starke Expression in beiden Zellschichten der inneren Wurzelscheide,

wiahrend hBD-3 nur in der Henle-Schicht der inneren Wurzelscheide festgestellt wurde.
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Tab. 22: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Terminalhaarfollikeln

im Isthmus und im Supraseboglandulédrbereich (n = 11)

Polyklonal. Ak innere NS basale Henle e Huxley
hBD-1 0 + ++/+++ /A
hBD-2 + 4+ 0 0
hBD-3 0/+ +/++ ++ 0

0 = negativ, -+ = unregelmiBige Anfirbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv

NE
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Abb. 14:
A)
B)
©)

Die Pfeile zeigen im Isthmus mit blauer Farbe und im Wulst mit schwarzer Farbe: in A (I) Positivitdt von IWS und
(W) einige geringe Betonung der basalen Zellen, in B und C sowohl in (W) als auch in (I) eine positive Betonung der

basalen und mittleren Zellen.

Der rote Pfeil zeigt in C eine starke Positivitdt in der Henle-Schicht.
e) Das Infundibulum (Tabelle 23)

Die B-Defensine hBD-2 und hBD-3 zeigten eine positive Expression in den inneren Zellen sowie in
den basalen Zellen, hBD-1 weist eine Positivitét in den inneren Zellen auf und exprimiert schwach

oder negativ in den basalen Zellen, wihrend die drei B-Defensine stark im Stratum corneum

w,/ "

Im Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)
Im Terminalhaarfollikel hBD-2 (x20)
Im Terminalhaarfollike]l hBD-3 (x20)

angefarbt wurden (siehe Abb. 15 A, B und C).

A

Anfarbung des Isthmus (I) und des Wulstes (W) mit den polyklonalen Ak hBD-1, hBD-2 und hBD-3

Tab. 23: Expression in Terminalhaarfollikeln im Infundibulum (n = 11)

Polyklonal. Ak innere basale
hBD-1 +/++ 0/+
hBD-2 ++ ++
hBD-3 ++ ++

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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Abb. 15:  Anfarbung des Infundibulum mit den polyklonal. Ak hBD-1, hBD-2 und hBD-3

A) Im Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Im Terminalhaarfollikel hBD-2 (x10)
C) Im Terminalhaarfollikel hBD-3 (x20)

3.1.3.2 In den Talgdriisen des Terminalhaarfollikelapparates (Tabelle 24)

Die Untersuchungen der Talgdriisen gesunder Kopthaut (n = 11) lieBen das folgende

Expressionsmuster erkennen:

In den inneren differenzierten Zellen konnte kein oder kaum hBD-1 nachgewiesen werden, nur im
Ductus und in den basalen undifferenzierten Zellen war hBD-1 schwach oder negativ (siche Abb.
16 A).

In allen Féllen von hBD-2 waren die basalen undifferenzierten Zellen positiv und die inneren

differenzierten Zellen schwach bis positiv, im Ductus positiv bis stark positiv (siche Abb. 16 B).
In allen Fallen von hBD-3 waren die basalen undifferenzierten Zellen und der Ductus stark sowie

die inneren differenzierten Zellen positiv zu erkennen (siche Abb. 16 C).

Tab. 24: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in den Talgdriisen des
Terminalhaarfollikelapparates (n = 11)

Polyklonal. Ak basale/m;lilie;renzierte innere/;i:lfleerlfnzierte Ductus
hBD-1 + 0/+ 0/+
hBD-2 ++ 0/+ ++/+++
hBD-3 +++ +/++ +++

0 = negativ, -/+ = unregelmifige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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Abb. 16: Anfiarbung von Talgdriisen

A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x40)
C) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x10)
D) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x20)
E) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x10)
F) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A und B eine schwache Positivitdt der basalen und inneren Zellen, in C sowie D positive
Innenzellen und Basalzellen und in E und F innere und basale Zellen stark positiv.

3.1.4 Expression der 3-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Vellushaarfollikelapparat

3.1.4.1 Im Vellushaarfollikel

Dieverwendeten polyklonalen Antikorper zeigten folgende Expressionsmuster in den verschiedenen
Bereichen von Follikeln gesunder Gesichtshaut. Es gab auch dhnliche Anfarbungsmuster fiir IHF
und VHF, deswegen werden die Ergebnisse zusammen gezeigt. In IHF wurden 4 Proben und in
VHF 11 Proben untersucht.

a) Haarbulbus (Tabelle 25)

Eine deutliche bis starke Expression im Bereich der IWS zeigten hBD-2 und hBD-3, jedoch war
keine Farbung bei hBD-1 zu erkennen (siche Abb. 17 A, B und C).

Die germinativen Zellen konnten mit keinem der verwendeten polyklonalen Antikorper dargestellt

werden.
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In der dermalen Papille wurden hBD-2 (9 von 15) und hBD-3 (10 von 15) schwach positiv

exprimiert.

In allen Féllen waren die duBeren Zellschichten negativ.

Tab. 25: Expression der -Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Vellushaarfollikel
im Bereich des Haarbulbus (n = 15)

Aullere . inati d |
Poioma Ak | zellcicny |, S| BT | dormee
AWS
hBD-1 0 0 0 0
hBD-2 0 +++ 0 0/+
hBD-3 0 +H/+++ 0 0/+

0 = negativ, -/+ = unregelméfBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv

Abb. 17: Anfarbung des Bulbus

A) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-2 (x40)
C) Vellushaarfollikel hBD-3 (x40)

Die Pfeile zeigen in A eine negative und in B sowie in C eine positive Expression der 3-Defensine in der IWS an.

b) Suprabulbire Region (Tabelle 26)

Anfirbungen im Bereich der beiden Anteile der dueren Wurzelscheide im mittleren und unteren
Drittel fanden sich bei Verwendung der polyklonalen Antikdrper hBD-2 und -3, wobei die
Expressionen eine unterschiedliche Intensitdt zeigten, positiv bis sehr stark bei hBD-3 mit basaler
Betonung, deutlich bei hBD-2. Im unteren Drittel der duleren Wurzelscheide konnte sowohl
hBD-1 in beiden Anteilen der IWS als auch hBD-2 nicht dargestellt werden, bei hBD-3 war die

Anfarbung nur schwach.

Es wurde keine Anfarbung bei hBD-1 im gesamten Bereich der beiden Anteile der dufleren

Wurzelscheide nachgewiesen.
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Als Marker der dueren Wurzelscheide im oberen und mittleren Drittel wurden hBD-2 und hBD-3
mit unterschiedlicher Intensitdt exprimiert. Die Expression war bei hBD-2 schwach bis positiv,
sowohl in der inneren als auch in der basalen Schicht. Bei hBD-3 war die Expression schwach bis

positiv in der inneren Schicht und akzentuiert in der basalen Schicht. hBD-1 wurde nicht angefarbt.

Als Marker der inneren Wurzelscheide stellte sich hBD-1 positiv dar, im oberen Drittel war das
hBD-1 positiv in beiden Anteilen der IWS, im unteren und mittleren Drittel nur in der Henle-
Schicht positiv, wahrend hBD-2 und hBD-3 in der Huxley-Schicht positiv bis stark waren, hBD-2
stellte sich im gesamten suprabulbdren Bereich und hBD-3 lediglich im mittleren und unteren
Drittel dar.

Als eine Besonderheit bei hBD-3 zeigten sich eine Anfirbung im Grenzgebiet AWS und IWS (im

mittleren und unteren Drittel) und eine positive Betonung der basalen Schicht.

Tab. 26: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Vellushaarfollikel
in der suprabulbaren Region (n = 15)

hBD-1 hBD-2 hBD-3

Oberes Drittel innere 0 0/+ +/ /4
AWS

basale 0 0/+ ++/+++

Huxley ++ ++/+++ 0
IWS

Henle ++ 0 0
Mittleres Drittel | innere 0 0/+ /A
AWS

basale 0 0/+ -/

Huxley 0 ++/+++ ++
IWS

Henle + 0 0
Unteres Drittel | innere 0 0 /A [
AWS

basale 0 0 +/++/+++

Huxley 0 ++/+++ ++
IWS

Henle + 0 0
Kutikula 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0
Haarkortex 0 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++* = Positivitdt der Grenzzone
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Abb. 18: Anfirbung der Suprabulbérbereiche

A) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-1 (x40)
C) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
D) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
E) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)
F) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A beide Anteile der IWS stark positiv, in B die Henle-Schicht stark positiv, in C eine schwache
und in D eine starke Positivitit der IWS, in E eine starke Anfirbung der AWS und mit der blauen Farbe in E eine
schwache und in F eine positive IWS.
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¢) Der Wulst (Tabelle 27)

In diesem Bereich fanden sich regelméfige Anfiarbungen der beiden Anteile der duBleren Wurzel-
scheide bei Verwendung der polyklonalen Antikérper hBD-1, hBD-2 und hBD-3, wobei die Expres-
sionen unterschiedlicher Intensitéit waren, positiv in den Innenzellen und Basalzellen mit hBD-3 (mit
Ausnahme in 2 von 15 Proben, welche basale Betonung hatten), schwach bis deutlich mit hBD-2 in

den Innenzellen als auch basal und mit hBD-1 in beiden Schichten negativ oder schwach.
In der inneren Wurzelscheide wurde in beiden Schichten deutlich hBD-1 exprimiert.

Eine selektive Anfarbung der Grenzzone zwischen duflerer und innerer Wurzelscheide konnte
mittels hBD-3 in der ganzen suprabulbédren Region beobachtet werden (keine eindeutige Zuordnung

zu Zellen der duBleren oder der inneren Wurzelscheide moglich (siehe Abb. 19 C).
Fir alle verwendeten 3-Defensine stellte sich in der Kutikula und im Haarkortex keine Expression
dar.

Tab. 27: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im Vellushaar- und Intermedidrhaarfollikel im Wulst (n = 15)

Polyklonal. Ak innere e basale Henle Hlll?l]esy Kutikula Haarkortex
hBD-1 0/+ 0/+ ++ ++ 0 0
hBD-2 + + 0 0 0 0
hBD-3 /x| /O 0 0 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméBige Anfdrbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv,
+++° = basal positiv in 2 von 15 Proben, ++* = Grenzzone
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d) Isthmus und Supraseboglanduliirbereich (Tabelle 28)
hBD-1 markiert beide Schichten der IWS (Henle-Schicht sowie Huxley-Schicht) positiv.

hBD-2 und hBD-3 stellten sich in beiden Anteilen der dulleren Wurzelscheide dar, wobei die
Expressionen unterschiedlicher Intensitdt waren, bei hBD-2 positiv, bei hBD-3 ergab sich eine
Betonung der dufleren Zellschichten der duleren Wurzelscheide, die Expression war schwach oder

negativ in den Innenzellschichten. hBD-1 wurde in den Basalzellschichten nur schwach exprimiert.

Die innere Wurzelscheide wurde in unterschiedlichem Mafle von den verwendeten polyklonalen
Antikérpern hBD-1, hBD-2 und hBD-3 markiert. Dabei zeigte sich hBD-1 positiv in der Henle-
Schicht und Huxley-Schicht. hBD-3 war nur in 3 von 15 Proben in den Henle-Schichten positiv.

hBD-2 konnte nicht nachgewiesen werden.

Tab. 28: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Vellushaar-
und Intermedidrhaarfollikel im Isthmus und Supraseboglandulédrbereich (n = 15)

Polyklonal. Ak innere AWS basale Henle e Huxley
hBD-1 0 0 + i
hBD-2 + + 0 0
hBD-3 + + 0/++° 0

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++° = in 3 von 15 Proben
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Abb. 19: Anfirbung von Wulst und Isthmus mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3

A) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
C) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A eine Positivitit der IWS, in B (schwach) und in C (positiv) die regelmiBige AWS und mit der
blauen Farbe die Grenzzone.
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e) Das Infundibulum (Tabelle 29)

Im Bereich der gesamten dufleren Wurzelscheide konnte bei hBD-1, hBD-2 und hBD-3 eine
dhnliche Anfarbung in den Innen- und Basalzellen festgestellt werden. Sie stellt sich fiir hBD-2 und
hBD-3 schwach bis positiv dar. Mit hBD-1 zeigte sich eine leichte Betonung in den Innenzellen,

die Anfarbung war jedoch nur schwach bis negativ in den Basalzellen.

Die drei B-Defensine wurden im Stratum corneum stark exprimiert (siche Abb. 20 A, B und C).

Tab. 29: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im Vellushaar- und Intermediérhaarfollikel im Infundibulum (n = 15)

Polyklonal. Ak innere basale
hBD-1 +/4++ 0/+
hBD-2 +/++ +/++
hBD-3 +/++ +/++

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv

Abb. 20: Anfirbung des Infundibulum mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3

A) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
C) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

3.1.4.2 In den Talgdriisen des Vellushaarfollikelapparates (Tabelle 30)

Das Defensinexpressionsmuster der untersuchten Biopsien von Talgdriisen gesunder Gesichtshaut
(n=11) stellt sich folgendermallen dar:

Die B-Defensine hBD-2 und hBD-3 féarbten die gesamte Talgdriise, insbesondere den Ductus und
die inneren Interzellen, an, wobei die Anfarbung in den basal undifferenzierten Zellen positiv bis
stark positiv, in den inneren differenzierten Zellen mit hBD-2 schwach bis positiv und mit hBD-3
positiv bis stark war (siche Abb. 21 B und C). hBD-1 wurde negativ oder schwach im Ductus in

den basalen und inneren Zellen exprimiert.
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Tab. 30: Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
in Talgdriisen des Vellushaarfollikelapparates (n = 11)

basale/undifferenzierte

innere/differenzierte

Polyklonal. Ak Zellen Zellen Ductus
hBD-1 + 0/+ 0/+
hBD-2 ++ +/++ +++
hBD-3 +++ +/++ +++

0 = negativ, -/+ = unregelmifBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv

Abb. 21: Anfirbung der Talgdriise mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3

A) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)

C) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A die basalen und inneren Zellen schwach, in B den Ductus und die basalen Zellen positiv und in

C die basalen und inneren Zellen positiv bis stark.
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3.2 Vergleichende Darstellungen und auffilliges Markierungsverhalten

Zunichst soll eine Gegentiberstellung der Ergebnisse des immunhistochemischen Féarbeverhaltens
der hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in den verschiedenen Anteilen und Schichten von Terminalhaar-
follikeln, Intermedidrhaarfollikeln und Vellushaarfollikeln erfolgen. Dabei wird die Einteilung in
die schon oben eingehend charakterisierten Regionen des Follikelapparates beibehalten. Aufer-

dem werden die Talgdriisen der drei Haarfollikeltypen verglichen.
Haarbulbus (Tabelle 31)

Die B-Defensine hBD-2 und hBD-3 konnten in allen 3 Haartypen iibereinstimmend als Marker der
IWS gefunden werden (siche Abb. 22 D, E, F, G, H und I).

In der duBeren Wurzelscheide im Bulbusbereich lieBen sich entsprechend den suprabulbiren
Verhéltnissen sowohl im Vellushaarfollikel als auch im Terminalhaarfollikel und Intermediér-
haarfollikel bei den B-Defensinen hBD-1, hBD-2 und hBD-3 keine Expressionen feststellen.

Eine Darstellung der germinativen Zellen gelang bei allen drei Haarfollikeltypen mit keinem der

verwendeten Antikorper.

In der dermalen Papille von THF und VHF wurden hBD-2 und hBD-3 negativ oder positiv

exprimiert, dagegen wurde fiir IHF keine Positivitit gefunden.

Tab. 31: Gegeniiberstellung der Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
in Terminalhaar-, Intermedidrhaar- und Vellushaarfollikeln im Bereich des Haarbulbus

dullere Innere germinative dermale Papille
Polyklonal. Ak Zellzcl)l‘llcshten Zellsliillischten Zellen
THF IHF/VHF | THF IHF/VHF | THF IHV/VHF THF IHF/VHF
hBD-1 0 0 0 0 0 0 0 0
hBD-2 0 0 +++ +++ 0 0 0/+/++ 0/+
hBD-3 0 0 -+ | A 0 0 0/+/++ 0/+

0 = negativ, -/+ = unregelméafBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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Abb. 22:  Gegeniiberstellung des unterschiedlichen Féarbeverhaltens mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 im Bulbus der drei Haartypen
A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)

B) Intermediérhaarfollikel hBD-1 (x40)
C) Vellushaarfollikel hBD-1 (x40)

D) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x20)

E) Intermediérhaarfollikel hBD-2 (x20)
F) Vellushaarfollikel hBD-2 (x40)

G) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x20)
H) Intermedidrhaarfollikel hBD-3 (x20)
I) Vellushaarfollikel hBD-3 (x40)

A, B und C zeigen den Bulbus negativ. Die Pfeile zeigen in D, E, F, G, H und I die innere Wurzelscheide stark positiv.
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Suprabulbire Region (Tabelle 32)

Die Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in THF entspricht derjenigen in VHF

und IHF. Die gezeigten Unterschiede im Expressionsverhalten sind gradueller Art.

Im mittleren und unteren Drittel der dulleren Wurzelscheide von THF und VHF wurde mithBD-1 und
hBD-2, sowohl im Terminalhaarfollikel als auch im Vellushaarfollikel und Intermedidrhaarfollikel,

eine schwache oder keine Anfarbung sichtbar.

Im oberen und mittleren Drittel der dulleren Wurzelscheide farbt das hBD-3 in VHF, IHF und
THF die innere Schicht schwach bis positiv an, mit besonderer Akzentuierung in der Basalschicht
des Terminalhaarfollikels (in 4 von 11 Proben) und Vellushaarfollikels (in 6 von 15 Proben). Im
Gegensatz dazu werden die inneren Zellen der dulleren Wurzelscheide im unteren Drittel der drei

Follikeltypen nur schwach oder negativ und die basalen Zellen schwach bis positiv angefarbt
(siche Abb. 23 G, H und I).

hBD-2 wurde als Marker der du3eren Wurzelscheide im oberen Drittel aller drei Haartypen in der
Innenschicht und der Basalschicht von THF, IHF und VHF schwach bis deutlich beobachtet. Im
mittleren Drittel war es positiv in THF, aber nur schwach oder negativ in VHF.

Im unteren Drittel wurde das hBD-2 schwach bis gar nicht in THF bzw. negativ in VHF

nachgewiesen.

Dies betrifft vor allem das hBD-1 im oberen Drittel, dass als Marker der dulleren Wurzelscheide
in den Terminalhaarfollikelkeratinozyten schwach ist, in den Keratinozyten der &ulleren
Waurzelscheide des VHF jedoch negativ zur Darstellung kommt.

Im mittleren und unteren Drittel der drei Haartypen fanden unterschiedliche Expressionen aller
drei Defensine in der inneren Wurzelscheide statt.

Fiir THF als auch fiir IHF und VHF wurde das hBD-1 als positiver Marker fiir das obere und
mittlere Drittel in beiden Anteilen der inneren Wurzelscheide gefunden. Im unteren Drittel ergab
sich nur eine Darstellung in der Henle-Schicht der 3 Haartypen (sieche Abb. 23 A, B und C).

Eine starke und gleichmiBige Anfarbung in der Huxley-Schicht der inneren Wurzelscheide im
oberen Drittel mit hBD-2 fand nur im Vellushaarfollikel statt.

Der THF und der IHF wurden nicht angeféarbt, hingegen wurde im mittleren und unteren Drittel in
der Huxley-Schicht in THF, IHF und VHF stark exprimiert (siche Abb. 23 D, E und F).

In der Huxley-Schicht der inneren Wurzelscheide, sowohl im mittleren als auch im unteren Drittel,
war hBD-3 schwach bis positiv in VHF sowie positiv in THF und IHF vorhanden (siehe Abb. 23
G, Hund I).

Eine Besonderheit von hBD-3 im gesamten suprabulbédren Bereich in THF, IHF und VHF war eine

positive Expression zwischen der dufleren und inneren Wurzelscheide (Grenzzone).
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Tab. 32: Gegentiiberstellung der Ergebnisse des immunhistochemischen Farbeverhaltens der B-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 in verschiedenen Anteilen bzw. Schichten der Terminalhaar-, Intermedidrhaar-
und Vellushaarfollikel in der suprabulbédren Region

Suprabulbiire Region hBD-1 hBD-2 hBD-3
THF IHF/VHF | THF IHF/VHF | THF IHF/VHF

Oberes Drittel innere + 0 +/++ 0/+ /A% |
AWS basale + 0 +/++ 0/+ ++/+++ +/++

Huxley | tH/+++ ++ 0 ++/+++ 0 0
WS Henle | TH+HH+| ++ 0 0 0 0
Mittleres Drittel | innere 0/+ 0 + 0/+ /A | A A
AWS basale 0/+ 0 + 0/+ A | A

Huxley | ++/+++ 0 +++ A+ | O/ ++
IWS Henle | TH+++ ++ 0 0 0 0
Unteres Drittel innere 0 0 0/+ 0 O/+/++ +/++*
AWS basale 0 0 0/+ 0 A4+ +/++

Huxley 0 0 +++ +H/+++ +/++ ++
IWS Henle ++ +H/A+++ 0 0 0 0
Kutikula 0 0 0 0 0 0
Haarkutikula 0 0 0 0 0 0
Haarkortex 0 0 0 0 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméfBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++: = Positivitdt der Grenzzone
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Abb. 23:  Gegeniiberstellung des unterschiedlichen Férbeverhaltens mit den polyklonalen Ak B-Defensine
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im suprabulbiren Bereich der drei Haartypen

A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x2)
B) Intermedidrhaarfollikel hBD-1 (x20)
C) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
D) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x2)
E) Intermediérhaarfollikel hBD-2 (x20)
F) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
G) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x2)
H) Intermedidrhaarfollikel hBD-3 (x20)
I) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A und B beide Anteile der IWS positiv, in C die Henle-Schicht positiv, in D, E und F die Huxley-
Schicht positiv, in G, H und I die Huxley-Schicht schwach.
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Der Wulst (Tabelle 33)

Auch in diesem Bereich entspricht das P-Defensinexpressionsmuster des VHF weitgehend
dem des THF, Unterschiede finden sich in der Ausprdgung der Expressionsintensitidt und ihren

Verteilungen.

Eine homogene Markierung in beiden Schichten der dufleren Wurzelscheide erfolgte in VHF
und IHF bei hBD-1 negativ bis schwach, bei hBD-2 schwach bis positiv und bei hBD-3 positiv.
Hingegen stieg die Positivitdt der hBD-3, hBD-2 und hBD-3 ab den inneren bis zu den basalen
Zellen der AWS mit unterschiedlicher Intensitit. Hierbei war die Expression bei hBD-3 positiv bis
stark, bei hBD-2 positiv und bei hBD-1 schwach bis positiv. Die Farbung war entsprechend den
epidermalen Verhéltnissen basal betont (siche Abb. 24 D, E und F).

Das hBD-1 wurde stark in der inneren Wurzelscheide des THF und IHF exprimiert, es war in VHF
jedoch nur schwach bis deutlich sichtbar (siche Abb. 24 A, B und C).

Die Expression von hBD-3 war selektiv in der Henle-Schicht in THF, IHF und VHF (4 von 15
Proben).

Es gab auch eine Positivitit der Grenzzone bei THF, IHF und VHF (nur in 8 von 15 Proben).

In der Kutikula und dem Haarkortex konnten keine Anfarbungen beobachtet werden.
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Isthmus und Supraseboglanduliirbereich (Tabelle 34)

Vellushaar-, Intermedidrhaar- und Terminalhaarfollikel zeigten in diesem Follikelabschnitt
weitgehend identische Verteilungen der Bindestellen der verwendeten B-Defensine hBD-1, hBD-2
und hBD-3.

hBD-1 wurde in THF schwach in den inneren Zellschichten und mit Betonung in den basalen
Zellschichten der d&uBeren Wurzelscheide nachgewiesen, hingegen war die Expression in VHF und

IHF negativ oder schwach homogen in beiden Zellschichten der AWS.

In Ubereinstimmung zu THF, IHF und VHF waren homogene starke Verteilungen der

Bindungsstellen in beiden Anteilen der inneren Wurzelscheide mit hBD-1 zu sehen.

hBD-2 zeigte ein &dhnliches homogenes schwaches Verhalten in den Zellen der &dufBeren
Wurzelscheide von IHF und VHF, wihrend in THF eine schwache bis deutliche Darstellung der

inneren Zellen und eine Betonung der basalen Zellen feststellbar waren.
In der AWS fanden die drei Follikeltypen Bindungsstellen.

Als Marker fiir die gesamte IWS ergibt sich eine negative Anfarbung sowohl fiir den VHF als auch
fiir den IHF und THF bei hBD-2.

hBD-3 wurde negativ bis schwach in den Innenzellen sowie schwach bis deutlich in den Basalzellen
von THF exprimiert, wiahrend VHF und IHF identische Verhaltensmuster in beiden Anteilzellen
der AWS aufwiesen.

Die Expression im Bereich der IWS des THF, IHF und VHF (nur in 3 von 15 Proben) ist fiir die
ausgewerteten hBD-3 in der Henle-Schicht positiv.

Der Befund ist in der Abb. 24 G, H und I zu ersehen.

Tab. 34: Gegeniiberstellung der Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Terminalhaar-,
Intermediédrhaar- und Vellushaarfollikel im Isthmus sowie im supraseboglanduldren Bereich

AWS IWS
Polyklonal. Ak innere basale Henle Huxley
THF IHV/VHF | THF IHF/VHF | THF IHF/VHF | THF [IHF/VHF
hBD-1 0 0/+ + 0/+ ++ ++ 4/ ++
hBD-2 + + +/++ + 0 0 0 0
hBD-3 0/+ ++ +/++ ++ ++0° 0/++ 0 0

0 = negativ, -/+ = unregelméfige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
++° = Positivitit in 3 von 15 Proben
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Abb. 24:  Gegeniiberstellung des unterschiedliche Farbeverhaltens mit den polyklonalen
Ak B-Defensinen hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Isthmus und Wulst der drei Haartypen

A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Intermedidrhaarfollikel hBD-1 (x20)
C) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
D) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x10)
E) Intermediérhaarfollikel hBD-2 (x20)
F) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
G) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x10)
H) Intermedidrhaarfollikel hBD-3 (x20)
I) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)

Die Pfeile zeigen in A, B und C die IWS mit roter Farbe, mit blauer Farbe in allen Abb. den Isthmus und mit schwarzer
Farbe in allen Abb. den Wulst.

79



Ergebnisse

Infundibulum (Tabelle 35)

In diesem Follikelbereich stellte sich die Verteilung der Bindungsstellen fiir die untersuchten

B-Defensine mit einigen Ausnahmen gradueller Art nahezu identisch dar.

In der gesamten duleren Wurzelscheide zeigten die hBD-2 und hBD-3 eine deutliche, dhnlich
regelmifige Expression, hBD-1 war schwach bis positiv in den inneren Zellen von THF, IHF
und VHF, wihrend die drei Haartypen eine negative oder schwache Intensitit mit hBD-1 in den

basalen Zellen aufwiesen.
Alle B-Defensine zeigten eine starke Expression im Stratum corneum der drei Haartypen (siehe

Abb. 25).

Tab. 35: Gegentiberstellung der Expression der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3
im Terminalhaar-, Intermedidrhaar- und im Vellushaarfollikel des Infundibulum

Polyklonal. Ak THF innereIHF /VHF THF basale IHF/ VHF
hBD-1 A+ 4+ 0/+ 0/+
hBD-2 + et = A
hBD-3 ++ AN ++ A

0 = negativ, -/+ = unregelméfBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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Abb. 25:  Gegeniiberstellung des unterschiedlichen Férbeverhaltens mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 im Infundibulum der Terminal- und Vellushaarfollikel

A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x10)
B) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
C) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x10)
D) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
E) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x10)
F) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)
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Talgdriise (Tabelle 36)

Die Talgdriise des Gesichtshautbereiches, also des Vellushaarfollikelapparates, dhnelt der des
Kopthautbereiches, d. h. des Terminalhaarfollikelapparates, in der Expression von hBD-1, hBD-2
und hBD-3.

In den Talgdriisen des THF, IHF und VHF wurde hBD-1 in den basalen Zellen schwach exprimiert,
wihrend in den inneren Zellen keine Anfiarbung nachgewiesen werden konnte und sich eine

Expression nur schwach im Ductus zeigte.

Eine Anfarbung der gesamten Talgdriise erfolgte mit gleichen Verteilungen sowohl im Vellushaar-
als auch im Intermedidrhaar- und Terminalhaarfollikelapparat mit verschiedener Intensitdt fiir
hBD-2 und hBD-3.

Fiir hBD-2 fand in den undifferenzierten basalen Zellen in THF, VHF und IHF eine positive
Expression statt, wéhrend es in den differenzierten Zellen in VHF und IHF schwach bis positiv

und in THF schwach exprimiert wurde.

Alle drei Follikeltypen wiesen bei hBD-3 eine positive bis starke basale Expression auf.
In den inneren Zellen konnte sie nur schwach bis deutlich beobachtet werden.

Das Talgdriisengangepithel der drei Follikeltypen wurde mit hBD-3 sehr stark angefarbt.

Insgesamt lassen sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Talgdriisen des Vellushaar-,

Intermedidrhaar- und Terminalhaarfollikels feststellen, wie auch die folgende Tabelle verdeutlicht.

Tab. 36: Gegeniiberstellung des immunhistochemischen Farbeverhaltens der f-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 in der Talgdriise des Terminalhaar-, Intermedidrhaar- und Vellushaarfollikels

basale/undifferenzierte | innere/differenzierte Ductus
Polyklonal. Ak Zellen Zellen
THF VHF/VHF THF IHF/ VHF THF IHF/VHF
hBD-1 + + 0 0 0/+ 0/+
hBD-2 ++ ++ + +/++ ++/+++ +++
hBD-3 +++ +++ +/++ +/++ +++ +++

0 = negativ, -/+ = unregelméfBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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Abb. 26:  Gegeniiberstellung des unterschiedlichen Féarbeverhaltens mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 in der Talgdriise von Terminal- und Vellushaarfollikeln

A) Terminalhaarfollikel hBD-1 (x20)
B) Vellushaarfollikel hBD-1 (x20)
C) Terminalhaarfollikel hBD-2 (x20)
D) Vellushaarfollikel hBD-2 (x20)
E) Terminalhaarfollikel hBD-3 (x20)
F) Vellushaarfollikel hBD-3 (x20)
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3.2.1 Gegeniiberstellung des immunhistochemischen Firbeverhaltens der B-Defensine
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in der Schweilidriise (Tabelle 37)

Die drei B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 zeigten in den ekkrinen Schwei3driisen meistens
eine Positivitdt, jedoch mit unterschiedlicher Intensitit. Die Expression bei hBD-3 war sehr stark,
bei hBD-2 deutlich und bei hBD-1 schwach bis deutlich (einige Driisen sind komplett negativ, die
meisten jedoch positiv; eventuell hingen diese Unterschiede der Expression vom Aktivitdtsgrad
der Driise ab).

Tab. 37: Gegeniiberstellung des immunhistochemischen Féarbeverhaltens der 3-Defensine hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 in der Schweidriise

Polyklonal. Ak THF IHF VHF
hBD-1 0/+/++
hBD-2 ++/+++
hBD-3 +++

0 = negativ, -/+ = unregelméfBige Anfarbung, + = schwach, ++ = positiv, +++ = stark positiv
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I '
Abb. 27: Gegeniiberstellung des unterschiedlichen Féarbeverhaltens mit den polyklonalen Ak B-Defensine hBD-1,

hBD-2 und hBd-3 in der Schweil3driise

A) und B) Die Schweifldriise mit hBD-1 (x20) und B (x40)
C) und D) Die Schweifldriise mit hBD-2 (x20) und D (x40)
E) und F) Die Schweilidriise mit hBD-3 (x20) und F (x40)

Die Pfeile zeigen in A und B eine schwache oder negative, in C sowie in D eine positive, in E sowie in F eine starke

positive Anfarbung.
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3.3 Besonderheiten (Tabelle 38)

Die Untersuchungen zeigten in den verschiedenen Bereichen des Terminalhaar-, des Intermediér-

haar- und des Vellushaarfollikels einzelne besondere Expressionsmuster.

Anders als in VHF war die Medulla in THF in 4 von 11 Fillen deutlich exprimiert, deutlich positiv
fiir hBD-2 (siehe Abb. 28 C, D) und schwach positiv fiir hBD-1 (siehe Abb. 28 A, B).

Eine unregelméfBige Anfarbung der IWS (Huxley-Schicht) von THF fiir hBD-2 zeigte sich in 3 von
11 Proben (siche Abb. 28 E, F).

Die fibrése Hiille im Bereich des Wulstes und der suprabulbiren Region der AWS (oberes Drittel)
weist in THF eine eigenstindige Differenzierung auf. Es konnte eine selektive Anfarbung mit anti-
hBD-3 in diesem Bereich in 9 von 11 Proben gezeigt werden (siche Abb. 29 A, B).

In der AWS des suprabulbiren Bereiches fillt das unterschiedliche Expressionmuster des hBD-3
auf, in THF zeigt es eine basale Betonung in 4 von 11 Proben, ebenso in VHF in 6 von 15 Proben
(siehe Abb. 29 F, G). Zudem gab es auch in anderen Schnitten eine komplette Anfirbung der AWS
des suprabulbéren Bereiches in allen Haartypen (siehe Abb. 29 C, D und E).
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Abb. 28:

Auffilliges Expressionsverhalten der B-Defensine hBD-1 und hBD-2
Die Pfeile zeigen in:

A) und B) positive Medulla im Suprabulbérbereich des THF hBD-1 (x10) und (x20)
C) und D) positive Medulla im Suprabulbarbereich des THF hBD-2 (x10) und (x20)
E) und F) unregelmiBige Anfarbung der Henle-Schicht der IWS hBD-2 (x10) und (x20)
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Abb. 29:  Auffilliges Expressionsverhalten der 3-Defensine hBD-3
Die Pfeile zeigen in:

A) und B) positive fibrose Hiille des Terminalhaarfollikels hBD-3 (x10) und (x20)
C) Vellushaarfollikel, D) Intermedidrhaarfollikel und E) Terminalhaarfollikel

Die drei Haartypen zeigten eine komplette Anfirbung der AWS im suprabulbiren Bereich
mit hBD-3 (x20).

F) und G) zeigen eine basale Betonung des Terminalhaarfollikels hBD-3 (x10) und Querschnitte (x20)
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3.4 Immunfluoreszenz

Um die Ergebnisse der konventionellen Farbung mittels der Immunfluoreszenzmethode zu iiber-
priifen, wurden an THF-Schnitten mit anti-hBD-1-, -hBD-2- und -hBD-3 die Immunfluoreszenz-
farbungen durchgefiihrt.

Die Abbildungen repriasentieren Immunreaktivititsmuster der Analyse von mindestens 27
longitudinal geschnittenen Terminalhaarfollikeln (THF) der Kopfhaut, auf welchen in 6
verschiedenen Proben hBD-1 = 16, hBD-2 = 7 und hBD-3 = 4 angefarbt wurden.

Abkiirzungen: IR = Immunreaktivitit, IWS und AWS = innere und &uBere Wurzelscheide, SB =
Suprabulbérbereich.

Eine spezifische Expressionsverteilung konnte mit den B-Defensinen hBD-1, hBD-2 und hBD-3

im Haarfollikel sowie in der Epidermis beobachtet werden.

Abbildungen: griine Farbe = griine Fluoreszenz, rote Farbe = Uberlappung von unspezifischer

Fluoreszenz und griiner Fluoreszenz, hellgriin = unspezifische Fluoreszenz.

Es muss darauf hinweisen werden, dass die Abb. 30 A, D und G; 31 A, D und G; 32 A und D
jeweils digitale Uberlagerungen der Fluoreszenz zeigen. Im Vergleich zu den Nativbildern wird so

eine anatomisch genaue Bestimmung der Expression ermoglicht.

Epidermis: Die Lokalisation der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 bei der Fluoreszenz-
Mikroskopie zeigte, dass der grofite Anteil sich im Stratum corneum und Stratum germinativ
befindet (siche Abb. 30).
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Abb. 30: B-Defensin-Immunreaktivitit in Epidermis und distalen Terminalhaarfollikeln

Die Untersuchung der B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 mittels der Immunfluoreszenz-
methode ergab ein besonderes Expressionsmuster. Es ist offensichtlich, dass die liberwiegende

Menge der B-Defensine mit unterschiedlicher Verteilung in THF vorhanden ist.

A), B) und C) Epidermis und Infundibulum hBD-1
D), E) und F) Epidermis und Infundibulum hBD-2

G), H) und I) Epidermis und Infundibulum hBD-3
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a) hBD-1

Es zeigte sich in der gesamten inneren Wurzelscheide des Haarfollikels ein &hnlich starkes
Expressionsmuster, in beiden Schichten des suprabulbdren Bereiches konnte eine Expression

jedoch nur Henle-Schicht nachgewiesen werden.
Im Bulbusbereich gab es keine Immunreaktivitit (siche Abb. 31 A, B und C).

In der duBBeren Wurzelscheide von Suprabulbirbereich, Isthmus und Wulst konnte jeweils nur eine

schwache bzw. keine Expression nachgewiesen werden.

Nur im mittleren und oberen Drittel des suprabulbiren Bereiches war eine leichte Betonung in den
basalen Zellen (Abb. 31 C und F) zu erkennen.

Im Infundibulum konnte hinsichtlich der drei B-Defensine eine starke Positivitit im Stratum
corneum der AWS beobachtet werden (sieche Abb. 30 A, B und C).

Der Befund ist in der folgenden Abbildung zu sehen.

Abb. 31: hBD-1-Immunreaktivitit im Suprabulbérbereich (SB)
Die Pfeile zeigen:

A), B) und C) Im unteren Drittel des SB ist die Henle-Schicht positiv.
D), E) und F) Im mittleren Drittel des SB sind beide Anteile der IWS positiv.
G), H) und I) Ab mittlerem Drittel des SB sind beide Anteile der IWS positiv.
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b) hBD-2

Die Immunreaktivitit mit hBD-2 wurde bei der inneren Wurzelscheide (Huxley-Schicht) positiv
(Abb. 32 A, B und C), sowohl im unteren als auch im mittleren Drittel des Suprabulbérbereiches
und des Bulbus, beobachtet, hingegen ist die Positivitit im Bulbus in beiden Schichten der IWS

nachgewiesen worden, hier war die Expression am intensivsten.

In der inneren Wurzelscheide des Isthmus, im Wulst und im oberen Drittel des Suprabulbirbereiches
zeigte sich wie in den Innenzellen der duleren Wurzelscheide der gleichen Regionen keine
Expression. Mit Ausnahme des Suprabulbérbereiches fand eine leichte Betonung in den Basalzellen
der AWS statt (siche Abb. 32 E).

Die Medulla konnte mit hBD-2 dargestellt werden.

Abb. 32: hBD-2-Immunreaktivitit im Bulbus- und Suprabulbérbereich von Terminalhaarfollikeln

Die Pfeilen zeigen in:

A), B) und C) Positivitit in der IWS des Bulbusbereiches
D), E) und F) Positivitét in der Huxley-Schicht des Suprabulbérbereiches
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¢) hBD-3

Die Intensitdtsexpression dieses B-Defensins war sehr positiv in beiden inneren Wurzelscheiden
des Bulbus, jedoch nur in der Huxley-Schicht des suprabulbédren Bereiches (unteres bis mittleres
Drittel), &hnlich dem Expressionsmuster bei hBD-2. Die Reaktivitdt setzte sich nur in der Grenzzone
des gesamten Suprabulbirbereiches bis zum Wulst fort (siehe Abb. 33 A, B, C, D, E und F).

Ab mittlerem und oberem Drittel des suprabulbdren Bereiches steigerte sich die Intensitit der
hBD-3 bis zum Wulst in den mittleren Zellen und zeigte eine geringe Betonung in den basalen
Zellen der AWS, hingegen reduzierte sich das hBD-3 im distalen Haarfollikel.

Als herausragender Befund konnten ein méBiges Immunreaktivitdtsverhalten im Wulstberich der
AWS und zudem eine starke Expression innerhalb derselben Region, in der Henle-Schicht der
IWS, dargestellt werden (siehe Abb. 33 G, H und I).

In einigen Schnitten konnte eine starke Immunreaktivitdt in den basalen Zellen des suprabulbéren
Bereiches konstatiert werden (sieche Abb. 34 D, E und F).
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Abb. 33: hBD-3-Immunreaktivitit im Bulbus-, im Suprabulbir- und im Wulstbereich des Terminalhaarfollikels

Die Pfeile zeigen in:

A), B) und C) Immunreaktivitit in der IWS des Bulbusbereiches

D), E) und F) Immunreaktivitidt in der Huxley-Schicht des Suprabulbarbereiches (unteres und
mittleres Drittel) mit rosa Farbe und in der Grenzzone des gesamten Suprabulbérbereiches mit
hellblauer Farbe

G), H) und I) Immunreaktivitit in den basalen und mittleren Zellen der AWS mit rosa Farbe und in
der Henle-Schicht der IWS im Waulst mit hellblauer Farbe
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3.4.1 Besonderheit der Immunfluoreszenz

Bei hBD-2 konnte eine positive Anfarbung in der Medulla im gesamten suprabulbdren Bereich
beobachtet werden, diese hatte ein Piinktchenmuster (sieche Abb. 34 A, B und C). Ahnliches wurde
bei hBD-1 und hBD-3 nicht nachgewiesen.

In einigen Schnitten wurde hBD-3 als starke Immunreaktivitit in basalen Zellen des
Suprabulbérbereiches exprimiert (siche Abb. 34 D, E und F).

Abb. 34: Besonderheit der Immunfluoreszenz

Die Pfeile zeigen in:
A), B) und C) Immunreaktivitit der Medulla (hBD-2)

D), E) und F) mit rosa Farbe starke Immunreaktivitit in den basalen Zellen der AWS, mit blauer
Farbe die Grenzzone im Suprabulbérbereich (hBD-3)
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3.4.2 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Immunfluoreszenz (Tabelle 39)

Die drei B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 hatten eine positive Immunreaktivitit in der
Epidermis und dem Infundibulum. Wéhrend sich die duflere Wurzelscheide des Wulstes nur mit
hBD-3 positiv zeigte, konnte hBD-2 aufgrund fehlender Expression nicht ausgewertet werden.
hBD-1 wies keine Reaktion auf.

Der Isthmus zeigte eine schwache Reaktion mit hBD-3 in der duBBeren Wurzelscheide und konnte
mit hBD-2 und hBD-1 nicht ausgewertet werden.

In der inneren Wurzelscheide des Suprabulbérbereiches wurde mit den drei B-Defensinen eine

positive Reaktion gezeigt, aber mit unterschiedlichen Verteilungen.

In der duBBeren Wurzelscheide des Suprabulbérbereiches zeigte sich eine Positivitit nur bei hBD-3,
die Expression war schwach bei hBD-2 und schwach oder ohne Reaktion bei hBD-1.

Die innere Wurzelscheide des Bulbus zeigte bei hBD-2 und hBD-3 eine Immunreaktivitdt, jedoch
keine Reaktion bei hBD-1.

Die Medulla war positiv bei hBD-2.

Tab. 39: Zusammenfassung der Untersuchungen zur Immunfluoreszenz

B-Defensine hBD-1 hBD-2 hBD-3

Epidermis + + +
IWS - + +
AWS - - -

Bulbus i ) )
DP

Matrix-Zellen

IWS + + +
Suprabulbarbereich

AWS - +/- +
Wulst - n. a. +

n.a n. a. +/-

Isthmus + + +
Infundibulum n
Medulla

DP: dermale Papille
+ = positive Reaktion; - = keine Reaktion; +/- = schwache Reaktion; n. a. = nicht ausgewertet
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3.5 Vergleich zwischen Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Bei beiden Methoden konnten mit den drei B-Defensinen dhnliche Expressionsmuster in den

Terminalhaarfollikeln beobachtet werden, wie die folgenden Abbildungen zeigen.

Abb. 35: Vergleich zwischen Immunhistochemie und Immunfluoreszenz
A) Terminalhaarfollikel hBD-1 Immunhistochemie (x4)
B) Terminalhaarfollikel hBD-1 Immunfluoreszenz (x4)
C) Terminalhaarfollike] hBD-2 Immunhistochemie (x10)
D) Terminalhaarfollikel hBD-2 Immunfluoreszenz (x10)
E) Terminalhaarfollikel hBD-3 Immunhistochemie (x10)
F) Terminalhaarfollike] hBD-3 Immunfluoreszenz (x10)

Die Pfeile zeigen in A und B: IWS positiv, C und D: mit blauer Farbe die Huxley-Schicht positiv im suprabulbiren
Bereich, mit orangener Farbe die IWS des Bulbus positiv, E und F: mit rosa Farbe die Huxley-Schicht positiv, mit roter
Farbe die Grenzzone positiv, mit blauer Farbe die IWS des Bulbus positiv
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 konnte in allen untersuchten Haarfollikelapparaten
(follikuloseboglandulére Einheiten) mittels Inmunhistochemie und mittels Fluoreszenzmarkierung
nachgewiesen werden.

Haarfollikel (THF und VHF gleich):

- Eine starke Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurde sowohl im Stratum corneum der
interfollikuldren Epidermis als auch im Hornmaterial von THF und VHF gefunden.

- Die maiaBige homogene Expression der B-Defensine im Bereich der gesamten &uferen
Wurzelscheide des Infundibulum des VHF entspricht prinzipiell der Expression bei THF, au3erdem
ist eine starke Anfarbung im Stratum corneum nachweisbar.

Haarfollikel (THF und VHF unterschiedlich):

- In Isthmus-, Supraseboglanduldr- und Wulst-Bereich finden sich unterschiedliche Defensin-
expressionsmuster des Vellushaarfollikels und des Terminalhaarfollikels. In VHF und IHF zeigte sich
eine schwache, homogene Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 mit verschiedener Intensitit,
hingegen waren in THF unterschiedliche Verteilungen mit basaler Betonung der AWS feststellbar.

- In der inneren Wurzelscheide des Haarfollikels wurden maximal die drei B-Defensine aller
Haartypen exprimiert, aber mit unterschiedlichen Verteilungen.

Als Marker der Talgdriise lassen sich entsprechend dhnliche Expressionsmuster aller B-Defensine
feststellen, in THF, IHF und VHF aber mit unterschiedlicher Intensitit (hBD-1 schwach, hBD-2
mifBig und hBD-3 stark).

Zuséatzlich konnte bei der Auswertung der Farbung von ekkrinen Schweilldriisen festgestellt
werden, dass diese stark mit hBD-3, miBig mit hBD-2 und schwach mit hBD-1 angeféarbt wurden.

hBD-1
hBD-1 wurde nicht im Bulbus des THF als auch in dem des IHF und VHF exprimiert.

hBD-2 und hBD-3

Es gab eine maximale Expression in beiden Anteilen der inneren Wurzelscheide des Bulbus fiir
hBD-2 und hBD-3 (THF, IHF und VHF).

hBD-3

Fiir hBD-3-Antikorper ist die Zunahme der Expression im proximalen Bereich des Haarfollikels
auffallend.

Besonderheit

hBD-3 war positiv in der fibrosen Hiille und in der Grenzzone zu beobachten. Aulerdem waren
hBD-2 und hBD-1 in der Medulla positiv.
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4 Diskussion

4.1 Allgemein

In der vorliegenden Untersuchung konnten B-Defensine in humanen Terminal-, Intermedidr- und
Vellushaarfollikeln bestitigt werden. Fiir alle untersuchten Haarfollikeltypen zeigte sich, dass hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 in menschlichen Anagenhaarfolikeln exprimiert wurden (Abb. 36 und 37).

Dieser Nachweis der B-Defensine in Haarfollikeln stiitzt vorherige Aussagen, dass -Defensine in
den meisten, wenn nicht sogar in allen ein- und mehrschichtigen Epithelien (Harder et al., 1997;
Ali et al., 2001) und Haarfollikelstrukturen (Chronnell et al., 2001) vorhanden sind.

Anhand von immunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Féarbungen konnte die Lokalisa-
tion der f-Defensine bestimmt werden. Das Verteilungsmuster der verschiedenen untersuchten
B-Defensine war in den unterschiedlichen Schichten des Haarfollikels heterogen. Generell kann
man sagen, dass eine Kolokalisation von mehreren -Defensinen immer in Bereichen gefunden
wird, die an die Umwelt bzw. an verhornte Schichten grenzen, d. h. im Stratum granulosum des

Infundibulum und in den beiden Zellschichten der Isthmusregion sowie in der distalen Region.

Des Weiteren wurde eine Lokalisation an der Grenzschicht zwischen innerer und &duf3erer Wur-
zelscheide (IWS und AWS) konstatiert, d. h. dort, wo die innere Zellschicht an die Henle-Schicht
grenzt. B-Defensine wurden ebenfalls in den fibrésen Hiillen identifiziert. Beide Lokalisationen
enthielten jeweils nur ein B-Defensin. Andere waren fiir zwei (Medulla und Bulbus) oder drei
(z. B. innere Wurzelscheide der suprabulbdren Region, Basalzellschicht der suprabulbédren Region
bis zur Isthmusregion) B-Defensine positiv. Eine Heterogenitét der Expression der verschiedenen
B-Defensine in unterschiedlichen Schichten mehrschichtiger Epithelien konnte bereits in der inter-
follikuldaren Epidermis von Menschen (dort auch in der Haut, Mundschleimhaut, im Urogenital-,
Gastrointestinal- und Respirationstrakt) gezeigt werden (Schroder und Harder, 1999; Valore et al.,
1998; Schnapp et al., 1998; Bals et al., 1998b). Des Weiteren wurde in den letzten Jahren gezeigt,

dass die Expression von -Defensinen in verschiedenen Epithelien des Korpers unterschiedlich ist.
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4.1.1 pB-Defensine an den Grenzflichen zur Aufienwelt

In dieser Arbeit fanden wir ebenfalls starke Expressionsmuster von B-Defensinen in der gesamten
Epidermis und in der interfollikuliren Epidermis mit unterschiedlicher Intensitit. Ahnliche
Ergebnisse gibt es in der Literatur (Huh et al., 2002; Dorschner et al., 2003; Oren et al., 2003;
Poindexter et al., 2006).

Die untersuchten B-Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurden stark im gesamten Stratum cor-
neum exprimiert, wahrend sie in den suprabasalen Zellschichten sehr deutlich und in den basalen
Zellschichten eher schwach waren. Die Tatsache, dass auch im Stratum granulosum eine deutliche
Expression gesehen wurde, legt nahe, dass dies der Ort der Expression ist und sich dort syntheti-
sierte B-Defensine mit einer zunehmenden Differenzierung in der Hornschicht wiederfinden, wo
sie zur antimikrobiellen Verteidigung beitragen, B-Defensine durch Keratinozyten sezerniert wer-

den (Cristiano, 2008) und dann im Stratum corneum zwischen den Hornzellen liegen.

Andere Autoren beschrieben, dass in der Epidermis hBD-1 im Stratum granulosum (Bee et al.,
1999), hBD-2 im Stratum granulosum und/oder im Stratum germinativum (Milner et al., 2002;
Poindexter, 2005; Chadebech et al., 2003; Krisanaprakornkit et al., 2000) und hBD-3 in den
Zellen das Stratum spinosum (Poindexter, 2005) nachgewiesen werden konnte, das nah an die
verhornte Schicht des Stratum corneum angrenzt und somit die duBerste lebende Schicht der
Epidermis darstellt. Das Stratum germinativum und das Stratum granulosum zeichnen sich durch

eine Expression aller bisher in der Epidermis identifizierten f-Defensine aus.

Der Haarfollikel, ein Hautanhangsgebilde, besteht aus vielen epithelialen Schichten, die zum Teil

in die Epidermis iibergehen.

Unsere Hypothese war, dass P-Defensine, falls sie eine Rolle bei der Barrierefunktion der
Haut spielen, kontinuierlich sein miissen, d. h. sowohl in der Epidermis als auch in den

Hautanhangsgebilden (Haarfollikeln) vorhanden sein sollten.
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Abb. 36: Die Verteilung von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Terminalhaarfollikeln
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Abb. 37: Die Verteilung von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Vellushaarfollikeln
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Umso bemerkenswerter ist es, dass hBD-1, hBD-2 und hBD-3 entsprechend der erwarteten,
in den Abbildungen 36 und 37 beschriebenen Verteilung gefunden wurden, wéihrend hBD-3
gleichermalen, teils sogar proximal zum Bulbus hin zunehmend exprimiert ist. Auch dies spricht
dafiir, dass hBD-3 eine besondere Rolle im Haarfollikel zukommt, die nicht nur antimikrobiell,

sondern zugleich regulatorisch ist.

4.1.2 hBD-1, hBD-2 und hBD-3 als immunstimulatorische Molekiile im distalen
Haarfollikel

hBD-1, hBD-2 und hBD-3 werden eher in den oberflachlichen Arealen des Haarfollikels exprimiert,
da der Bereich um die Haarfollikeleingdnge besonders anfillig fiir mikrobielle Invasionen ist
(Abb. 38). Um héufigen Infektionen der Haut entgegenzuwirken, sind diese an der Hautoberfldche
befindlichen Haarfollikelbereiche mit antimikrobiellen Verteidigungsmechanismen, wie z. B.
B-Defensinen, ausgestattet. So konnten Antigen-prasentierende Zellen in besonders hohen Dichten
im Haarbalg der Haut ermittelt werden (Thomas et al., 1984). Die Zellen konzentrieren sich
insbesondere am oberen Teil des Haarfollikels und wurden nicht nur in der suprabasalen Schicht,
sondern auch in der untersten Schicht der dulleren Wurzelscheide nachgewiesen. In der gleichen
Region wurden hBD-1 und hBD-2 festgestellt (Philpott et al., 2003; Chronnell et al., 2001). hBD-2
und hBD-3 induzieren die Migration und Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen und

wirken als Immunverstirker (Funderburg et al., 2007; Tewary et al., 2008; Morgera et al., 2011).

4.1.3 hBD-2 und hBD-3 als immunsuppressive Mediatoren im proximalen Haarfollikel

Diese Ergebnisse fiihrten uns zu der Hypothese, dass insbesondere hBD-3 und hBD-2 nicht nur
antimikrobielle Funktionen an der Hautoberfliche wahrnehmen, sondern moglicherweise auch
regulatorische Funktionen im Haarwuchs. Es konnten molekulare Zusammenhdnge von hBD-3
mit anderen immunregulatorischen Faktoren gefunden werden, die eine mdgliche Rolle z. B. fiir
das Aufrechterhalten des Immunprivilegs spielen und eine immunmodulatorische Beteiligung am

Immunsystem aufweisen (Abb. 38).

Die immunmodulatorische Funktion der f-Defensine im proximalen Teil des Haarfollikels (d. h.
im Bulbus- sowie Wulstbereich) betriff, so die Annahme, einerseits die Immunsuppression, um
das Immunprivileg zu schiitzen, andererseits die Pigmentation, bei der die jeweils lokalisierten
Melanozyten reguliert werden (Tobin, 2011). In den wenigen Studien zur immunsuppressiven
Wirkungsweise der -Defensine wurden von Semple et al. (2010, 2011 und 2012) ausgefiihrt, dass
das B-Defensin wahrscheinlich einen Rezeptor aktiviert und die Expression anti-inflammatorischer
Mediatoren induziert. Aulerdem zeigten Candille et al. (2007), dass eine hohe Bindungsaffinitét
des menschlichen Orthologs (hBD-3) zu MC1R besteht und dies eine einfache, aber starke Wirkung

auf die Pigmentierung hat.
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Es ist zu vermuten, dass andere Interaktionen mdoglicherweise fehlen und das Immunprivileg
deshalb kollabiert, ausschlaggebend konnte hier ein Ungleichgewicht oder eine Fehlregulation
des B-Defensin-Melanocortin sein. hBD-3 hemmt die TNF-a-Akkumulation, dies impliziert eine
anti-inflammatorische Funktion, auch {ibt CD40/IFN-y eine hemmende Wirkung aus (Semple et
al., 2010). B-Defensine konnten eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen der Haarfollikel, wie
Alopecia areata (AA) und Lichen planopilaris, spielen (Ab. 38). Die Entstehung von AA hingt von
mehreren Faktoren ab, zudem miissen bestimmte Schwellenwerte tiberschritten werden, bevor es

zu klinisch signifikanten Verdnderungen kommt..

Sato-Kawamura et al. (2003) wiesen auf eine starke Expression von CD40 und HLA-DR-Antigen
hin und Kasumagic-Halilovic et al. (2011) zeigten, dass TNF-a bei AA signifikant hohere Werte
im Serumspiegel zeigt. AuBBerdem konnten ein anormal Corticotropin freisetzendes Hormon und
die bei AA zu beobachtende Aktivitit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse eine

Autoimmunreaktion auslosen (Zhang et al., 2009).

In Lichen planopilaris findet sich das Entziindungsinfiltrat hauptsidchlich um die Wulstregion,
in der sich die Stammzellen befinden (Mobini et al., 2005). Moglicherweise tibt hBD-3 eine

entziindungshemmende Wirkung aus (Semple et al., 2010).

p-Defensin als Immunmodulator

hBD-1 hBD-3

Lichen

planopilaris
yimmune
Privilege”

»immune

Privilege” hBD-2

of the bulb ,Immune Privilege”
of the bulb

Abb. 38 f-Defensin als Immunmodulator (Vogt A, McElwee K, Blume-Peytavi U (2008) Biology of the
hair follicle. In: Hair Growth and Disorders. Ed: Blume-Peytavi U, Tosti A, Whiting D, Trueb
R, Springer, Germany) (modifizierte Abbildung)
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4.2 B-Defensine als Immunmodulatoren

In den letzten zehn Jahren wurden, zusétzlich zu den direkten mikrobiziden Wirkungen, mehrere
immunmodulatorische Funktionen der B-Defensine erkannt, so sind sie chemotaktisch aktiv, sie
fordern die Antigenprésentation und modulieren die proinflammatorische Zytokinsekretion (Tab.
40). Diese Befunde lassen vermuten, dass f-Defensine nicht nur eine Schutzfunktion gegeniiber
schéddlichen Au3eneinwirkungen wahrnehmen, sondern auch als Bindeglied zwischen angeborenen
und adaptiven Immunantworten agieren (Niyonsaba et al., 2006; Bowdish et al., 2006; Niyonsaba
et al., 2009; Yang et al., 1999). Aullerdem sind sie an der Regulierung von Entziindungsvorgéngen
beteiligt, sie beschleunigen die Angiogenese, fordern die Wundheilung und Reepithelisierung und

spielen eine Rolle bei der Neutralisation von Lipopolysacchariden.
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Tab. 40: Immunmodulatorische Funktionen von humanen p-Defensinen

Proliferation

Ziel Immunmodulatorische Wirkung Defensine | Ref.
Mo Chemotaxis hBD1-4 Garcia et al. (2001b)
Hemmung von TNFa, ILS, IL6,
IL1B und NO-Freisetzung hBD3 Semple et al. (2010)
Mo
Chemotaxis Soruri et al. (2007)
hBDI-4 Rohrl et al. (2010)
Reifung (Hochregulation von Yang et al. (2007)
CD40, CD80, CD86, MHC II) hBD3 Biragyn et al. (2001)
Funderburg et al. (2007)
iDC
Biragyn et al. (2001)
Chemotaxis hBD2-3 Yan et al. (1999)
Rohrl et al. (2010)
Chemotaktisch fiir TNFa- .
Granulozyten aktivierte Zellen hBD2 Niyonsaba et al. (2004)
Hemmung der Apoptose hBD3 Nagaoka et al. (2008)
Erhohung der
Mastzellendegranulation hBD2 I(\Z}hen et {a)l' (30(1)7)2 002
Mastzellen il i Sl e { )
. Soruri et al. (2007)
Chemotaxis hBD1-4 Niyonsaba et al. (2002)
Steigerung von IFNy, TNFa, .
T-zellen IL10, IL1p, TL6 und IL22, hBD2 gﬁ: :tt :11 ((213 19 19))
Hemmung der IL17-Sekretion ’
Endothelzellen | Stimulation der Angioneogenese | hBD2 Baroni et al. (2009)
Erhohung der IL1B, IL6, IL10, Niyonsaba et al, (2004)
IP10, MCP1, MIP3a, RANTES, hBD2-4 Niyonsaba et al, (2005)
Keratinozyten IL18 Niyonsaba et al. (2007)
Erhhung der Migration und hBD2-4 Niyonsaba et al. (2004)

Legende: Monozyten (Mo), Makrophagen (M®), Tumornekrosefaktor o. (TNF), unreife dendritische Zellen (IDC), Interleukin
(IL), Interferon (IFN), Cluster der Differenzierung (CD), Major Histocompatibility Complex (MHC) , Monozyten-chemotaktisches
Protein (MCP), Macrophage Inflammatory Protein (MIP), bei Aktivierung geregeltes, normale T-Zelle exprimierendes und

vermutlich sekretiertes Protein (RANTES).
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4.2.1 p-Defensine und die Beeinflussung der Pigmentierung

Ein unerwartetes als auch faszinierendes Beispiel fiir die unterschiedliche Bindung der B-Defensine
wurde in vivo in den Farbgenen von Hundehaaren entdeckt (Candille et al., 2007). Die Bindung
eines B-Defensins an Melanocortin-Rezeptoren ist insofern interessant, als diese Rezeptoren eine

Vielzahl von Signalprozessen einschlielich der Pigmentierung auslosen (Semple et al., 2012).

Meine vorliegenden Forschungsergebnisse bestétigen eine starke Expression von hBD-2 und
hBD-3 in der Bulbus- und Wulstregion, in denen sich It. Narisawa et al. (1997), Commo und
Bernard (2000) und Nishimura (2011) Melanozyten befinden. Untersuchungen von Candille et al.
(2007) ergaben, dass bereits nanomolare Mengen von -Defensinen als hochaffine Liganden des
Melanocortin-1-Rezeptors (MC1R) in primidren humanen Melanozyten Pigmentierungseffekte
bewirken. Es gilt in der Literatur als allgemein anerkannt, dass MCIR eine zentrale Rolle bei der
Pigmentierung sowie bei der Melanomantilligkeit des Menschen spielt. Es wird angenommen, dass
hBD-3 eine wichtige Funktion in der Biologie der Melanozyten ausiibt, dass es an der Reaktion der
menschlichen Haut auf UV-Strahlung beteiligt ist sowie die Anfélligkeit fiir Hautkrebs beeinflusst
(Swope et al., 2012; Abdel-Malek und Supp, 2008). Dennoch hat hBD-2 keinen Einfluss auf das

Produktionsniveau der Melanin-Zellen (Gerashchenko et al., 2014).

4.2.2 hBD-3 und ihre Wirksamkeit bei Melanocortinrezeptoren

Pharmakologische und genetische Studien haben gezeigt, dass hBD-3 als neutraler Melanocortin-
Rezeptor-Antagonist agiert, der die Wirkung stimulierender Agonisten, wie die des a-Melanozyten-
stimulierenden Hormons, oder hemmender inverser Agonisten, wie die des Agouti-Signalproteins
(Asip) und des Agouti-verwandten Proteins (AgRP), blockieren kann (Nix et al., 2013; Swope et
al., 2012).

Nixetal. (2013) postulieren, dass sich die Artund Weise, in der B-Defensine Melanocortinrezeptoren
binden, grundsétzlich von der Bindung ,,klassischer” Melanocortin-Liganden (wie beispielsweise
o-MSH, Asip oder AgRP) unterscheidet und auf ortlich begrenzten elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Patches auf der Oberfliche des Liganden mitnegativ
geladenen Bereichen auf der Oberfliche des Rezeptors beruht. Alles deutet darauf hin, dass hBD-
3 nicht die relative Balance zwischen aktiven und inaktiven Konformationen beeinflusst, jedoch
bewirkt, dass der Bindungseinschluss des Melanocortins weniger zuginglich flir stimulierende

oder hemmende Liganden ist.

Zudem hielten Nix et al. (2013) dies fiir eine mogliche Erkldrung fiir den scheinbaren Widerspruch
der Befunde von Candille et al. (2007), nach denen hBD-3 ein Peptid mit Melanocortin-Agonist-
dhnlichen Effekten ist, und den Ergebnissen von Swopes et al. (2012), die hBD-3 als einen a-MSH-

Antagonisten identifizieren.

Andererseits zeigte eine Untersuchung von Slominski et al. (2005), dass in vivo (bei Hunden oder
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transgenen Méuse) von POMC abgeleitete Melanocortin-Peptide keine nachweisbare Wirkung auf
die Pigmentierung haben. Die Wirkungen des hBD-3 konnten vielmehr durch eine Hemmung der

Asip verursacht werden.

Dennoch berichten Swope et al. (2012), dass hBD-3 die Wirkung exogener a-MSH, die kultivierten
Melanozyten beigegeben wurde, blockieren kann. Folglich hingt das funktionelle Ergebnis einer
hBD3-MCR-Wechselwirkung hinsichtlich einer Forderung bzw. Hemmung der Signalisierung
vom spezifischen Kontext und vom relativen physiologischen Gleichgewicht zwischen Agonisten

und inversen Agonisten ab.

Viele Forschergruppen betonen seit langem nachdriicklich die Madoglichkeit eines
Uberlappungseffektes zwischen dem angeborenen Immunsystem und der Melanocortin-
Signalisierung (Luger et al., 2003; Catania et al., 2004; Tatro el al., 2003). Es scheint moglich,
dass die Defensin-vermittelte Modulation des Melanocortin-Rezeptor-Signals charakteristische
phinotypische Merkmale des Immunsystems, des endokrinen Systems bzw. beider Systeme
hervorrufen kann (Kaelin et al., 2008).

4.2.3 p-Defensine als Inmunsuppressoren

Die immunregulatorische Funktion der B-Defensine wird durch das Mikromilieu und einen Stimulus
ausgelost, der auf die das Peptid exprimierende Zelle wirkt. Mehrere Studien belegen eine pro-
als auch anti-inflammatorische Funktion einiger antimikrobieller Peptide. Diese Peptide, darunter
hBD-2 und Cathelicidin LL-37, kdnnen die Freisetzung von proinflammatorischen (IL-6, IL-18)
und entziindungshemmenden (IL-10) Zytokinen sowie Chemokinen von Epithelzellen fordern, wie
in mehreren Untersuchungen in vitro gezeigt wurde (Niyonsaba et al., 2005 und 2007).

Semple et al. (2012) fiihren aus, dass der Mechanismus, nach dem die B-Defensine eine pro-
inflammatorische Reaktion neutralisieren, nicht vollstindig bekannt ist, mehrere mogliche
Mechanismen wurden jedoch bereits untersucht. Ein moglicher Mechanismus ist die Bindung
von hoch positiv geladenen Defensinen an negativ geladene Liganden (z. B. LPS), hierdurch
wird gleichzeitig die Bindung von Ligand und Rezeptor beeintrdchtigt. Dariiber hinaus konnten
Defensine als Antagonisten fiir Rezeptoren wirken, die proinflammatorischen Stimuli ausgesetzt
sind. Rezeptoren und/oder Zellmembrane kdnnen durch Defensine gestort oder verdndert werden,
vergleichbare Reaktionen konnten bei antimikrobiellem LL-37 festgestellt werden, das ebenfalls

eine immunsuppressive Wirkung aufzeigt (D1 Nardo et al., 2007; Mookherjee et al., 2006).

Ein weiterer Mechanismus in der Wirkungsweise der B-Defensine konnte auf unterschiedlichen
Konzentrationen beruhen, wie hBD-3 z. B. in nanomolarer Konzentration iiber die Interaktion
mit CCR2 eine Chemotaxis auslost (Jin et al., 2010; Rohrl et al., 2010) sowie in hoheren
Konzentrationen eine antimikrobielle Aktivitéit (Garcia et al., 2001b; Harder et al., 2001; Wu et al.,
2003) entwickelt.

Dennoch zeigten Semple et al. (2010), dass die entziindungshemmenden Eigenschaften von hBD-3
nicht durch MC1R oder MC3R vermittelt werden.
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4.3 pB-Defensine im Haarfollikel

4.3.1 pB-Defensine in der distalen AWS

Wir fanden eine starke Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 im Stratum granulosum des
Infundibulum, den Haarkanal umgebend, in den beiden Zellschichten der Isthmusregion und der
distalen AWS sowie im pilosebazedsen Gang des Haarfollikels. Ahnliche Ergebnisse beschrieben
Chronnell et al. (2001) auch hinsichtlich hBD-1 und hBD-2.

Diese Befunde stimmen mit dem Konzept iiberein, dass diese Bereiche in hohem Malle

Mikrobeninvasionen sowie der physiologischen Hautmikroflora ausgesetzt sind.

B-Defensine werden moglicherweise gerade dort —an der Korpergrenze — als Trager einer wichtigen

Schutz- und Barrierefunktion verstdrkt exprimiert.

B-Defensine leisten einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion dieser
Schichten. hBD-3 verbessert die Funktion der engen epithelialen Kontaktbarriere in humanen
Keratinozyten (Kiatsurayanon et al., 2014). Zudem haben sich Hinweise gemehrt (Bos et al., 2001;
Philpott et al., 2003; Lee et al., 2006), dass B-Defensine in der interfollikuldren Epidermis eine
wichtige Rolle fiir die Schutzfunktion spielen. Deshalb ist zu vermuten, dass B-Defensine auch im
Haarfollikel in diese Funktion involviert sind. Dort konnten sie an der Selektion, welche natiirlichen

Antibiotika-B-Defensine durch die Schichten des Haarfollikels in den Kdrper eintreten, beteiligt sein.

In der Isthmusregion, einem Bereich, in dem die Zellen der Henle- und Huxley-Schichten bereits
abgestorben sind, findet man eine Synthese von hBD-2 in der inneren Zellschicht, ebenso in den
basalen Zellschichten der AWS. Die Intensitit der Expression von hBD-3 ist in diesen Schichten
ebenfalls gesteigert.

Dieses Expressionsmuster erinnert an die gesteigerte Synthese von hBD-2 bei Hautverdnderungen,
die mit einer gestorten Barrierefunktion des Stratum corneum einhergehen, z. B. bei Psoriasis
(Harder et al., 1997; Huh et al., 2002; Hollox et al., 2008), Akne (Chronnell et al., 2001) und
chronischen Wunden (Butmarc et al., 2004). Auch bei verbrannter Haut (Milner et al., 2002), die
ebenfalls iiber keine ausgepréigte Barriere durch ein verhorntes Epithel verfiigt, wird eine erhohte

B-Defensin-Expression beobachtet.

Die starke Expression von B-Defensinen im distalen Teil der &uBeren Wurzelscheide des
Terminalhaarfollikels und im Vellushaarfollikel insbesondere im Infundibulum bestitigt die
Tatsache, wie Mathews et al. (1999) beschrieben, dass die konstitutive Expression des humanen
hBD-1 eine Grundabwehr gegeniiber pathogenen Mirkoorganismen ermdoglicht, ohne dass

Entziindungszeichen in Erscheinung treten.

Talgdriise

Bei der Anfarbung der gesamten Talgdriisen mit B-Defensinen im Vellushaar-, Intermedidrhaar-

und Terminalhaarfollikelapparat war deren Verteilung insbesondere in Zellen des Ductus und den
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inneren Interzellen gleich. Lediglich die Intensitét fiir hBD-1, hBD-2 und hBD-3 war verschieden.
Dabei zeigte hBD-3 ein Maximun in den basalen, undifferenzierten Zellen und in den inneren
differenzierten Zellen. Im gleichen Bereich wurde hBD-2 positiv und hBD-1 negativ oder schwach
exprimiert. Chronnell et al. (2001) haben eine markante hBD-1- und hBD-2-Immunreaktivitdt in
der Talgdriise gefunden. hBD-1 war in Talgdriisen von normaler menschlicher Haut (Ali et al.,
2001) und meataler Haut (Bee et al., 1999) vorhanden.

hBD-2 und Cathelicidin wurden in kultivierten menschlichen Sebozyten nachgewiesen. Die mei-
sten dieser Zellen befinden sich in den Talgdriisen und ihre Expression ist bei Anwesenheit von
Propionibacteria acnes hoch reguliert (Nagy et al., 2006; Lee et al., 2008). Nagy et al. (2005) be-
schrieben, dass P. acnes eine selektive hBD-2- und Interleukin-8-Expression in humanen Kerati-
nozyten durch Toll-like-Rezeptoren induzieren. Andererseits iibt die Kombination von hBD-2 und
Laurinsdure, einer Fettsdure, in subletaler Dosierung eine synergistische antimikrobielle Aktivitat
gegen P. acnes aus. P. acnes besiedeln vorrangig den Hauttalg des Haarfollikels, daraus folgt,
dass das Mikroambiente menschlicher Haarfollikel antimikrobielle Komponenten aus Sebozyten
sezerniert und deren antimikrobielle Aktivitit synergistisch durch Induktion einer hBD-2-Expres-
sion anregen kann. Hierbei erhohen die freien Fettsduren die desinfizierende Aktivitdt der mensch-
lichen Talgdriisen und 16sen dadurch eine starke antimikrobielle Abwehr der Haut gegentiber einer
Besiedlung und Infektion durch Krankheitserreger aus (Nakatsuji et al., 2010).

Zahlreiche Untersuchungen an Hautschnitten konnten belegen, dass sich der Grofteil der
resistenten Hautbakterien in den Haarfollikeln und in den assoziierten Talgdriisen findet (Lovell,
1945; Montes, 1970; Selwyn, 1972; Fritsch, 2004; Hadaway, 2003). So wird vermutet, dass die
Bakterien der residenten Hautflora ihr Reservoir in Haarfollikeln oder Talgdriisen haben (Brown
et al., 1989; Hendley, 1991). Hier konnen sie Ausgangspunkt fiir Infektionen des Haarfollikels,
Haarbalgentziindungen und auch Haarkrankheiten (z. B. Akne, Follikulitis) sein. Aus diesem

Grund wird im Haarfollikel ein effektives Abwehrsystem in Form von -Defensinen bendtigt.

4.3.2 Pp-Defensine in der zentralen AWS und in der Wulstregion

In der vorliegenden Untersuchung konnten markierte hBD-2- und hBD-3-Expressionen in der
zentralen AWS und in der Wulstregion des Haarfollikels in den basalen Keratinozyten nachgewiesen
werden. In diesem Bereich stieg die Positivitédt der drei f-Defensine von den inneren bis zu den
basalen Zellen der AWS mit unterschiedlicher Intensitit, wobei hBD-3 stark, hBD-2 positiv und
hBD-1 schwach oder in einigen Féllen nicht vorhanden war. Hingegen fanden Chronnell et al.
(2001) dhnliche Ergebnisse mit hBD-2, jedoch nicht mit hBD-1, das eine intensive Fiarbung in den
basalen Zellen zeigte.

Moglicherweise war eine unserer auffélligsten Beobachtungen, dass sich, im Gegensatz zu dem
Haarkanal, dem pilosebazedsen Gang und interfollikuldren Epithel (Chronnell et al., 2001; Ali et
al., 2001), die B-Defensin-Expression auf die suprabasalen Schichten beschrénkte.

Der Grund fiir diesen regionalen Unterschied ist nicht eindeutig. Jedoch wird allgemein
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angenommen, dass die zentrale AWS und der Wulst des Haarfollikels eine Epidermalpopulation
von Stammzellen enthalten (Cotsarelis et al., 1990, 1999; Sun et al., 1991; Rochat et al., 1994). Es
bietet sich folglich an, dartiber zu spekulieren, ob es die Rolle von 3-Defensinen in dieser Region der
AWS sein kann, das Stammzellkompartiment vor einer Mikrobeninvasion zu schiitzen. Roh et al.
(2005) haben bestitigt, dass der menschliche HF-Wulstbereich Keratinozyten-Stammzellen enthélt,
wihrend die Haarmatrix eine Proliferation und voriibergehend eine verstirke Differenzierung von

Kompartimentzellen aufweist.

Eine dhnliche Rolle der Defensine im Darm ist bereits von Ganz (1999) diskutiert worden. Er

berichtete liber eine markante Defensin-Expression in den Paneth-Zellen des Diinndarms.

Da Paneth-Zellen in den Darmkrypten lokalisiert sind, wird vermutet, dass Paneth-Zellen-Sekrete
Stammzellen vor pathogenen Mikroben schiitzen konnten. Ob B-Defensine eine wichtige Rolle
beim Schutz von Stammzellen im Haarfollikel spielen, sollte weiter erforscht werden.

4.3.3 p-Defensine in der proximalen AWS

Ein interessanter Befund hinsichtlich der B-Defensine zeigte sich in den Follikelapparaten:
Wiihrend sich die maximalen Expressionsmuster von hBD-3 in der AWS im proximalen Follikel
finden, lassen sich im Gegensatz dazu hBD-1 und hBD-2 vorwiegend im distalen Follikel (dhnliche
Ergebnisse bei Chronnell et al., 2001) nachweisen. Dieses Verhalten der unterschiedlichen

Expressionsmuster der B-Defensine kdnnte auf eine immunmodulatorische Funktion hindeuten.

Die Positivitit von hBD-3 in der AWS steigerte sich ab dem unteren bis in das obere Drittel des
Suprabulbérbereiches (THF und VHF), wobei die Betonung von hBD-3 in den basalen Zellen der
AWS der Terminalhaarfollikel lag. In diesem Bereich wurde, im Gegensatz zu fritheren Studien,
ein Maximum der Intensitit nachgewiesen. Die Erlduterung der Bedeutung dieses Befundes
fiir physiologische und pathologische Prozesse im Haar muss noch offenbleiben. Es ist jedoch
anzunehmen, dass die Expressionsmuster von hBD-3 eine wesentliche Form der Regulierung der

Zytokine darstellen.

4.3.4 p-Defensine in der IWS und im Bulbus

In der vorliegenden Untersuchung wurden die drei B-Defensine maximal in der inneren Wur-
zelscheide aller Haartypen exprimiert, jedoch mit unterschiedlichen Verteilungen. hBD-2 und
hBD-3 wiesen eine markierte Expression im proximalen HF auf, wihrend fiir hBD-1 eine ver-
stirkte Immunreaktion in der gesamten IWS dargestellt werden konnte.

hBD-1 zeigte in dieser Untersuchung ein Expressionsmuster, das bei beiden Haarfollikeltypen
etwas variierte. Im Terminalhaar- und Vellushaarfollikel zeigte sich in den besser entwickelten
Anagenstadien in allen Fillen ein Maximum der Expression in beiden Anteilen der inneren Wur-
zelscheide ab Isthmus, in der Wulstregion bis in das obere und mittlere Drittel des Suprabulbérbe-
reiches. Im unteren Drittel des Suprabulbirbereiches zeigte sich eine Expression von hBD-1 bei
allen drei Haartypen nur in der Henle-Schicht.
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Ahnliche interessante Beobachtungen wurden von Chronnell et al. (2001) in einer Untersuchung
an Haarfollikeln der Gesichtshaut mit hBD-1 beschrieben. Dabei wurde eine starke Uberregulation
von hBD-1 in der proximalen IWS eines kleinen pilosebazedsen Follikels neben einem Komedo

beobachtet. Die funktionelle Bedeutung dieses Sachverhalts ist nicht eindeutig.

Interessant ist, dass wir eine intensive Immunreaktivitdt fiir hBD-2 und eine moderate hBD-3-
Reaktion in der inneren Wurzelscheide (Huxley-Schichten), sowohl im unteren als auch im
mittleren Drittel des Suprabulbérbereiches und des Bulbus, beobachtet haben. Aulerdem wurde die
Positivitdt im Bulbus in beiden Schichten der IWS (THF) nachgewiesen. Hier war die Expression
am intensivsten. Dies zeigte sich (in acht Féllen) in der dermalen Papille im Haarbulbusbereich.
Ahnliche Ergebnisse wurden von Chronnell et al. bereits 2001 berichtet, wobei hBD-2 stark
zunahm und in dem gesamten proximalen perildsionalen Follikel (Akne) einschlieflich der
mesenchymal abgeleiteten DP nachgewiesen werden konnte. Milner et al. (2002) haben mit Hilfe
der Fluoreszenz-Mikroskopie hBD-2 im Haarbulbus von normaler und verbrannter Haut gefunden.

Der Haarbulbus umschloss fast vollstandig die mesenchymale DP (Paus et al., 1994d).

AuBerdem wurde hBD-3 in Isthmus und Wulst nur in der Henle-Schicht der inneren Wurzelscheide

festgestellt, andere Studien beschrieben keine -Defensin-Expression in dieser Lokalisation.

Die Rolle von hBD-2 und hBD-3 in der inneren Wurzelscheide des proximalen Follikels und
des Bulbus ist noch nicht vollstindig geklirt. Der genaue Mechanismus fiir die Selektivitit der
Expression von hBD-2 und hBD-3 in der proximalen IWS des Haarfollikels ist bisher allerdings
noch nicht identifiziert worden. Es handelt sich hier moglicherweise um eine Immunmodulation

der B-Defensine.

Dennoch (Poindexter, 2005) kann berichtet werden, dass hBD-2 in der Tiefe der Dermalzellen
verbrannter Haut lokalisiert wurde. Diese Tatsache veranlasst uns zur Hypothese, dass ekkrine
Driisenepithel oder Haarwurzeln und der Haarbulbus mit assoziierten Melanozyten ,,potenzielle
Fabriken® fiir die antimikrobielle Produktion sein konnten. Wie bekannt ist, stellt der Haarbulbus die
Proliferationszone der Haarmatrix dar. Die epitheliale Haarmatrix bildet die stoffwechselaktivste
Zone mit hoher mitotischer Zellteilungsrate im wachsenden Follikel (Anagenphase) (Serri und
Cerimele, 1990). Die dermale Papille selbst nimmt eine zentrale Position in der Steuerung von
Prozessen, wie zelluldre Adhédsion und Ausbreitung, Migration, Zellproliferation, Regulation der

Genexpression und Wachstumsfaktor-Aktivitét, ein (Blume-Peytavi, 1996).

Aufgrund der Bedeutung dieses Bereichs werden B-Defensine als Schutz vor Infektionen sowie
andere immunmodulatorische Funktionen von humanen B-Defensinen angenommen und sollten

weiter erforscht werden.

4.3.5 Besonderheit der p-Defensine

B-Defensine an der Grenze zwischen duBerer und innerer Wurzelscheide

Ein interessanter Befund zeigte sich in den Follikelapparaten fiir das hBD-3. Eine deutliche
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Expression wurde ebenfalls an der Grenze zwischen der AWS und IWS der inneren Zellschicht
der AWS und der Henle-Schicht der IWS — ab der suprabulbiren Region bis zum Isthmus —
festgestellt.

Die Positivitdt der Grenzzone bei THF, IHF und VHF war nur in acht Féllen gegeben.

Die innere Zellschicht der AWS ist eine Schicht, die sich durch besondere Eigenschaften von
den angrenzenden Zellen der AWS unterscheidet (Orwin, 1971; Ito, 1986). Miyauchi und
Mitarbeiter (1990) haben in der inneren Zellschicht im Vergleich zur restlichen AWS eine starke

Proliferationszone ausgemacht.

Einerseits wird der innersten Zellschicht eine gro3e Bedeutung bei der Keratinisierung der Henle-
Schicht beigemessen. Andererseits besteht die Hypothese, dass diese Zellen in einem hohen Malle

fiir die B-Defensin-Produktion von Bedeutung sind.

In diesem Zusammenhang wire es interessant, weiter zu erforschen, wie B-Defensine bzw.
deren komplexes Verbindungssystem zwischen AWS und IWS wirken und welche Auswirkungen sie
auf den gesamten Haarfollikel haben konnten. Dieses komplexe Verbindungssystem in Haarfollikeln
konnte eine wichtige Funktion erfiillen, indem es der Haut, die im téglichen Leben mechanisch

beansprucht und durch hBD-3 geschiitzt wird, zusétzliche architektonische Stabilitét verleiht.
Medulla

Interessante auffillige Befunde ergaben sich am Terminalhaarfollikel bei gezielter Untersuchung mit
einem polyklonalen Antikorper gegen hBD-2 und hBD-1 zur Darstellung positiver Medulla. hBD-2
war deutlich positiv in vier Féllen und hBD-1 schwach positiv in nur einem Fall. Be1t hBD-2 konnte
eine verstarke Inmunreaktivitit in der Medulla im gesamten suprabulbdren Bereich in Form eines

Piinktchenmusters beobachtet werden.

Einer der wichtigsten Bestandteile des Haares ist der Markstrang (Medulla). In ihm zirkulieren
Mineral- und Spurenelemente oder auch ein Ubermal an toxischen Elementen, die im Organismus
vorliegen. AuBlerdem dient die Medulla als Pigmentreservoir, um die wéarmeisolierenden

Eigenschaften der Haare zu verbessern.

Aufgrund der Bedeutung dieses Bereichs werden B-Defensine als Schutz vor Infektionen expri-

miert.

Fibrose Hiille — umgebende Gewebescheide

Eine weitere Besonderheit ist die fibrose Hiille des Haarfollikels im Bereich des Wulstes und
der suprabulbiren Region der AWS (oberes Drittel). Sie weist im THF eine eigenstindige
Differenzierung auf, wobei eine selektive, intensive Anfarbung mit anti-hBD-3 in diesen Bereich

gezeigt werden konnte.

Jahoda und Reynolds (2001) beschrieben, dass die fibrose Hiille ein Ort moglicher Progenitorzellen
sein konnte, dariiber hinaus zeigten Lako et al. (2002), dass mesenchymale Zellen der fibrosen Hiille

und der dermalen Papille in vitro und in vivo zur Bildung himatopoetischer Zelllinien fahig sind.
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AuBlerdem konnen die Bindegewebszellen am unteren Pol der Bindegewebsscheide sédmtliche
relevanten, aus der Dermis entstechenden Strukturen der Haarfollikeleinheit erneuern
(Ubersichtsartikel: Hoffman und McElwee, 2003). Wahrscheinlich produzieren oder synthetisieren
diese Bindegewebszellen hBD-3. Die positive Reaktion ,.fibrose Hiille im THF spricht fiir die
erlauterte hBD-3-Interaktion zwischen HF und umgebendem Gewebe. In Hinblick darauf, dass ein
neuer proximaler Follikel aus der angrenzenden Bindegewebsscheide regeneriert wird (Oliver, 1966),
konnte hBD-3 anwesend sein. Besonders interessant ist die Interaktion. Sie besitzt eine wichtige
Funktion fiir den physiologischen Schutzmechanismus, z. B. zur Vermeidung von Infektionen wie
der Follikulitis (Entziindung der bindegewebigen Haarwurzelscheide). Wahrscheinlich spielt hBD-3

auch eine wichtige Rolle beim Schutz vor mdglichen Progenitorzellen in diesem Bereich.

4.3.6 p-Defensine im Vergleich distaler und proximaler Haarfollikel

hBD-1, hBD-2 und hBD-3

In Rahmen der Untersuchungen konnten wir interessante Beobachtungen feststellen. Es gibt
deutliche Unterschiede zwischen der hBD-1-, hBD-2- und hBD-3-Expression in gesunden
Hautproben.

In unseren Untersuchungen fanden wir starke konstitutive Expressionsmuster aller drei B-Defensine
im distalen AWS um den Haarkanal herum und im pilosebazedsen Gang des Haarfollikels. In

diesen Bereichen kann von einer hohen immunologischen Aktivitit ausgegangen werden.

Diese Ergebnisse entsprechen dem Konzept, dass diese Regionen in hohem MaBe einer
Mikrobeninvasion sowie der physiologischen Hautmikroflora ausgesetzt sind. Demgegeniiber
zeigen Haarfollikelabschnitte sowie die proximale AWS, die IWS und der Haarbulbus selten eine
Mikrobeninvasion. hBD-1 war hier mit Ausnahme der IWS negativ. Unerwartet ist die Expression
von hBD-2 und hBD-3 (siehe unter ,,hBD-2 und hBD-3*).

Die Befunde stehen jedoch im Widerspruch zu den Angaben in der bisherigen Literatur. Chronnell
et al. (2001) beschrieben nur sehr schwache Expressionen von hBD-1 und hBD-2 im gleichen
Bereich. hBD-2 war am hiufigsten in den Haarfollikeln (schwach bis méBig) exprimiert und
hinsichtlich hBD-3 war der Nachweis am Haarfollikel negativ (Biirkle, 2011).

Es ist wichtig zu beachten, dass der proximale Follikel wihrend des normalen Haarzyklus nur
temporér erscheint. Fiir diese zyklischen Wechsel spielt die Apoptose eine wesentliche Rolle
(Stenn et al., 1998; Cotsarelis et al., 1999; Paus et al., 1999; Paus und Cotsarelis, 1999). Auler-
dem ist bekannt, dass der Follikel in der Lage ist, einen neuen proximalen Follikel aus der distalen
AWS und der angrenzenden Bindegewebsscheide zu regenerieren, wenn der proximale Follikel-
bulbus vollstindig zerstort ist (Oliver, 1966; Paus et al., 1999). Im Gegensatz dazu ist der distale
Follikel permanent und nicht einer apoptotisch getriebenen Regression (Lindener et al., 1997)
unterlegen. Deshalb kann eine mikrobielle Invasion in dieser Region des Haarfollikels zur volls-

tdndigen Zerstorung des Follikels fiihren.
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Insbesondere die ausgeprigte Nachweisbarkeit in der Bulbusregion, welche gerade bei den
Terminalhaaren in der Tiefe der Haut liegt, weist darauf hin, dass diesen Molekiilen nicht nur eine

antimikrobielle, sondern auch eine regulatorische Funktion zukommt.

hBD-2 und hBD-3

Obwohl die proximale AWS, die IWS (Follikel) sowie der Haarfollikelbulbus selten einer
Mikrobeninvasion ausgesetzt sind, haben wir eine starke Expression von hBD-2 und eine gemafBigte
hBD-3-Reaktion in diesen Haarfollikelabschnitten beobachtet. Die Expression dieser f-Defensine
zeigte eine signifikant hohe Intensitdt. In dem gesamten proximalen Follikel einschlieBlich der
mesenchymal abgeleiteten DP ist diese stark ausgeprigt, wihrend eine gemafigte Expression von
hBD-1 nur auf die Henle-Schicht der IWS beschrénkt ist.

In einer Untersuchung aus 2001 konnten Ahnlichkeiten im Musterausdruck von hBD-1 und hBD-2
gezeigt werden (Chronnell et al., 2001). Zudem gab diese Studie eine B-Defensin-Expression in
den perildsionalen Follikeln (Akne) an. Dies deutet darauf hin, dass inflammatorische Zytokine
fahig sein konnten, die B-Defensin-Expression sowohl in den distalen als auch in den proximalen
Follikeln iiberzuregulieren. Dies basiert nur auf einem Bulbus von pilosebazedsen Einheitsldsionen.
Zytokine wirken bekanntermallen immunmodulierend (pro- oder anti-inflammatorisch) und dienen
der Kommunikation der Abwehrzellen untereinander (Roitt, 1998; Cohen, 1996).

hBD-2 und hBD-3 lieBen sich in gesunder Haut kaum nachweisen, wohingegen entziindliche
Vorginge oder der Kontakt mit bestimmten Bakterien die f-Defensin-Produktion induzierten (Harder
et al., 2001). Jedoch haben wir eine deutlich verstdrkte Intensitdt beider B-Defensine in gesunden
Haarfollikeln beobachtet. Aus diesen vorldufigen Ergebnissen ergibt sich die Frage, ob eine Regulation

der Expression von -Defensinen auch in nicht entziindlichen Haarfollikeln durch Zytokine stattfindet.

Diese Beobachtungen konnten fiir eine Schiisselfunktion der B-Defensine, unmittelbar an den
potenziell epithelialen Infektionsarealen, zum Schutz der Haarfollikel vor mikrobieller Infektion
sprechen (Korber et al., 2005).

4.4 pB-Defensine in THF vs VHF

Abschlieend miissen wir betonen, dass es wenige Unterschiede im Expressionsmuster der
B-Defensine bei den in dieser Studie untersuchten normalen Hautbiopsien des Kopfes und beim
Facelift gibt. Dabei bemerkten wir wesentliche Variationen in der Intensitdt von hBD-1, hBD-2
und hBD-3 je nach Geschlecht und Alter der Patienten, in Abhdngigkeit von der Lokalisation
(Gesichtshaut und Kopfhaut) sowie zwischen den unterschiedlichen Haarfollikelarten

(Terminalhaar-, Intermediar- und Vellushaarfollikel).

Obwohl durch das andere GroBenverhéltnis Follikel zu Talgdriisse erwartet werden kann, dass sich
das biochemische Milieu zwischen VHF und THF unterscheidet (Vogt et al., 2007), wurden fiir die

B-Defensin-Subtypen gleichartige Expressionsmuster gefunden.
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Die untersuchten Haarfollikel stammten sdmtlich von der gleichen Korperregion. Umfassende
Untersuchungen zum Mikrobiom der Haut haben mitterweile deutliche Unterschiede an den
verschiedenen Korperarealen identifiziert. Es wére also durchaus denkbar, dass sich je nach
Besiedlungszustand auch andere Expressionsmuster von -Defensinen finden lieBen. Hierzu sind

weitere Untersuchungen erforderlich.

Eine neue Forschungsstudie wire von grofler Bedeutung, um z. B. an anderen Korperstellen die
Korrelation von Bakterienbesiedlung und inflammatorischen Markern (B-Defensine assoziieren
mit anderen Cytokinen, Chemokinen) zu untersuchen. Hierzu wéren In-vivo-Untersuchungen an
gesunden Patienten und bei Patienten mit entziindlichen Hauterkrankungen hochrelevant, nicht
invasive Sammelmethoden, z. B mit Hilfe von Tape-Strippings, konnten helfen, multiple Proben

eines selben Probanden zu untersuchen und die Defensine zu quantifizieren.

Die deutliche Expression von hBD-3 auch in tiefen/proximalen Abschnitten der Haarfollikel
weist auf eine weitergehende Bedeutung hinsichtlich Haarwuchs und Zyklusregulation hin, so
dass diese Marker in pathophysiologische Untersuchungen von Haarerkrankungen aufgenommen
werden sollten. Auch hier konnten nicht invasive Methoden, wie das Zichen von Haarwurzeln mit
nachfolgender Extraktion von Protein und RNA, wertvolle quantitative Daten liefern.

4.5 pB-Defensine im Haut- und im Haarfollikel-Immunsystem

Haarfollikel interagieren eng mitdem Immunsystem der Haut. Sie{iben eine bedeutende Rolle bei der
Unterstiitzung der Immuniiberwachung von Krankheitserregern aus (Yu et al., 2006). Haarfollikel
werden als ein Teil des Barrieresystems der Siugetierhaut beschrieben (Ubersichtsartikel: Lauer et
al., 1995; Schifer und Lademann, 2001).

Die Haut ist stindig mit verschiedenen Krankheitserregern in Kontakt, die in der Umwelt
anwesend sind. Der Haarfollikel ist ein besonderes Reservoir fiir die mikrobielle Invasion und sehr
anfillig, da er fiir Mikroorganismen eine einfache Moglichkeit des Zugangs bietet. Trotzdem sind
Infektionen und entziindliche Erkrankungen in der Haut und an den Haaren sehr selten. Das legt
den Schluss nahe, dass die Haut mit ihren Anhangsgebilden tiber effektive Verteidigungsstrategien
verfiigt. Die effektive Abwehr von Bakterien ist fiir den menschlichen Korper iiberlebenswichtig.
Insbesondere die Grenzflichen zur AuBlenwelt, wie die Haut, sind pathogenen und kommensalen
Mikroorganismen ausgesetzt. Fiir die residente Hautflora nimmt der Haarfollikel eine besondere
Funktion ein und bildet ein geschiitztes Reservoir (Lovell, 1945; Montes, 1970; Selwyn, 1972;
Fritsch, 2004; Hadaway, 2003).

Fiirdie Interaktion zwischen Mikrofloraund Wirtsorganismus haben insbesondere die kdrpereigenen

Antibiotika, wie beispielsweise die -Defensine, eine grofle Bedeutung.

Die menschliche Haut produziert auler antimikrobiellen Peptiden (B-Defensin), die mit hoher
Wahrscheinlichkeit das Wachstum und die Zusammensetzung der normalen Hautflora kontrol-
lieren, weitere B-Defensine. Mit ihnen wird wahrscheinlich eine Infektion im Anfangsstadium
verhindert (Schroder 2001).
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Die B-Defensine besitzen in erster Linie eine wichtige Abwehrfunktion gegen Infektionen in den
epithelialen Zellen (McCray und Bentley, 1997; Hiratsuka et al., 1998). Defensine sind Teil unse-
res angeborenen Immunsystems (Oppenheim et al., 2003), deren Vorhandensein in der Epidermis
von Mensch und anderen Sdugetieren in den letzten Jahren nachgewiesen worden ist und deren

Bedeutung wir gerade erst zu verstehen beginnen.

Eine der Hauptfunktionen der Defensine ist die Zerstorung oder Inaktivierung von Mikroorganis-
men. Dies macht sie zu wichtigen Effektoren des angeborenen Immunsystems (Lehrer und Ganz,
2002; Selsted, 2005). Zudem konnte kiirzlich der Beweis erbracht werden, dass Defensine auch in
die adaptive Immunitét involviert sind, da sie in der Lage sind, immunkompetente Zellen an den
Orten der Infektion und Entziindung zu rekrutieren (Yang et al., 2002).

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, dass wir insgesamt entlang dem Haarfollikel eine
Gradierung immunsuppressiver und stimulierender Mediatoren finden, die direkt mit der Dichte
von Immunzellen korreliert und bedingt, dass der oberflachliche, distale Bereich des Haarfollikels
als Ort intensiver Interaktionen mit dem Immunsystem reich an immunstimulierenden Faktoren
ist, wihrend es proximal im Bereich der Stammzelle und des Bulbus geschiitzte Bereiche, die
sogenannten immunprivilegierten Bereiche, gibt (Paus et al., 2005; Meyer et al., 2008; Lemos
Pifieros et al., 2014) (Abb. 36 und 37).

Der direkte antimikrobielle Effekt der Defensine erfolgt in vivo vermutlich eher in den phagozytiren
Vakuolen der Phagozyten sowie auf der Oberfliche der Haut oder mukosaler Epithelien, wo
geringere lonenkonzentrationen herrschen (Ganz und Lehrer, 1998; Lehrer und Ganz, 1999).
Daher konnte es moglich sein, dass die Immunmodulation die vorrangige Funktion der Defensine
ist (Bowdish et al., 2005).

Es gibt verschiedene weitere Hinweise, dass B-Defensine eine wichtige Rolle im Immunsystem
von Haut (Ali et al., 2001) und Haar (Philpott et al., 2003) spielen.

Meyer (2008) konnte eine Erhohung der Expression von hBD-2 in der gesamten AWS des
Sinushaarfollikels sowie substanziell hohere Reaktionsintensititen im Vergleich zu denen in
den epidermalen Zellschichten aufweisen. Ob und welche Rolle hBD-2 zur Erhaltung des
Immunprivilegs spielt, sollte in zukiinftigen Versuchen weiter erforscht werden.

Gariboldi et al. (2008) berichteten, dass murine Haut, die mit niedermolekularer Hyaluronséure
(LMW-HA) behandelt wurde, eine murine B-Defensin-2-Expression in Haarfollikeln zeigte, was
andeutet, dass die Anwendung von exogenem LM W-HA mittels topischer Applikation in der Lage
ist, nicht nur die leicht zuginglichen Keratinozyten der Epidermis, sondern auch die schwieriger
erreichbaren Haarkanile zu stimulieren. Die Induktion von hBD-2 in Infundibulum und Talggang
des Haarfollikels, die hdufig Zugriffswege fiir eindringende Mikroorganismen darstellen, legt eine
mogliche Verwendung von Hyaluronsdure als antimikrobiellen Peptidstimulator zur topischen

Anwendung bei nachgewiesenen mikrobiell bedingten Haarerkrankungen nahe.
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4.6 Die Rolle der Zytokine und der Toll-like-Rezeptoren bei p-Defensinen

B-Defensine konnen konstitutiv sezerniert werden. Ihre Expression kann aber auch durch Exposition
gegeniiber Bakterien und inflammatorischen Stimuli, wie z. B. iiber Zytokine, induziert werden.
Es konnte bewiesen werden, dass pro-entziindliche Zytokine (wie IL-1p, TNF-a und bakterielle
Lipopolysaccharide) eine Uberregulation von B-Defensinen erzeugen (Diamond et al., 1996;
Harder et al., 1997; Stolzenberg et al., 1997; Ganz, 2003).

Durch Zytokine aktivierte Zellen zdhlen zur erworbenen Immunabwehr und fiihren somit zur
Ausbildung einer protektiven Immunantwort. Dieser Mechanismus ist mafigeblich an der
Ausbildung einer genetisch fixierten Resistenz beteiligt (Wilkie und Mallard, 1999). Auch fiir
B-Defensine wurden zytokindhnliche Eigenschaften, im Sinne einer Vernetzung zwischen dem

angeborenen und erworbenen Immunsystem, festgestellt (Yang et al., 1999; 2002).

Die Zytokine sind eigentlich nicht fiir die normale Zellhomdostase wesentlich. Sie verdndern den
Metabolismus der Zellen insbesondere bei Storungen des Wirtsorganismus, wie z. B. bei Entziindungen

oder anderen Immunprozessen, und dienen der Kommunikation der Abwehrzellen untereinander.

Ong et al. (2002) haben berichtet, dass IL-4 und IL-13 die Generation einer TNF-o- und I[FN-y-
induzierten hBD-2-und hBD-3-Expression in den primér menschlichen Keratinozyten supprimieren.

Die Defensine libernehmen als Mediatoren eine wichtige Rolle bei akuter Infektion oder Entziin-
dung. Sie stimulieren die Zytokinexpression vieler Inmunzellen und rekrutieren als chemotakti-
sche Faktoren weitere Effektoren der spezifischen sowie unspezifischen Abwehr (Agerberth et al.,
2000; Scott et al., 2002; Yang et al., 2002; Yang et al., 2001). Damit stellen sie eine Verbindung

zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem her.
hBD-1

Die Expression von hBD-1 wurde als konstitutiv betrachtet (Zhao et al., 1996). Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass die Expression auch durch eine Entziindung (Hiratsuka et al., 2003; Zhu
et al., 2003) und andere nicht infektiose Faktoren, wie eine Schwangerschaft (Feng et al., 2003),

erhoht werden kann.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die hBD-1-Expression durch LPS- und Interferon (IFN)-y
iiberreguliert werden kann (Duits et al., 2002; Joly et al., 2005; Serensen et al., 2005). hBD-1 ist
einerseits stimulierbar (Joly etal.,2005), andererseits wurde im Rahmen von Entziindungsvorgéngen
eine Downregulation registriert (Dommisch et al., 2007; Islam et al., 2001; Zhu et al., 2003).

Sherman et al. (2006) berichten, dass Albumin und Aminosduren die Expression des menschlichen
hBD-1 hoch regulieren, was darauf hindeutet, dass hBD-1 auch iiber einen nicht entziindlichen

Weg reguliert werden kann.
hBD-2

Es wurde beobachtet, dass ein Minimum an hBD-2 ohne Stimulation nachweisbar ist. Die

Expression von hBD-2 erfahrt nach Stimulation durch Zugabe von Zytokinen (in vitro) oder durch

118



Diskussion

eine Infektion (in vivo) eine erhebliche Intensitétssteigerung (Ashitani et al., 2001; Lehrer und
Gangz, 2002; Harder et al., 2000; Hiratsuka et al., 1998).

Uberregulierte Mediatoren fiir die verstiirkte hBD-2-Expression in epithelialen Zellen sind pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-1a (Moon et al., 2002; O’Neil et al., 2000), IL-1B (Singh et al.,
1998; Liu et al., 2002, 2003; Byeong-Churl et al., 2004; Joly, 2005), IL-22 (Wolk et al., 2004 ) und
TNF-o (Harder et al., 1997; Joly, 2005). hBD-2 ist auBerdem durch LPS oder auch L-Isoleucin
induzierbar (Gallo et al., 1994; Harder et al., 1997; Stolzenberg et al., 1997). hBD-2 verbessert die
IFN- und IL-10-Produktion und unterdriickt die IL-17-Produktion in T-Zellen (Kanda et al., 2011).

hBD-3

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Expression von hBD-3 durch Zytokine induziert werden
kann (Harder et al., 2001; Garcia et al., 2001b). Fiir folgende Zytokine liegen Erfahrungen vor:
TNF-a, IL-1B, IFN-y (Harder et al., 2001, 2004; Seo et al., 2001; Joly et al., 2005) sowie den
insulindhnlichen Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) (Schroder und Harder, 2006; Serensen et al., 2005).

Die Stimulation menschlicher Makrophagen mit hBD-3 induziert die Expression tumorfordernder
Zytokineund Chemokine, einschlieBlichIL-1a, IL-6,1L-8, CCL18,CCL24,und TNF-a. Diese Daten
zeigen, dass hBD-3 eine wichtige Rolle bei der Bildung einer Tumor-assoziierten entziindlichen
Umgebung durch die Rekrutierung von Monozyten aus dem peripheren Blut spielt und Tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs) zur Bildung von Chemokinen und Zytokinen simuliert, die das

Wachstum und die Progression von Tumoren unterstiitzen (Jin et al., 2010).

Toll-like-Rezeptoren (TRL)

Menschliche Keratinozyten erkennen Mikroben iiber Toll-like-Rezeptoren (TLR), durch welche die
hBD-Expression induziert werden kann (Horiuchi et al., 2008). Die Expression von -Defensinen
wird unter anderem durch Toll-like-Rezeptoren vermittelt (Bals et al., 2000b; Hornef et al., 2002;
Schroder et al., 2006).

FEin zunehmender Konsens besteht dartiber, dass TLRs einen entscheidenden Schliissel zur
Aktivierung der unspezifischen Immunantwort darstellen (Akira und Takeda, 2004). Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) sind tiberwiegend auf menschlichen Makrophagen exprimiert. Sie identifizieren
allgemein molekulare Muster, die fiir Bakterien und andere Krankheitserreger, nicht aber fiir den
Wirt typisch sind (Medzhitov, 2001).

Die Expression von hBD-2 und hBD-3 ist auch durch TLRs (Toll-like-Rezeptoren TLR2 und
TLR4) hoch regulierbar und induzierbar (Horiuchi et al., 2008). Des Weiteren ist die Induktion
von hBD-2 iiber TLR4 bekannt (Nagy et al., 2005). Ishikawa et al. (2009) weisen darauf hin,
dass T. rubrum tliber den TLR2 und/oder TLR4 eine hBD-2-Expression in Keratinozyten induziert
und hBD-2 eine Rolle bei der Abwehr kutaner Dermatophyteninfektionen spielen kann. Auch der
TLRS spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Synthese von hBD-3 (Garcia et al., 2001b;
Miller et al., 2005).
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Selleri et al. (2007) zeigten, dass der Maus-Haarfollikel mit TLR2, TLR4 und TLRS ausgertistet
ist und diese Rezeptoren fdhig sind, auf mikrobielle Stimuli die B-Defensin-Produktion
in Epithelzellen zu induzieren. Diese immune Antwort konnte wichtig sein, die Haut vor

Mikroorganismusinfektionen zu schiitzen.

Transformierender Wachstumsfaktor o (TGF-a)

Der transformierende Wachstumsfaktor a gehort zu den Signalmolekiilen der Zytokine.

4.7 Die Rolle der p-Defensin-Zytokine bei Erkrankungen der Haut und des
Haarfollikels

Ein gesteigerter Ausdruck von B-Defensinen in Keratinozyten konnte in entziindlicher Haut (Liu
et al., 1998; Schmidt et al., 2001) nachgewiesen werden, wobei vor allem hBD-2 und hBD-3 im
Epithel entziindeter Haut produziert werden (Harder et al., 2001). Ahrens et al. (2011) berichteten,
dass eine mechanische und metabolische Schadigung der Hautbarriere zu einer erhdhten Expression
des murinen B-Defensin-1, -3 und -14 fiihrt. Zudem wurde nach einer Verletzung der Haut eine
deutliche Hochregulation von hBD-2, hBD-3 identifiziert (Harder et al., 2010).

Eine Zunahme der Expression von B-Defensinen wurde jedoch auch bei anderen entziindlichen
Prozessen der Haut beschrieben, so z. B. bei Psoriasis und Mastitis (Schonwetter et al., 1995;
Stolzenberg et al., 1997; Schroder und Harder, 1999). Die Expression von hBD-2 wurde bei
chronischen Wunden (Butmarc et al., 2004), bei der Candida-Leukoplakie (Abiko et al., 2002;
Meyer et al., 2004; Schneider et al., 2005), der Infektion mit Malassezia furfur (Donnarumma et
al., 2004) und der Tinea corporis (Jensen et al., 2007; Proksch et al., 2007) beschrieben, die von
hBD-3 bei Lichen planus (Nishimura et al., 2003), die von hBD-2 und hBD-3 bei Lichen sclerosus
(Gambichler et al., 2009) und die von hBD-1, hBD-2 and hBD-3 bei Pityriasis versicolor, Tinea
inguinalis und Tinea pedis (Murat et al., 2013).

Die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurde in humanen Papillomaviren (HVP) (Chong
et al., 2006), die von hBD-2 und hBD-3 in Hautbiopsien aus Verrucae vulgares und Condylomata
acuminata (Meyer-Hoffert et al., 2008) und bei analen intraepithelialen Neoplasien und
Condylomata acuminata (Kreuter et al., 2009) festgestellt. Es ist unklar, ob die Hochregulation
von hBD-2 und hBD-3 in HPV-infizierter Haut indirekt durch proinflammatorische Zytokine oder
direkt durch virale Molekiile ausgeldst wird.

In einer Studie von Sun et al. (2012) konnte gezeigt werden, dass hBD-2 bei Hauttuberkulose
exprimiert wird und die Immunantwort beeintrachtigt. Zudem fehlte die Expression von hBD-3,

dies konnte zur Pathogenese von Hauttuberkulose beitragen.

Kreuter und seine Arbeitsgruppe untersuchten die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3,
Psoriasin, LL-37, RNase 7 bei verschiedenen Subtypen des Lupus erythematodes, fast immer zeigte
sich eine erhohte Anzahl von AMP bei kutanem Lupus erythematodes (CLE) (Kreuter et al., 2011).

Die Autoren gehen davon aus, dass dies die geringe Pravalenz von Hautinfektionen bei CLE bedingt.
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Bei einer Entziindung der pilosebazedsen Einheit zeigten Philpottetal. (2003) eine verstirke hBD-1-und
hBD-2-Expression in den Lésionen von Akne vulgaris. Sie konnten interessanterweise eine geméafigte
Hochregulierung von hBD-1 IR in den meisten Akneldsionen, im Vergleich zu nicht ldsionaler Haut
des gleichen Patienten und auch im Vergleich zu pilosebazedsen Follikeln der gesunden riickseitigen
Hautpartien, beobachten, obgleich hBD-1 als konstitutiv und unter entziindlichen Bedingungen der
Mundschleimhaut nicht iiberreguliert dargestellt wurde (Mathews et al., 1999). Aufgrund dieser
Beobachtung kann konstatiert werden, dass hBD-1 und hBD-2 in Akneldsionen wahrscheinlich im
Sinne einer sekundiren Antwort auf die Perildsional-Infiltration hoch reguliert werden kénnen und
daher in der Pathogenese eine wesentliche Rolle spielen (Chronnell et al., 2001).

Auch bei speziellen Kopthauterkrankungen wurde eine starke hBD-2-Expression in der follikuldren
Epidermis und den perifollikuldr entziindlichen Zellen bei Malassezia-Follikulitis und Tinea
capitis (Kwon et al., 2006) gefunden. Des Weiteren wurde hBD-2 reichlich in Léisionen einer
oberflachlichen Follikulitis nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um eine typische Hautkrankheit,
die durch Entziindungen der Haarfollikel und eine Infektion mit Staphylococcus aureus gepragt ist
(Oono et al., 2003).

Dies verdeutlicht die auBerordentlich wichtige Rolle von B-Defensinen bei der Inmunabwehr gegen
Infektionen der Haut und Haarfollikel. Die B-Defensin-Expression konnte von pro-entziindlichen
Zytokinen iiberreguliert, zumindest aber induziert werden (Diamond et al., 1996; Harder et al.,
1997, Stolzenberg et al., 1997). Es gibt einen direkt oder indirekt positiven Einfluss der Zytokine auf
die Expression von B-Defensinen in der Haut und den Haarfollikeln. In menschlichen Haarfollikeln
konnte die Produktion von IL-1B und TNF-a nachgewiesen werden (Boehm et al., 1995). In einem
Mausmodell einer entziindlichen Hauterkrankung mit Haarausfall wurde ein erhohter IL-1a-
Spiegel in der Epidermis nachgewiesen (Groves et al., 1995). Wahrscheinlich ist, dass dies mit
einer Zunahme der B-Defensin-Expression assoziiert ist (Liu et al., 2002; Niyonsaba et al., 2007).

Andererseits beschrieben Ortega et al. (2000), dass die Expression von hBD-2 bei starken
Verbrennungen in Brandwunden und in der Blisterfliissigkeit dramatisch zurlickging. hBD-1,
hBD-2 und hBD-3 waren hoch reguliert und wurden in einem anderen Expressionsmuster (da
die Epidermis geschédigt ist) in verbrannter Haut gefunden (Kaus et al., 2008; Poindexter,
2005). Das beweist, dass sich das angeborene Immunsystem auf Defekte und auf die Gefahr von
Brandwundinfektionen und Sepsis einstellen kann.

Bei der atopischen Dermatitis konnte bereits gezeigt werden, dass eine geringere Expression von
hBD-3 (Ong et al., 2002) durch Hemmung von TNF-a und IFN-y in entziindlichen Arealen vorliegt
und ursdchlich an der erh6hten Suszeptibilitit der Patienten gegeniiber Mikroorganismen beteiligt
ist. Prado Montes de Oca et al. (2013) berichteten, dass sich das hBD-1-Allel und bestimmte
Genotypfrequenzen wahrscheinlich auf die vermehrte Anfélligkeit einiger Ethnien fiir atopische
Dermatitis auswirken. Das hBD-2 gilt als Marker fiir die Schwere der Erkrankung sowie den
Zustand der Hautbarriere bei atopischer Dermatitis (Clausen et al., 2013).

Bei der Psoriasis vulgaris konnte dieses Zytokin-Ungleichgewicht hingegen nicht beobachtet
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werden (Nomura et al., 2003). Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass die Psoriasis mit einer erh6hten
Anzahl von B-Defensin-Gen-Kopien assoziiert ist (Hollox et al., 2008). Mozeika et al. (2011)
wiesen nach, dass hBD-2 in allen Arten von Hautproben, jedoch mit einer ausgeprigten Verteilung
in entziindlicher psoriatischer Haut, exprimiert wurde. Neue Studien ergaben eine enge Beziehung
zwischen hBD-2 und inflammatorischen Zytokinen im Serum von Psoriasis-Patienten. hBD-2
wirkte dabei stimulierend hinsichtlich einer erhdhten Produktion von Interferon gamma, TNF-
alpha, IL-10, IL-1 beta, IL-6 und IL-22 als auch, durch die Unterdriickung von IL-17, regulierend
oder, bei der IL-10-Produktion, anregend (Kanda et al., 2011).

Dariiber hinaus spielen antimikrobielle Peptide eine Rolle bei der Angiogenese und der Wundheilung
(Gennaro et al., 2002). hBD-3 fordert in infizierten diabetischen Wunden die Wundheilung (Hirsch
etal., 2009). Die Defensine konnen mitogene Eigenschaften aufweisen, so stimulieren Defensine das
Wachstum von Fibroblasten und Epithelzellen (Murphy et al., 1993) und zeigen ebenfalls positive,
direkte Einfliisse auf Migration und Proliferation von Epithelzellen (Niyonsaba et al., 2007). Diese
Daten legen nahe, dass B-Defensine eine Doppelrolle bei Hautverletzungen spielen. Aufler der

Vorbeugung mikrobieller Infektionen konnen sie auch den Wundheilungsprozess induzieren.

hBD-3 reagiert sensitiv auf den insulindhnlichen Wachstumsfaktor 1 (IFG-1) und auf TGF-a, beide
Wachstumsfaktoren sind an der Wundheilung beteiligt (Serensen et al., 2003; Sorensen et al.,
2006). Beide Molekiile spielen eine wichtige Rolle in der Haarfollikel-Entwicklung und in Zyklen,
die durch die dermale Papille gesteuert werden. Deren Rezeptoren befinden sich iiberwiegend in

der dariiberliegenden Matrixzelle (Danilenko et al., 1996).

4.8 p-Defensine und Neoplasien der Haut

Erst seit kurzem beschiftigt sich die medizinische Forschung mit der Bedeutung der f-Defensine bei
malignen Erkrankungen. Dennoch liegen bereits zahlreiche Berichte vor, die auf eine bedeutende

Rolle der B-Defensine bei der Tumorentstehung hinweisen.

Verminderungen der hBD-1-Expression wurden in Basalzellkarzinomen (Gamblicher et al. 2006),
bei dem Plattenepithelkarzinom (Saklaoui 2012) und der Mycosis fungoides (Gambichler et al.,
2007) festgestellt. Der hBD-1-Expression kdnnte eine Funktion als Tumorsuppressor zukommen
(Han et al., 2014).

hBD-2 verstérkt die Progredienz dermaler Basalzellkarzinome und eventuell auch die der Mycosis
fungoides, wobei Gambichler und andere Autoren diskutieren, ob die Uberexpression von hBD-2
in der Mycosis fungoides nur durch die in der Epidermis vorhandenen T-Zellen induziert sein
konnte (Gambichler et al., 2007). Gerashchenko et al. (2014) wiesen eine Beteiligung der hBD-2
bei der Regulation einer potenziellen Malignitét kultivierter menschlicher Melanomzellen nach.
hBD-2 fordert als Adjuvans Antimelanom-Immunantworten und hemmt das Wachstum von in
vivo implantierten Maus-Melanomen (Mei et al., 2012). Die Arbeitsgrupe schlieft daraus, dass

die Entwicklung eines bestrahlten, auf Tumorzellen basierenden Impfstoffs mit hBD-2-Expression
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eine viel versprechende Strategie fiir die Induktion einer wirksamen Antitumor-Immunitit ist.

Die Expression von hBD-3 und LL-37 wurde im Kaposi-Sarkom als hoch reguliert festgestellt
(Fathy et al., 2012). Dies deutet auf eine mogliche Beteiligung beider antimikrobieller Peptide
an der Pathogenese des Kaposi-Sarkoms hin. Kesting et al. (2009) stellten eine hdufig gesteigerte
Expression von hBD-3 im oralen Plattenepithel-Karzinom (OSCC) fest, die auf eine potenzielle
Rolle bei dessen Pathogenese hindeutet. In-vitro-Untersuchungen (Winter et al., 2011) ergaben,
dass durch Inkubation von OSCC-Zelllinien mit hBD-2 und hBD-3 die Proliferation der malignen
Zellen angeregt wird. Die Autoren der Studie schlussfolgerten, dass es sich bei hBD-2 und hBD-3

um Protoonkogene handelt.

4.9 pB-Defensine als Antibiotika und Immunmodulatoren der Zukunft

Wie In-vitro-Experimente belegen, wirken die B-Defensive hBD-1 bis -3 sowohl gegen Bakterien
und Pilze als auch gegen Viren.

B-Defensine erweisen sich auch als hochpotent gegen Keime, die aufgrund von Resistenzen gegen
etablierte Antibiotika im klinischen Alltag als hochgefahrlich gelten.

Somit ergeben sich prinzipiell neue Uberlegungen hinsichtlich der Behandlung von chronisch
rekurrierenden Infektionen der Haut oder von Haarfollikeln, da B-Defensine als natiirliche Anti-
biotika eine Langzeitprophylaxe, gegebenenfalls auch in Zusammenhang mit gentherapeutischen

Ansitzen, denkbar machen.

Ein Ansatzist durch Schréder und andere Forscher gegeben, die bei der Suche nach einem Wirkstoft,
der in der Lage ist, diesen korpereigenen Schutzmechanismus zu aktivieren, auf B-Defensine
gestoflen sind (Schroder, 1999c¢). Das Ziel ist, die Haut dazu zu bringen, ihre Defensin-Produktion
bei Vorliegen einer Entziindung zu verstirken. Eine andere Uberlegung der Forscher geht dahin,
dass Defensine unter Umstinden zur Behandlung von Infektionen mit resistenten Erregern

eingesetzt werden konnten.

Antimikrobielle Defensinpeptide konnten als wirksame Arzneimittel bei der Therapie mit
natiirlichen Antibiotika zur Anwendung kommen, vor allem dann, wenn bei resistenten
Bakterienarten synthetische Antibiotika keine Wirkung erzielen. Das entsprechende Defensin
konnte entweder synthetisch oder mittels rekombinanter DNA-Technologie hergestellt werden
(Lalit el al., 2012).

Eine andere Arbeitsgruppe um Ganz und Liu entwickelte erstmals ein In-vivo-Modell zur
antimikrobiellen Gentherapie mit hBD-2. Es gelang (Liu et al., 1998), dass alle transfizierten
Zellen voll funktionsfahiges hBD-2 produzierten. Li et al. (2014) berichten, dass eine Gentherapie

mit hBD-2 die Antitumor-Immunitét induziert und die lokalen Antitumorwirkungen verbessert.

Noch stehen Untersuchungen zur Eignung der B-Defensine fiir therapeutische Zwecke und
zur Infektionsprophylaxe aus. Weiter sollte gekldrt werden, ob eine artifizielle Induktion der

endogenen Produktion dieser Peptidantibiotika in der Haut als prophylaktischer Infektionsschutz
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eingesetzt werden kann. Aufgrund seiner Eigenschaften ist insbesondere hBD-3 eine potenzielle
Therapieoption zur Behandlung therapieresistenter Problemkeime und konnte angesichts der
in Zusammenhang mit Hauterkrankungen sowie bei atopischer Dermatitis beschriebenen

Mangelzustiande auch priaventiv von Nutzen sein.

Auflerdem wiirden B-Defensine eine bedeutende Rolle bei Autoimmunerkrankungen des
Haarfollikels spielen, deswegen konnten B-Defensine als immunmodulatorische Medikamente

entwickelt werden.

Es wire interessant, in weiteren Studien die Expression von B-Defensinen bei Haarerkrankungen
zu untersuchen. Dabei sollte der Zusammenhang zwischen der Expression von -Defensinen in

menschlichen Haarfollikeln in Verbindung mit der Zytokin-Induktion untersucht werden.

Interessant ist ebenfalls, dass sich die Zytokinexpressionsmuster zwischen den verschiedenen
Haarfollikeln z. T. deutlich weniger unterscheiden als zunichst erwartet. Die Talgdriise spielt in
den Vellushaarregionen des Gesichts nicht nur im Groéfenverhiltnis zum recht kleinen Follikel
eine besondere Bedeutung, sondern auch im Rahmen von Entziindungsprozessen wie der Akne
vulgaris. Die Farbungen der Terminalhaarfollikel zeigten innerhalb der Follikel auch eine starke
Expressivitdt deutlich unterhalb, also weiter proximal, des Talgdriiseneinfiihrungsganges sowie
unterhalb der Areale des Infundibulums, die typischerweise mikrobiell besiedelt sind. Diese
wahrscheinlich regulatorische Rolle des Defensine am Haarfolikel ist bislang wenig untersucht.
Weitere Erkenntnisse in diese Richtung konnten wertvolle Hinweise zur Haarzyklusregulation
liefern, die liber eine antimikrobielle Wirkung hinaus von therapeutischem Nutzen sein konnten.
Ein Beispiel ist hier die kiirzlich ndher beschriebene Verkniipfung von Defensin-Mediatoren mit
Komponenten des Melanokortin-Signalweges, welche nicht nur fiir Pigmentierungsprozesse,
sondern auch fiir den Erhalt des Immunprivilegs am Haarfollikels von Bedeutung ist (Swopes et
al., 2012; Nix et al., 2013).

Als Schlussfolgerung unterstiitzt diese Untersuchung den Beweis, dass B-Defensine in den
menschlichen Haarfollikeln existent sind.
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5 Zusammenfassung

Die Epithelien der Haut sind mit einer Flora aus verschiedenen Mikroorganismen besiedelt.
Obwohl auBer apathogenen Keimen auch fakultativ pathogene Keime vorhanden sind, kommt es
nur selten zu Infektionen. Die Haut des Menschen als Organ der angeborenen Immunitét hat auller
threr Wirkung als chemische und physikalische Barriere auch eine Funktion als biochemische
Barriere. Die Epithelzellen sowohl der Haut als auch der Haarfollikel kdnnen antimikrobielle

Peptide synthetisieren.

Der Haarfollikel stellt eine Unterbrechung der kontinuierlichen Barriere der Haut dar. Dadurch
stehen insbesondere das Haarfollikelostium und die distale duflere Wurzelscheide in direktem
Kontakt mit der AuBenwelt und stellen eine wichtige Eintrittspforte fiir die meisten pathogenen
Erreger dar. Sie scheinen somit immunologische Schliisselregionen zu sein, die protektive
Mechanismen zur Infektionsverhinderung haben, wie z. B. die B-Defensin-hBD-1-, -hBD-2-
und -hBD-3-Produktion. Humane B-Defensine sind antimikrobielle Peptide der angeborenen
Immunabwehr mit einem breiten Wirkungsspektrum gegeniiber grampositiven und -negativen
Bakterien, Pilzen und einigen Viren. Aulerdem wirken B-Defensine nicht nur als ,,natiirliches

Antibiotikum*®, sondern {iben auch immunmodulatorische Funktionen aus.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, immunhistochemische sowie immunfluoreszierende Methoden
zur Darstellung der Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in menschlichen Haarfollikeln in
Proben der Kopfhaut zu untersuchen. Von besonderem Interesse waren mogliche Unterschiede in
den Expressionsmustern der verschiedenen Haarfollikeltypen und spezialisierter Regionen entlang

der follikuloseboglandulidren Einheit wie der Talgdriise oder der Wulstregion.

Es wurden Biopsien gesunder Haut untersucht. Fiir die Darstellung der Expression wurden
histologische Schnitte angefertigt und anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern gegen hBD-
1, hBD-2 und hBD-3 immunhistochemisch, zur Validierung der Ergebnisse teils auch mittels
Immunfluoreszenz, angefiarbt. Danach wurde die Intensitdt der immunhistochemischen Reaktion

gemessen und semiquantitativ ausgewertet.

In Bereichen, in denen von einer hohen immunologischen Aktivitit ausgegangen werden kann,
fanden wir in unserer Untersuchung entsprechend starke konstitutive Expressionsmuster der drei
B-Defensine, z. B. in der distalen AWS um den Haarkanal herum und im Bereich der Einmiindung
der Talgdriisengidnge. Diese Ergebnisse entsprechen dem Konzept, dass diese Regionen in hohem
Grade von Mikroorganismen besiedelt und Orte intensiver Interaktionen mit dem Immunsystem
sind. Demgegeniiber werden Haarfollikelabschnitte, wie die proximale AWS, die IWS und der
Haarbulbus, selten einer Mikrobeninvasion ausgesetzt. In diesem Bereich war hBD-1 negativ mit
Ausnahme der IWS.

Ein interessanter unerwarteter Befund war, dass hBD-2 und hBD-3 (THF, IHF und VHF) eine

maximale Expression in den proximalen Haarfollikeln (insbesondere in beiden Anteilen der
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inneren Wurzelscheide des Bulbus) ergaben. Diese Tatsache veranlasst uns zu der Hypothese,
dass Haarwurzeln und der Haarbulbus mit assoziierten Melanozyten ,,potenzielle Fabriken* fiir
die antimikrobielle Produktion sein konnten. Es deutet auch darauf hin, dass inflammatorische
Zytokine assoziiert sein konnten, welche die B-Defensin-Expression sowohl in den distalen als auch
in den proximalen Follikeln iiberregulieren. Wie bekannt ist, wirken Zytokine immunmodulierend

und dienen der Kommunikation der Abwehrzellen untereinander.

Ein anderer interessanter Befund war die Positivitit von -Defensin in den basalen Schichten des
Waulstbereichs und in der zentralen AWS. Ob B-Defensine eine wichtige Rolle in den schiitzenden

Stammzellen des Haarfollikels spielen, sollte weiter erforscht werden.

Andererseits wurden in der inneren Wurzelscheide maximal die drei B-Defensin-Expressionen
aller Haartypen festgestellt, aber mit unterschiedlichen Verteilungen. Wahrscheinlich kénnte dieser

Sachverhalt mit einer B-Defensin-Uberregulation assoziiert sein.

Als Besonderheit war in der Medulla (THF) eine stirkere Expression von hBD-1 und hBD-2
zu finden. Auch in der fibrésen Hiille und in der Grenzzone zwischen der dufleren und inneren
Waurzelscheide konnte eine starke Immunfarbung von hBD-3 dargestellt werden. Deren funktionelle
Bedeutung ist nicht eindeutig, jedoch wird vermutet, dass B-Defensine hier aufgrund der Relevanz

dieses Bereichs als Schutz vor Infektionen agieren.

Aus den bisherigen Forschungsergebnissen konnte abgeleitet werden, dass hBD-1, hBD-2 und
hBD-3 im distalen Haarfollikel als immunstimulatorische Molekiile wirken und hBD-2 sowie hBD-3 im
proximalen Haarfollikel als immunsuppressive Mediatoren fungieren. Diese immunmodulatorische Eigen-

schaften von hBD-3 fungieren als Melanocortin-Rezeptor-Liganden (Nix et al., 2013).

Die Signifikanz der B-Defensine als Teil der angeborenen Abwehr liegt in der Erregerbekdmpfung
an Haut und Haarfollikeln als erster Barriere gegen infektiose Mikroorganismen. Zusitzlich
konnten B-Defensine, insbesondere das hBD-3, wichtige immunmodulatorischen Funktionen
hinsichtlich des Immunprivilegs ausiiben, so dass die Annahme berechtigt ist, dass B-Defensine
eine bedeutende Rolle bei Autoimmunerkrankungen des Haarfollikels spielen. Hieraus ergeben
sich interessante Ansatzpunkte hinsichtlich der Entwicklung neuer Arzneimittel oder Biomarker.
Zukiinftige Forschungen in diesem Bereich fokussieren sich auf die Erforschung der f-Defensin-
Funktionen in Tiermodellen von Autoimmunerkrankungen, einschlieBlich gezielter Interventionen

und Geninaktivierungsexperimente.

Als Schlussfolgerung unterstiitzt diese Untersuchung den Beweis, dass B-Defensine in den

menschlichen Haarfollikeln vorkommen.
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