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1. Abstrakt

Chronischer Juckreiz ist eine komplexe, multidimensionale Empfindung, die viele dermatologische
Erkrankungen, wie z. B. atopische Dermatitis (AD), Psoriasis oder Urtikaria begleitet. Dabei reduziert
der chronische Juckreiz die Lebensqualitat Betroffener erheblich und ist, aufgrund eines Mangels gezielt
wirkender Therapien, oft schwierig zu behandeln. Experimentelle Modelle mit induziertem Juckreiz
dienen als wichtiges Werkzeug bei der Erforschung zugrundeliegender Pathomechanismen und bei der
Testung neuer Therapieoptionen. Zwei gut etablierte Juckreiz-Modelle sind der Skin Prick Test (SPT)
mit Histamin und die Hautprovokation mit Cowhage (Mucuna pruriens). Cowhage stimuliert den
Protease-aktivierten Rezeptor 2 - assoziierten Weg, welcher in der Pathophysiologie des AD-
assoziierten Juckreizes eine Rolle spielen kann. Ein weiterer Mediator, Capsaicin, aktiviert den
Transienten Rezeptor-Potential-Kationenkanal der Unterfamilie V Subtyp 1 (TRPV1), der ebenfalls im
Rahmen des atopischen Juckreizes involviert sein kann. Zurzeit fehlt jedoch ein standardisiertes und
reproduzierbares Verfahren fur eine Capsaicin-Applikation, welches als Modell fir TRPV1-induzierten
Juckreiz dienen kdnnte. Die hier vorliegende Arbeit hatte zum Ziel:

1) durch SPT mit Histamin und Capsaicin sowie durch Hautprovokation mit Cowhage ausgeldsten
Juckreiz und Juckreiz-assoziierte Wahrnehmungen zu vergleichen. Fir diesen Zweck wurde der
SPT mit Capsaicin als Modell fiir TRPV1-induzierten Juckreiz in gesunden Probanden validiert;

2) den Zusammenhang zwischen Juckreiz und Flare-Reaktionen in drei experimentellen Juckreiz-
Modellen zu untersuchen;

3) die Ergebnisse von Hautprovokationen mit Histamin und Cowhage in gesunden Probanden und
AD Patienten zu vergleichen und zu prifen, ob diese Tests als diagnostische Biomarker der AD
genutzt werden konnen.

In Rahmen eines Pilotexperiments wurde zundchst eine Capsaicin-Konzentration ermittelt, die bei 8
gesunden Probanden zuverlassig einen reproduzierbaren Juckreiz hervorruft. Des Weiteren wurden
Hautprovokationen mit Histamin (10 mg/ml), Capsaicin (8%) und Cowhage bei 31 gesunden Probanden
durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass Hautprovokationen mit Histamin, Capsaicin und Cowhage
unterschiedliche Juckreizantworten (Juckreizdauer und Profil assoziierter Empfindungen) und Flare-
Reaktion induzieren. Eine Charakterisierung der Reaktionsprofile zu diesen Provokationen kann dabei
helfen, sie als Modelle von pruriginésen Erkrankungen zu etablieren. Ein Zusammenhang zwischen
Juckreiz und GroR3e der Flare-Reaktion bestand nur bei Histamin. Dieses Ergebnis impliziert, dass in
experimentellen Bedingungen die Flache der Flare-Reaktion als objektive Ergénzung zu rein
subjektiven Juckreizbewertungen angewendet werden konnte. In einem weiteren Hauptexperiment
wurde ein SPT mit Histamin (10 mg/ml) und eine Hautprovokation mit Cowhage bei 22 AD Patienten
und 18 gesunden Probanden durchgefiihrt. AD Patienten entwickelten signifikant kleinere Histamin-
induzierte Flare-Reaktionen und langeren Cowhage-induzierten Juckreiz als gesunden Probanden.
Beide Parameter zeigten gute diagnostische Eigenschaften und konnten in Zukunft dabei helfen die
Diagnosestellung der AD zu unterstiitzen.

Abstract

Chronic itch is a complex, multidimensional experience, accompanying many skin conditions, e.g.,
atopic dermatitis (AD), psoriasis or urticaria. Pruritus significantly reduces the quality of life and is
often, in absence of targeted therapies, difficult to treat. The experimental models of induced itch are an
important tool to investigate the complex underlying pathomechanisms and to test new therapeutic
options. Two well established itch models are the Skin Prick Test (SPT) with histamine and skin
provocation with cowhage ((Mucuna pruriens). Cowhage activates the itch pathway associated with a



protease activated receptor 2, which can be involved in pathophysiology of AD-associated itch. Another
mediator, capsaicin, activates transient receptor potential cation channel subfamily V member 1
(TRPV1), which can also be involved in atopic itch. Currently a standardized and reproducible
procedure which could be used as a model of TRPV1-induced itch is lacking. The here presented work
has the following goals:

1) to compare the itch- associated sensations induced by SPT with histamine and capsaicin and
skin provocation with cowhage. For this purpose, SPT with capsaicin was validated in healthy
volunteers as a model of TRPV1- induced itch;

2) to test the link between itch and flare reactions in three experimental models of itch;

3) to compare the results of skin provocations with histamine and cowhage between healthy
subjects and patients with AD and to investigate whether these tests may be used as diagnostic
markers of AD.

During a pilot experiment a concentration of capsaicin evoking the most reproducible itch was
determined in 8 healthy subjects. Further the skin provocations with histamine (10 mg/mL), capsaicin
(8%) and cowhage were performed in 31 healthy subjects. The results showed that provocations with
histamine, capsaicin and cowhage induce different itch responses (in terms of duration and profile of
accompanying sensations) and different flare reactions. The characteristics of profiles of responses to
these skin provocations can help to establish them as models for itchy dermatoses. The link between
pruritus und flare existed only for histamine. This finding implicates that in experimental settings flare
area could be used as a surrogate parameter for otherwise subjective itch assessment. In the further
experiment SPT with histamine (10 mg/mL) and provocation with cowhage were performed in 22 AD
patients and 18 healthy subjects. AD patients developed significantly smaller histamine-induced flare
and longer cowhage-induced itch than healthy subjects. Both parameters showed good diagnostic
properties and could help to support diagnosis of AD.

2. Einleitung

Pruritus ist ein hdufiges Symptom, das mit vielen Hauterkrankungen einhergeht (1). Mehr als 90% der
Patienten mit atopischer Dermatitis (AD), fast 77% der Patienten mit chronischer idiopathischer
Urtikaria und mehr als 73% der Patienten mit Psoriasis berichten Juckreiz im Verlauf der vergangenen
7 Tage (2). Die Juckempfindung wird von Patienten mit AD, Psoriasis und Urtikaria als das am starksten
belastenden Symptom betrachtet (3-5) und kann erhebliche Auswirkungen auf das Allgemeinbefinden
und die Lebensqualitit haben (2, 6-8). Chronischer Juckreiz flihrt zu Schlafstérungen,
Konzentrationsproblemen und ist mit einem erhéhten AusmaR an Depression, Angststérungen und
Suizidgedanken verbunden (2, 6, 7). Zuséatzlich berichten die Betroffenen oft (lber begleitende
unangenehme Symptome wie Schmerzen, Hitzegefiihl oder Brennen (6, 8, 9).

Die Behandlung des chronischen Juckreizes stellt eine Herausforderung dar. Das liegt an der
heterogenen Atiologie der zugrunde liegenden Erkrankungen, der Entwicklung der peripheren und
zentralen Sensibilisierung (Chronifizierungsprozesse), als auch am Mangel wirksamer, spezifischer
Therapien (10). Antihistaminika werden im klinischen Alltag hdufig als antipruritische ,,erste Hilfe* bei
juckenden Dermatosen verwendet, obwohl ihre Wirksamkeit nur fir wenige Erkrankungen (wie
Urtikaria oder allergische Reaktionen, in deren Pathogenese Histamin eine Hauptrolle spielt) durch
Studien bestatigt wurde (1). Bei anderen Hauterkrankungen, wie z.B. atopische Dermatitis oder
Psoriasis, in deren Pathophysiologie Histamin nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint, ist die
Therapie mit Antihistaminika wenig oder gar nicht effektiv (1). Viele der in den Leitlinien zur
Diagnostik und Therapie des chronischen Pruritus empfohlenen Therapieoptionen basieren auf kleinen



Studien oder Fallserien und kénnen deswegen nur als ,,Off-Label-Therapie* eingesetzt werden (1). Die
Durchflihrung weiterer, randomisierter, kontrollierter Studien ist dringend notwendig, um neue
antipruritische Substanzen zu untersuchen. Fir diesen Zweck und um die zugrundeliegenden
Pathomechanismen zu erforschen sind experimentelle Pruritusmodelle unverzichtbar (11). Einer der
meist untersuchten Mediatoren fur Pruritus ist Histamin (11, 12). Histamin wird von Hautmastzellen
gespeichert und freigesetzt. Daher spiegeln Histamin-Hautprovokationen vor allem jene Juckreizformen
wider, die durch degranulierende Mastzellen hervorgerufen werden, wie z.B. im Verlauf von Urtikaria,
allergischen Reaktionen oder der Mastozytose (13). Der Juckreiz wird durch Aktivierung von Histamin
1- und -4 Rezeptoren (H1-R und H4-R) an den Nervenfasern ausgeldst (14). Eine Subpopulation von
unmyelinisierten  mechanoinsensitiven  C-Nervenfasern (CMi) leitet den Juckreiz ins
Zentralnervensystem (ZNS) weiter (15). Da Histamin eine intakte Hautbarriere nicht penetriert, wird es
mittels intradermaler Injektion, lontophorese, Skin Prick Test (SPT) oder mithilfe inaktivierter und mit
Histamin beschichteter Cowhage Harchen appliziert (16, 17). Fur die Juckreizforschung ist der SPT
besonders vorteilhaft. Die Methode ist einfach durchfiihrbar und ermdéglicht die Deposition von kleinen
Mengen des Pruritogens (10-° ml) in dem Bereich der dermoepidermalen Grenzzone, in welchem sich
die Endigungen unmyelinisierter C-Fasern befinden (18). Es wurde gezeigt, dass der SPT mit 1%
Histamin im Vergleich zur lontophorese einen starkeren Juckreiz hervorruft und eine hohere
Reproduzierbarkeit hat (16). Darlber hinaus induziert der SPT mit Histamin Juckreiz ohne begleitende
Schmerzempfindung, welcher hingegen bei intradermaler Injektion immer ausgeldst wird (16).

Ein weiteres gut etabliertes Juckreizmodell ist die Hautprovokation mit Harchen des tropischen
Juckbone-Cowhage (Mucuna pruriens) (11, 12). Die Provokation mit Cowhage ist ein Prototyp
Histamin-unabhangigen Juckreizes (12). Cowhage-induzierter Juckreiz wird von anderen peripheren
Nervenbahnen weitergeleitet, als das fur Histamin der Fall ist: einer Population von mechano- und hitze-
sensitiven C-Fasern (polymodalen C-Fasern, CMH) und mechano-hitze-sensitiven A-Fasern (AMH)
(19, 20). Die feinen Cowhageharchen enthalten die Protease Mucunain, welche die Protease-aktivierten
Rezeptoren 2 und 4 (PAR-2 und PAR-4) an den Nervenfasern aktiviert (21, 22). Es gibt Hinweise, dass
der von PAR-2 vermittelte Signalweg bei der Entstehung von Pruritus und der Symptomatik der AD
relevant ist (12). Bei Patienten mit AD wurde auch eine erhéhte Konzentration von Tryptase (endogener
PAR-2-Agonist) in der Haut nachgewiesen (22). Daruber hinaus empfinden AD Patienten nach einer
intradermalen Injektion von PAR-2-Agonisten einen stirkeren Juckreiz als gesunden Probanden (22).

Viele Juckreizmediatoren benétigen in der Signaltransduktion die Beteiligung des Transienten
Rezeptor-Potential-Kationenkanal der Unterfamilie V, Subtyp 1 (TRPV1) (23). TRPV1 ist durch
funktionelle Interaktionen mit H1R, H4R und PAR-2 auf der Ebene der intrazelluldren
Signalubertragung in die Transmission von sowohl Histamin-abhéngigem als auch Histamin-
unabhangigem Juckreiz involviert (24, 25). Einige Studien belegen die Wirksamkeit von TRPV1-
Antagonisten bei der Unterdriickung des Juckreizes und der Beschleunigung der Regeneration der
Hautbarriere im AD-Mausmodell (26, 27). Dies impliziert die Beteiligung von TRPV1 im
Pathomechanismus des Pruritus im Rahmen der AD und macht TRPV1 zum vielversprechenden Ziel
neuer antipruritisch-wirkender Substanzen. Die ersten Ergebnisse aus klinischen Studien mit
menschlichen Probanden zeigen die Unbedenklichkeit der Therapie mit einem TRPV1-Antagonisten
(28). Das Wirkungsprofil dieser neuen Therapieoption in AD Patienten muss noch abgewartet werden
(28).

TRPV1 wird direkt durch Capsaicin sowie durch eine Reihe von Entziindungsmediatoren wie z.B. Hitze
Uber 42 Grad Celsius oder Reduzierung des pH-Wertes aktiviert (29). Die intradermale Capsaicin-
Injektion fungiert seit langem als experimentelles Schmerzmodell (30). Es wurde jedoch beobachtet,



dass sehr oberflachliche Applikationen von Capsaicin, z.B. mittels inaktivierten und mit Capsaicin
durchdrungenen Cowhagehérchen, Juckreiz auslésen und somit ein TRPV1-vermitteltes Juckreizmodell
darstellen kénnen (17, 31). Diese Applikationsmethode ist jedoch zeitaufwendig und mit dem Risiko
restlicher PAR-2 Aktivitaten belastet, falls Mucunain nicht total deaktiviert wurde. Als Alternative stand
bisher die Applikation von Capsaicin als Losung in Ethanol und deionisiertem Wasser oder Creme zur
Verflgung (32). Aufgrund einer deutlich ldngeren Expositionszeit und eines groReren
Applikationsbereiches ist diese Methode mit dem oft eingesetzten Histamin-SPT nur schwer
vergleichbar. Nach unserem Wissen, wurde der SPT mit Capsaicin als experimentelles Modell des
TRPV1-vermittelten Juckreizes bisher nicht validiert.

Patienten die unter juckenden Dermatosen leiden, beschreiben den Juckreiz héufig als ,,stechende®,
,krabbelnde®, ,kitzelnde* oder ,brennende“ Empfindung (6-8). Mdglicherweise weisen prurigindse
Erkrankungen ein fur sich charakteristisches Profil von mit Juckreiz assoziierten Wahrnehmungen auf,
was bisher jedoch nur in einzelnen Studien untersucht wurde (33, 34). Der chronische Juckreiz ist eine
mehrdimensionale Erfahrung, bei der unter anderen sensorische, affektive oder behaviorale Aspekte
bericksichtigt werden sollten (35). Das International Forum for the Study of Itch (IFSI) empfiehl das
Einsetzen von Fragebdgen, die verschiedene Qualitaten des Juckreizes, besonders sensorische und
affektive Dimensionen, erfassen (9, 35). Bei Patienten mit chronischem Pruritus kann das bei der
praziseren Einschatzung von noch nicht ausreichend behandelten Bereichen helfen und zu einer besser
angepassten Therapie beitragen (35).

Experimentell induzierter Pruritus wird ebenfalls oft von Wahrnehmungen begleitet, die mit Juckreiz
assoziiert werden. Gewohnlich wird neben der Juckreizintensitat auch die Intensitit von Empfindungen
wie ,,piksend/ stechend®, ,,warm/heifi/brennend bestimmt (17, 19, 31). Man kann vermuten, dass die
Mediatoren und Induktionswege, die in verschieden Hauterkrankungen involviert sind, unterschiedliche
Profile sensorischer Qualitdten auslésen. In Anbetracht dessen kénnte die Charakterisierung von
Juckreizqualitatsprofilen in experimentellen Bedingungen zu einem besseren Verstandnis der beteiligten
Juckreizmediatoren in Pruritus-assoziierten Erkrankungen fuhren und schlieBlich zur Entwicklung einer
gezielteren und effizienteren Therapie beitragen.

Der Juckreiz in chronisch entzindlichen Hauterkrankungen geht mit lokalen Entziindungsreaktionen
einher. Da an den Entzundungszeichen die peripheren sensorischen Neuronen beteiligt sind, wird diese
Reaktion auch als neurogene Inflammation bezeichnet. In der Urtikaria treten alle drei Komponenten
der neurogenen Entzlindung auf (so genannte ,,triple reaction®): eine Rétung an der betroffenen Stelle,
danach ein Erythem, das sich in die Umgebung ausdehnt (Flare-Reaktion) und ein lokales Odem,
welches klinisch zu einer Quaddel fiihrt.

Die lokalen Hautreaktionen werden ebenfalls in experimentellen Juckreizmodellen beobachtet.
Histamin ruft eine Quaddel und Flare-Reaktion hervor (11). Eine Flare-Reaktion entwickelt sich auch
nach Provokation mit Capsaicin (17). Cowhage hingegen l6st keine oder nur subtile Rotungen,
gelegentlich Mikrotdeme, aus (11). Eine Quaddelbildung resultiert aus der direkten Wirkung von
Histamin auf die postkapillaren VVenolen, was zu ihrer Erweiterung und erhéhten Durchldssigkeit fihrt
(36). Der neurologische Mechanismus, der der Flare-Reaktion zugrunde liegt, ist der Axonreflex. Flare-
Reaktionen spiegeln die Erweiterung der Arteriolen durch Vasodilatatoren wider, die aus afferenten
Nervenfasern (infolge der antidromen Transmission des nozizeptiven Stimulus) freigesetzt worden sind
(36). Die gleichzeitige orthodrome Transmission von Aktionspotenzialen in Richtung des
Zentralnervensystems kodiert die sensorische Information, einschlieflich des Juckreizes (15, 37). Unter
Beriicksichtigung der Beteiligung von sensorischen Nervenfasern, sowohl bei der Flare-Reaktion als
auch bei der Entstehung vom Juckreiz, l&sst sich vermuten, dass die Flare-Reaktion mit der Intensitat



des Pruritus verknlpft ist und damit das Aktivierungsniveau von sensorischen Nervenfasern
widerspiegelt. Ware dies der Fall, kdnnte die Flare-Reaktion, die sich objektiv messen lasst, die rein
subjektive Auswertung von Pruritus erganzen.

Die derzeit verfligbaren Techniken, die auf die Einschatzung des Hautblutflusses beruhen, wie z.B.
Laser Speckle Kontrast Analyse (Laser Speckle Contrast Imaging, LSCI), Thermographie oder
Colorimetrie, ermoglichen eine prézisere Bestimmung der Vasodilatation im Sinne von Ausdehnung
und Intensitat, als eine rein visuelle Beurteilung der Hautrétung (11). Es existieren bislang nur
vereinzelte Studien, die den Zusammenhang zwischen der Flare-Reaktion und Pruritus untersucht haben
(16). Ihre Schlussfolgerungen sind nicht einheitlich oder sogar widerspriichlich (17, 31). Darlber hinaus
beschéftigten sich alle Studien nur mit der Flache der Flare-Reaktion, ohne ihre Intensitat zu analysieren.
Die meisten Studien haben lediglich den Zusammenhang zwischen Histamin-induziertem Flare und
Juckreiz untersucht (16, 38). Bisher adressierte nur eine Studie die Verbindung zwischen Histamin-,
Capsaicin-, und Cowhage-induzierter Flare-Reaktion und Pruritus (31). Nur in zwei der Studien wurden
moderne Methoden zur Messung von Blutflussverdnderungen eingesetzt (38, 39).

Ein besseres Verstandnis des Zusammenhanges zwischen Flare-Reaktion und Juckreiz kann eine
klinische Anwendung finden. Eine objektive und préazise Messung der Flare-Reaktion kdnnte bei der
Bestimmung der Juckreizintensitat bei Patienten mit chronischen pruriginésen Hauterkrankungen
helfen. Eine verminderte Flare-Flache wurde bereits als Test fir eine funktionelle Beeintrachtigung von
C-Fasern im Rahmen der Small-Fiber-Neuropathie eingesetzt und validiert (40).

Juckreizmodelle kénnen bei gesunden Probanden dazu verwendet werden, um einen bestimmten
Induktionsmechanismus zu reproduzieren oder neue Therapiemdglichkeiten zu priifen. Bei Patienten,
die unter juckenden Dermatosen leiden, kann der Einsatz von Juckreizmodellen dartiber hinaus zu einem
besseren Verstdndnis zugrundeliegender Interaktionen zwischen involvierten Mediatoren beitragen
sowie eine veranderte Expression von Rezeptoren in betroffenen Hautarealen demonstrieren, was im
Anschluss diagnostische Implikationen haben kann. Der SPT mit Histamin ist im klinischen Alltag weit
verbreitet und wird als Positivkontrolle in der allergologischen Routinediagnostik eingesetzt. Er gehort
zu den Standardtests bei Patienten mit Verdacht auf AD. Die AD ist eine der haufigsten Dermatosen,
mit einer in vielen Regionen der Welt 20% (berschreitenden Lebenszeitpravalenz (41). Die Diagnose
einer AD wird fast ausschlieRlich durch eine detaillierte Anamnese und klinische Untersuchung gestellt.
Allerdings kénnen atypische Erscheinungsformen eine Diagnosestellung erschweren (42). Keiner von
gewdhnlich bestimmten Laborparametern, wie z.B. Gesamt-IgE und spezifisches IgE, sind bei der AD
spezifisch erhéht oder beim intrinsischen Subtyp der AD sogar unauffallig (43). Der SPT mit Histamin
ruft Juckreiz, eine Flare-Reaktion und eine Quaddel hervor, die sich auf einfache Art und Weise messen
lassen. Es wurde beobachtet, dass die Histamin-induzierte Flare-Reaktion bei Patienten mit AD im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vermindert auftrat (44, 45). Im Gegensatz dazu, wurde nicht
Ubereinstimmend berichtet, dass sich Quaddelbildung und empfundener Juckreiz zwischen Gesunden
und AD Patienten unterscheiden (44, 46). Mdglicherweise kann man aus der veranderten Reaktivitat der
atopischen Haut mehr Informationen ablesen, als bisher angenommen. Das diagnostische Potenzial des
SPT mit Histamin wurde in der AD bisher nicht untersucht. Im Hinblick auf das andere wichtige
Pruritogen, Cowhage, wurde hingegen bereits beobachtet, dass Cowhage-induzierter Juckreiz bei AD
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe innerhalb einer 5,5-minutigen Beobachtungszeit
langsamer nachlasst (12). Der Einsatz der Cowhage-Hautprovokation als Instrument fur die AD-
Diagnose wurde bisher nicht systematisch untersucht.



3. Zielstellung

Das erste Ziel dieser Arbeit war der Vergleich von Juckreiz-assoziierten sensorischen Wahrnehmungen
nach SPT mit Capsaicin und zwei gut etablierten Juckreizmodellen, SPT mit Histamin und
Hautprovokation mit Cowhage. Hierzu wurde der SPT mit Capsaicin als Modell von TRPV1-
vermittelten Pruritus in gesunden Probanden validiert (Publikation 1).

Ein weiteres Ziel war die Untersuchung der Zusammenhdange zwischen Juckreiz und Flare-Reaktion,
gemessen mittels LSCI und digitaler planimetrischer Morphometrie, in experimentellen Modellen mit
Histamin-, Cowhage- und Capsaicin-induziertem Pruritus (Publikation 2).

Weiterhin wurde 0berprift, ob sich Juckreiz und Hautreaktionen nach SPT mit Histamin und
Provokation mit Cowhage zwischen gesunden Probanden und Patienten mit AD unterscheiden. Ebenso
wurde das Potenzial von Hautprovokationen mit Histamin und Cowhage als Biomarker der AD
untersucht (Publikation 3).

Die Ziele dieser Arbeit wurden unter besonderer Berlicksichtigung mdglicher neuer
Anwendungsmadglichkeiten dieser Hautprovokationen in experimentellen und klinischen Bedingungen
formuliert.

4. Material und Methoden

Die vorliegende Promotion besteht aus 4 Experimenten (2 Pilotexperimenten und 2 Hauptexperimenten)
die nach erteilter Genehmigung der lokalen Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin
(EA4/063/13) im Allergie-Centrum-Charité, Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Charité — Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt wurden. Alle Teilnehmer haben eine Einwilligung
unterschrieben.

Publikation 1 (47)

Im Rahmen der Validierung des SPT mit Capsaicin wurde zuerst ein Pilotversuch durchgefihrt, um jene
Konzentration von Capsaicin zu ermitteln, die bei den meisten Probanden Juckreiz auslost. Drei
Konzentrationen von Capsaicin: 2%, 4%, 8% (0.02, 0.04, 0.08 g/ml Capsaicin in 48% Polysorbat 80 in
isotonischer Kochsalzlosung; Charité Apotheke, Berlin) und Negativkontrolle (48% Polysorbat 80 in
isotonischer Kochsalzlésung; Charité Apotheke, Berlin) wurden mittels SPT auf den volaren
Unterarmen von 8 gesunden Probanden (5 Frauen; Medianalter 40 Jahre, Interquartilsabstand: 35-44
Jahre) eingesetzt. Ein nachfolgender SPT wurde erst durchgefiihrt, nachdem der vorher induzierte
Juckreiz abgeklungen war. Die Probanden bewerteten die Juckreizintensitat auf einer Visuellen Analog-
Skala (VAS) (0-100 mm) im Minutenintervall Gber maximal 30 Minuten.

Das zweite Pilotexperiment wurde durchgefihrt, um die am haufigsten auftretenden Juckreizqualitaten
zu identifizieren. Acht gesunde Probanden (4 Frauen; Medianalter 40 Jahre, Interquartilsabstand: 34-42
Jahre) nahmen teil. Auf den volaren Unterarmen wurden SPT mit Histamin (10 mg/ml; ALK-Abello,
Horsholm, Denmark), Capsaicin (0.08 g/ml Capsaicin in 48% Polysorbat 80 in isotonischer
Kochsalzldsung; Charité Apotheke, Berlin) und Hautprovokationen mit Cowhagehdrchen (40-45
Cowhagehérchen tber 45 Sekunden sanft auf einem 4 cm? groRen Testareal gerieben (12)) in
randomisierter Reihenfolge durchgefthrt. Die Probanden wurden gebeten die sensorischen Deskriptoren
auszuwahlen, die ihre Empfindung am besten widerspiegeln. Dabei standen die folgenden 17
Deskriptoren aus dem etablierten Eppendorfer Juckreizfragebogen (48) zur Auswahl: juckend, triebhaft,
warm, kalt, brennend, kribbelnd, kitzelnd, pulsierend, wellenférmig, piksend, bohrend, dumpf, scharf,



betdubend, zwickend, pressend, schmerzend. Ferner konnten die Probanden weitere Deskriptoren
erganzen. Hierzu standen Freitextfelder zur Verfugung.

Fir das erste Hauptexperiment wurden 31 gesunde Probanden (15 Frauen, Medianalter 28 Jahre,
Interquartilsabstand: 26-34 Jahre) rekrutiert. Bei 10 Probanden bestand anamnestisch eine allergische
Rhinitis oder allergisches Asthma. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt der Untersuchung
symptomfrei. Eine Woche vor der Untersuchung durften keine Antihistaminika und Analgetika
eigenommen werden. Antidepressiva, systemische und topische Steroide mussten mindestens 14 Tage
vor der Hauttestung abgesetzt werden. Am Tag der Untersuchung wurden die Probanden gebeten keinen
Kaffee zu trinken.

Der SPT mit Histamin, der SPT mit Capsaicin und deren Negativkontrollen sowie die Hautprovokation
mit Cowhage und deren Negativkontrolle (jeweils 40-45 native Cowhagehdrchen und Cowhagehdrchen
deaktiviert im Autoklaven- Applikationsmethode siehe oben) wurden durchgefiihrt. Die aktive Substanz
wurde immer zusammen mit ihrer Negativkontrolle, die auf den jeweils kontralateralen Unterarm
appliziert wurde, getestet. Testareale befanden sich mindestens 5 c¢cm voneinander entfernt. Die
nachfolgende Hautprovokation erfolgte nach 60 Minuten. Die Provokationsreihenfolge, die
Provokationsseite (rechts vs. links), und der Applikationsbereich (proximal vs. distal) wurden
randomisiert.

Die Juckreizintensitat wurde auf einer VAS (0-100 mm), wie bereits im Pilotexperiment beschrieben,
gemessen. Nachdem der Juckreiz abgeklungen war, haben die Probanden die allgemeine Intensitat von
sensorischen Juckreizqualitaten auf einer VAS (0-100 mm) bewertet. Anhand der Ergebnisse des
zweiten Pilotversuchs wurden die folgenden Qualitédten eingeschlossen: juckend, triebhaft, warm,
brennend, kribbelnd, kitzelnd, piksend und wellenférmig.

Der langste (DL) und der perpendikulare Durchmesser (DP) der Flare-Reaktionen und der Quaddeln
wurden mit einem Lineal 10, 20, 40, 60 und 90 Minuten nach Beginn der Provokationen gemessen. Die
Flachen (in mm?2) wurden anschlieBend berechnet (F=DL/2-DP/2x).

Publikation 2 (49)

Auf Basis der im ersten Hauptexperiment erhobenen Daten wurden die Zusammenhénge zwischen
Flare-Reaktion und Juckreiz in experimentellen Juckreizmodellen untersucht. Die genaue
Charakterisierung von Probanden und Hautprovokationen entspricht der Publikation 1. In Kurze: SPT
mit 1% Histamin, SPT mit 8% Capsaicin, Provokation mit 40-45 Cowhageharchen und entsprechende
Negativkontrollen wurden auf den volaren Unterarmen von 31 gesunden Probanden durchgefiihrt. Die
Juckreizintensitit wurde minttlich Gber einen Zeitraum von 30 Minuten mithilfe einer VAS (0-100 mm)
gemessen.

Die Flache (mm?) und Intensitat (perfusion units, PU) des erhéhten Blutflusses wurden mittels Laser
Speckle Kontrast Analyse (Laser Speckle Contrast Imaging, LSCI; moorFLPI2; Moor Instruments,
Axminster, UK)) bestimmt. Die LSCI Aufnahmen wurden vor, als auch 10, 20, 40, 60 und 90 Minuten
nach den Hautprovokationen durchgefiihrt. Die Messmethode basiert auf der Auswertung der
Verdnderungen im Speckle-Muster. Die integrierte Software (moorFLPI2-Review V4.0; Moor
Instruments, Axminster, UK) berechnet die daraus resultierenden Fluxwerte, um ein farbkodiertes
Perfusionsbild zu erzeugen. Die Flache des erhéhten Blutflusses (mm?) auf einem Nachprovokationsbild
wurde als Hautareal definiert, dessen Fluxwert den Flux-Mittelwert plus 2 Standardabweichungen (SD)
innerhalb der Applikationsstelle vor Provokation tiberschreitet. Die maximale Intensitat des Blutflusses
(PU), d.h. der maximale Fluxwert nach Hautprovokation, wurde innerhalb eines vordefinierten und im



Zentrum der Applikationsstelle platzierten Bereiches (415 mm?), gemessen. Die mittlere Intensitat des
Blutflusses (PU) wurde auf einem Nachprovokationsbild innerhalb der Flache des erhéhten Blutflusses
gemessen. Die Flache der Flare-Reaktion (mm?2) wurde mithilfe der digitalen planimetrischen
Morphometrie erfasst (ImageJ developers, NIH, MD, USA). Die digitalen Fotos wurden vor und 10, 20,
40, 60 und 90 Minuten nach den Hautprovokationen aufgenommen.

Publikation 3 (50)

Fir das Experiment wurden 22 Patienten mit AD (12 Frauen; Medianalter 30 Jahre, Spannweite 20-42
Jahre, SCORAD Miittelwert + SD 34.4 £14.6, Juckreizintensitdt anhand der VAS des SCORAD [0-10]
Mittelwert + SD 3.9 + 2.2) und 18 gesunde Probanden (8 Frauen; Medianalter 29 Jahre, Spannweite 21-
41 Jahre) rekrutiert. Nur Patienten mit symmetrisch ekzem-freien Arealen auf beiden volaren
Unterarmen wurden eingeschlossen. Acht AD Patienten hatten anamnestisch zusatzlich eine allergische
Rhinitis, 2 AD Patienten hatten zusatzlich ein allergisches Asthma und 2 AD Patienten hatten beide
Erkrankungen, jedoch waren alle Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung symptomfrei. Spatestens
2 Wochen vor der Untersuchung durften die Patienten keine topischen Steroide oder Calcineurin-
Inhibitoren im Bereich der Testareale verwenden oder systemische Immunsuppressiva oder UV-
Therapie erhalten. Antihistaminika wurden 1 Woche vor dem Experiment abgesetzt.

Der SPT mit Histamin (10 mg/ml) und Negativkontrolle (beide ALK-Abello, Horsholm, Denmark) und
Hautprovokation mit 40-45 Cowhagehéarchen (Applikationsmethode wie oben beschrieben) wurden auf
den jeweils kontralateralen volaren Unterarmen durchgefiihrt. Die Provokationsseiten (links vs. rechts)
und Provokationszeiten (8:00-10:00, 12:00-14:00, 18:00-20:00) wurden randomisiert.

Die Juckreizintensitat wurde wahrend einer 30-minutigen Beobachtungszeit in Minutenintervallen auf
einer VAS (0-100 mm) bewertet. Als Outcome-Parameter wurden die maximale Juckreizintensitét, die
Juckreizpersistenz (Zeit von der SPT mit Histamin oder dem Ende der Cowhage Applikation bis zum
Ende der Juckreizempfindung) und die Flache unter der Kurve (Area under the curve, AUC) analysiert.
Nachdem der Juckreiz verschwunden war, bewerteten alle Teilnehmer die Intensitat der folgenden
sensorischen Deskriptoren des Eppendorfer Juckreizfragebogens auf einer VAS (0-100 mm): juckend,
triebhaft, warm, kalt, brennend, kribbelnd, kitzelnd, pulsierend, wellenférmig, piksend, bohrend, dumpf,
scharf, betdubend, zwickend, pressend, schmerzend (48).

Die Hautreaktion, d.h. Quaddel und Flare-Reaktion, wurden 20, 40, 60, 90 und 120 Minuten nach der
Provokation gemessen. Der langste (DL) und der perpendikulare Durchmesser (DP) der Quaddel und
Flare-Reaktion wurden mit einem Lineal gemessen und fiir die Berechnung der Flache (mm?) (F)
verwendet (F=DL/2-DP/2-x). Zusatzlich wurde die Flache der Flare-Reaktion und der Quaddel mittels
digitaler planimetrischer Morphometrie bestimmt, indem die Umrisse von Flare-Reaktion und Quaddel
mittels ImageJ Software (ImageJ developers, NIH, USA) auf den digitalen Fotos von Testarealen
markiert wurden. Mit Hilfe der Volumetrie (PRIMOS, GF Messtechnik GmbH, Teltow/Berlin,
Germany), die eine kontaktfreie 3D-Darstellung der Hautoberflache ermdglicht, wurde zudem das
Quaddelvolumen (mm3) quantifiziert. Fur die Bestimmung der Erythemintensitat (arbitrary units, AU;
0-999) wurde ein Mexameter (Courage & Khazaka, Cologne, Germany) verwendet.

5. Ergebnisse

Die Ergebnisse des ersten Hauptexperiments wurden in zwei Publikationen verdffentlicht (47, 49). Die
Ergebnisse des zweiten Hauptexperiments wurden in Publikation 3 vertffentlicht (50).
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Publikation 1

Hawro T, Lehmann S, Deuring E, Weller K, Altrichter S, Church MK, Maurer M, Metz M. Comparison
of pruritus and sensory qualities induced by capsaicin, histamine and cowhage. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2019;33(9):1755-61. (47)

Pilotexperimente

Der konsistenteste Juckreiz konnte mit Capsaicin in einer Konzentration von 8% ausgeldst werden.
Diese Konzentration wurde daher fur die weiteren Untersuchungen verwendet. Zudem wurden die
folgenden sensorischen Deskriptoren am haufigsten fir alle 3 Provokationsmethoden berichtet: juckend,
triebhaft, warm, brennend, kribbelnd, kitzelnd, wellenformig, piksend. Weil kribbelnd und kitzelnd sehr
ahnliche sensorische Qualitdten beschreiben, wurde nur , kribbelnd*“ als Deskriptor fir die weiteren
Experimente ausgewahlt.

Hauptexperiment

Die durch den SPT mit Histamin und Capsaicin induzierte Flare-Reaktion erreichte 10 Minuten nach
Testung die maximale mit einem Lineal gemessene GréRe. Nach einer Hautprovokation mit Cowhage
wurde keine mit einem Lineal messbare Flare-Reaktion beobachtet. Die Capsaicin-induzierte Flare-
Reaktion war im Vergleich zur Histamin-induzierten Flare-Reaktion signifikant kleiner (23 % der AUC
der Histamin-induzierten Flare-Reaktion, 95% KI 4-151%, t-Test fur abhangige Stichproben,
P < 0.001). Nur Histamin loste Quaddeln aus.
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Zeit (Min)
Abbildung 1. Kinetik der Juckreizintensitaten Abbildung 2. Mittelwert (+ SEM) der Intensitat von
(Mittelwert + SEM), bewertet auf einer Visuellen bestimmten mit Juckreiz assoziierten Empfindungen
Analog-Skala (VAS) von 0-100 mm, nach (n=31 gesunde Probanden), bewertet auf einer
Hautprovokationen mit Histamin, Cowhage und Visuellen Analog-Skala (VAS) nach Hautprovokationen
Capsaicin (aus Hawro et al. 2019 (47). Mit mit Histamin, Cowhage und Capsaicin. ANOVA mit
freundlicher Genehmigung des John Wiley and Bonferroni-Korrektur wurde nur fur die Vergleiche
Sons Verlags). zwischen aktiven Substanzen durchgefiihrt (aus Hawro

etal. 2019 (47). Mit freundlicher Genehmigung des John
Wiley and Sons Verlags).

Nach SPT mit Capsaicin und Hautprovokation mit Cowhage berichteten alle Probanden Juckreiz und
mindestens einer mit Juckreiz assoziierte Wahrnehmungen. Bis auf einen Probanden galt gleiches fiir
den SPT mit Histamin. Histamin-induzierter Juckreiz dauerte statistisch signifikant l&nger im Vergleich
zu Cowhage- (Mittelwert £ SEM, 13.5 £ 1.4 Min. vs. 8.8 £1.2 Min.) und Capsaicin-induziertem Juckreiz
(10.9 £1.0 Min.; ANOVA P =0.011, Bonferroni-Korrektur, Histamin vs. Cowhage, P = 0.005, Histamin
vs. Capsaicin, P = 0.242, Cowhage vs. Capsaicin, P = 0.755) (Abbildung 1).
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Die Empfindung ,,juckend* und ,.triebhaft* waren weniger intensiv nach SPT mit Capsaicin als nach
SPT mit Histamin und Hautprovokation mit Cowhage. Die Empfindung ,brennend“ war nach
Provokation mit Capsaicin und Cowhage stérker ausgepragt als nach SPT mit Histamin. Cowhage l0ste
eine intensive Empfindung ,,piksend* aus. Die Empfindungen ,,wellenférmig®, , kribbelnd* und ,,warm*
kamen nur schwach zum Ausdruck und waren nicht statistisch signifikant unterschiedlich zwischen den
Provokationen mit Histamin, Cowhage und Capsaicin (Abbildung 2).

Publikation 2

Lehmann S, Deuring E, Weller K, Scheffel J, Metz M, Maurer M, Hawro T. Flare Size but not Intensity
reflects histamine-induced itch. Skin Pharmacol Physiol. 2020; 33(5):244-52. (49)

Der SPT mit Histamin induzierte Juckreiz und einen erhdhten Blutfluss (gemessen mittels LSCI)
(Abbildung 3). Histamin-induzierter Pruritus korrelierte mit der FlachengréRe des erhéhten Blutflusses,
jedoch nicht mit maximaler und mittlerer Intensitét des erhohten Blutflusses, gemessen mittels LSCI
(Tabelle 1).

Abbildung 3. Verénderung im Blutfluss nach

experimentaler Induktion von Pruritus. Kinetik
** Histamin der Erhohung des Blutflusses (mm2) in Bezug zur
+ Capsaicin Baseline, gemessen mit Laser Speckle Kontrast
Analyse (LSCI) Uber 90 Minuten nach
Hautprovokationen mit Histamin, Capsaicin und
Cowhage. Statistische Signifikanzen (*P < 0.05;
**p < 0.01; ***P < 0.001) dargestellt fur
Vergleiche zwischen Parametern vor und nach
Hautprovokation (e — Histamin, ¢ — Capsaicin,
A — Cowhage). Dargestellt sind jeweils
Mittelwert £ SEM (aus Lehmann et al. 2020 (49)).
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o
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Mit freundlicher Genehmigung des Karger Verlags.
The final, published version of this article is available
at http://www.karger.com/?doi=10.1159/000508795

Zeit (Min)

Hautprovokationen mit Capsaicin und Cowhage induzierten einen Juckreiz und einen erhéhten
Blutfluss, jedoch in geringerem Malf3e als Histamin. Histamin erhhte den Blutfluss (Flache des erhéhten
Blutflusses, mittlere und maximale Intensitét) starker als Capsaicin (P < 0.001 fir alle oben genannten
Parameter) und Cowhage (P < 0.001 fur alle oben genannten Parameter) in LSCI-Messungen 10
Minuten nach Provokation. Capsaicin induzierte eine groRere Flache erhéhten Blutflusses (P = 0.001)
und héhere maximale und mittlere Intensitat (P < 0.001) als Cowhage. Sowohl Capsaicin als auch
Cowhage-induzierter Juckreiz korrelierte nicht mit den Verénderungen im Blutfluss, weder mit der
FlachengrolRe noch mit der maximalen oder mittleren Intensitat des Blutflusses gemessen mittels LSCI
(Tabelle 1).

Es bestand eine moderate Korrelation zwischen der Fléche der Flare-Reaktion, bestimmt mithilfe
digitaler planimetrischer Morphometrie, und Histamin-induzierten Juckreiz (Tabelle 1). Die Korrelation
zwischen der Juckreizintensitat (AUC) und der Fl&che der Flare-Reaktion war schwécher als die
Korrelation zwischen der Juckreizintensitdt (AUC) und der Flache des erhdhten Blutflusses gemessen
mittels LSCI (Tabelle 1). Die Flache der Flare-Reaktion korrelierte mit der Flache des erhthten
Blutflusses gemessen mittels LSCI 10 Minuten nach der Provokation (r = 0.731, P < 0.001).
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Juckreiz (Pearson’s r, Signifikanz)
Substanz Flare Parameter maximale Dauer AUC
Intensitét
Fliche der Flare-Reaktion (digitale 0.283, P =0.123 | 0.406, P =0.023¥ | 0.409, P =0.022"
Planimetrie)
Histamin Flache des erhchten Blutflusses (LSCI) | 0.575, P =0.001 | 0.545, P =0.002% | 0.649, P < 0.001?
Veranderung der maximalen Intensitat | 0.146, P = 0.435 | 0.200, P =0.280 0.196, P =0.291
des Blutflusses zur Baseline (LSCI)
mittlere Intensitét des Blutflusses (LSCI) | 0.053, P =0.777 | 0.068, P =0.716 0.030, P =0.874
Flache der Flare-Reaktion (digitale 0.338, P =0.063 | 0.135, P =0.468 0.271, P =0.141
Planimetrie)
Flache des erhohten Blutflusses (LSCI) | 0.127, P =0.502 | 0.293,P=0.116 | 0.123,P =0.516
Capsalcin . e nderung der maximalen Intensitat | 0354, P = 0,051 | 0212, P=0.252 | 0271, P = 0.140
des Blutflusses zur Baseline (LSCI)
mittlere Intensitat des Blutflusses (LSCI) | 0.331, P =0.069 | 0.158, P =0.395 0.305, P =0.095
Flache des erhohten Blutflusses (LSCI) | 0.135, P =0.477 | 0.031, P =0.870 0.240, P =0.202
Veranderung der maximalen Intensitdt | 0.060, P =0.752 | -0.010, P =0.958 | 0.048, P =0.801
Cowhage des Blutflusses zur Baseline (LSCI)
mittlere Intensitét des Blutflusses (LSCI) | -0.016, P=0.934 | -0.029, P =0.878 | 0.150, P =0.428

Tabelle 1. Korrelation (Pearson) zwischen Juckreizparametern und Flare-Reaktion-Parametern, gemessen 10
Minuten nach Hautprovokationen mit Histamin, Capsaicin und Cowhage (aus Lehmann et al. 2020 (49)).

Mit freundlicher Genehmigung des Karger Verlags. The final, published version of this article is available
at http://www.karger.com/?doi=10.1159/000508795

AUC — area under the curve; LSCI — Laser Speckle Kontrast Analyse

4 Die Korrelation zwischen der Juckreizdauer und der Flache des erhéhten Blutflusses gemessen mittels
LSCI unterschied sich nicht statistisch signifikant von der Korrelation zwischen der Juckreizdauer und
der Flache der Flare-Reaktion gemessen mithilfe digitaler Planimetrie, P = 0.140
b Die Korrelation zwischen der Juckreizintensitat (AUC) und Flache des erhohten Blutflusses gemessen
mittels LSCI war stérker als die Korrelation zwischen der Juckreizintensitat (AUC) und der Flache der
Flare-Reaktion gemessen mithilfe digitaler Planimetrie, P = 0.022.

Publikation 3

Hawro T, Lehmann S, Altrichter S, Fluhr JW, Zuberbier T, Church MK, Maurer M, Metz M. Skin
provocation tests may help to diagnose atopic dermatitis. Allergy. 2016; 71 (12): 1745-52. (50)

Anders als Cowhage, flihrte die Hautprovokation mit Histamin zu einer sichtbaren Flare-Reaktion und
einer erhéhten Erythemintensitdt (gemessen mittels Mexameter), sowohl bei AD Patienten als auch in
der gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 4). Histamin-induzierte Flare-Reaktionen, gemessen 20
Minuten nach Hautprovokationen, waren deutlich kleiner in Patienten mit AD als bei gesunden
Probanden (Abbildung 4). Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Erythemintensitét
gemessen mittels Mexameter, oder in Quaddeldurchmesser und -volumen zwischen AD Patienten und
gesunden Probanden.
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Abbildung 4. Der Durchmesser und die Flache der Histamin-induzierten Flare-Reaktion sind kleiner bei Patienten
mit atopischer Dermatitis als bei gesunden Probanden. Die Intensitat des Histamin-induzierten Erythems ist nicht
signifikant unterschiedlich zwischen beiden Gruppen. (A) Der langste Durchmesser der Flare-Reaktion gemessen
mit einem Lineal. (B) Flache der Histamin-induzierten Flare-Reaktion bestimmt mittels digitaler Planimetrie. (C)
Intensitat des Erythems gemessen mittels Mexameter nach SPT mit Histamin. (D) Intensitat des Erythems
gemessen mittels Mexameter nach Hautprovokation mit Cowhage. Mittelwert + SEM. AU, ,,arbitrary units*.
*P < 0.05; ** P <0.01; ***P < 0.001 vs. Baseline. ++P < 0.01 Patienten mit atopischer Dermatitis vs. gesunde
Probanden 20 Minuten nach Hautprovokation (aus Hawro et al. 2016 (50). Mit freundlicher Genehmigung des
John Wiley and Sons Verlags).

Patienten mit AD zeigten eine deutlich verlangerte Persistenz von Cowhage-induziertem Juckreiz im
Vergleich zu gesunden Probanden (eine Juckreizpersistenz von mindestens 30 Minuten wurde bei 14
von 22 Patienten mit AD und nur bei 3 gesunden Probanden beobachtet, P < 0.01; Abbildung 5 A, C).
Die allgemeine Juckreizintensitat im zeitlichen Verlauf (AUC) nach der Hautprovokation mit Cowhage
war ebenfalls signifikant hdher bei AD Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert + SEM;
746 £ 138 vs. 316 +52; P < 0.05) (Abbildung 5 A, D). Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied
in Bezug auf die maximale Juckreizintensitat zwischen AD Patienten und gesunden Probanden
(Abbildung 5 A, E). Hinsichtlich aller Parameter des Histamin-induzierten Juckreizes zeigte die
statistische Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit AD und gesunden
Probanden.

Der langste Durchmesser von Histamin-induzierten Flare-Reaktionen gemessen mit einem Lineal 20
Minuten nach SPT sagt eine AD mit guten diskriminierenden Eigenschaften voraus (Flache unter der
ROC-Kurve 0.80, 95% K1 0.662-0.936, P < 0.01). Ein Durchmesser von Flare-Reaktionen von unter 20
mm erlaubt die Diagnosestellung einer AD mit einer Sensitivitat von 0.59 und einer Spezifitat von 0.78.
Die Flache der Flare-Reaktion bestimmt durch Messungen mit einem Lineal und digitaler
planimetrischer Morphometrie zeigte ahnliche diskriminierende Eigenschaften (Flache unter der ROC-
Kurve 0.80, 95% K1 0.660-0.939, P < 0.01 und 0.78, Kl 95% 0.628-0.927, P < 0.01).
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Abbildung 5. Patienten mit AD berichten Uber langeren Juckreiz nach Hautprovokation mit Cowhage aber nicht
nach SPT mit Histamin, im Vergleich zu gesunden Probanden. (A) Zeitlicher Verlauf der Juckreizintensitat
bewertet auf einer Visuellen Analog-Skala (VAS) nach Hautprovokation mit Cowhage; Mittelwert £ SEM. (B)
Zeitlicher Verlauf der Juckreizintensitat bewertet auf einer Visuellen Analog-Skala (VAS) nach SPT mit Histamin;
Mittelwert £ SEM. (C) L&ngere Persistenz von Juckreiz nach Hautprovokation mit Cowhage in AD Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppe; Median (Interquartilsabstand); Mann-Whitney U-Test, P < 0.01. (D) Die Flache
unter der Kurve (Area under the curve [AUC]) fur Juckreizintensitéat nach Hautprovokation mit Cowhage ist
groRer bei Patienten mit AD in Vergleich zu gesunden Probanden; Mittelwert + SEM; Student’s t Test, P < 0.05.
(E) Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der maximaler Juckreizintensitat zwischen Patienten mit AD und
gesunden Probanden nach Hautprovokation mit Cowhage; Mittelwert £ SEM (aus Hawro et al. 2016 (50). Mit
freundlicher Genehmigung des John Wiley and Sons Verlags).

Die Juckreizpersistenz nach Hautprovokation mit Cowhage sagte eine AD ebenfalls mit guten
diskriminierenden Eigenschaften voraus (Flache unter der ROC-Kurve 0.78, 95% KI 0.633-0.930,
P < 0.01). Eine Juckreizpersistenz von 30 Minuten oder langer erlaubt die Diagnosestellung einer AD
mit einer Sensitivitat von 0.64 und einer Spezifitat von 0.83.

Beide Variablen sagen die Diagnose einer AD unabhdangig voneinander voraus (logistische Regression).
Ein Regressionsmodell, welches den Durchmesser von Histamin-induzierten Flare-Reaktionen erfasst,
sagt die korrekte Diagnose einer AD in 70% der Falle voraus und erklart 36% der Varianz (Nagelkerke
Rz = 0.358, P < 0.001). Ein Regressionsmodell, welches die Cowhage-induzierte Juckreizpersistenz
beinhaltet, erlaubt die korrekte Diagnose einer AD in 75% der Falle und erklart 31% der Varianz
(Nagelkerke Rz = 0.313, P < 0.01). Ein Regressionsmodell mit beiden Variablen ermdglicht die
Diagnose einer AD in 80% der Falle und erklart 52% der Varianz (Nagelkerke R? = 0.523, P < 0.001).

Die ROC Analyse zeigte, dass die Kombination vom Durchmesser der Histamin-induzierten Flare-
Reaktion und der Persistenz von Cowhage-induziertem Juckreiz noch bessere diagnostische
Eigenschaften im Vergleich zu ihrer separaten Verwendung aufweist (Flache unter der ROC-Kurve
0.87, 95% KI 0.746-0.989, P < 0.001). Die Sensitivitat einer korrekten AD Diagnosestellung, wenn

15



zumindest ein Kriterium erfiillt wurde (d.h. Cowhage-induzierter Juckreiz langer als 30 Minuten oder
Durchmesser von Histamin-induzierter Flare-Reaktion unter 20 mm), war 0.91 (Spezifitat 0.67). Die
Spezifitat der korrekten AD Diagnose, wenn beide Kriterien erfallt wurden, war 0.94 (Sensitivitat 0.47).

In Subgruppen von AD Patienten, definiert durch die Flare-Reaktion (< 20 mm) oder Juckreizpersistenz
nach Cowhage-Provokation (> 30 Minuten), waren weder Alter, SCORAD, SCORAD-
Juckreizintensitat, Diagnose von Asthma oder allergischer Rhinitis, noch das Geschlecht statistisch
signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 6. Patienten mit atopischer Dermatitis (AD) berichten mehr Juckreiz-assoziierte Wahrnehmungen als
gesunde Probanden nach Hautprovokationen mit Cowhage und Histamin. Boxplots reprasentieren den
Interquartilsabstand, der Median ist mittels vertikaler Linie markiert, Whiskers reprasentieren die Spannweite.
AusreiRer sind als Punkte dargestellt. Signifikanzniveaus (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) sind flr
Vergleiche mit Negativkontrolle angegeben (Wilcoxon’s Test). (A) Skin Prick Test mit Histamin bei gesunden
Probanden. (B) Skin Prick Test mit Histamin bei AD Patienten. (C) Hautprovokation mit Cowhage bei gesunden
Probanden. (D) Hautprovokation mit Cowhage bei AD Patienten (aus Hawro et al. 2016 (50). Mit freundlicher
Genehmigung des John Wiley and Sons Verlags).

Im Vergleich zu gesunden Probanden wéhlten Patienten mit AD mehr Juckreizqualititen aus, sowohl
hinsichtlich Histamin- als auch Cowhage-induziertem Juckreiz (Abbildung 6). Die Differenz in den
Intensitaten der jeweiligen Juckreizqualitaten war zwischen beiden Gruppen nicht statistisch signifikant.

6. Diskussion

Die Ergebnisse des ersten Hauptexperiments zeigen, dass die Hautprovokationen mit Histamin,
Capsaicin und Cowhage zu unterschiedlichen und einzigartigen Reaktionen hinsichtlich Juckreizdauer,
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Juckreizintensitat und der begleitenden Empfindungen als auch zu unterschiedlichen Flare-Reaktionen
fuhren.

Eine Herausforderung fiir diese Arbeit stellte das Fehlen standardisierter Modelle fiir Capsaicin-
induzierten Juckreiz dar. Im Verlauf von Pilotexperimenten wurde die optimale Konzentration von
Capsaicin bestimmt, die, wenn mittels SPT appliziert, konsistenten Juckreiz auslost. Der SPT eignet
sich besonders gut als Applikationsverfahren fiir experimentelle Juckreizmodelle. Er ist einfach
durchzufuhren, sicher und ohne Risiko einer Kontamination des Ergebnisses durch Restaktivitét
unvollstandig deaktivierter Cowhage Harchen. Der SPT mit 8% Capsaicin loste reproduzierbaren
Juckreiz mit vergleichbarem Zeitverlauf zu Histamin und Cowhage aus.

Der Histamin-induzierte Juckreiz dauerte langer als Cowhage-induzierter Juckreiz, was mit
neurophysiologischen Beobachtungen in Makaken kongruent ist. Diese zeigten, dass die
durchschnittliche Dauer der Entladung von mit Cowhage stimulierten Neuronen kiirzer war, als von mit
Histamin stimulierten Neuronen (51).

Des Weiteren wurden Unterschiede in Profilen der begleitenden, mit Juckreiz assoziierten
Empfindungen beobachtet. Capsaicin induzierte weniger intensive Empfindungen von ,,juckend* und
Hriebhaft“ als Histamin und Cowhage. Histamin erzeugte weniger intensive Empfindungen von
,brennend” im Vergleich zu Capsaicin und Cowhage. Cowhage hingegen induzierte starkere
Empfindungen von ,,piksend* als Histamin. Diese Ergebnisse widersprechen den fritheren Ergebnissen
von Sikand et al. (31). Die Diskrepanz kann aus verschiedenen Applikationsmethoden resultieren (SPT
vs. Applikation mit inaktivierten und mit Histamin und Capsaicin durchdrungenen Cowhage Fasern).
Der Einsatz einzelner Cowhage Fasern fulhrt zu einer gezielteren Deposition von kleinen Mengen des
Pruritogens. In unserem Experiment wurde mehr Substanz deponiert und damit wurden mehr
Nervenfasern aktiviert. Daruber hinaus verwendeten Sikand et al. nur 3 sensorische Deskriptoren
(,juckend®, ,,piksend“/“stechend* und ,,brennend*), was dazu fiihren konnte, dass mehr Qualititen zu
einem Deskriptor zugeordnet wurden. Das Setting unseres Experiments kann nicht die Frage
beantworten, warum sich die Juckreizqualititen zwischen Juckreizinduktoren unterscheiden. Es wurde
berichtet, dass die Subgruppen von CMH und CMi Fasern auf verschiedene Mediatoren, Histamin und
Capsaicin einschlieBlich, mit differenzierten Antwortmustern reagieren (52). Auflerdem wurden
unterschiedliche, jedoch uberlappende, Gehirnaktivierungsnetzwerke fir spezifische Sensationen
identifiziert, die durch Capsaicin, Histamin und Cowhage aktiviert wurden. Fir Capsaicin-induzierte
brennende Empfindungen wurde ein spezifisches Netzwerk gefunden (53). TRPV1 kann, auRer durch
Capsaicin, durch Temperatur tber 42 °C und pH Anderungen aktiviert werden. Die Induktion
brennender Empfindungen gehdrt moglicherweise zur physiologischen Rolle von TRPV1, als Warnung
vor Hitze und chemischer Verbrennung (29).

Es gibt wenige Studien in denen ,ein Profil“ verschiedener Juckreizqualitdten bestimmten
Krankheitsbildern zugeordnet wurde (33, 34). So beschrieben Patienten mit AD ihre
Juckreizempfindung ofter als ,,stechend™ und ,,zwickend* im Vergleich zu Patienten mit Psoriasis,
Urtikaria, Scabies und nicht-atopischen Ekzemen (33). Bei AD scheint Juckreiz eine stirker ausgeprégte
Lust- und Triebkomponente zu haben, als bei Urtikaria-, Kontaktdermatitis-, Prurigo- und Dialyse-
Patienten (34). Es ist notwendig Juckreiz-begleitende sensorische Empfindungen in verschiedenen
Erkrankungen weiter zu erforschen. Die Charakterisierung der Antwortprofile auf die
Hautprovokationen kann dabei helfen, die experimentellen Juckreizmodelle als Modelle klinischer
Pruritus-Formen zu etablieren und bei der Entwicklung von gezielteren anti-pruritischen Therapien zu
unterstdtzen.
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Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit der Zusammenhang zwischen der Flare-Reaktion und
Juckreiz in drei experimentellen Juckreizmodellen untersucht. Nur im Histamin-vermittelten
Juckreizmodell gab es eine Kaorrelation zwischen der Flare-Reaktion und Juckreiz. Dieser
Zusammenhang war am besten mit der LSCI Messung vom Hautblutfluss ermittelbar. Er war jedoch
ebenfalls evident, wenn die Flare-Reaktion mithilfe digitaler Planimetrie bestimmt wurde. Sowohl
Flare-Reaktion als auch Juckreiz induziert durch Histamin werden durch Histamin-sensitive CMi Fasern
vermittelt (15). Dass die Flache des Histamin-induzierten erhéhten Blutflusses, aber nicht seine
Intensitat, mit dem Juckreiz korreliert impliziert, dass die Flare-Reaktionsflache und der Juckreiz das
Aktivierungsniveau gleicher Nervenfaser widerspiegeln. Die Ergebnisse sind kongruent mit friiheren
Berichten uber Korrelation zwischen Juckreiz und mittels Laser Doppler Imager (LDI) als auch LSCI
gemessenen Flare-Reaktionsflachen (38, 39). Eine Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der
Flare-Intensitat und Juckreiz ist bisher nicht bekannt.

Messungen der Flare-Reaktion wurden bereits als Test der CMi-Faserfunktion vorgeschlagen und bei
der Beurteilung der Small-Fiber Neuropathie bei Patienten mit Diabetes mellitus validiert (40). Die
Funktionsstorung von CMi Fasern bei Patienten mit Small-Fiber Neuropathie nach lontophorese mit
Histamin, war mit reduzierter Flare-Reaktionsflache, aber nicht Intensitit verbunden (54). Die hier
vorgelegten Ergebnisse sind im Einklang mit diesen Berichten und implizieren, dass die Flare-
Reaktionsflache ein sensitiverer Parameter der Nervenfaserfunktion als die Flare-Intensitat ist (54). Die
Flache der Flare-Reaktion ist direkt von der Grofe, der funktionalen Integritdt der axonalen
Verzweigungen und der Nervenfaserdichte abhéngig (55). Die Flare-Intensitit hangt dagegen von der
Reaktivitat der glatten Gefamuskulatur und von der Verteilung und Degradierung von Vasodilatatoren
wie z.B. Calcitonin Gene Related Peptid (CGRP) ab (55). Zusammengefasst deuten die hier
prasentierten Ergebnisse darauf hin, dass die Flare-Reaktionsflache als Ersatz flr subjektive
Juckreizmessungen in experimentellen Modellen mit Histamin-anhingigem Juckreiz verwendet werden
kann. Die Bewertung von Juckreiz auf einer VAS ist schneller und einfacher als der Einsatz
fortgeschrittener Technik wie der LSCI. Es gibt jedoch Anwendungsbereiche, wo aufgrund von
Einschrankungen subjektiver Juckreizmessungen (kleine Kinder, Probanden mit kognitiven Defiziten,
in experimentellen Settings mit hohem subjektiven Bias oder Aufmerksamkeitsablenkung oder in
Tierversuchen), die Flare-Reaktionsflache die Juckreizbeurteilung ergénzen oder ersetzen konnte.

Capsaicin-induzierter Juckreiz hat mit Flare-Reaktionsparametern nicht korreliert, was sich mit den
Ergebnissen einer friheren Studie deckt (31). Die Transmission von Capsaicin-induziertem Juckreiz ist
noch nicht ausreichend untersucht. TRPV1 ist auf sensorischen Neuronen weit exprimiert, was
impliziert, dass viele Gruppen von Nervenfasern in der Weiterleitung von Capsaicin-induziertem
Juckreiz involviert sein konnen. Es wurde bereits gezeigt, dass Capsaicin CMH, AMH und CMi Fasern
aktiviert (52, 56, 57), einschliel3lich einer Subpopulation von ,,stillen* Nozizeptoren, die erst nach einer
Sensibilisierung auf Hitze oder mechanische Stimuli antworten. Ein Teil dieser Nervenfasern kann in
der Juckreizweiterleitung und der Entstehung von Flare-Reaktionen teilnehmen (15, 37). Die mégliche
Beteiligung von vielen Gruppen von Nervenfasern in der Juckreizweiterleitung konnte das Fehlen der
Korrelation zwischen Capsaicin-induzierter Flare-Reaktion und Juckreiz erklaren.

CMi Nervenfaser haben durch reichliche Verzweigungen die grofiten rezeptiven Felder, weshalb ihre
Aktivierung am wahrscheinlichsten die GréRe von Histamin- und Capsaicin-induzierter Flare-Reaktion
bestimmt (15). Eine mikroneurographische Studie mit Capsaicin, appliziert durch intradermale
Injektion, zeigte, dass diese Nervenfaser durch Capsaicin schwécher als durch Histamin aktiviert wurden
(52). Folglich kann die schwéchere Aktivierung von CMi Fasern durch Capsaicin (als durch Histamin)
in Kleineren Flare-Reaktionen resultieren, was unsere Beobachtung erkldaren koénnte und was mit
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friheren Beobachtungen tbereinstimmt (17, 31). Eine andere Erklarung fiir groiere Flare-Reaktionen
nach SPT mit Histamin kann die bessere Hautdiffusion von Histamin sein. Dadurch werden mehr
Nervenfasern als mit Capsaicin erreicht. Ein direkter Vergleich der Diffusion und Bioverfligbarkeit von
Histamin und Capsaicin fehlen jedoch bislang.

Die Hautprovokation mit Cowhage l6st einen starken Juckreiz ohne klassische Flare-Reaktion aus (12).
Die Flare-Reaktion wurde in der hier vorgelegten Arbeit mittels LSCI erfasst und war deutlich kleiner
als nach Histamin und Capsaicin. Cowhage aktiviert CMH und AMH Fasern (19), aber nicht CMi Fasern
(20). CMH Fasern haben ca. dreifach kleinere rezeptive Felder im Vergleich zu CMi (58). Es wurde
auch gezeigt, das elektrische Stimulation von CMH Fasern, im Vergleich zur Stimulation von CMi
Fasern, nur zu einem kurzen Blutflussanstieg in sehr begrenzten Arealen fuhrt (37). Dies konnte
erklaren, warum die durch Cowhage hervorgerufenen Verénderungen des Blutflusses mit der
Juckreizintensitat nicht korrelieren.

Die Flache der Histamin-induzierten Flare-Reaktion gemessen mittels digitaler Planimetrie korrelierte
ebenfalls mit Juckreizparametern. Dieser Zusammenhang war jedoch schwacher als der Zusammenhang
zwischen der Flache des erhdhten Blutflusses gemessen mit LSCI und dem Juckreiz (AUC). Friihere
Studien, in denen die Flare-Reaktion mit einem Lineal gemessen wurde, zeigen widerspriichliche
Resultate mit keiner (17), schwacher (31) und moderater Korrelation (16) zwischen Flare-Reaktion und
Juckreiz. Die LSCI scheint den Zusammenhang zwischen Flare-Reaktion und Juckreiz besser zu
reflektieren als die planimetrische Morphometrie, was die Inkonsistenz von friiheren Berichten erklaren
konnte.

Die Ergebnisse von Publikation 3 deuten darauf hin, dass die Unterschiede in der Histamin-induzierten
Flare-Reaktion und in der Juckreizempfindung nach Hautprovokation mit Cowhage dabei helfen
kénnen, Patienten mit AD von gesunden Probanden zu unterscheiden.

Die Beobachtung, dass Histamin-induzierte Flare-Reaktionen in Patienten mit AD Kleiner sind als in
gesunden Probanden, stimmt mit friiheren Berichten in der Literatur tberein (44). Darlber hinaus wurde
beobachtet, dass AD Patienten kleinere Flare-Reaktionen nach Provokationen mit Neuropeptiden wie
Substanz P, Neurokinin A oder CGRP entwickeln (44). Der Grund fur diese verdnderte Geféal3reaktion
bei AD Patienten bleibt unklar. Die Toleranz und Tachyphylaxie gegentiber verschiedenen Mediatoren
oder eine veranderte GefaR-Reaktivitat in atopischer Haut kdnnen mdgliche Erklarungen sein.

Interessanterweise loste die Applikation von Cowhage auf lasionsfreier Haut bei Patienten mit AD
Juckreiz aus, der wesentlich langer dauerte als bei gesunden Probanden. Dieser Befund bestétigt und
erweitert die Beobachtung einer friheren Studie, welche zeigte, dass Cowhage-induzierter Juckreiz
innerhalb einer 5,5-minutigen Beobachtungszeit bei AD Patienten langsamer nachlasst als bei gesunden
Probanden (12). Es wurden hingegen keine Unterschiede zwischen AD Patienten und gesunden
Probanden in der Dauer und der Intensitdt von Histamin-induziertem Juckreiz festgestellt, was in
Ubereinstimmung mit vorherigen Studien ist. Die Juckreizintensitat nach Provokation mit Histamin auf
lasionsfreier Haut war bei AD Patienten und gesunden Probanden vergleichbar (44), oder bei AD
Betroffenen sogar reduziert im Vergleich zu gesunden Probanden (46) und zu Patienten mit Urtikaria
und Psoriasis (45). Im Gegensatz dazu war der Histamin-induzierte Juckreiz, der in der lasionalen Haut
ausgeltst wurde, bei AD Patienten starker (46). Warum AD Patienten Cowhage-induzierten Juckreiz
und nicht Histamin-induzierten Juckreiz anders als gesunde Probanden empfinden, ist bisher unbekannt.
Eine mdogliche Erklarung konnte eine selektive Sensibilisierung gegeniiber dem PAR-2 vermittelten
Juckreizsignalweg bei AD Patienten sein. Es wurde berichtet, dass PAR-2 nicht nur in lasionaler,
sondern auch in l&sionsfreier Haut von AD Patienten tberexprimiert ist (22). Dariiber hinaus empfinden
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AD Patienten nach einer intradermalen Injektion von PAR-2-Agonisten einen stérkeren Juckreiz als
gesunde Probanden (22). Die einzelnen AD Patienten zeigten nach Provokation mit Cowhage eine
unterschiedliche Prurituspersistenz. Es ist mdglich, dass sich die scheinbar gesunde Haut von AD
Patienten in der PAR-2 Expression unterscheidet. Allerdings wurde kein klinisches Korrelat von
Juckreizpersistenz, einschliellich AD Schweregrad, gefunden.

Eine veranderte Reaktivitat von lasionsfreier Haut der AD Patienten kann auch andere, von PAR-2-
Uberexpression unabhangige Ursachen haben. Lasionsfreie, normal aussehende Haut von AD Patienten
unterscheidet sich auf molekularer Ebene von gesunder Haut, was auf Veranderungen in terminaler
Differenzierung und Expression inflammatorischer Gene zurtickzufiihren ist (59).

Diese Befunde kdénnen die Diagnose einer AD mit milden und/oder atypischen Hautmanifestationen
unterstiitzen. Die Juckreizpersistenz nach Provokation mit Cowhage Uber mindestens 30 Minuten und
Histamin-induzierte Flare-Reaktion unter 20 mm zeigten ein optimales Verhaltnis zwischen Sensitivitat
und Spezifitat fir diagnostische Zwecke. Darliber hinaus ist die Erkenntnis erwédhnenswert, dass sie mit
der klinischen Schwere der AD Erkrankung nicht korrelieren. Dies impliziert, dass sie hilfreich sein
kénnen, wenn Hautmanifestationen klein sind oder sogar fehlen. Ein SPT mit Histamin wird
routinemagig, als Teil eines groReren diagnostischen Prozesses bei Verdacht auf AD, allergische
Rhinokonjunktivitis oder allergisches Asthma durchgefiihrt. Cowhagehérchen lassen sich auf einfache
Art und Weise applizieren, sind sicher und preiswert, und wenn sie richtig aufbewahrt werden, behalten
sie ihre Eigenschaften flr langere Zeit. Das alles spricht dafiir, dass sie in diagnostische Verfahren
unkompliziert eingeschlossen werden kénnen.

Es gab keine Unterschiede zwischen AD Patienten und gesunden Probanden in Bezug auf die Intensitét
von einzelnen Juckreizqualitdten nach Hautprovokationen mit Histamin oder Cowhage. Keine einzige
Juckreizqualitat ermdglichte eine Differenzierung zwischen Patienten mit AD und Gesunden. Patienten
mit AD berichteten jedoch Uber eine hohere Anzahl von wahrgenommenen Empfindungen als gesunde
Probanden. Bisher wurde der Vergleich von Juckreizqualitdten zwischen Patienten mit AD und anderen
Dermatosen und gesunden Probanden in experimentellen Juckreizmodellen nicht untersucht. Eine
hohergradige Mehrdimensionalitat der Juckreizempfindung von AD Patienten koénnte durch
Unterschiede im zentralen Juckreizverarbeiten zwischen AD Patienten und gesunden Probanden erklart
werden. So wurde gezeigt, dass Patienten mit AD, nach lontophorese mit Histamin auf l&sionsfreier
Haut, mehr aktivierte Gehirnstellen auf PET-Scans aufweisen als gesunde Probanden (60).

7. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurden drei experimentelle Juckreizmodelle, SPT mit Histamin, SPT
mit Capsaicin und Hautprovokation mit Cowhage, untersucht und eingesetzt. Daneben werden
Anwendungsmaoglichkeiten in experimentellen Bedingungen und Kklinischer Praxis aufgezeigt.

Die Ergebnisse der ersten Publikation zeigen Unterschiede in induziertem Juckreiz, sensorischen
Qualitaten und Hautreaktionen in drei experimentellen Juckreizmodellen. Die Charakterisierung der
Profile von Juckreizqualitdten kann zum besseren Verstandnis der Beteiligung unterschiedlicher
Mediatoren und Juckreizwege in Krankheitsbildern, die mit chronischem Pruritus einhergehen,
beitragen. Des Weiteren wurde der SPT mit 8% Capsaicin als ein experimentelles Pruritusmodell in
gesunden Probanden validiert. In Publikation 2 wurde ebenfalls gezeigt, dass in Histamin-abhangigen
Pruritusmodellen Juckreiz und Flache der Flare-Reaktion verknupft sind. Dies impliziert, dass sie das
Aktivierungsniveau von gleichen CMi Fasern widerspiegeln. Diese Korrelation ist am deutlichsten,
wenn die Flare-Reaktion mittels LSCI erfasst wird. Die mittels LSCI gemessene Flache erhdhten
Blutflusses kdnnte damit in experimentellen Settings als Ergédnzung der subjektiven Juckreizbewertung
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Verwendung finden. AbschlieBend deuten die Ergebnisse der dritten Publikation darauf hin, dass die
verminderte Flare-Reaktion im Rahmen einer SPT mit Histamin (<20 mm) und die verlangerte
Juckreizpersistenz nach Hautprovokation mit Cowhage (>30 Minuten) als diagnostische Marker einer
AD genutzt werden kénnen. Beide Verfahren sind sicher, kostengiinstig, einfach zu durchfiihren und
kdnnen die richtige Diagnosestellung unterstitzen, auch wenn typische Hautmanifestationen der AD
fehlen.
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Abstract

Introduction: Flare reactions arise due to the release of vaso-
dilators from sensory nerves caused by antidromic transmis-
sion of action potentials after the induction of itch. Objective:
We investigated the link between flare and itch using 3 mod-
els of itch. Methods: Skin provocations with histamine, cap-
saicin, and cowhage were performed in 31 subjects. ltch was
quantified using the visual analog scale. Flare was assessed
using laser speckle contrast imaging (LSCI) and digital pho-
tography. Results: The duration, intensity, and area under
the curve of histamine-induced itch correlated with the area
of increased blood flow measured with LSCI (r = 0.545, p =
0.002; r =0.575, p = 0.001; and r = 0.649, p < 0.001, respec-
tively). Itch and skin blood flow in response to capsaicin or
cowhage did not correlate. Conclusion: In histamine-in-
duced skin inflammation, itch and increased blood flow are
linked. Thus, the area of histamine-induced flare may be used
as a surrogate marker for histamine-induced itch.

© 2020 The Author(s)
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Skin flare reaction, that s, visible skin redness reflect-
ing arteriolar dilation, involves vasodilators that are re-
leased by cutaneous sensory nerves due to their anti-
dromic stimulation during responses to noxious stimu-
li[1]. This neuronal mechanism behind the flare reaction
is also called the axon reflex. At the same time, local ac-
tivation of sensory skin nerves and the subsequent or-
thodromic transmission of action potentials result in the
transmission of sensory information, including itch, to
the brain [2, 3]. Considering this involvement of skin
sensory nerves in both, the flare and the itch that come
with skin inflammatory responses, it is conceivable that
flare size and itch intensity are linked, reflecting the lev-
el of activation of sensory skin nerves.

Flare is a parameter that is readily available for objec-
tive evaluation and could be used to complement the
assessment of itch intensity, which currently relies on its
subjective estimation by patients. In recent years, new
techniques for the assessment of skin flare responses
have emerged, enabling more precise quantification of
vasodilation than solely the visual assessment of skin
redness. Today, flare reactions can be quantified in
terms of their size and intensity, based on measurements
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of skin blood flow, using laser Doppler imaging (LDI),
laser speckle contrast imaging (LSCI), infrared ther-
mography, or reflectance colorimetry [3-6]. Along with
this, in vivo models of experimentally induced skin in-
flammation and itch became well-established research
tools for the identification and characterization of the
pathomechanisms of itch and for the development of
new antipruritic drugs [5-8]. Skin provocations with
histamine and cowhage spicules represent 2 well-estab-
lished experimental models of itch [9]. Histamine in-
duces skin inflammation and itch through the activation
of histamine H1 and H4 receptors (HIR and H4R, re-
spectively) [10, 11]. Mucunain, a protease contained in
cowhage, activates protease-activated receptors 2 and 4
(PAR2 and PARA4, respectively) [12, 13]. Capsaicin, sig-
naling through transient receptor potential vanilloid 1,
is a well-known pain inducer upon intradermal injec-
tion [14, 15]. Its more superficial application by means
of deactivated cowhage spicules has been shown to
evokeitch [16, 17], and its application via skin prick test-
ing (SPT) has recently been validated as a model for skin
inflammation and itch [18].

As of now, there are only few studies on the relation-
ship between experimentally induced flare and itch, and
their outcomes are inconclusive or contradictory [16,
17]. Also, all of these studies are limited to the charac-
terization of the area of flare reactions and did not ana-
lyze flare intensity, and most of them only assessed his-
tamine-induced flare and itch [19, 20]. As of yet, only 1
study investigated the relationship between histamine-,
cowhage-, and capsaicin-induced flare and itch [16].
Also, only 2 studies employed advanced methods, such
as LDI and LSCI for the assessment of the changes in
skin blood flow that underlie histamine- and cowhage-
induced flare responses, to assess its links to itch
[20, 21].

A better understanding of how flare responses and
itch are linked, in addition to helping research efforts,
may also be of clinical relevance. Objective and precise
measurements of flare responses could help determine
itch intensity in patients with pruritic skin diseases. Pre-
viously, a diminished flare area has been proposed and
validated as a test for the functional impairment of C-
fibers in small fiber neuropathy [22]. The aim of our
study was to investigate the relationship between the
flare responses induced by histamine, capsaicin, and
cowhage and the itch that comes with them, using LSCI-
based measurements of the area of increased blood flow
and blood flow intensity combined with macroscopic
planimetric assessment of the flare size.

Flare Area Correlates with
Histamine-Induced Itch

Materials and Methods

Study Subjects and Conduct

The data on sensory qualities obtained in this experiment were
published recently along with characteristics of the subjects and
provocations [18]. Briefly, a total of 31 healthy volunteers (median
age: 28 years, lower quartile 26, upper quartile 34 years; range: 20-
38 years; 15 females) were included in the study. Ten subjects (6
females) had a positive history for allergic rhinitis or allergic asth-
ma. They were completely symptom free during the course of the
study. Antihistamines and analgesics were not allowed for 1 week
before testing. Antidepressants and corticosteroids, both systemic
and topical, were prohibited at least 14 days prior to the experi-
ment. All participants were asked to refrain from coffee consump-
tion at least 4 h before skin provocations on the day of the study.

Skin Challenges

The same examiner performed skin provocations in all sub-
jects, 15 min after acclimatization, in an air-conditioned study
room under constant temperature (22-26°C) and air humidity
(40-60%). Skin prick tests with histamine (10 mg/mL; ALK-Abel-
lo, Horsholm, Denmark), capsaicin (0.08 g/mL capsaicin and 48%
polysorbate 80 in isotonic saline solution; Charité Pharmacy, Ber-
lin), and their negative controls (respectively, ALK-Abello, Hors-
holm, Denmark, and 48% polysorbate 80 in isotonic saline solu-
tion; Charité Pharmacy, Berlin) were performed on the volar fore-
arm [18]. A total of 40-45 active cowhage spicules and its negative
control (40-45 cowhage spicules deactivated by autoclaving) were
rubbed gently for 45 s on the skin provocation area (400 mm?), as
described previously [9]. For all skin challenges, the negative con-
trol for the active substance was applied on the opposite forearm.
Skin challenges with individual active compounds and their con-
trols were performed at least 60 min apart. Provocation sites were
located at least 5 cm apart. The randomization included the order
of the provocation substance, the side of the forearm (left-right),
and the provocation site (proximal-distal).

Assessment of Itch

Itch intensity was assessed on a 100-mm visual analog scale
(VAS) every minute up to 30 min. Itch duration, peak intensity,
and area under the curve (AUC) were analyzed.

Assessment of the Area of Increased Blood Flow and the

Intensity of Increased Blood Flow

LSCI was done before, 10, 20, 40, 60, and 90 min after skin
provocation to assess the size of the skin area that exhibited in-
creased blood flow and the intensity of increased blood flow. LSCI
images were analyzed using dedicated software (full-field laser
perfusion imager-2; moorFLPI2-Review V4.0; Moor Instruments,
Axminster, UK). The principle of the measurements is described
elsewhere [23]. We used a recording mode with a rate of 1 image
per second. The area of increased blood flow (mm?) was defined
as the skin area on post-provocation images with a blood flux ex-
ceeding the mean flux plus 2 SD (as calculated for each site before
provocation). The maximal intensity of blood flow, that is, the
maximal value of post-provocation blood flux, was measured
within the predefined circular area of 415 mm? with its center in
the provocation site and expressed in perfusion units. The mean
value of blood flux (mean flare intensity) was measured within the
area of increased blood flow and expressed in perfusion units.
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Fig. 1. Change in blood flow after experimental itch induction de-
pends on the type of provocation. a Kinetic curves of increase in
blood flow (mm?) to the baseline as assessed using LSCI over the
whole 90-min observation period following skin provocations
with histamine, capsaicin, and cowhage. Statistical significances
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) are shown for comparisons
between parameters before and after the skin challenge at each

Assessment of Flare

Skin imaging by digital photography was performed before, 10,
20, 40, 60, and 90 min after skin provocation. The area of the flare
was determined by macroscopic quantitative planimetric mor-
phometry from digital pictures with Image] software (Image] de-
velopers, NIH, MD, USA). The flare area was delineated manually
on each picture and expressed in mm? [6].

Flare Area Correlates with
Histamine-Induced Itch

measurement time-point for active substances (@ - histamine,
¢ - capsaicin, A - cowhage). Whiskers represent SEM. b Exam-
ples of flare development in time captured by LSCI after experi-
mental itch induction with histamine, capsaicin, and cowhage.
Subtraction of individual blood flux threshold (mean + 2 SD of
blood flux on the pre-provocation site). LSCI, laser speckle con-
trast imaging; SEM, standard error of the mean.

Statistical Analyses

Continuous variables are presented as means * standard error
of the mean. Normality of distribution of the analyzed parameters
was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Changes in the
flare parameters over time and differences in flare parameters be-
tween itch inducers were tested with ANOVA. If the ANOVA was
significant, Bonferroni-adjusted post hoc analysis test was em-
ployed to test which measurements differed significantly from the
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Table 2. Pearson’s r correlations between itch intensity and flare parameters measured 10 min after skin provocation with histamine,

capsaicin, and cowhage

Substance Flare parameter Itch parameters (Pearson’s 1, significance level)
peak intensity duration AUC

Histamine Flare area (digital planimetry) 0.283, p=0.123 0.406, p = 0.023* 0.409,p = 0.022°
Area of increased blood flow (LSCI) 0.575, p =0.001 0.545, p =0.002* 0.649, p < 0.001°
Change in maximal intensity of blood flow to baseline (LSCI)  0.146, p = 0.435 0.200, p = 0.280 0.196, p = 0.291
Mean intensity of blood flow (LSCI) 0.053, p=0.777 0.068, p=0.716 0.030, p = 0.874

Capsaicin Flare area (digital planimetry) 0.338, p=0.063 0.135, p = 0.468 0.271,p=0.141
Area of increased blood flow (LSCI) 0.127, p=0.502 0.293,p=0.116 0.123,p=0.516
Change in maximal intensity of blood flow to baseline (LSCI)  0.354, p=0.051 0.212, p=0.252 0.271, p = 0.140
Mean intensity of blood flow (LSCI) 0.331, p = 0.069 0.158, p=0.395 0.305, p = 0.095

Cowhage Area of increased blood flow (LSCI) 0.135,p=0.477 0.031, p=0.870 0.240, p = 0.202
Change in maximal intensity of blood flow to baseline (LSCI)  0.060, p = 0.752 -0.010, p = 0.958 0.048, p=0.801
Mean intensity of blood flow (LSCI) -0.016, p=0.934 -0.029, p=0.878 0.150, p = 0.428

AUG, area under the curve; LSCI, laser speckle contrast imaging. Significant p values are shown in bold.  The correlation between itch duration and area
of increased blood flow measured using LSCI was not significantly different from the correlation between itch duration and flare area measured planimetri-
cally from digital pictures, p = 0.140. ® The correlation between the AUC of itch intensity and area of increased blood flow measured using LSCI was stron-
ger than the correlation between the AUC of itch intensity and flare area measured planimetrically from digital pictures, p = 0.022.

initial values, and the least significant difference test was used for
comparison between flare evoked by histamine, capsaicin, and
cowhage. Paired-sample ¢ test was used to test for differences in
overall flare response between the AUC of flare evoked by active
substances and their negative controls. Pearson’s r was calculated
to characterize the linear correlation between 2 continuous vari-
ables. The Hotelling test was used for comparison of overlapping
correlations for dependent groups [24], and p < 0.05 was consid-
ered significant.

Results

The Itch Induced by Histamine Is Linked to the Area

but Not the Intensity of Increased Blood Flow

Histamine SPT induced itch (assessed by VAS), and it
increased skin blood flow as measured by LSCI (Table 1;
Fig. 1). Itch responses to histamine were significantly cor-
related with the size of the area of increased blood flow
but not with the maximal or mean intensity of the blood
flow increase as assessed by LSCI (Table 2; Fig. 2).

The Itch Induced by Capsaicin or Cowhage Is Not

Linked to the Extent or Intensity of Increased Blood

Flow

Skin provocation with capsaicin and cowhage also in-
duced itch, albeit to a lesser extent than histamine. They
also increased blood flow as assessed by LSCI, again to a
lesser extent than histamine (Table 1). Histamine in-
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creased skin blood flow (area of increased blood flow,
mean and maximal blood flow) more than capsaicin (p <
0.001, for all flare parameters) and cowhage (p < 0.001,
for all flare parameters) as captured by LSCI 10 min after
skin provocation. Capsaicin induced larger areas of in-
creased blood flow (p = 0.001) as well as a higher maximal
(p < 0.001) and mean intensity of blood flow (p < 0.001)
than cowhage. Importantly, itch responses to capsaicin
and cowhage were not linked to changes in blood flow,
neither to the size of the area of increased blood flow nor
to the maximal and mean intensity of blood flow, as as-
sessed by LSCI (Table 2).

The Itch Response to Histamine Is Linked to the Size

of the Visible Flare

The itch response to histamine was significantly and
moderately correlated with the size of the flare as assessed
by macroscopic quantitative planimetric morphometry
(Table 2). The correlation between itch intensity (AUC)
and flare area was significantly weaker than the correla-
tion of itch intensity (AUC) and the area of increased
blood flow as measured by LSCI (Table 2). The size of the
flare (measured by macroscopic quantitative planimetric
morphometry) was strongly correlated with the area of
increased blood flow (measured by LSCI) 10 min after
SPT (r = 0.731, p < 0.001).
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itch AUC (c). LSCI, laser speckle contrast imaging; SPT, skin prick testing; AUC, area under the curve; VAS, vi-
sual analog scale.
Discussion measurement after skin provocation. The blood flow re-

This study demonstrates that the size of the flare at
sites of histamine-induced skin inflammatory responses
correlates with the itch that comes with these responses.
This link is best assessed by measurements of skin blood
flow, but it is also evident when flare size is measured pla-
nimetrically.

The kinetics and extent of the skin responses to hista-
mine in our study are similar to those reported previous-
ly. In line with earlier work, we observed the greatest in-
crease in blood flow induced by histamine at the first

Flare Area Correlates with
Histamine-Induced Itch

sponse then gradually declined within 90 min, both in
terms of its area and intensity [6]. Both the flare response
and the itch induced by histamine are mediated by hista-
mine-sensitive mechano-insensitive C-fibers (CMi fi-
bers) [2, 25]. That the area of histamine-induced in-
creased blood flow, but not its intensity, correlates with
itch suggests that both reflect the activation level of the
same histamine-sensitive CMi fibers. Our results are con-
sistent with those of previous studies in which histamin-
ergic itch correlated with flare area assessed by LSCI and
LDI [20, 21]. To our best knowledge, flare intensity has
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not yet been tested for its relationship with the intensity
of experimentally induced itch.

Measuring flare reactions has previously been pro-
posed as a test for the function of CMi fibers [26], and
flare size measurements were validated for the assessment
of small nerve fiber neuropathy in patients with diabetes
mellitus [22]. Of note, the functional impairment of CMi
fibers in patients with small fiber neuropathy was linked
to a diminished flare size but not flare intensity after elec-
trical stimulation [26] and after iontophoresis with hista-
mine [27]. Our data are in line with this, as these previous
studies and ours indicate that flare area is a more sensitive
parameter than flare intensity for the function of CMi fi-
bers [26, 27]. The flare area depends directly on the size
and functional integrity of receptive fields of the axonal
tree and on fiber density [28, 29]. In contrast, the flare
intensity depends on vascular smooth muscle reactivity,
the spatial distribution of the release and degradation of
vasodilators such as calcitonin gene-related peptide [28].
Taken together, these data and our results suggest that the
area of histamine-induced flare may be used as a surro-
gate marker of experimentally induced histaminergic
itch. The correlations between flare size and itch param-
eters were moderate to strong, and they were better using
LSCI than planimetry. Recording of itch using a well-es-
tablished VAS or numeric rating scale is still faster and
easier than using an advanced technique such as LSCI.
However, assessment of itch has limitations and is prone
to bias, resulting from its subjective nature [30], cultural
or ethnic differences [31], and cognitive limitations in
young children and elderly subjects [32]. There are appli-
cation areas where subjective assessment of itch due to its
limitations might be replaced or complemented by flare
assessment, such as in young children, subjects with cog-
nitive deficits, settings resulting in high subjective bias or
attentional distraction, or animal studies.

The transmission of capsaicin-induced itch in humans
is still not sufficiently understood. Transient receptor po-
tential vanilloid 1 receptors are expressed ubiquitously on
sensory neurons, which implies that capsaicin-induced
itch may involve many classes of sensory neurons [33].
Capsaicin activates a subpopulation of mechano-heat-
sensitive C (CMH) fibers (i.e., quickly adapting to stepped
heat stimulus CMH fibers) [34], mechano-heat-sensitive
A fibers [35], and CMi fibers [36], including a subpopula-
tion of silent nociceptors, which become responsive to
heat or mechanical stimuli after sensitization, part of
which may mediate itch, and which contribute to flare
responses [2, 3]. The CMi fibers due to their excessive
terminal branching have the biggest innervation territo-
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ries, and therefore, their activation probably determines
the size of histamine- and capsaicin-induced flare reac-
tions [2, 37]. CMi fiber activation by capsaicin is weaker
than that by histamine, as shown using microneurogra-
phy [36]. Therefore, it is possible that weaker activation
of CMi fibers by capsaicin than by histamine results also
in a smaller flare area, which we observed in our experi-
ments and was previously reported [16]. Furthermore,
the involvement of many classes of cutaneous afferents in
itch evoked by capsaicin may explain the lack of correla-
tion between flare and itch observed in our study by
means of LSCI and planimetry and previously using pla-
nimetry [16, 17]. Another explanation of the bigger flare
area after histamine provocation might be a better skin
diffusion of histamine than of capsaicin, resulting in
reaching and activation of more nerve fibers. However,
direct comparisons of diffusion and bioavailability be-
tween histamine and capsaicin are missing.

Skin provocation with cowhage is known to induce
strong itch responses and minimal flare reactions [9, 16,
38]. In our study, cowhage-induced flare reactions were
also very subtle and much smaller than histamine- and
capsaicin-induced flare reactions. Cowhage activates
CMH fibers and mechano-heat-sensitive A fibers [39] but
not CMi fibers [40]. The innervation areas of CMH fibers
are approximately 3 times smaller than those of CMi fi-
bers [37]. It has been also demonstrated that electrical
stimulation of CMH fibers induces only a brief and spa-
tially limited increase in skin blood flow as compared to
electrical stimulation of CMi fibers [3]. This may explain
why changes in blood perfusion induced by cowhage do
not correlate with itch intensity.

Planimetric measurements of the histamine-induced
flare area from digital pictures correlated with histamine-
induced itch; however, this relationship was weaker than
the association of itch and blood flow assessed by LSCI.
Previous studies, in which flare was measured with a rul-
er, reported contradictory results where no [17], a weak
[16], or amoderate correlation [19] between flare and itch
induced by histamine was found. LSCI seems to better
reflect this relationship than macroscopic quantitative
planimetric morphometry, which can explain the incon-
sistency of these previous reports. Our observation that
histaminergic itch reflects the size of flare responses is in
line with clinical observations made in patients with his-
tamine-mediated skin symptoms, for example, in pa-
tients with cholinergic urticaria where wheals come with
intense itch and large erythematous flare responses [41].

It must be noted that LSCI enables continuous record-
ing of blood flow, an advantage that was not fully taken
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in our study, due to methodological limitations of parallel
recording of itch and flare. Time-matched recording of
itch and flare in future studies, provided that methodol-
ogy of itch rating could be adapted accordingly, could fur-
ther help characterize the relationship between itch and
flare. A further limitation of this study is that only healthy
controls were included. Thus, extrapolation of its results
to different patient groups must be done with caution,
unless further studies have not investigated these rela-
tionships in patients.

Taken together, our study shows that the area of in-
creased blood flow, but not the intensity of blood flow,
correlates with histamine-induced itch. This relationship
was more consistent with the use of LSCI than digital
photography for flare assessment. Our findings suggest
that in clinical conditions involving histamine-depen-
dent skin reactions, the flare size may reflect itch inten-
sity. In the experimental models of histamine-dependent
itch, the flare area measured with LSCI may be used as a
surrogate parameter of itch, reflecting the activation level
of CMi fibers.
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