DISSERTATION

In vivo Analyse molekularer Parameter der Hautbarriere im
Stratum corneum bei Psoriasis und atopischer Dermatitis mit-
tels konfokaler Raman-Mikrospektroskopie.

In vivo analysis of molecular parameters of the skin barrier in
the stratum corneum of psoriasis and atopic dermatitis using
confocal Raman microspectroscopy.

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgel egt der Medi zinischen F
Chariiutn® versit2tsmedizin Ber|l

von

Michael Zolotas

Erstbetreuung: Prof. Dr.Dr.-l ng. J¢rgen Lademann

Datum der Promotion: 28.02.2025






Inhaltsverzeichnis

TabellenVerzZeICNNIS. ... iv
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ... %
AbKk¢rzungsviern.z.eid. .C.hnid. S i, Vi
ZUSAMMIENTASSUNG ...ttt e e e e ettt et r e e e e e e e e et e et e e bbbt ba e e e e e e eeaees 1
LY 0L = Lo PP P PP 3
R o1 1= 0o Vo P 5

1.1. Konfokale Raman-Mikrospektroskopie (CRM) .........coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 5

1.2 Stratum Corneum (SC) und Hautbarrierefunktion (SBF) ........cccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeennn, 5

1. 3. Erkrankungen mit...ges.tlrter. .. Haut.barrrier

1.3.1 Atopische DermatitiS (AD) ....cccuuuieiiiieeeiie e e 7
1.3.1.1 Definition und PathophySiologie ............oiieiiiiiiiii e 7
1.3.1.2. Das SC und die@ SBF IN AD .......ooouiiiiiiiiiiiiieee et e e 8
1.3.1.3. Untersuchung des atopischen SC mit CRM und anderen Methoden .......... 9
RS P ST - L L T UPPPPPPPPPPPRPRIN 9
1.3.2.1 Definition und PathophySIiOlOgie .............uiiiiiiiiieiiiiiiiie e 9
1.3.2.2. Das SC und die SBF iN PSOMASIS .........cuuuummimiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e e e 10
1.3.2.3 Untersuchung des psoriatischen SC mit CRM und anderen Methoden ..... 11

1.4 Ziele der DISSErtation ..........couuuuuiuiuuiiiie ettt 11

2 MEENOAIK ... 12
2.1 PAIBNTEN ... et a e e e e ee e 12
2.2 Konfokale Raman-Mikrospektroskopi€...........ccoieeiiiiiiiiiieiiiiiiie e 12
2.3 Messungen und DatenauSWEITUNG..........ccuuuuuuuuuniiee e e eeeeeeeieeiii e eeeeeeeees 13
3. EIQEDNISSE ... 15
3.1 Stratum Corneum (SC) DICKE ......cuuuuiiiiieieei e eeeanens 15
3.2 Interzell ul2r.e.. Li.pi.de. . .(.L.CL) .. 17

3.2 1 ICL-KONZENIIALION . ..eeeneeee e e 17



3.2.2 Lamellare ICL-ANOIdNUNG ........uiieeiiiiiiee e e e e e e e e e e e era e e e eeenaas 18
3.2.3 Laterale ICL-ANOIANUNG .....cooveiiiiiiiiiiaaae ettt e e e e e e e e e eaeeeaenaan 19
3.2.4 CArOLENOIUE.......eeeeee ettt e e e e e e e 20
3.3 Natural Moisturizing Factor (NMF) .......ccoouuiiiiiiiie e e e 21
I =T - 11| PO PP PPPPPPPPPPRRR 22

3.4.1 Sekund?re..Ker.at.i.nstrukt.ur.......22

3.4.2 Terti?re.Kerat.i.ns.t.r.ukt.ur. ... 24
B WASSEN .ttt 28
3.5.1 WaASSErKONZENIIALION ......uveiiiiiiiiiiiei e 28
3.5.2 Wasserbindungs.zus.t.2.nde. ... 29
3.5.3 Gesamtbindungszustand des WaSSEIS ..........cceeeeiveiiiiiieeieiiieee e eeeenann 33
4. Diskussion und SchlUuSSTOIgerUNGEN ........oovviiiiiiiieir e 35
4.1 Zusammenfassung der ArDeIt.........oooo e 35
4.2 Stratum Corneum (SC) DICKE ......uuiiieeiiiiii i 35
4.3 Interzell ul.2re..Li.pi.de. . .(L.CL) ... 36
4.3.1 ICL-KONZENIIALION ...ttt e e e e e e e e e e e e e 36
4.3.2 Lamellare ICL-ANOIANUNG .......uuuuiiiiieeeeeeeeeeeeeeiii e 37
4.3.3 Laterale ICL-ANOIANUNG ........uuiiiiiiiiiiee e e e e e 38
4.3.4 CarotenoidKONZENTIAtION ............uuuiieiiiiiiiiiiiie et 39
4.4 Natural Moisturizing Factor (NMF) ........uuui e 40
A5 KEIALIN ...ttt e e e e 41

4. 5.1 Sekund?re..Ker.at.i.ns.t.r.ukt.ur...........A41

4. 5.2 Tertidare.Kerat.inst.ruktUur. ... 42
N GV s LT T PP 43
4.6.1 WaSSErKONZENTIALION.......cceeueiieeeeeeiiee e e e e e et e e e e e e et eeeeeannn s 43
4. 6.2. Wasserbi.ndun.gs.zus.t.2nde. ... 44

4. 7 St2@rken und Sc.hw2.c.hen..der...Ar.b.e.i.t...45



4. 7.1 SChWa . C.N BN 45
4. 7. 2. S B K B 46

4. 8. KI'ini sche Relevanz wund | mpl.i.kat.i.4/nen f
LILEratUIVEIZEICHINIS ...ttt e e e e e e e e e e n e 49
Eidesstattliche VErSiCReIUNG .........oooiiiiiiiii e 62

Anteil serkl@rung an de.n..er.f.ol.gt.en...Puhbhl.63kati o

Druckexemplare der PUDIKAtIONEN ..........ooiiiiiiiii e 64
LEDENSIAUT ... e 92
Komplette PUDIKAtiONSIISTE..........coceiieeie e 94

DANKSAGUNG ...ttt e ettt et e e e e e e e e e e e r e 95



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Psoriasis-Pat i ent en: demographi sche Dat en,
gemessene/ausgewertete Profile ... 15
Tabelle 2: AD-Patienten: demogr aphi sche Dat en, La@sione

gemessene/ausgewertete Profile ... 16



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Tiefenprofile der ICL-Konzentration ...............ccoeuuiiiieeeeiiiiie e eeeeeeens 18
Abbildung 2: Tiefenprofile der lamellaren ICL-Anordnungé é é ¢ é ¢ é € € é é 19
Abbildung 3: Tiefenprofile der lateralen ICL-ANOrdNUNG .........cuuvviiiiiiinieeeeeeeeeeeeiiiiiiienns 20
Abbildung 4: Tiefenprofile der Carotenoid-Konzentration ..............ccccoeevviiiiiiiiiiieiiiineeens 21
Abbildung 5: Tiefenprofile der NMF-Konzentration ...............cccooveevviiiiie e 22

Abbil dung 6: Tiefenprofile..der..sekund?223en Ke
Abbil dung 7: Tiefenprofil @ééde&ré éxeléeereda2.”en Ke
Abbil dung 8: Tiefenprofile der Menge..a2 Cyst
Abbildung9: Ti ef enprofil e der Stabilit.a.it..der.26Di sul

Abbil dung 10: Tiefenprofile des Verh?2l|l tnisse

..................................................................................................................................... 27
Abbildung 11: Tiefenprofile des Faltungszustands von Keratin.............c.c..cccoeeeeeiinnennn. 28
Abbildung 12: Tiefenprofile der Wasserkonzentration................cccoovviiieeeiiiiiie e ee e, 29
Abbildung 13: Tiefenprofile der Menge an sehr stark gebundenem Wasser ................. 30
Abbildung 14: Tiefenprofile der Menge an stark gebundenem Wasser......................... 31
Abbildung 15: Tiefenprofile der Menge an schwach gebundenem Wasser................... 32

/////////

Abbil dung 17: Tiefenprofile des Verh?2ltniss
AT 2 TS T PP PPTRPPRPN 34



Vi

Abk¢rzungsverzeichni s

AD atopische Dermatitis

CRM konfokale Raman Mikrospektroskopie

DA Donorr-Akzept or (schwach gebundene Wasserm
DAA Donor-Akzeptor-Ak zept or (sehr stark gebundene
DDA Donor-Donor-Ak zept or (sehr schwach gebundene
DDAA Donor-Donor-Akzeptor-Ak zept or (st ark gebundene We
EASI AEczema Area and Severity Indexi

FFA Freie Fetts2ure(n) (free fatty acids)
FP Afingerprinti Bereich i@80®&cmRaman Spektr
HWN Ahigh wavenumberd Bereich id®&cmRaman Sp
HS gesunde Haut (healthy skin)

Ix Raman-l nt ensi t 2t bei der Well enzahl AXxXo (
IL Interleukin

ICL(S) i nterzellul2re Lipid(e)

KX Keratin vom Typ fAx0

(n)LAS (nicht-)l 2 si onal e a t(oop-jlesiand &opitlskin)t  (

(n)LPS (nicht-) 2 si onal e p s(moni)lesibnalpsoiatc skiha u t

NMF Anatur al moi sturizing factor (s)Ah

PASI APsoriasis Area and Severity I ndexi

SC Stratum corneum

SBF Hautbarrierefunktion (skin barrier function)

SP Serinprotease(n)

TEWL Transepidermaler Wasserverlust (transepidermal water l0ss)

TH2 T-Helfer-Zellen vom Typ 2



Zusammenfassung

Psoriasisund atopi sche Dermatitis (AD) stellen z
entz¢gndlichen Hauterkrankungen dar . Obwohl S
kungen voneinander unterscheidet, gehen beid
(SBF) einhe r . Die SBF beruht physiologisch gr°Ct

neum (SC) als @2uCerste Hautschicht.

Die konfokale Raman-Mikrospektrosk o pi e ( CRM) eignet sich als
fer die Unt er shie 3B nog psdriatscheghn@nd atopischem SC wurde

bi sl ang haupt gahsepdermalem Wassetverlasts TEWL) als SBF-definie-

renden Parameter untersucht. TEWL ist zwar ein etabliertes Verfahren, es ist jedoch feh-

l eranf 2l | i g wpezfischeimolekaldre Thekeninfoemation. Daher wurden 19
Psoriasis- und 21 AD-Patienten rekrutiert, um SBF-relevante molekulare Parameter
nicht-invasiv und in vivo mittels konfokaler Raman-Mi kr ospektroskopi e zwi
ler und nicht-l 2 si onal er H a u tDie Analyse der Barameter érfelgie zum

ersten Mal ¢ber die gesamte SC-Dickeund al s ti ef enabhdaFeig-e Fun
struktur des SC darzulegen.

Unsere Ergebnisse f ¢ r di e zBigemw eine aiediigesre Gesamtkonzentration inter-

zel |l ul 2r er,eileVgschiebung der@iéllaren ICL-Anordnung in Richtung gau-
che-Konformation und eine Abnahme der dichteren orthorhombischen lateralen ICL-An-
ordnungim!| 2 si o®Cal ®mr ¢ b ewird dinie niednigere Konzentration von A aitu-

ral moisturizing factori  ( NMF) und von 3Maiesusaeceinestalke Tkedéng n

zus ¢ h w2 gdbendenen Wassermo | ek ¢ 1 en i m Hedbachtet.iDaslWeite- S C

ren zeigtdas| 2 si oneail me SWeni ger stabil e s ekmmdr? r e K
tenUHel i ces und eti evretKer&instukiwt mirh® kB e r Faltangsgrad. Un-

sere Ergebnissef ¢ r di e A D nieddgerg €I unel Camogenoidkonzentration so-

wie eine verringerte orthorhombische laterale ICL-Anordnungim | 2 s i o n Weéitern SC
hin werden eine niedrigere NMF-Konzentration,v er 2 ndert e sekund?2ar e un
tinstruktur und eine Tendenz zu vermehrt stark-gebundenen Wassermo | e kignl € A si o -

nalen SC beobachtet.

Diese Befunde offenbaren eindeutige strukturelle Unterschiede, die auf eine gest °r t e
SBFim | @2sional en i m Me?rsgiloeniaclhe nzuSC ndiecrhtpsori a

schen Haut hinweisen. Die Ergebnisse werden kritisch im Vergleich zu anderen Studien



¢, b e ie psdriatische und atopische Haut sowie auch zu Ergebnissen, die mit derselben
CRM-Met hode ¢ber die gesunde Hauntge&t 2r eélet Swugil
halte, di e weitere Er fuwendenardgesprache e nEPitn ggemegndl i cf
st@andnis der mol ekul aren Ver@anded @sgematwerstc
ist nicht nur aus pathophysiologischer Sichti nt er essant, sondern auch
wicklung gezielter topischer und systemischer Therapien f ¢ r se @&rkrankungen. Deren

Effektivit2at k°nnte gut im Sinne i nMethodelont i one

trolliert werden.



Abstract

Psoriasis and atopic dermatitis (AD) represent two of the world& most common chronic
inflammatory skin diseases. Although the pathogenesis of these conditions differs, both
are associated with an impaired skin barrier function (SBF). The SBF is predominantly

based on an intact stratum corneum (SC) as the outermost layer of the skin.

Confocal Raman microspectroscopy (CRM) proves to be a highly precise method for the
SC investigation. So far, the SBF of psoriatic and atopic SC have mainly been analysed
using the transepidermal water loss (TEWL) as an SBF-defining parameter. Although
TEWL is a widely used method, it is prone to artefacts and contains no specific molecular
depth information. Therefore, we recruited 19 psoriasis and 21 AD patients to compare
SBF-relevant molecular parameters between lesional and non-lesional skin non-inva-
sively and in vivo using CRM. The analysis of the parameters was carried out for the first
time over the entire SC thickness and as depth-dependent functions to elucidate the fine

structure of the SC.

Our results for psoriasis reveal a lower total concentration of intercellular lipids (ICL), a
shift in lamellar ICL organization towards gauche conformation, and a decrease in the
denser orthorhombic lateral ICL organisation in the lesional SC. Additionally, we observe
a lower concentration of the natural moisturizing factor (NMF) and water molecules, along
with a strong tendency towards less tightly-bound water molecules in the lesional SC.
Furthermore, lesional SC exhibits a less stable secondary keratin structure with reduced
U-helices and an altered tertiary keratin structure with a higher degree of folding. Our
results for AD show a lower ICL and carotenoid concentration, as well as a reduced or-
thorhombic lateral ICL organization in the lesional SC. We also observe a lower NMF
concentration, altered secondary and tertiary keratin structure, and a tendency towards

increased strongly-bound water molecules in the lesional SC.

These findings reveal clear structural alterations, indicating an impaired SBF in lesional
compared to non-lesional SC of psoriatic and atopic skin. The results are critically dis-
cussed in comparison to other studies on psoriatic and atopic skin, as well as results
obtained with the same CRM method on healthy skin. Unresolved issues requiring further
investigation are addressed. A thorough understanding of molecular alterations between
lesional and non-lesional skin is not only interesting from a pathophysiological perspec-

tive, but is also crucial for the development of targeted topical and systemic therapies for



these conditions. Their effectiveness could be well monitored through interventional stud-

ies using our CRM method.
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1 Einleitung

1.1. Konfokale Raman-Mikrospektroskopie (CRM)

Die unelastische St r euung von monochromatischem Licht
ons-und Rotationszust2ande der streuenden Mol e
ver @2nder t er StiWesluhdemtizStoked shiff). Dieses sogenannte Raman-P h 2 -

nomen [1] erlaubt mittels monochromatischer Bestrahlung (z.B. mit Laser) von Materie,

I nf ormati onen ¢(beruddeViPblt artrideaczalr&kgke 1 n
Probe zu gewinnen. Durch eine spektrale Anal
Art v on Muodldedn Bihdeingen und Anordnung in der Probe gezogen werden.

|l nsbesondere f¢r homogene M&pekroskopi¢ zueldentifrat s i
zierung etabliert. Inhomogene biologische Proben sind durch ihre Zusammensetzung von

vielen verschiedenar t i gen Mol ek¢l en und d-8ignaturenghb-er | ag

rakterisiert, was aufw2ndigere Auswertverfah
Mit der konfokalen Mi kroskopie ist die axial
m° gl i ch. Somit ermPglicht die Kombinati-on voa

Spektroskopie in Form von konfokaler Raman-Mikrospektroskopie (CRM) die nicht-inva-

sive in vitro und in vivo Bestimmung von der molekularen Struktur und Zusammensetzung

der Haut in sequentiellen Tiefenniveaus mit
[21 4]. Daher hat sich CRM als eine sehr wertvol
der Epidermis der gesunden Haut (HS) [3,51 7], al s auch ddélautdurehr 2 nde
Alterung [8] oder Erkrankungen [9,10] etabliert.

1.2 Stratum Corneum (SC) und Hautbarrierefunktion (SBF)

Das Stratum corneum (SC) ist die oberste Schicht der Epidermisundd ami t di e ober
lichsteHaut schi cht. Dadurch ist das SC mit seine
lich an der Hautbarrierefunktion (SBF) beteiligt [117 13]. I m Rahme brickecheds al s
mortar0 beschri ebenen M8Qaad dommeozytens diecirheiner fVasser-
Lipid-Matrix eingebettet sind [11,14].

Die Corneozyten sind differenzierte Keratinozyten oberhalb des Stratum granulosum, die

i hren Zell kern verloren haben und miteinande
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[13,15]. Weiter beteiligt an ihrer Vernetzung sind das Zytoskelett, bestehend aus Keratin-
filamenten, und die sie umgebenden verhornten Lipid- und Protein-H¢ | | en ( best e
u.a. aus den Proteinen Filaggrin, Loricrin und Involucrin), die zusammen mit Keratin Ver-
knegpfunge[l6]. biDi desres Net z aus ver kng piichtigste Ker ¢
Hautbarriere gegen mechanische und chemische Reize dar [17]. Die Keratinfilamente
innerhalb der Corneozyten si [& mibhohepneshanc h| i ct

scher Stabilit2t und befinden sich in variahb
kundd#fnmd Tert i[O struktur

Die interzellul&2aren Lipide (I CL) bestehen ha
samten Lipid-Ma s s e ) , frei @WRA daeldi 2082der gesamten Lipid-Masse)

und Cholesterin (ca. 25% der gesamten Lipid-Masse) [20,21]. Sie sind in Form von Dop-
pelmembranen innerhalb von Lamellen angeordnet und weisen teils trans- und teils gau-
che-Konformat i onen auf . Das Verh?2ltnis dieser Kon
ralen ICL-Anordnung in Verbindung, die von orthorhombisch (mit sehr dicht geordneter,

schwer permeabler Lipidanordnung) bis hexagonal (weniger dicht geordnete, besser per-

meable Lipidanordnung) variiert und sich in unterschiedlichen SC-Tiefen inhomogen ver-

teilt [22,23]. Die I CL und ihre Anordnung sind macCg
Wasserdi ffusion und hyd31lg3hi |l e Mol ek¢l e bet e
Ein weiterer wicht i geaturahnkoisteriaimg fadtafr (SNBVWF )i ,std ere
ver schi edenen((zB.r8erin, dlaninuGlya@m Histidin, Ornithin, Prolin und Pyr-

rolidon-C a r b o n snfit poteptgn hygroskopischen Eigenschaften besteht, die sich aus

dem Abbau von Filaggrin herleiten [25]. Die NMF-Konzentration und der Faltungszustand

der Keratinfilamente in den Corneozyten sind
Wasser mol ek¢l en und dadurch f¢r die Erhaltur
die auch als Funktion der SC-Tiefe variiert [19]. Weitere SBF-relevante Funktionen, an

denen der NMF beteiligt ist, sind die Aufrechterhaltung des physiologischen sauren pHs,
Reifungsprozesses und mikrobiellen Millieus (z.B. durch Reduktion der Kolonisation mit
Staphylococcus aureus) vom SC [26,27]. Sowohl der transepidermale Wasserverlust

(TEWL) als auch der pH-Wert korrelieren invers mit der NMF-Konzentration [28].
Wassermol ek¢l e befindes auch exwoadtelntol@ar i
sind an i hren umg eBdC.dkemntin, MMF) antegsdhiediich étark ge-
bunden. Je nach Mengeund Ar t der Wasserstoffbre¢gckenbir
unterscheidet man von sehr stark ¢28]bllueindre nen
teil ung h?2 n grtefe,\"demAlted, sowie Beteren Faktoren ab [8,19,30,31] und
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bestimmt die SC-Feuchtigkeit. Die Wasserdiffusion wird h a u p t s @vontdér SBFHhdes
SC kontrolliert [5] und der TEWLiI st ei ner der am hidnwivoPgra-t en u
meter der SBF, der auch mit der orthorhombischen lateralen ICL-Anordnung [32] korre-

liert. Allerdings wird vermutet, dass der TEWL insbesondere bei erkrankter oder topisch

behandelter Haut nicht i mmer ei nAvéEdBarfees!| i ch
ist [11].
1. 3. Erkrankungen mit gest®°rter Hautbarriere

1.3.1 Atopische Dermatitis (AD)

1.3.1.1 Definition und Pathophysiologie

Di e atopi sche Der meutodetmitis beramab ist,einefnichi-h e f e Nt 1 © s ¢
chronisch-rezidivierende,ent z ¢ ndl i che Haut erikB0%derkindicgen di e
und 14% der erwachsenen Population betrifft [33,34]. Si e stel |l t eine deu
kung f¢r die LBHemdgugahdnttz daammeAsthnmjTyp- br o n «
| Allergien und allergischer Rhinokonjunktivitis zu den Erkrankungen des atopischen For-
menkreises [17]. Das klinische Bild von Patienten mit AD ist durch eine trockene Haut mit
altersspezifischen Hautver2anderungen gepragt
an den Beugeseiten manifestieren und sich i
Erythemen, Induration und Papeln zeigen, die starken Juckreiz mit resultierenden Exko-

riationen und langfristig Lichenifikation aufweisen [17,36,37].

W8 hrend der genaue Pathomechanismus hinter d
k I 2 r wird das Zusammenspiel von mehreren Faktoren diskutiert. Diese beinhalten
genetische und epigenetische (z.B. Filaggrin-Mutationen), immunologische (Th2-vermit-
telte I nfl ammat 448 unanigB-A netri hkt)rsopesrexodehe Faktoren,

wi e z.B. Exposition zu All ergenen, Sekund?r.i
mi krobiom, ¢berm2Cige Hygi[oBédlhQBaebhmear e Kdi M
AD ist weiterhineinege st Mautebarrier e, die sogar mit de
korreliert [37,42]. Die gest®°rte SBF in der AD kann tei
gef ¢hrt werden und bewirkt in Wechsel wirkung
guate Reaktion auf exogene Rei ze, h°heres P

Wundhei | unen§6,3943i4bh g
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1.3.1.2. Das SC und die SBF in AD

Die eingeschr2nkte &BtF hetr iaftfotpi sichrletn Mur | 2

auchnicht-l 2 si onal e Hautareale (NnLAS) wund ist auf
rungen i m SC z[2613%. Skigtn.B. pdchgewresen, dass die gesamte ato-

pi sche Haut eine erh°hte Permeabilit2at sowoh
mikalien im Vergleich zur gesunden Haut aufweist [46]. I n der LAS ist ei:

alsinder HS bekannt[47]. Der TEWL, SBH[HK], Ma€tder MP[B&39bei d

und die Unterschiede sind sowohl zwischen LAS und nLAS als auch nLAS und HS nach-
gewiesen [48,49]. Es wurden sogar Unt erschiede

nicht-l 2 si onal er atopischer Haut und -pH 8AS am
h°chst en)-Feuchtigkeit $g€ringste Feuchtigkeit in LAS) beschrieben [50]. Die
Schwere der Erkrankung korreliert mit der TEWL-E r h © h u n g -Feuohtigke8 [51] so-
wie auch mit der SC-pH-E r h ° h[®2h Igetztere beeinflusst vermutlich den Lipidmetabo-

Z Wi s

Bezu

' i smus, die I nfektanf 23etinprgtdasen (SP) (26].d i ree A&krt h v

Akt i v i SP3stehtim Lusammenhang mit reduzierter SC-Feuchtigkeit [47] und beein-

t r 2 c h tSBRg[#5,4d].iDe diskutierten zugrundeliegenden Mechanismen sind ein ge-

st°rter Lipidmetabolismus (mit beispielsweis

tion), gestortes [2B8B%urd ng9 red eThm2gnélagmimatiantdurch
er h°hte SpLildupelL-16J48]n

Einen weiteren Faktor fg¢r di e JpssoffinctioneMu-Haut b

tationen dar. Filaggrin produziert physiologisch NMF, mit erheblichem Einfluss auf die

physiologische Einstellung von Feuchtigkeit, saurem pH, SP-Ak t i vi t 2t sregul at

timikrobiellen Eigenschaften des SC [17,45]. Dadurch wird ersichtlich, warum vermin-

derte Filaggrin-Spiegel in AD reduzierte NMF-Konzentrati on, h°heren
ckenheit [17,53Jlund h°her e Kol onisati on [2d]verursachenphyl o

Allerdings sind weder alle AD-Patienten von Filaggrin-Mutationen betroffen (sondern un-

gef 2 hr d),inech kbmmtfes immer zu einem AD-Ph2 not yp bei Prase

laggrin-Mutationen (sondern in ca. 60% d e r  }[26l54,55]. Abgesehen von geneti-

schen Ursateheau&bhndie erh°hten proi-hund-B3mmat o

eine verminderte Filaggrin-Expression verursachen [28].
A u C €&ilaggrin sind auch weitere wichtige strukturelle Proteine in der atopischen Haut

reduziert, wie z.B. Hornerin, Loricrin und Involucrin, was genetisch und/oder inflammato-

risch bedingt seinkann[28]. Wei t ere relevante Faktoren f ¢r
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AD sind dysfunktionelle tight junctions [56], reduzierte antimikrobielle Peptide [17] und

ein gest°rtes mikrobi el | RBesphySlologiscle workommende o mme r
Spezies Cutibacterium, Streptococcus, Corynebacterium und Proteobacteria werden in
atopischer Haut vermehrt von der Staphylokokken-Kolonisation v e r d r [87h Ijteres-
santerweise wird eine Korrelation zwischen Staphylokokken-K ol oni sati on wund
TEWL beschrieben [58]. Zul et zt werden strukturelle Veran
in Bezug auf die ICL beobachtet. So sind z.B. die Gesamtkonzentration von ICL, die Kon-
zentration von Ceramiden (besonders 1 und 3)
Vergleich zur HS [48,59] mit signifikante n F ol ge®BFf3Q.r di e

1.3.1.3. Untersuchung des atopischen SC mit CRM und anderen Methoden

Zahlreiche unterschiedl iUntesuchdrgtddr G Straktunvundr d e n
SBF der atopischen Haut verwendet, wie z.B. TEWL-Me s sung, Besti mmung
higkeit, Reflexionsspektroskopie,opt i sche Koh?r eader tiverseoUnteraup hi e
chungen der Lipide [60]. CRM i st b i sdinge Fragastellangen i Bezug auf die
atopi sche Haut eingesetzt worden, wnmnugton-. B. f
Auswirkungen [617 63], den Vergleich zwischen atopischer, sensibler und nicht-sensibler

Haut [64] oder die objektive Klassifizierung der AD [65]. Des Weiteren wurden mittels

CRM Lipidanalysen [66] und eine Untersuchung von unterschiedlichen strukturellen Pa-
rametern der @2bemdtek &apibchen 8Csgr]dur chgef ¢hrt .

1.3.2 Psoriasis

1.3.2.1 Definition und Pathophysiologie

Die Psoriasis vulgaris isteine nicht-i nf ekt i ©se, c¢chr oni Bauterkran- i nf |
kung, die geschlechts-und al t er sunab%dergi ge rett wal dybop?i s
3% der Wel t bev 968,8% Wie begdertAB tstrdie Pathophysiologie der Er-
krankung ist noch nicht ab sgeretische Ghmundlogigcaek | 2 r t
und exogene Faktoren [70,71], w2 hr end epi genet[i2sucnhde eDyns rveeg u
dertes Mikrobiom auch eine Rolle spielen[73].Di e t ypi schen psoriati s«

rungen i mponieren als indurierte, scharf beg
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tens im Bereich der Streckseiten dzagrundglie-t r e mi
gende Proliferations-und Di f f er e n zen dar Kemagnezyten®als Wkamgthose,
Parakeratose und Hyperkeratose der Epidermis [68,741 76].

Eine gest°rte SBF ist auch bei der Psoriasi s
ob sie pathogenetisch pri m2[il,2442d7]. ®erentspre-e k un d
chend ist einerseits die im Rahmen der Psoriasis auftretende Inflammation eine Ursache

f¢er die gest®°rte SBF (sekund?2r bedingt), i N
SBF-f °rdernden Bestandt ei | e fi7r8ldAaderersels bétrefienge-t r 2 ¢ h
neti sche Ver2nderungen bei der Psoriasis dir
dingte SBF-St °r ung) , z. B. b e z ¢cogdr Ceramidsginthese, Gt redule st e r
tierender | nfl aMudanteroanb i leirth®*thtgeegen¢ber exog:
biellen Antigenen) und gegebenenf al[V7s79].llnnduk't
Anbetracht des wichtigen Stellenwerts der He
der Erkrankung sind daher Erkenntnisse ¢ber

SC sehr wertvoll.

1.3.2.2. Das SC und die SBF in Psoriasis

La@2sionale psoriatische Haut (LRS)r wketisrt bka ng
der Lipid-Anordnung auf [24,80,81]. Eine potentielle Ursache d a fstelitdieVer 2 nder ung
in der Ceramidzusammensetzung [81,82] mit reduzierten langkettigen Ceramiden im Ver-
gleichzur HS [83]dar., AuCer dem i st die Konzentration vol
nicht-l 2 si onal er psori aBd]l. PahegbeHaht ndonsP®urden
elektronenmikroskopie eine aberrante lamellare ICL-Anordnungund diePr 2 senz v on
pidtr°opfchen im psori a8l.schen SC nachgewi ese
Die Konzentration von NMF erscheint vergleichbar zwischen nLPS und HS, aber redu-

ziert in LPS im Vergleich zu nLPS. [84]. Weiterhin werden Unterschiede in der Sekun-
d2rstruktur von KemrP&t isnc hlee 1¢ hreielbe h® hbkr es ‘
Fal t bl 2@Helecesmls RS oder HS aufzuweisen [84]. Al s k|l arer |1 ndi k.
SBF,i st TEWL in LPS H&4B6gr Dalss Aiums malGE 8he° h uTnEgWL
scheint mit der Schwere der Erkrankung zu korrelieren [87]. In Zustimmung mit diesen
Ergebnissen ist die SC-Feuchti gkei t , di e ebenfalls ein
[25,88,89], niedriger in LPS im Vergleich zu nLPS [84,90].

Bez¢ gl i Feage, abalie SBF von nLPS der HS entspricht, w ¢ I idigerStudken
dafsgpmr ec hen, z . B. -Zusaenmensetzung, MEWL ioger 8C-Feuchtigkeit
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[84,91,92], im Gegensatz zu anderen Studien, die eine Mittelstellung von nLPS zwischen
LPS und HS [931 95] nahe legen.

1.3.2.3 Untersuchung des psoriatischen SC mit CRM und anderen Methoden

Wie bei der AD sind auch bei der Psoriasis zahlreiche Methoden eingesetzt worden, um
die Hautstruktur zu untersuchen. So sind beispielweise Untersuchungen mittels TEWL-
Messung, K o r attennatee ttatal eeflectarice 1 Fourier-transform infrared
spectroscopy0[84,96], tape-stripping [97], multiphoton-CARS tomography [98], OCT [99],
diffuse reflectance spectroscopy [100], Rasterelektronenmikroskopie [85] und Laser-
Scanning-Mikroskopie [80,101] erfolgt. Mittels CRM und near-infrared-Spektroskopie
wurden bis jetzt nLPS-Areale in vivo [9], LPS-Areale verstorbener Psoriasis-Patienten ex
vivo [102], psoriatische Schuppen in vitro [103], ein psoriatisches Hautmodel in vitro [104]
und spezifische SC-Komponenten im Rahmen einer Pilotstudie in vivo [10] untersucht.
Dar ¢ber hina8pekstofkRmphne f¢r die Therapiebe
Haut eingesetzt worden [105]. Eine neuere Studie hat mittels eines beweglichen konfo-
kalen Raman-Mi kr oskops atopische, psoriatische unc

konzentration und bestimmter Lipidparameter verglichen [106].

1.4 Ziele der Dissertation

Zi el di eser Di ssertation i st e -assoziiertei noleka-n a b h 2
larer struktureller Parameter des SC von Patienten mit Psoriasis und AD mittels nicht
invasiver in vivo CRM und den analytischen Methoden, die in unserer Forschungsgruppe

etabliert worden sind [19,22,30]. Ein detailliertesVer st 2 ndni s der mol ekul

tur vom SC erl aubt wertvolle Erkenntnisse ¢l
Ver st 2 ndPnaitsh ogpehry si ol ogi e optidierung diesedzwe Erlrdane r a p i
kungen sind, die mit einer gest®rten Hautba

Rahmen dieser explorativen Analyse tiefenabh
fern sich jeweils LAS von nLAS und LPS von nLPS in Bezug auf ICL-Konzentration und
-Anordnung, Carotenoid-, NMF-Konzent r at i eunn d STeekrutnid®rrst r ukt ul

und Was s e+Konpehtatiopund-Bi ndungszust2anden untersch
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2 Methodik

2.1 Patienten

F¢r die Zwecke dieser Studie wurden aus der
Vener ol ogi el Wreirv eCrhsairti22t® medi zin Berlin 19 Pal
riasis vulgaris (8Dweichbicthjtisamtenl BaGN12 J
ten diagnostiziet mt AD ( 9 wei bl i chjDARcm8aommi cthsal ter 34
krutiert. Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Messung zwischen 19 und 59 Jahre alt,

hatten Hauttyp I7 Il nach Fitzpatrick [107Jund mi ndest ens ei neK®rk-t i v
perber ei chen, die f¢gr di e Mes s un g-leenge, Untegeimm.g | @ ¢ h
Die L2sionen wurden so ausgesucht, dass si e
Psoriasis (s. Tab. 1 unter Ergebnisse)und ei ne m°glichst geringe
AD aufwiesen (s. Tab. 2 unter Ergebnisse). Es wurde explizit darauf hingewiesen, dass

die Patienten die zu untersuchenden Stellen frei von Topika und Pflegeprodukten min-

destens 24 Stunden vor der Untersuchung hal t en m¢gssen. Al l e Pat
f ¢ hr | i allaAspekte der Studien informiert und haben vor Beginn der Studienteil-
nahmei hr schriftliches Einverst2ndnis gegeben.

tum von der Et hi kkoimn iswse roni td2etrs ntehdairziitn® Ber |
Psoriasis und EA1/ 145/ 17 f¢r AD) .

2.2 Konfokale Raman-Mikrospektroskopie

Die Untersuchung der Haut erfolgte mit dem "Model 3510, s ki n composi ti on
(RiverD International B.V., Rotterdam, The Netherlands), d e r infviga- und ex-vivo-
Messungen entwickelt wurde. Die Spektren im AingerprintfiBereich (FP, 400i 2000 cm™?)

wurden mithilfe eines auf 785 nm emittierenden Lasers (20 mW optische Leistung auf der
Hautoberfl2ache mit 5 $SpelErrnimoAightwavenursberd i Ber eandh
(HWN, 25001 4000 cm-) mithilfe eines auf 671 nm emittierenden Lasers (17 mW optische

Lei stung auf der Haut ober faufdenommenmiiletProfile wair- EXx p 0
den durch Spektren in 2-em-Schrittenauf gezei chnet , beginnend u
Haut ob e wridIbid zuleieer Tiefe von 40 em. Die axiale Aufl °sun
und die spektrale Auf | © s ung 'é&Berjedem P2ofil wurden FP- und HWN-Spek-

tren in der identischen Position und Tiefe mithilfe des piezoelektrischen Positionierers
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vom CRM-G e r ARIFOC piezo flexure nanopositionerfi(Physik Instrumente GmbH & Co.
KG, Waldbronn, Germany) aufgezeichnet. Die komplette Untersuchung einer Hautstelle
inkl. FP-und HWN-Pr of i | e dauert ungefa@hr 2 Minuten.

des verwendeten Mikroskops erfolgt in der entsprechenden Literatur [108i 110].

2.3 Messungen und Datenauswertung

Bei jedem Patienten wurden Messunegnauigesund Ber e
erscheinender (nicht-l 2 si onal er, ent spAR)c hiemd In®#Be ruanlde n
chendLPS und LAS) Haut durchgef ¢hrt. Al l e unt «

mentiert und mittels krankheitsspezifischer Scores beurteilt: local-PASI [111,112]

(Erythem, Induration, Schuppung) f ¢ r di e psor i aEASIJId3 Enythempnd | o
Induration, Exkoriation, Lichenifikation)f ¢r di e at opi(s aucheTab.lLihd i one
2). Jede komplette Messung (mit FP und HWN) erfolgte in abwechselnden Hautarealen
innerhalb der L2siomemnkFgésenden Khatneren L2
oder zwei Messungen in unterschiedlichen Are
wurden auch weitere L2sionen von densel ben
Hautareale wurden vor der Messung auf keine Art manipuliert und die Messungen wur-

den nach einer Akklimatisierungszeit von mindestens 15 Minuten unter standardisierten

Labor bedi ngunge(nT ednuprecrhaghelf)r¢ hér2t0

Insgesamt wurden von den Psoriasis-Pat i enten 24 | 2s4 édsabeabedu
von den AD-Patienten 181 2 si onal e -uddi @Bahechuaut areal e f ¢
tistische Auswertung benutzt, nachdem minderqualitative Profile ausgeschlossen wur-

den. G zug Awbsehluss von Profilen von der weiteren Auswertung waren der Ge-

brauch von topischen Substanzen 24 Stunden vor der Messung (gegen Anweisung), do-
kumentierte Instabilit2at w2hrend der Messung
nicht-I 2 salepHaut. Die Raman-Spektren wurden a n s ¢ h | imét€lseetallierter Me-

thoden vorbearbeitet und vom Fluoreszenzhintergrund befreit [6,19]. Weiterhin erfolgte

die Ent f ernung kosmischer Spi kes, sowie eine
tenanalyse (4 Komponenten). Di e Ha ut o lefimiert bl$¢ 0®ohder SC-Tiefe) wurde

an der Position definiert, an der die halbe ma x i mal e | nt e n sassozietten d e r I
Bande (bei 1655cm?) von der Seite adfeat[llBlaufAlobelrhér gdhmeg



Methodik 14

SC zum Stratum granulosum (definiert als 100% der SC-Tiefe) wurde die Position defi-

niert, an der die erste Ableitung der Kurve von der Wasserkonzentration den Wert 0.5

erreichte [114,115]. Zum Zwecke der Vergleichbarkeit der untersuchten Parameter wur-

den sie in 10%-Schritten auf die normalisierte SC-Tiefe von 0 bis 100% interpoliert.

Die Datenauswertung erfolgte mithilfe von #f
Rotterdam, the Netherl ands), AMatl ab UBR,019bo
AOrigin 2020bo6o (OriginLab Corporation, Nor t |
Excel 20160 (Microsoft Corbkpeormr adii @ nyn tRerdsmomh y |
tistischer Signifikanz zwischen den unterschiedlichen Parameter-Mittelwerten von nLPS

vs. LPS und nLAS vs. LAS jeweils wurden t-Tests verwendet, da von einer Normalvertei-

l ung der Mittel werte ausgegangen wird, wi e
kleineren Stichproben in der Literatur mehrmals gezeigt wurde [6,8,19]. Ein signifikanter
Unterschied wurde bei p < 0,05 vordefiniert und in den Graphen mit * symbolisiert und

ein hoch-signifikanter bei p < 0,01 und mit ** symbolisiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Stratum Corneum (SC) Dicke

Die demografischen Daten der rekrutierten Patienten sowie die detaillierten Informatio-
nenzudenver wendeten L2@sionen sind den DE®ibkel | en
vom SC wurde wie unter der Methodik (s. 2.3.) beschrieben berechnet. Insgesamt konnte
dieSC-Di cke f ¢r 6 Profilen{a6®® und 23 RPo8 85 LPS-Profilen (32 7 %) f ¢ r
die Psoriasis-Patienten, s o wi e f ¢r 6 3-Profilem(a8T%8 und 4£3A/& 71 LAS-

Profilen (a6 1 %) f ¢ r-Patiemten befebDhnet werden. Bei allen restlichen Profilen
konnte entweder die Hautoberfl2che oder der
korrekt bestimmt werden und sie wurden daher von der weiteren Auswertung ausge-
schlossen (vgl. Tabellen 1 und 2). Die mittlere SC-Di cke von n24R@mbndt r @2 gt
die von LPS 26fB ¢em, ohnedassdi eser Unterschied der 2 Mit
statistische Signifikanz erreicht hat (p =0,21). F¢r di e nLAS Dekedoa ei ne
23KM und f ¢r  di-Bicke vos2 £ Kt leereGet. Dieser Unterschied von

1 O mkonnte ebenfalls nicht das Niveau der statistischen Signifikanz erreichen (p=0,15).

Tabell e 1:Pé&tsiogritassi:s demographi sche Daten, L2sionen, l ocal
Pa-t| Al t e Ges - Hauttyp Anzahl/l ocal LPS PronLPS Pr{Ausgeschl o
NT . chlec (nach von (mit- SC(mit- SC/Profile mi
patrickiL?2sion Di c)k e Di c)k e dung

1 56 W 1 1 2 2 0|3 (0) 3 (0)
2 27 M I 1 1 2 3 1/6 (1) 6 (5)
3 19 F Il 1 11 2|6 (3) 6 (6)
4 29 M (| 1 2 0 1|5 (0) 4 (2)
5 34 M Il 1 2 2 2|5 (0) 5 (5)
6 37 M I 1 1 1 2 1|5 (0) 5 (4) LPS: I NS
7 28 F Il 1 2 0 1|4 (0) 4 (0) LPS + nLPS
8 52 M Il 1 2 2 2|7 (0) 6 (2) LPS: I NS
9 34 M Il 1 2 3 2|6 (0) 6 (2)
10 |39 M Il 1 1 2 2|5 (1) 6 (0) nLPS: I NS
11 |40 M Il 1 3 2 106 (2) 6 (5)
12 |27 F Il 3 2 1 0|2 (0) 6 (6)

2 1 1|2 (1)

2 1 1|1 (1)
13 |59 M I 3 2 1 02 (1) 6 (3)

1 1 1|3 (0)

2 0 0|1 (0)
14 |33 F Il 2 2 0 0|3 (1) 6 (5)
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2 0 0|3 (2)
15 |57 F L1 2 1 2 0|4 (0) 6(0) LPS + nLPS

1 1 0/[2 (0)
16 |40 M 11l 1 2 1 1|6 (1) 6 (4)
17 |33 F I 2 2 1 0|1 (1) 6 (5)

2 1 0|6 (1)
18 |45 M 11l 2 2 1 1|5 (2) 6 (3)

2 2 112 (1)
19 |23 F Il 3 1 2 1/(3 (3) 6 (4)

2 3 1|1 (0)

1 1 12 (1)
Abk¢rzungen und [EMNIS%Wktuenteinnhhgeetrabei | it 2t/ Bewegungen w2hrend d
ti sche Haut ; M: m? Asli oola] enpBSriatchthe Haut ; PASI-Nr PsoPii
Nummer ; $@m Soraeum; TOFPpi kEwesdangeh an untersuchten Stel
Die demographischen Daten der rekrutierten Psoriasis-Patienten: Alter, Geschlecht und Hauttyp nach Fitz-
patrick. Dar ¢ ber hinaus werden alle untersuchten L2sionen
Zahl en von |l inks nach recht s: Eryt hem, I ndurati on, S
Anzahl der aufgenommenen Profile sowie in Klammern danebendie An z a h der ausgew?hl t e

Ausschluss von ungeeigneten (entsprechend der Begr ¢nc
cher Bestimmung der SC-Dicke angegeben. (Modifiziert u n t €reative Commons Attribution (CC BY) li-
censednach [116])

Tabel |l eP2t:i eAlDt en: demographische Daten, L2sionen, 1l ocal EAS
Pat- | Alter | Ge- Alter bei | Hauttyp Anzahl local EASI | LAS Pro- | nLAS Pro- | Ausgeschlossene
Nr. schlecht | AD- (nach Fitz- | von file (mit file (mit Profile mi
Beginn patrick) L2sion SC-Dicke) | SC-Dicke) | dung
1 37 M KK I 1 1101 6 (0) 6(2) LAS: UKZ
2 31 M KK I 1 2110 6 (0) 6 (4) LAS: UKZ
3 53 M K I 1 2110 6 (4) 6 (3)
4 38 w KK I 2 2110 4(2) 6 (4)
1100 2(2)
5 31 w P/E I 1 1100 6 (6) 6 (6)
6 48 w K Il 2 2000 3(0) 6 (0) LAS + nLAS: TOP
1000 3 (0)
7 28 W KK I 2 2130 5(2) 6 (6)
2120 1(1)
8 55 M KK Il 2 1100 4 (0) 6 (0) LAS + nLAS: TOP
2100 2 (0)
9 20 M KK I 2 2121 3(0) 6 (4)
3100 3(3)
10 46 M KK I 2 2000 3(2) 6 (6)
2000 3(1)
1 | 29 M K I 1 2110 6(2) 6 (6)
12 22 M K 1] 3 2120 3(0) 6 (0) LAS + nLAS: INS
1000 3 (0)
2110 2 (0)
13 29 M KK I} 1 1000 6 (0) 6 (0) LAS + nLAS: UKZ
14 40 M K I 2 2111 3 (0) 6 (0) nLAS: UKZ
15 | 31 M KK I 2 1010 3(0) 6 (0) LAS + nLAS: TOP
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0101 3(0)
16 | 37 w K 1 2 2000 4(0) 6 (0) LAS + nLAS: INS
2211 4(0)
17 | 35 w KK n 1 1100 6 (0) 6 (5) LAS: INS
18 | 32 w KK 1T 2 2100 6 (4) 6 (6)
1100 1(0)
19 | 33 w KK n 1 2100 6 (5) 6 (0) nLAS: UKZ
20 | 23 w K M 2 1010 3(1) 6 (6)
2101 4 (4)
21 | 23 M KK 1 1 2111 6 (4) 6 (5)
Abk¢rzungen und BDE?2 atepumsgdémr: Der matitis; EASI: &EekwemanltAirsetre
litat/ Bewegungen w2hrend d&B MehsahgedlKi@KIIJQihrHhAN LI o8l e at
M: m2@nnl i chijl 2nskifoSh:alrei cahtto pNrs. c h eP aMa wetnetremaf / E : Pu beemral2tte rE r (wiakce
SC: Stratum chmwmernundumigiSOBPiiest anzen an untersuchtenUSZel uak| ;d
zu | @2si od &lsdro/nmil elrt Haut; W: wei bl ich

Die demographischen Daten der rekrutierten AD-Patienten: Alter, Geschlecht, Alter bei Beginn der Erkran-

kung und Hauttyp nach Fitzpatrick. Dar ¢ ber hinaus werden alle untersuch;
chenden local EASI scores (4 Zahlen von links nach rechts: Erythem, Induration, Exkoriation, Lichenifika-

tion) der L2sionen aufgefg¢dhrt . Es wer den Kldmnerndai z ahl |
neben die Anzahl derausgew 2 relnt Pr of il e nach Ausschluss von ungeeig

dungen auf der letzten Spalte) und mit erfolgreicher Bestimmung der SC-Dicke angegeben. (Maodifiziert
unter ACreative Commoinse rhachfili7/lputi on (CC BY) |

3.2 Interzellul®re Lipide (ICL)

3.2.1 ICL-Konzentration

F¢er di e Ber e c-Konzentragtiondverden dieGCL-assoziierten Raman-Intensi-
t2ten bei 288G duncdr28mbhdc pbseso aii iee rkteag altrithen s
cm® normiert [6,66]. Es zeigt sich eine niedrigere ICL-Konzentration ¢, ber das ges a
SCinder | 2 s i 9dengkeithezur nicht#h 2 si onal en Haut sowohl b e
auch bei der AD. Der Vergleich zwischen LPS und nLPS ist hoch-signifikant bei den Tie-
fenniveaus 01 80% der SC-Dicke (Abb. 1A) und zwischen LAS und nLAS signifikant bei

01 10% und hoch-signifikant bei 2071 70% (Abb. 1B).
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Abbildung 1 Tiefenprofile der ICL-Konzentration ( i n  wi | | k ¢ r |, gegdbenmurds loss Hogsoinore n )

mi ert ¢ b e r-Badde bei 2030 cnailt i 8C von LPS vs. nLPS (A) und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert

unter fACreative Commons Amadh{li6ldlir} ICh n Intér2lilard Ypide, ISCic e n s e 0
Stratum corneum, (N)LAS 7 (nicht-) | 2 si onal e at opii¢gncht-pl Haivonalle) AhP&Sri at i
*1 p<0,05und **1 p<0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.2.2 Lamellare ICL-Anordnung

Es ist bekannt, dass die Raman-Banden bei 1130 und 1060 cm der all-trans-Konforma-

tion der |1 CL ent spr ec helf80 cnwiddr garichetKonfdrneatio® a n d e
entspricht [22]. Daher wurde das V e r h 2 lhodo /n(li138 + l1060) zur Untersuchung der la-
mellaren Anordnung der ICL benutzt. Die LPS unterscheidet sich von der nLPS am ober-

fl achl i chen biisi0%dentSC-Dieke)aath-sidfikgntlmit vermehrter gau-

che- als trans-Konformation der ICL (Abb. 2A), die auf eine weniger geordnete lamellare
ICL-Anordnung hinweist. Eine 2hnliche Tendenz

zur nLAS, erreicht aber in keinem Tiefenniveau statistische Signifikanz (Abb. 2B).
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Abbildung 2 Tiefenprofile der lamellaren ICL-Anordnung ( i n  wi | | k ¢ r | ,igegébenrdurdhi(lmsh e i t e n

+ l1060) / l1080, im SC von LPS vs. nLPS (A) und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert u n t €reativ@ Commons
Attribution (CC BY) licensedonach [116,117]. [ICL i Interzellulare Lipide, SC i Stratum corneum, (n)LAS i

(nicht-) 1 2 si onal e

die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.2.3 Laterale ICL-Anordnung

at opi @ichh)el Haiudna l(en ) LPBP @B UNd he<Ol ut , *

R¢ ckschl gislateraledAnordnungderICLer | au bt d a bsso/Mseornéaich-1 t ni s

dem die Keratin-I

nterferenz

ausgeschlossen wird, da

valenz der orthorhombischen lateralen ICL-Anor dnung zei gen, Wesé hr en

auf die weniger dichte hexagonale Anordnung hinweisen [22,66]. Sowohl bei der Pso-

ri

asi

S

al s auch

laterale ICL-Anor dnung

bei

n

der AD zeigen sich ¢ber

der

| @ si onlad sino n arl DéErEn-Hd wti

terschiede zwischen LPS und nLPS sind hoch-signifikant bei 01 70% und signifikant bei
80% der SC Dicke (Abb. 3A) und zwischen LAS und nLAS hoch-signifikant bei 207 30, 50
und 90% und signifikant bei 40 und 607 70% der SC Dicke (Abb. 3B).
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I2850 Mit entfernter Keratin-Interferenz, im SC von LPS vs. nLPS (A) und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert unter

fCreative Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [ICL T Interzellulare Lipide, SC i Stratum

corneum, (N)LAS 7 (nicht-) | 2 si onal e atopiignicht- | Hauopale) pP&irp<ati sch
0,05 und **1 p < 0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.2.4 Carotenoide

Carotenoide, wie das in der menschlichen Epidermis hoch konzentrierte b-Carotin und

das Lycopin, sind an der lateralen ICL-Organisation beteiligt [118] und weisen anti-oxida-

tive sowie photoprotektive Eigenschaften auf [119]. Aus di esen Gr ¢nden
rotenoidkonzentration mittels der Raman-I nt e n s 1524cin umtersucht [120]. W2 h -

rend sich zwischen LPS und nLPS keine signifikanten Unterschiede zeigen (Abb. 4A),

zeigt die LAS eine niedrigere Carotenoid-cKkonzent r ati on als die nLA!
SC. Die Unterschiede sind signifikant in den Tiefenniveaus 01 30, 60 und 801 100 und
hoch-signifikant bei 70% der SC-Dicke.
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Bandenintensi t®im S6 eon LPS ¥s2 @ PSc(A) und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert unter
fCreative Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC T Stratum corneum, (N)LAS i (nicht-
)l @2sional e a@m@RSi ¢gnchi-pl Hauvuonal e p s oirpi<®,05 usdchi e < Bl@Ludie,
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.3 Natural Moisturizing Factor (NMF)

F¢r die semiguant it at-KoenzentrBtierswuridemann deg bestlerie-

*

NMF

benen Methode in der Literatur [108,121] d i &kinAools 2.0i Soft ware benut

sondere wurden die kombinierten Konzentrationen von Serin, Alanin, Glycin, Histidin bei

£

pH4 und pH7, Ornithin, Prolin und Pyrrolidon-Car bons 2 ur e bMNachgankdigi c ht i

Profile kombiniert wu r d-Bicke alsfaych NMFiKenzestmatioro h |
bestimmt werden konnte, haben sich insgesamt 56 nLPS-, 20 LPS-, 58 nLAS- und 43
LAS-Prof il e ergeben. Die Ergebnisse demonstri e
|l 2si onaler und nicht | 2si onal etichdgeangererNMiF- bei d
Konzentration in | 2@sionaler Haut und zunehme

f 1 2chl i-8chighten. @eCUnterschiede zwischen LPS und nLPS sind hoch-signifi-
kant bei 0i 60% und signifikant bei 707 90% der SC Dicke (Abb. 5A) und zwischen LAS
und nLAS hoch-signifikant bei Oi 70% und signifikant bei 80% der SC Dicke (Abb. 5B).
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und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert u n t €reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117].

[NMF T natural moisturizing factor(s), SC i Stratum corneum, (n)LAS T (nicht-) | 2 si onal e atopi s«

(N)LPST (nicht-) I 2 si onal e ps oirpi<d05 unc*hiep <AL die Fehierbalken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte].

3.4 Keratin

3.4.1 Sekund?2re Keratinstruktur

Di e sekund?ar e K e u.a tvonrder tAnzahk anulrHelices, b-F al t bl 2t t e

Aurnsii( We n d u n g erandomwailsii A e s tinh Gegensatz zu den U-Helices, die

hoch-s t a bdoilececoilA St rukturen mit wenig freifn

Fal t b tufhgunhderangdom coilsme hr freie Seitenketten

kapagl9i2]t Als I ndi katoren f¢r die sekund?re
Verhaltnisse IEesttents Wwasd®@&ah? bt AlHeleasme-z u

Sei

h

geben durch leso/less [19], und zweitens d&al Vélt A itirmspluss pV o

random coils zu U-Helices, gegeben durch (l1670 + l16ss) / l16ss [6,123].
Das Ver haf-Ranlitsb |vaathieleas neigizsich bei der LPS deutlich in die Rich-
tungvon b-Fal t bl 2t t er n Vergleichk zuh LB Die Wntarschiede sind im

oberfl2achlichen SC am st@arksten ausgepr-2gt u
Dicke signifikant und 1071 30% hoch-signifikant (Abb. 6A). Der Vergleich zwischen LAS
und nNnLAS | 2sst eine 2hnliche Tendenz erahnen

statistische Signifikanz (Abb. 6B) (aus nicht publizierten Daten von [117]).
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(B): b-F a | t b IUHelites gegeben durch leso / loss. Adaptiert u n t Ereativé Commons Attribution (CC

BY) licensedzum Teil nach [116,117]. [SC T Stratum corneum, (N)LAS T (nicht-) | 2 si onal e atopi s
(N)LPS7 (nicht-) | 2 si onal e p s oirpi<d05 unc*hiep <AL die Fehierbalken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte].

Das zweite unter HFaht & | & eund pluspandos cofls zu U

Helices) er gi bt 2hnlich verl aufende Kuereinzlten f ¢r
signifikanten Unterschieden bei 507 60 und 80% der SC-Dicke ohne signifikante Unter-
schiedeam ober fl 2chl i c h(aus nichtQublziereeh Dater? Von [116]). Im
Gegensatz zum ersten Verh?2ltnis demonstrier:
gleich zur nLAS beRallti kxlh? turessplus zanteunstois rreten

bei der LAS im oberfl2chlichen SC vermehrt

schiede sind signifikant bei 01 10 und 40% und hoch-signifikant bei 207 30% der SC-Di-

cke.
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B:(-Faltbl2tter + t ur b-Helicesngdgebemdurdho(lma € lamsk) I 1ss). Adaptiert unter
fCreative Commons Attribution (CC BY) licensedzum Teil nach [116,117]. [SC T Stratum corneum, (n)LAS

T (nicht) | 2si onal e atopiigncht-p| Hauonal @) p® &rpi<d05 unc*hiep<Ha ut ,
0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.4.2 Tertiare Keratinstruktur

Die terti?2re Kenma&iie bvr dertiKé@nformationnund dédn Wechselwir-
kungen der Seitenketten bestimmt, die von der entsprechenden Menge der freien und
gebundenen Seit e [l1&1®]t Daben wuadbnhf8lgerglé Parameter unter-

sucht.

3.4.2.1 Cystein in Disulfidbr¢ckenbindungen
Die Raman-Bande bei 4741 578 cm™ korreliert mitdenDi sul f i dbr ¢ c(@@iEShbi ndt
w2 hrend di e69®d2ang didbG 8-Bindungen (kovalente Bindung zwischen
Kohlenstoff-und Sc hwef el at omen) der Cyl9].tDahermshdad Verk ¢ 1 e
h 2| tlegwiviflazaiszseinMaC f ¢r die MengdDiawl|l €Cysdbeiickeda s
in den Keratinfilamenten einhergeht [19]. Das Ver h2 |l tni s zeigt ei nde
in Disulfidbr¢gckenbindungen in der LPS im Ve
hoch-signifikanten Unterschieden bei 101 50 und 70% und signifikanten Unterschieden

bei 60 und 80% der SC-Dicke (Abb. 8A). Die Kurven von LAS und nLAS zeigen sich fast

cberl append ohne signifikante Unterschiede (
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LAS vs. nLAS (B): Menge an Cys¢(¢ennwihl D4 sluijehdbehd r Eic kK b
durch lsgoi 712/14741578. Modifiziertu n t €reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC

I Stratum corneum, (N)LAST (nicht-) | 2 si onal e at opi @chh)el 2Haaiuan al(e )dLsPdSr i at i
*1 p<0,05und **1 p<0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.4.2.2 Stabilit2at der Disulfidbre¢gckenbindun
Weiterhinwur de di e tiashuil Ifiitd2btr ¢dcekrenbi ndungen i n d
tersucht, indem die energetisch stabilste Form gauche-gauche-gauchei m Ver h2 | t ni
der Summe aller Formen von Di sul f i dbr ¢ c (gauchb-ganctedgaughe mplus
gauche-gauche-trans plus trans-gauche-trans) gesetzt wurde. Dies erfolgt durch das Ver-

hal tnis der ent s-Bandee hma gstheisvs [IR]abrealPS unterscheidet

sich von der nNLPS mit energetisch weniger S
s2chlich i n d-8ahnichten. Di¢ Undersehiede Sird signifikant bei 101 20%

und hoch-signifikant bei 307 60% der SC-Dicke (Abb. 9A). LAS und nLAS zeigen ein fast
identisches Verh?2ltnis abgesehen von zwei ve
den Tiefenniveaus bei 80 und 100% der SC-Dicke (Abb. 9B).
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LAS vs. nLAS (B): Stabilitfindearl|l Dkgul gegehémdwcEk-a hbi b dt

so8/la74i 578. Modifiziert u n t @reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC T Stratum
corneum, (N)LAS T (nicht) | 2 si onal e atopiignct-g | Hauobonpnale) pP8rp<ati sch
0,05 und **1 p < 0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.4.2.3 Verh?2ltnis von vdyrdsmiRiggenen zu exponi
Ein weiterer ParakKeteri hgrrdkeutersiadas Ver
zu exponierten aromatischen Tyrosin-Ringen. Letztere korrelieren mit der Raman-Inten-

sit2at béei wWBWremd die verborgenen lkdrelierether | r
[123,124], daher wur de daolsso Vheensucht 6,191 sDi e LPS wei st
here Anzahl an verborgenen Tyrosin-Ringen als die nLPS auf. Die Unterschiede sind an

den oberfl2chlichB8aohiuoktenmtamesehr ISt en ausg
der SC-Dicke signifikant und bei 201 70% hoch-signifikant (Abb. 10A). hnl i che Unt
schiede mit geringerer Auspr2gung zeigen sic
verborgenen Tyrosin-Ringen in LAS. Diese Unterschiede sind signifikant bei 0, 207 30

und 60% der SC-Dicke und hoch-signifikant bei 40i 50% (Abb. 10B).
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LAS vs. nLAS (B): Verh?2ltnis von ver bor godstpevodifizert e x p on
u nt Ereative Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC T Stratum corneum, (nN)LAS T

(nicht:) 1 2si onal e at opi @ichk)el BHaiudnal(e ) LPBEP K@ und tihp<O@BB Ut , *
die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.4.2.4 Faltungszustand von Keratin

Zuletzt wurde im HWN-Bereich die maximale Position der breiten Bande bei 2930 cm?

als I ndikator f¢r den gesamten F®LY DelgPSzust a
demonstriert eine klare Verschiebung des Bandenmaximums auf niedrigere Werte als die

nNnLPS ¢ber das gesamte SC. -snifikantbe 07 802osudlsig-e d e s
nifikant bei 100% der SC-Di cke ( Abb. 11A) und weisen auf
mit erh°hteW2hRaknhdndi ki dnterschiede bei der
sind, zei gt sich trotzdem eeverstibekel Werteebei ee n d e n :
LAS im Vergleich zur nLAS ¢(ber denC-Sghichtépt en T
mit signifikanten Unterschieden bei 501 60% und einem hoch-signifikanten Unterschied

bei 100% der SC-Dicke (Abb. 11B).
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LAS vs. nLAS (B): Gesamtfaltungszustand von Keratin gegeben durch die Position (in cm™) der Bande bei
2930 cm™. Modifiziertu n t @reativé Commons Attribution (CC BY) licenseonach [116,117]. [SC i Stratum

corneum, (N)LAS 7 (nicht) | 2 si onal e

at opiignicht-¢ | Haubdbpale) pP8irp<ati sch

0,05 und **1 p < 0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.5 Wasser

3.5.1 Wasserkonzentration

Al

S

M a i€ relatigerWaslserkonzentration im SCwurdedasVer h2l t ni s von W

Protein ermittelt: Isssoi 3550 / 20101 2065 [108]. ES zeigt eine deutlich niedrigere Wasserkon-

zentr at

i on i n der

LPS

im Vergleich zur nLPS

terschieden bei 10 und 100% und hoch-signifikanten Unterschieden bei 207 90% der SC-
Dicke (Abb. 12A). LAS scheint sich von der nLAS hinsichtlich der Wasserkonzentration

kaum zu unterscheiden, abgesehen von den zwei tiefsten Niveaus bei 90 und 100% der
SC-Di
weisen (Abb. 12B).

c ke,

die eine

ger

nge

signifikant h°here
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I2010i 2965, IM SC von LPS vs. nLPS (A) und LAS vs. nLAS (B). Modifiziert u n t €reative Commons Attrib-

ution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC i Stratum corneum, (nN)LAS i (nicht-) | 2 si onal e atopi s
(N)LPST (nicht-) | 2 si onal e p s oirpi<d0i unc*hiep <A1 die Feherbalken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte].

3.5.2 Wasserbindungszustaande

Abgesehen von der Konzentr at i on der Was 9 éirrmo IBa kngdluen gssizrnuds t
den wumgebendemauchWwod re kg rl (e m. Jé& matheArt ensl $1enge der

Wasserstoffor ¢ ckenfgendudi e die Wassermol ek¢gl e mit
gehen, lassen sie sich in sehr stark / stark / schwach/ ungebundene Wasse
teilen [29]. Um di e unterschiedlichen Bindungszust?d
HWN Raman-Spektrenmi t t el s 1 0 Fubktionénzerleghiemd anschl i eCer
| nt ensi t jewedigen Wasserb i n d u n g s zasseziiettan dSaib-Banden der

Spektren¢g, ber di e gesamten Wag$38ler mol ek¢l e nor mi er

3.5.2.1 Sehr stark gebundenes Wasser

Donor-Akzeptor-Ak zept or ( DAA) Wassermol ek¢l e defur den
niert und deren Tiefenprof id3O0ilnd! (@emraipasiionel s
der Sub-Bande) berechnet [30,125]. LPS zeigt eine h-Whsserme- Anza
| ekrealles nLPS ¢ber das gesamte SC mit20%undni f i k
hoch-signifikanten Unterschieden bei 3071 100% der SC-Dicke (Abb. 13A). LAS zeigt

keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu nLAS, sondern nur eine Tendenz zu

mehr DAAAWa sser mol ek ¢l en i n den oberfl 2chlichen
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Abbildung 13Ti ef enprofi |l e der Menge an sehr stark gebunden
" im Verh?2ltnis zur gesamten Wasserkonzentration im
Modifiziert u n t €reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC i Stratum corneum,

(N)LAST (nicht-) | 2 si onal e atopi gichte!l Haiudnall e ) L PBrpi<f,05iusdc*h e Hawu
T p <0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.5.2.2 Stark gebundenes Wasser

Donor-Donor-Akzeptor-Ak z ept or ( DDAA) Wassermol ek¢gl e wu
definiert. 1 hr Tiefenprofil i mb58t!(Zentralgbsi- anha
tion der Sub-Bande) berechnet [30,125]. Die Ergebnisse demonstrieren eine niedrigere

Anzahl an DDAA-Was ser mol ek ¢l e in LPS als in nLPS ¢b
kanten Unterschieden bei 0i 40 und 100% der SC-Dicke und hoch-signifikanten Unter-

schieden bei 501 80% (Abb. 14A). Im Gegensatz dazu scheint LAS besonders im ober-
flachlichen SC eine h°here Anzahl an stark
haben. Der Unterschied ist als Tendenz zu sehen, allerdings nur im Tiefenniveau von

10% der SC-Dicke signifikant (Abb. 14B).
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fiziert u n t €neativé Commons Attribution (CC BY) licensed nach [116,117]. [SC T Stratum corneum,
(N)LAST (nicht-) | 2 si onal e atopi éichtel Haiuanal( e ) L PSrpi<,05iusde*h e
T p <0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

Ha u

3.5.2.3 Schwach gebundenes Wasser
Als schwach gebunden wurden Donor-Ak zept or ( DA) Wasser mol ek ¢l
Ant ei l d5 cmI(Zentralpositiort dert SubbBaride) BeBedhnet

wurde [30,125]. LPS scheint eine Tendenz zu h © h e Aneahl an schwach gebundenen

mittels
Wa s s e r manlale RS ze haben. Die einzigen Tiefenniveaus, die statistische Signi-
di e Abwe i csimdibei §Ceund 82% dergSE€Dicke (Abb. 15A). LAS
und nLAS zeigen keine signifikanten Unterschiede, aber eine Tendenz zu weniger
gebundeneminWer EASEAbIMIEB)e k ¢, | e

fikanzf ¢ r

schwach
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Modifiziert u n t €reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC i Stratum corneum,
(N)LAST (nicht-) | 2 si onal e atopi éichttel Haiudnal(e ) L PBrpi<f,05iusdé*he Hau
T p <0,01; die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte].

3.5.2.4 Ungebundenes Wasser

Donor-Donor-Akzeptor (DDA) Wa s s e r mo, ldddirkegt lale sehr schwach gebunden,
wurden zusammen mit freien Wassermolek¢l en a
gef asst. Die entsprecheblden! (ZentradposiidntdértSubd i e gt
Bande) [30,125]. LPS scheint eine etwas geringere Anzahl an ungebundenen Wasser-

mo | e k @snkePS zu haben. Die Unterschiede sind nur bei 501 60% der SC-Dicke sig-
nifikant (Abb. 16A). Di e Kurven f ¢r LAS und nLAS esigdi aube
nifikanteUnt er schi ede bez¢gglich der ungebundenen

ner vereinzelten Abweichung im Tiefenniveau von 10% der SC-Dicke (Abb. 16B).



Ergebnisse 33

>
=
o
—

2,3 2,3
2,1
19

2,1
1,9

1,7 1,7

15
1,3
11
0,9
0,7

1,5
1,3
1,1
0,9
0,7

Ungebundenes Wasser in %
Ungebundenes Wasser in %

0,5 * x 0,5 2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100
Tiefenniveau in % der SC-Dicke Tiefenniveau in % der SC-Dicke
—e—nlLPS —&—LPS —e—nlLAS —e—|AS
Abbildung16 Ti ef enprofile der Menge an ungebundenemiWasser
im Verh2ltnis zur gesamten Wasserkonzentration im SC

Modifiziert u n t €reativé Commons Attribution (CC BY) licensednach [116,117]. [SC i Stratum corneum,
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3.5.3 Gesamtbindungszustand des Wassers

Abschl ivareemmnodc h das Verh2l tnis von schwach zu
mittels lsss1/ls22s untersucht. Es st el |t ei n n ¢Gegamtbiodongszustehal C f ¢ r
des Wassers dar, da physiologischme hr al s 90% der gesamten Wa
denschwachundstarkgebundenen Wasser mol e K83D]eDieKmweg e or d
vonLPS| i egt ¢ber der Kurve von nL Ps@nifikanteraUnd en T
terschieden bei 60 und 80% und signifikantem Unterschied bei 70% der SC-Dicke (Abb.

17A). Somi t wei st LPS einen schw2cher eéSrauf,WWaes ser b
Kurve von LAS |liegt insbesondere in den ober
von nLAS, bis sich die beiden Kurven ca. ab der Mitte der SC-Di cke ¢ber |l apper
17B). Trotz Abwesenheit von signifi ka&mtkeemr eUn
Wasserbindung in LAS im oberfla@achlichen SC b
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4. Diskussion und Schlussfolgerungen

4.1 Zusammenfassung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Parameter der molekularen Feinstruktur des SC mit
Auswirkungen auf die SBF bei Psoriasis und AD untersucht. Die Untersuchungen wurden
nicht-invasivundinvivomi tt el s CRM durchgef ¢hrt und habe
zwi schen | 2sionaler-l 4diP&SnallLArS) ( ubhRS nikclbhAS) F
krankungen gezeigt, die im Folgenden detailliert diskutiert werden. Die Ergebnisse der
Arbeit wurden in zwei Publikationen [116,117]ver ©f f ent | i cht iskussibn di e 1

orientiert sich daran.

4.2 Stratum Corneum (SC) Dicke

Der erste Parameter, der wuntersucht wurde, [
Dicke mit den unter 2.3 beschriebenen Methoden bestimmt werden konnte. Dabei zeigt

sich sowohl bei der psoriatischen Haut alsauchi n geri ngerem MaCe bei
Haut eine Diskrepanz zwischen | 2si @©ikenber unc
sti mmung whMatmehratPS-2Aals BPS-Pr of i | eunnd® gfl¢irc hca. 20%
LAS- als nLAS-Profle. Das kann als Zeireomedmtf geséPnéevph
Architektur des SC inerdenonwier edaauchedebnn
atische SC beschrieben wird [102,103].

Die Dicke vom SC war weder zwischen LPS (26K
schen LAS (24KN5 Om) wund nLAS (23N4 Om) signi
doch eine | eichte Tendenz f¢r ein dickeres
nicht-l dogalen. Ander e Gruppen konnten diese |l eichte
[10] und atopische [63,126] Haut auch mit statistischer Signifikanzz ei gen. Ei ne m?°
Erkl @afraingdi e geringe Auspr@agung der Untersch
scher Signifikanz in der vorliegenden Arbeitw2 r e, dass di e ausgesuch
und atopischen L2@sionen mit milder Aus@dr 2gun
und 2) ausgesucht wurden.

Ein Vergleich mit Werten von gesunder Haut, die mit den gleichen Methoden berechnet
wurden (zm8us[6]d@K2 Gmabk2125]) zeigt, dass die gesunde Haut eine
geringere Standardabweichung vom Mittelwert der SC-Dicke aufweist als die psoriatische
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oder atopische Haut (sowohlnicht-l 2 si onal al s awuch i n[l1ll6,21Al,er em
was eine geringere Streuung der Werte zeigt. Dami t k°nnte man i nterpr

atopische und psoriatische Hautstruktur inhomogener als die gesunde ist.

4. 3 Interzel(lCWl 2re Lipide

4.3.1 ICL-Konzentration

DielCL-Konzentration im SC ist ein relevanter P
Haut sogar besser mit dem TEWL korreliert als die SC-Dicke [66].

Die LPS zeigt eine signifikante, deutlich niedrigere ICL-Konzentration am gesamten SC

als die nLPS (Abb. 1A). Das reflektiert auch
sowohl eine geringere FFA-Konzentration [81,84],al s auch eine verandel
sammensetzung [10,82] der psoriatischen Haut beschreiben. Eine verminderte Konzent-

ration von Ceramid 3 in LPS im Vergleich zu HS konnte auch mittels CRM signifikant
gezeigtwerden[106].Das AusmaC des Ceramidabfalls sche
Schweregrad und dem PASI-Score zu korrelieren [127,128], was auf den hohen Stellen-

wert besondersder | angkettigen Ceramide f¢r die | at
renseink°nnt e (s. auch 4.3.3). M°gliche Ursachen
mensetzung der LPS k°nnten die g@86t°dite «rela
ten Interferon-o-Spiegeln [129] oder die niedrigere Prosaposinkonzentration [130] sein.

Im Gegensatz zu LPS konnte zwischen nLPS und HS kein beachtlicher Unterschied be-

z ¢ gl i c h-Kahzemtratibnddstgestellt werden [22,116,125], was auch den Ergebnis-

sen von Untersuchungen der FFA zwischen nLPS und HS entspricht [84].

Analog zur psoriatischen Haut weist auch die LAS eine stark reduzierte ICL-Konzentra-

tion im Vergleich zur nLAS (Abb. 1B) auf. In ehemaligen CRM-Untersuchungen konnte

dieser Unterschied auch von Janssens et al. [66] (im Gegensatz zu Zhang et al. [131])
beobachtet werden. Dar ¢ber hinaus | dg6jduchei n V
eine niedrigere ICL-Konzentration in nLAS im Vergleich zu HS nahe [117]. Das stimmt

gut mit fr¢gheren St [6667]eals auchsnot enadrdn Methoden [G9R M
cberein und belegt somit die Mittelstellung
derICL-Konzentration. W&ghrend FFA und Chol ester.i
ziertzuseinscheinen[59], k°nnt e di e-Kaniemtrdtion pgrtel aaf eri€ltigte
Ceramide (insbesondere 1 und 3) in atopischer Haut [26,36,39,59,132] z ur ¢ckzuf ¢ hr
sein. Auch mittels CRM konnte eine niedrigere Konzentration von Ceramid 2 und 3 in
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LAS verglichen mit nLAS nachgewiesen werden [106]. Der Ceramidabfall wiederum
k°nnte durch ei ne r e-Deaglase-Ak tei \E3g]todeinde vermelatl i n
ausgeschgntzgmal i chen ZyUt[ld]koden k-4 [45] beeingt s=in.o n
Weitere potentielle Faktoren abgesehen von den Ceramiden, die zur verminderten ICL-
Konzentration in AD f ¢hren, sind der beeint
Raum [66], die erh°hte B&4S54Aodeét beai BtPrs2 chti gt e
Lipidmetabolismus, wie z.B. die b-Glucocerebrosidase und saure Sphingomyelinase [39].

Die beschriebenen inflammationsmediierten pathogenetischen Mechanismen sind offen-
sichtlich st2rker 1 n de[66]Uridilkmdteenn Hhiud Aluw
zwischen LAS und nLAS erk | #$.r e

4.3.2 Lamellare ICL-Anordnung

Die lamellare ICL-Anor dnung bezi eht s i c laucherfutrdna-lon-Ver h @
formierten I CL und ist relevant f deidere IBlike

ren Organisation und dementsprechend dichteren Barriere korreliert [22]. Der Punkt der

hochsten | amell aren Organisation in der HS :
SC [22].
I n der LPS zeigt sich v.a. i n diesem Bereicl

deutende Abweichung von der nLAS (Abb. 2A),
mehrt gauche-Konformation), was mit einer weniger dichten lamellaren Anordnung ein-

hergeht. Dieser Unterschied wird auch von anderen Autoren beschrieben [102,103] und

stellt einen klaren Hinweis auf reduzierte SBF in LPS vs. nLPS dar. Im Gegensatz zu

diesem eindeutigenSac hver halt i1 st die Situation fg¢r d
ger Kklar, da unsere Ergebnisse zwar im Vergleich zu Daten aus HS [125] keine Unter-

schiede zeigen[116], 2@l t ere Studien [@b08]r Pas$ chel beeiiin
gen Studien weiter untersucht werden.

Die beobachteten Unterschiede in der atopischen Haut sind zwar nicht so stark ausge-
pr2agt und signifikant wie in der psoriatisct
zu einer geringeren trans-Konformation in LAS verglichen mit nLAS im Bereich von 1071
40% der SC-Di cke erkennen (Abb. 2B). Di ese Abweic
auf eine reduzierte SBF in LAS hinweisen. Des Weiteren deutet ein Vergleich mit HS-

Daten [125] auf vermehrte gauche-Konformation in nLAS als in HS hin [117], was eine
Mittelstellung von nLAS zwischen LAS und HS auch in Bezug auf die lamellare ICL-An-

ordnung impliziert und im Einklang mit anderen Studien ist [67].
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4.3.3 Laterale ICL-Anordnung

Die laterale ICL-Anordnung bezieht sich auf die Verpackung der ICL entweder in Rich-

tung orthorhombischer oder hexagonaler Organisation und sie zeigt physiologisch eine

inverse Beziehung zur lamellaren ICL-Anordnung [22]. Die orthorhombische laterale Or-

gani sation der I CL entspricht einer dichter
und korreliert mit einer besseren SBF [32,133].

Die LPS zeigt eine signifikante und deutl i ch
ICL-Anordnung¢ ber das gesamte SC i m Ver generklarten z ur
Beeintr@achtigung der SBF in LPS entspricht.
TEWL-Werte f¢r di e ps o[n984,86j85184) und dtiranot gut natiarnde- r

ren Studi ener g e[l04.iDe girsbesopdbre langkiettigen) Ceramide k © n n -

ten die pathologische laterale ICL-Anor dnung in LPS erklaaren, d
sind [83,102,135], was mit einer erh°hten Pr2a@avalenz d
nung korreliert [136]. Unter den Ursachen f¢r die ver2nd
der psoriatischen Haut (s. auch 4.3.1) k°nnt
torischen Zytokine eine besondere -RSledelm spi ¢
als Ursache f¢gr die Kettenl@2@ngenr eduk[i20lon de
Der lamellaren ICL-Anordnung entsprechend scheintdiel at er al e auch kei ne
weichungen zwischen nLPS und HS aufzuweisen [116,125]. An dieser Stelle sei aller-

dings darauf hingewiesen, dass pathologische in LPS beschriebene ICL-Strukturen (z.B.

abnorme Muster von ICL-Lamellen oder Auftreten von bis 10-e mgr o Cen Li pi dtr
[85,102,137]) die korrekte Interpretation der Lipidanordnung in der psoriatischen Haut
beeintr2chtigen k°nnten.

Analog zur LPS zeigt auch die LAS eine signifikante Verschiebung der lateralen ICL-
Organisation in Richtung der hexagonalen ICL-Anordnung im Vergleich zur nLAS (Abb.
3B),was auf eine gest °Verglech&ZBHS (SchlenseneriJ,2021) zeigm

die nLAS auch eine leichte Verschiebung in Richtung der hexagonalen ICL-Anordnung,
va.imober f | 2 c h|117k Die Erkerfdt@is, dass die laterale ICL-Anordnung die
niedrigste Organisation in LAS gefolgt von n
durch ander e St [60138.Wiebne<alledé¢r ipspreatischen Haut ist die
pathologische ICL-Anordnung in der AD u.a. auf eine pathologische Ceramidzusammen-
setzung zur¢ckzuf ¢ghren. So wird fg¢gr die atop
FFA und Ceramiden beschrieben (vermehrt in LAS) [48,59,138i 140], die nicht nur zur
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Beei nt r 2 c horthopambigched lateralen ICL-Anor dnung f rgaduchzuy s on
destabilisierten Lipidmembranen und einer Phasentrennung [48,135,136]. Urs2 ¢ hl i ¢ h f
die reduzierten Kettenl @ngen esntnzd; naddytokmenien d i
wie IFN-U oder die AD-assoziierten IL-4und-1 3, di e zu einer §eatstort
s 2 u-Elangasen ELOVL 1, 3,4und6f ¢ h {128,138, Dar ¢ber hinaus be
FFA-S2 t t i gungs gr ad-Ambridreingl[141f. Entspréckende Sdweichungen im
S2ttigungsgrad der Lipide und der Aktivit?at
schen LAS, nLAS und HS berichtet, mit LAS am st2rksten betro
gerem AusmaC i m V\B3.Abgeselemdawnuk® HSt en di e Car o
ein weiterer relevant er -Aradaungin deff agopischén Hautv e r 2 n
sein (s. 4.3.4).

4.3.4 Carotenoidkonzentration

Die Carotenoide (wie Carotin und Lycopin) im SC sind sehr wichtige anti-oxidative und
photoprotektive Agentien [119,142], di e dar ¢ber hinaus macCgebl i
physiologischen lateralen Lipidanordnung beteiligt sind [118]. Diese Funktionen sind
wichtig f¢r die SBF und so konnte z. B. in M
durch b-Carotin demonstriert werden [143]. Eine |l angfristige Erhort
konzentration in der Haut kann sowohl durch topische als auch systemische Substitution

erfolgen [144].

In der psoriatischen Haut scheint es zwar keine signifikanten Abweichungen zwischen

LPS und nLPS zu geben (Abb. 4 A)HSeiadnledrigetei ng s
Carotenoidkonzentration in LPS und nLPS im Vergleich zur HS vermuten [116,125].

Diese Abweichung wird auch in der Literatur beschrieben [145,146], impliziert eine ein-
geschr2ankte SBF der psoriatischen im Verglei
s2tze zur topischen Therapie derl4ffsori ati sch
Im Gegensatz dazu konnte in der atopischen Haut auch ein signifikanter Unterschied

zwischen LAS und nLAS nachgewiesen werden (Abb. 4B), der weiterhin die einge-
schr2nkte SBF von LAS vs. nLAS -Bymptengdurch Ei ne
Applikation topischer anti-oxidativer und -inflammatorischer Mittel konnte belegt werden

[148], d aher 71wkimedalleder Psoriasis i sehr interessant, Interventionen mit

topi schen Carotenoi den 2asuifonladl seiro nHaaluetr zuun du nntie
AbschlieCend sei bemerkt, dass die physiolog

hohe Variabilit?at auf wei st , die von multipl
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[120,149]. Daher sind die dargestellten Ergebni ss
heit anwendbar und weitere Untersuchungen,

Faktoren mitber¢cksichtigen, von hohem Inter

4.4 Natural Moisturizing Factor (NMF)

Sowohl in der atopischen als auch in der psoriatischen Haut zeigen unsere Untersuchun-

gen erhebliche Abweichungender NMF-Konzentrati on zwi schleh-12s
sionaler Haut.

Die NMF-Konzentration in LPS wurde als signifikant niedriger im Vergleich zu nLPS (Abb.

5A) nachgewiesen. Im Vergleich zu HS [8,125] scheint nLPS eine vergleichbare NMF-
Konzentration aufzuweisen [116]. Diese Ergebnisse korrelieren gut mit anderen CRM-
Untersuchungen [10,84]. Die verminderte NMF-Konz ent r at i onaufdievdr-PS k©
minderten Profilaggrin-enthaltenden Keratohyalin-Granula in der psoriatischen Haut zu-

r ¢ ¢ k g evergeh [A50,151]. Proinflammatorische Zytokine, die in der psoriatischen Pa-
thogenese beteiligt sind, wie z.B. TNFU, stehen in Verbindung mit der reduzierten Ex-

pression von Filaggrin [152,153].

Die atopische Haut zeigte entsprechende Ergebnisse zur psoriatischen: eine signifikante,

stark erniedrigte NMF-Konzentration in LAS im Vergleich zur nLAS (Abb. 5B) und ver-
gleichbare NMF-Werte zwischen nLAS und HS [117,125]. Im direkten Vergleich konnten

Mlitz et al. [63] allerdings nicht nur eine geringere NMF-Konzentration in nLAS im Ver-

gleich zu HS feststellten, sondern auch die Unterschiede mit Filaggrin-Mutations-Status

und Krankheitsschweregrad korrelieren. Die deutlich niedrigere NMF-Konzentration in

LAS stimmt mit der Literaturgut¢ ber ein und wird sogar als kI
diskutiert [154].

Im tiefen SC ist physiologisch die NMF-Konzentration deutlich geringer, da Filaggrin noch
nichtindie NMF-bi | denden Aminos2uren abgebaut 1 st.
ten des SC nimmt die NMF-Konzentration zu und NMF ¢ ber ni mmt mi t den s
roskopi schen Eigenschaften die Hauptverantwo
k ¢ | [@90 sowie auch eine wichtige Funktion in der Abwehr gegen mikrobielle Erreger,

der Regul ation von p H17485].vDaderchAvicd klarydads dli¢ redd-er S P
zierte NMF-Konzentration in LPS und LAS ein Zeichenb e e i nt rrSBFist.i gt e
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4.5 Keratin

4. 5.1 Sekund?are Keratinstruktur

Keratin in LPS weist V. a. i m oberfl 2chliche
darstruktur b-Baft bt {blelicee®/EBYesr h2al tnis) im Ver gl
ent ha |t Uhblkrr @&y ..cksichtigung weitebFRatr Str i
bl 2ttern z usnsomhamdonmeoils zu den U-Helices (Abb. 7A) ist die Abwei-
chungindeno ber f | 2 c h-$chichtereweiter®i leicht bestehend, allerdings nicht

mehr signifikant. In den mittleren und tieferen Schichten sinkt die LPS-Kurve sogar unter

der Kurvedern LPS. Vermutlich sind diese Effekte at
f ¢ hrmen unkl arer RelRasantzebHree Wi let BBF.in LPS
anderen Studien [84] ¢ ber Ei n. Er kl @2rungsansatz dafg¢r ber
pression von inflammations- und proliferationsassoziierten Keratintypen wie K6/K16/K17

[11,155]i n der psoriati schebUWHaruh? | tdriies edlIns hdiher
haufiger vorkommenden K1/ K10 haben. Eine wei
ckung/Schwellung der psoriatischen Corneozyten, die in diesem Zustand vermehrt b-
Faltblatt-Keratin aufweisen [84]. I n welchem AusmaC diese Ver
nLPS betreffen, ist nicht klar. Dasb/UVer h2al tnis f¢é¢r nLPS scheint
von HS zu entsprechen [116,125]. Di es Kk ° nnt e n Btadieznitleipemfditektean e
Vergleich al s pweitemintersuoht verdehp u n k t

In der atopischen Haut zeigt sich zwar kein signifikanter Unterschied im b/UVer ha | t ni s
allerdings eine klare Tendenz zumehrb-Fal t bl 2 bHelrinc@ad s¢ber das ¢

che bis mittlere SC in LAS verglichen mit n
weiteren Strukturen (turns und randomcoils) i m Ver h2l tnis wird int
Abweichung in den oberfl2achlichen Schichten

in mehreren benachbarten Tiefenschichten (Abb. 7B). Somit ist der Einfluss dieser Struk-
tureni n der oberen H2l fte des SC gegenteilig v
weiteren Studien genauer unt,der Bsoriadistanalagen, d e n |
Abweichungimb/UVer hal t ni s zwi schen LeAtSprechande hnPLhfeS ek © r
Expression von den Keratintypen K16/17 in LAS und die reduzierte Expression der phy-
siologisch vorhandenen Typen K1/10 eine Ursache sein [126,156]. Die reduzierte Ex-
pression von K1/ 10 wird auch assozierttredytokingnr di e
IL-4 und -13 in Verbindung gesetzt [157]. Eine weitere m°Pgliche I
bachteten Verschiebung k°nnte i.S. eeutlichs Ko n
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niedrigere NMF-Konzentration in LAS (Abb. 5A) betrachtet werden: in den ober |
chen SC-Schichten, wo am meisten NMF als wasserbindendes Element fehlt, verschiebt

sich die sekund?2re Keratinstruktur in eine R
[125] und nLAS weisen im Rahmen unserer Untersuchungen keine markanten Unter-
schiede in der sekundP7.€A8 Keri atti md tnrgekhptenr ea
Ver h2| t nlad5iam so bHeS f | 2 §1h7] undauseemer &@eren CRM-Unter-

suchung ist des Weiteren bekannt, dassLAS ei ne h° her e MeFnag et bsl c®w ot h
als auch an U-Helices im Vergleich zu HS im oberen SC aufweist [67]. M° gl i che Er k
rungen d a f sind modifizierte Filaggrin-Keratin-Interaktionen oder vermehrtes Vorkom-

men von | gEs, die bekanntermaCen mit epidern
Krankheitsschwere der AD korrelieren [67,158].

4.5.2 Terti&are Keratinstruktur

Die terti?2re Struktwur, d.h. die u.a. von den
sionale Konformation,v on Ker atin spielt eine [OF8ehet ende
einflusst die Wasserbindungskapazi t-Schichtdnes SC
und gew?2hrl eistet die mechanlil8l8lhe Stabilit?2t
Unsere untersuchten Parameter in der psoriatischen Haut zeigen teils ambivalente Un-
terschiede zwischen LPS und nLPS. So scheint LPS im Vergleich zu nLPS eine geringere

Menge an Cystein in Disulfidb r ¢ cbinéungen im Keratin (Abb. 8A) zu haben und die

Disulfidb r ¢ chinéungen an sich scheinen weniger stabil zu sein (Abb. 9A). Diese Un-
terschiede sind signifikant, deuten beide auf einen niedrigeren Faltungsgrad von Keratin

hinund w¢grden mit den Re s uStutientdie allerdingsniclatimdver e n
psoriatische mit gesunder H a [a(3,104].eAndglerseitsc h e n
scheint LPS weniger exponierte Tyrosinringe (Abb. 10A) und eine auf niedrigere Werte
verschobene Bandenspitze bei 2930 cm (Abb. 11A) zu haben als nLPS. Diese beiden

Resultate deuten auf einen h °© h e Fatungszustand von Keratin hin und da die Ver-
schiebung der Bandenspitze bei 2930 cm™ den Gesamtfaltungszustand von Keratin wi-
derspiegelt, ist eher von eineminsgesamt st @2r ker gef alKeratihielbbPSZust a
vs. nLPS auszugehen. I nfolgedessen k°nnen au
bunden werden (vgl. 4.6.1). Was die nLPS betrifft, konnten weder unsere [116,125] noch

andere [9JCRM-St udi en Unt er schi ede ruktorind\engleicheurHSi 2 r e n
nachweisen. Inwieweit nLPS und HS in dieser Hinsicht korrelieren, muss i n zukg¢nf

Studien untersucht werden.
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Il n der atopischen Haut scheint die terti??re
Tendenz nachzuwei sen. Die Menge an Cystein i
der Disulfidbindungen scheinen zwischen nLAS und LAS vergleichbar zu sein (Abb. 8B,

9B) . Daf ¢r hat die LAS weniger exponierte Ty
gere Werte verschobene Bandspitze bei 2930 cm™ (Abb. 11B). Beide Parameter spre-

chen f¢r eine vermehrte FaltunAS minreddzeenter t er t
Wasserbindundy.kapazi k®nnte abgesehen -Koo-n der
zentration in LAS (Abb. 5B) ei ne MW&50b1€18lp Ur s
der atopischen Haut sein. M gl iche Erkl2rung
LASk°nnten reduzierte I nteraktionen mit Fil aft
und Involucrin sein, die in der AD reduziert sind [45,156], oder das inflammatorische Mi-

lieu an sich [157]. Wie im Falle der psoriatischen Haut kann auf Basis unserer Untersu-

chungen keine klare Schlussfolgerung bzgl. des Stellenwerts von nLAS zwischen LAS

und HS gezogenwerden [117], was di e terti2re Keratinstruk

mit einem direkten Vergleich w2ren dafg¢r ben

4.6 Wasser

4.6.1 Wasserkonzentration

Die Wasserkonzentration im SC zeigte sich signifikant niedriger in der LPS im Vergleich

zur nLPS (Abb. 12A), was mit dem klinischen Korrelat der Hauttrockenheit psoriatischer

Plaguess owi e den Vorbefunden aus dXM49,84,00(. e rMPtgur

l iche Erkl2rungen daf ¢r siKondentditior(ingsbesontekreiinc h r e
den oberfl 2chl i c hBefensohiclten)nAbb. 6A) sowie der dishiere Fal-
tungszustand von Keratin (Abb. 11A) in LPSvs. nLPS.Di ese k°nnten insbe
Abweichung von LPS vs. nLPS in den tieferenSC-Sc hi cht en er kl 2ren, da
dung an Keratin in diesen Tiefen an Bedeutung zunimmt [19]. Bez ¢ gl i ch der Fr
sich nLPS und HS hinsichtlich der Wasserkonzentration unterscheiden, kann aufgrund

unserer Studie keine sichere Antwort gegeben werden, da sichkei ne gr oCen U
schiede im Vergleich zu gesunden Probanden zeigen [116,125]. Dinish et al. konnten

eine signifikant niedrigere Wasserkonzentration in psoriatischer Haut im Vergleich zu HS

zeigen, allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen LPS und nLPS [106].
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Im Gegensatz zur psoriatischen Haut und inguter} ber ei nsti mmung mit e
CRM-Studie [106] konnten im Rahmen unserer Studie keine relevanten Unterschiede

zwischen der Wasserkonzentration in LAS und nLAS gezeigt werden (Abb. 12B). Andere

Studien konnten eine niedrigere Wasserkonzentration in LAS als in nLAS nachweisen

[131]. Unumstritten ist wiederum die niedrigere Wasserkonzentration in nLAS (und LAS)

im Vergleich zu HS [63,67,106]. Diese Resultate erklaren di
Xerosis cutis und sind im Einklang mit den aus anderen Methoden bekannten Ergebnis-

sen bzgl. der Wasserkonzentration im atopischen SC [17,50,51]. Wie auch bei der psori-

atischen Haut ist davon auszugehen, dass Faktoren wie die niedrigere NMF-Konzentra-

tion (Abb. 5B) oder der erh©°hte Faltungszus:

Rolle bei eventuell bestehenden Unterschieden zwischen LAS und nLAS spielen.

4. 6. 2. Wasserbindungszust2ande
Um eine genauere Analyse zu erm°glichen, wur
st2nde der Wassermolek¢gle im SC untersucht.

Schwach gebundene eWspechenrphysidlogikch Hen am h2ufig
vorkommenden im SC (ca. 50% des Gesamtwassers) [30]. Diese zeigen kaum signifi-

kante Unterschiede zwischen LPS und nLPS abgesehen von einer Tendenz zu einer et-

was h° Kenzestmnation in LPS (Abb. 15A). Der bedeutendste beobachtete Unter-

schied zwischen LPS und nLPS betrifft die Konzentration der stark gebundenen Wasser-

mol ek¢l e (Abb. 14A), di e (AmgesichsSler $atsgche, dassk a n t
diese Molek¢le physiologisch ca. 45 % [3@l,es Ge
k°nnte das als dir ekt e s-HyHdremung & LRStgesehenrwerdea.r i n g e
Die RolledesNMF-Mangel s in der LPS bez¢gglich dieses
die gr°Cte Abweichung i m oberf | 2 c-HKdnientratielm S C
in LPS am st 2r kiPE abweicht §Abb. BA¢ Sehr stark gebundene Was-
sermolek¢l e sind signifikant h°her konzentri
l ek¢l e tendenziell etwas niedriger konmnentri
tergeordnet, da sie zusammen physiologisch ca. 5% des Gesamtwassers ausmachen

[30].

LPS zeigt, besonders im tieferen SC,ei n h°heres Verh?2ltnis wvon
bundenem Wasser als nLPS (Abb. 17A). Di ese Verschiebung der
Richtung schw2cher gebundener ¢&ne Sahwehudgederk © nnt
Corneozyten [159]gedeut et wer den, was auch in Einkl a
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sekund?@re Ker at i ns t[116].kKDte dunahme dereSC-Diske (s.4.2)3und1 )

die h°here PravédFehzbVdnt&KenathnhnLPS (Abb. 6 /
potenziellen Hinweise dar. Zwischen nLPS und HS [125] konnten keine markanten Un-
terschiedehi nsi chtl i ch der wunter schi egktdehesvwesden. Wa s s
Im Gegensatz zur psoriatischen Haut zeigensichi m Rahmen wunser eto- Stud
pische Haut kaum signifikante Unterschiede zwischen nLAS und LAS. Als Tendenz kann

eine h°here Konzentration von stark gebunden

ration von schwach gebundenen Wassermol ek¢l e

tetwer d e n, die sich auch i m ent s pwiderspiegelh Bien Ver
m° gliche Erkl2rung f¢r diese Tendenz k°nnt e
(Abbildung7/B) i n LAS sein, die mehr Wasserbindung:t
oberfla@achlichen Tiefenniveaus im SC korrelie

zwischen LAS und nLAS zu beobachten sind. In Zusammenschau mit der deutlich gerin-

geren NMF-Konzentration in diesen SC-Sc hi cht en ( Abb. 5B) k°nnte
pensationsmechani smus durch die sekund?2re Ke
tuell wenigerrelevantenFr akt i onen von sehr stark und ung:
[30] weisen kaum Unterschiede zwischen LAS und nLAS auf (Abb. 13B, 16B).

Im Vergleich zur gesunden Haut ist wohl bekannt, dass die atopische Haut (LAS und

nLAS) im Allgemeinen eine geringere Wasserkonzentration aufweist. (s. 1.3.1.2). Im Ver-

gleich zu CRM-Daten aus gesunder Haut [125] weisen in unserer Studie sowohl LAS als

auch nLAS ein h°heres Verh?2altnis von schwach
auf, was die geringere Wasserbindungsleistung der atopischen Haut spiegelt [117]. Im

Einklang damit sind Beobachtungen von Verzeaux e
sers in der atopischen Haut und weisen weiterhin auf die Auswirkungen der reduzierten
NMF-Konzentration und des h°heren Faltungszus
Haut hin [67].

47St2ruumd Schw?2chen der Ar bei t

4. 7.1 Schw2chen
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Dedurchgef ¢hrten Studi en wei svenrdenbremigeiinmbolt e L i

genden auf gef ¢ WPatientemw die rdkeutiert wukden, entsprechen den Haut-

typen I7 11l und Altersgrenzen 191 59, was die Anwendbarkeit der Resultate auf die ent-
sprechende Subpopul ation beschrankt. Des Wei
einer Stratifikation der Pat i entmamfestatornsal-gl i ¢ h

ter oder Filaggrinmutationsstatus (bei AD) angepasst. Sol che Aspekte KkK°%°nni
menweiter f ¢ hrender zuke¢gnfti ger AleHlautgreale von allent er s u
Patienten f ¢r LPS, nLPS, LAS und nLAS wurder
sprechend vergleichbar betrachtet(a uf gr und der 2 hnl i cihvgl.doeaw? hl t
PASI und EASI), ohne dass eine mixedmodelAnal yse f ¢r abh2ngi ge Da
wurde. Dar ¢ ber hinaus tWesdaesnommlet Kplre ekt ur f ¢r
gewandt. Die statistische Auswertung wurde a
Vergleichbarkeit CRMLIipertfatxiust igewémderi st et [
Art von Auswertung aufweist [6,22,30,125,160]. Die Ergebnisse wurden mit Vorsicht in-

terpretiert und eswurdennur¢ ber mehr er e TgruppiegerSgmfikanzermalse n
relevantund vereinzelt signifikante $mfwerdethen eher
Rahmen des explorativen Charakters der Studien lieber Typ-II- als Typ-I-Fehler toleriert.

Eine weitere Schw?2che der Studien ist der M
Kohorte von gesunden Pr ob a redesbestenVadeighbarkeit r d e
mit Daten aus der HS-Studie [125] verglichen, die fast zu derselben Zeit und mit dersel-

ben Methodik stattgefundenh at . Zul et zt sei erw2hnt, dass
den untersuchten Stellen 24 Stunden vor den Messungen streng ausgeschlossen wurde,

dennoch hatten die meisten Patienten in der Vergangenheit sowohl topische als auch
systemische Therapienh at t en. Di ese k°nnten diwrhé&volfebni s
st2ndig unbehandel t enDiPagd e emdtean dieeli Indnl udrsteai

ebenfallsi n zuk ¢ nf t udgeesacht@erdern i e n

4 . 7. 2. St2arken

St@arken der Studien bestehen darinvivundnilsts di e
invasiv angewandt werden konnten, ohne jegliche Nebenwirkungen f ¢ r di e Pati
oder erzheihttleinchen Aufwand (i nsgesamt c a. 0, 5
Patienten) zu verursachen. Au Cer d e m s dimahgeWaRd#n analytischen Me-

thoden zwar mittel s vor he gutgabliert, 8djeiztdabee kaumf ¢ r g
bei entz¢gndl i chen Der mademe &orteil algr pethodik ist die . En
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M gl ichkeit der tiefenbezogebieke) dennaGegestel ( be z

Zu integrierten Parametern ¢(ber das gesamte
feine Struktur des SC erm°glicht. So konnt e
schen | 2sionall @sn oamal emc8€ nachgewi esen werde

die pathophysiologischr el evant sein k°nnen und ¢ber ei ne
verl oren gegangen w2ren. Die untersucecbnden me
facettenreich gew?hl t unstrukrpliereBgsahdteiledles&Cwi4 ¢ ht i
der. Dar ¢ber hinaus i st eine St2rke der verwer
teren Studien, wie z.B. auch interventionellen Studien, mit guter Vergleichbarkeit und Re-
produzierbarkeit. Die Fragestellungen konnten mittels der Studien eindeutig beantwortet

werden. Die untersuchten strukturellen Parameter konnten die reduzierte SBF von LPS

und LAS im Vergleich zu nLPS und nLAS jeweils gut belegen und eine Mittelstellung von

nLPS zwischen HS und LPS sowie von nLAS zwischen HS und LAS andeuten [116,117].

4.8. KlinischeRel evanz und I mplikationen fg¢r zukenf
Die klinische Relevanz der vorliezyveisdeheAr b
Einerseits I|liefert sie wertvolle pathophysi.

vom dndlemundnicht-l 2 si onal pmeis@8@rbé&iufi gen der mat ol o
kungen, die bekannterweise mit einer gest®°ort
lare Abweichungen in Bezug auf ICL-Konzentration und -Anordnung, Carotenoid-, NMF-

und Wasserkonzentration sowie Keratinstruktur nachgewiesen werden, die eine beein-

t r 2 cehSBRF wgrt LPS vs. nLPS und LAS vs. nLAS nahelegen.Dar ¢ber hinaus
mittels Vergleichs mit vorherigen CRM-Studien eine Mittelstellung von nLPS zwischen

LPS und HS sowie von nLAS zwischen LAS und HS angedeutet werden. Die Ergebnisse
erg®nzen die schon vorhandene Literatur und
oder 4.6.2), die im Rahmen weiterer Recherche beantwortetwe r den m¢ssen. Ei
|l iertes Verst2andnis der pathophysiologischen
kausale Therapie (topisch und systemisch).

Andererseits belegt unsere Arbeit den hohen Stellenwert der CRM und verwendeten ana-

lytische Methoden als potentes, nicht-i nvasi ves diagnostisches Ve
weitere Untersuchungen dermatologischer Erkrankungen eingesetzt werden kann. Ab-

gesehenvon den vielf2altigen molekul aren Par amet
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nen, i st zu erwarten, dass unter der st2andig

nehmenden Erkenntnissen auch weitere neue SBF-relevante Parameter in Zukunft un-
tersucht werden k°nnen.

Akt uel lin BeZug aunAD und Psoriasis Untersuchungen zum direkten Vergleich

von nLAS und LAS mit gesunder Haut wund dar ¢b

suchung von Auswirkungen einer Intervention (z.B. mittels topischer oder auch systemi-

scher Therapie) auf die atopische n oder psor i atsdhrantefessant. L 3A1iCenm e n

dem kanndasnicht-/ | @2 si onal e SC weiterer Haut kr ankhei

einhergehen (wie z.B. kutane Lymphome, Ichthyosen, allergische oder Kontaktdermati-
tits, blasenbildende Erkrankungen [11]), mittels CRM untersucht werden. Von besonde-

rem I nteresse ware auch der potentielle

Ei ns

der Gutachtenerstellung, i nsbesondere fg¢r die Berufskrank

zem). Eine Untersuchung der SBF mittels CRM bei bestimmten Berufsgruppen mit er-
hohtem Risiko fg¢gr die Entwicklung eines
von CRM zur Er g?2 nzghautphysiotogischereParanteterialbgasahen von
der Corneometrie, TEWL-Messung und Alkaliresistenztestung, die bis jetzt verwendet

werden, bei der Gut aenkbare Aussiclsseane | | ung w2 r en

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die erzielten Erkenntnisse dieser medizini-

Ha n

schen Doktorarbeit vielversprechende Perspek

auf diesem Gebiet wird zweifellos von oqmroCen

der klinischen Praxis erm®glichen. Es wi
sam zu verfolgen und ihre Auswirkungen auf die medizinische Versorgung zu beobach-

ten.

rd s
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Abstract

Psoriasis, one of the most common skin diseases affecting roughly 2%-3% of the
world population, is associated with a reduced skin barrier function (SBF) that might
play an important role in its pathophysiclogy. The SBF is provided primarily by the
stratum corneum (SC) of the skin. Previous studies have revealed a higher trans-
epidermal water loss, lower hydration, abnormal concentration and composition of
intercellular lipids, as well as alteratiens in secondary keratin structure in the psoriatic
5SC. We compared on molecular level lesional psoriatic skin [LPS) with non-lesional
psoriatic skin (nLP5) from 19 patients non-invasively in vive, using confocal Raman
micro-spectroscopy. By analysing the cerresponding Raman spectra, we determined
SBF-defining parameters of the 5C depth-dependently. Our results revealed a lower
total lipid concentration, a shift of lamellar lipid organisation towards more gawche-
conformers and an increase of the less dense hexagonal lateral packing of the in-
tercellular lipids in LP5. Furthermore, we observed lower natural moisturising factor
concentration, lower total water as well as a strong tendency towards less strongly
bound and more weakly bound water molecules in LPS. Finally, we detected a less
stable secondary keratin structure with increased f-sheets, in contrast to the tertiary
structure, showing a higher degree of folded keratin in LPS. These findings clearly
suggest structural differences indicating a reduced S5BF in LP5, and are discussed in
Jjuxtaposition to preceding outcomes for psoriatic and healthy skin. Understanding
the alterations of the psoriatic 5C provides insights into the exact pathophysiology of
psoriasis and paves the way for optimal future treatments.

Abbreviztions CRM, confocal Raman mioro-cpectroscopy; DA, single donor, single scoeptor; DAA, single domor, dowble soceptor; DDA, dowble donor, single scceptor; DOAA, double
diomor, double soreptor; FRA, free fatty acids; HS, healtvy skin, that iz, ckin of healtiy subjects; HWMN, high wavessasber regior ICL, intercellular Bpids; [ inbensity ot Raman peak
peoition ‘x' (imemY; LPS, kesional proriatic tkin; nlPS, non-lesional pooriatic sking MMF, ratural moisturising factor(st PAS], peorasis ares severity index; SBF, skin bamier functiong 5C,

sirztum corneum; TEWL, trars-epidermal water loss.
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1 | INTRODUCTION

Psoriasis iz @ chronic inflammatory skin disease, affecting approx-
imately 2%-3% of the worldwide population of various age and
sex** The pathophyzinlogy of the disease involves environmental,
genetic and immunologic aspects,™ with recent research also re-
vealing an altered micrabioma® and epigenatic dysregulation.® In tha
mast common clinical manifestation, psoriatic lesions appear as well
demarcated erythematous plagues with coarse scales, which are
characterised by an abnormal and incomplete proliferation and dif-
ferentiation of keratinocytes resulting in increased thicknes: of the
epidermis, comresponding to the histological findings of parakerato-
sis, acanthosis and hyperkeratosis >

Psoriasiz is associated with a disrupted skin barrier function
(SEF], however, it is a matter of debata®** whether this dysfunction
i of primary or secondary pathogenetic nature, with recent evidence
suggesting rather a combination of both.** Thus, inflammation is one
cause of barrier dysfunction, for example, by disrupting the phys-
iological production and maintenance of SBF-related constituents.
On the other hand, genetic variations in psoriasiz are also known
to affact the composition and structure of the epidermis, such as
cholesterol and ceramide proeduction, which in turn lead to inflam-
mation, higher susceptibility to environmental influences and poten-
tially induce the psoriatic phanotype.**** Therefore, to understand
the exact pathophyziology of psoriasis, it iz instructive to examine
the structure and SBF of psoriatic skin on molecular level.

The physiologic SBF is primarily provided by the stratum cor-
neum (5C) and the interactions of its structural components.™***
Among the most important components are the intercellular lipids
(ICL), which consist of a nearly equal ratio of free fatty acids (FFA),
cholesterol and ceramides™ and are stacked together in form of
bilayers inside lamellae. Depending on the amount of trans- and
gauche-conformers, the lateral organisation of fipids is a combination
of orthorhombic (orderad, very densely packed lipids) and hexagonal
(ordered, less densely packed lipids) phases, which are inhomoge-
neous in the S5C depth™™* and essential in maintaining the integrity
of the 5C and SBF**" A further important SBF-related component
are the corneocytes, bound together by corneodesmosomes and la-
cated in & water-lipid extracellular matrix (brick-and-mortar model
of the SC1**® The corneacytes entail stabilising keratin filaments,
maostly of the types K1/10,*" which can vary between less or more
folded conformations, as well az various amino acids with strong
hygroscopic ability, forming the natural moisturising factor (MMF).
Both the folding of keratin and the NMF concentration are primar-
ity responsible for binding water within the comeocytes in a depth-
dependent manner, maintaining the physiological SC hydration.**

Water diffusion inte and owt of the epidermis is controlled
by the SC.** One of the most commenly examined parameters

describing the SBF in vivo iz the trans-epidermal water loss [TEWL),
which correlates with the orthorhombic erganisation of the ICL.**
Mewvertheless, TEWL might not be in every case a relizble parame-
ter for the inside-outside barrier, especially in diseased and topically
treated skin.” Further relevant parameters are the SC hydration and
the different water mobility states. Water iz located intra- as well
as extracellularly in the 5C and forms bonds of different strength
iranging from tightly bound to unbound water/™ with ICL, keratin
and NMF, depending on the SC depth® as well as age and other
factors. -3¢

Several methods have been used to examine the pzoriatic 5C,
like TEWL, cornesmetry, ‘attenuated total reflectance—Fourier-
tranzform infrared spectroscopy’,”™" tape-stripping,”* multipho-
ton CARS tomography,® optical coherence tomography,*® diffuse
reflectance spectroscopy,® scanning electron microscopy®™ and

*427 Prayious studies have revealed a

laser scanming microscopy.
less ordered SC structure regarding lipid organisation in psoriatic
lesions,*****® which is thought to be partly due to differences in
the compasition of ceramides.”®** The FFA concentration of lesional
psoriatic skin [LPS) has been found to be lower than of non-lesional
psoriatic skin [nLPSL** Furthermore, scanning electron microscopy
has shown an abnormal lamellar ICL structure and appearance of
lipid droplets in the psoristic 5C.** The NMF concentration in LPS
is known to be lower than in nLPS, with the latter being reported
similar to healthy skin (H5L Further differences are suggested for
the secondary keratin structure, with LP5 having & higher ratio of
f-sheet/a-helix compared te nLPS or H5.*® Additionally, LPS shows
a higher TEWL in comparison to nLPS,*** with the extent possi-
bly correlating with the disease severity.® Finally, SC hydration,
which also correlates with SBF,
than nLP5.***? In contrast to LPS, it is still unclear whether nLPS
can be thought of as HS regarding its structure and 5BF. Same stud-
ies indicate zo, regarding lipid composition or TEWL and 5C hydra-
tign, ***°*7 hat others*®~*® suggest an intermediate state of nLPS
between LPS and HS.

Confocal Raman micro-spectrozcopy (CRM) has become an in-

az-34

iz reported to be lower in LPS

creasingly valuable method for the non-invasive examination of
the composition and SBF-relsted parameters of the SCA92%7L%
Regarding psoriasiz, different versions of CRM and nearinfrared
spectroscopy have been applied in nLP5.** LPS areas of deceased
psoriasis patients,®* psoristic scales in vitro,™ an in vitro psoriatic
zkin model,** as well az in a pilot in vivo study™ focusing on specific
5C components. Raman spectroscopy has also been used in order to
manitor the therapy progress on psoriatic skin.™®

%o far, to the best of the authors' knowledge, no in vivo studies
have examined SBF-related structural parameters of the psoriatic
5C depth-dependently om molecular level. Therefore, we have ap-
plied CRM and analytical algorithms established before™™**** to
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compare the 5C of LPS and nlPS in an explorative anzlysis with
regard to lipid concentration and organisation, carotenoids, MMF,
keratin secondary anmd tertiary structure, water concentration
and mobility states as depth-dependent molecular parameters.
Examining the fine S5C structure in contrast to integrated param-
eters over the entire 5C allows a better understanding of the SBF
and its alteration in LPS.

2 | PATIENTS AND METHODS
2.1 | Patients

Mineteen patients (8 female and 11 male] between 19-59 years
old [mean age: 37 +12vyears) of Fitzpatrick skin type 1-111.°° di-
agnosad with psoriasis wvulgaris, were recruited from the de-
partment of Dermatology, Venerealogy and Allergology of the
Charité—Universitdtzmedizin Berlin. All patients were required
to have at least one psoriatic lesion, chosen with a preferably low
desquamation level [Table 1 and Table 51) on the elbows and/
or forearms, and instructed not to apply any topical skincare ar
pharmaceutical products on the examined body parts for at least
24 h prior to the CRM examination. All patients gave their written
informed consent for their participation in the study. The study
was conducted after approval by the ethics committee of the
Charité—Universitatzmedizin Berlin (EAL/228/19) according to the
Dieclaration of Helzsinki.

2.2 | Datacollection

The meazurements were performed under standardized laboratory
conditions [room temperature 20-21°C). After an acclimatisation
time of at least 15min, Raman depth profiles were recorded in vivo
and non-invasively fram the epidermis of the patients in the LPS and
nLP35 areas of the elbow andfor forearm, which were photographi-
cally documented and evaluated by a local PASI (Psoriasis Area and
Severity Index) score,*” regarding erythema, induration and desgua-
mation of the lesions [Table 1 and Tabkle 511 The lesions were not
manipulated in any way before the measurements. [t should further
be noted that no profile was recorded from the actual tip of the
elbow as this would not have been possible due to an inadeguate
contact between skin and glass surface of the microscope and those

TABLE 1 The median, maximum and minimum values of the
peoriazis area severity index (PAS]) parameters of each psoriatic
lesion used for the measurements and statistical analysis ([compare
also Tables 51 and 53]

Lesional PASI  Erythema Induration Desquamation  Sum

Median 2 1 1 4
Maximum 3 3 2 7
Melinimurm 1 o o 2

ngerineraloemouony AUUTESNCE

profiles recorded from the forearm, were recorded from the dorsal
forearm in proximity to the elbow.

Ingrder to record the Raman spectra, the skin compositionanaly-
zer designed for in vivo/ex vivo measurements (RiverD International
BV, Model 3510, Rotterdam, The Netherlands) was utilised with a
785 nm laser (20mW on skin surface, exposure time 53] for the fin-
gerprint region: 400-2000om™; and a 671 nm laser [(17mW on skin
zurface, exposure time 1) for the high wavenumber region [HWHNL
2000-4000cm™. The Raman profiles were recorded at 2pm incre-
ments up to & total depth of 40pm with an axial depth resolution of
=5pm and a spectral resolution of approximately Zem™. The used
CRM davice has been dezcribed in detzil before.**** Exemplary
Raman Spectra of LPS and nLPS from the FP and HWM range are
shown in Figure 51.

Different profiles recorded from the same lesion wers never
in the zame position. For all fingerprint spectra the corresponding
HWM spectra were recorded in the identical position. In total, CRM
profiles from 24 lesional and 16 non-lesional sites (Tables 52 and
53) were chosen for statistical evaluation after excluding low quality
spectra, that iz, in cases of documented movement during measure-
ment or failure to comply with the instructions.

2.3 | Data analysis

The Raman spectra were pre-processed according to the estab-
lished methods.**** The skin surface (0% of 5C depth) was defined
as the point of half maximal intensity of the keratin-related band at
1635 cm™ seen from outside the skin.** The transition from the 5C to
the stratum granulosum (100% of 5C depth] was determined as the
point where the first derivative of the water concentration profile
curve reaches 0.5, according to Crowther et al.*® and as confirmed by
the findings of Ri et al.** comparing different analytical procedures.
For the correct comparison of the SBF-related parameters, the 5C
thickness was normalized to 100% and all parameters wers interpo-
lated from 0% to 100% at 10% increments. The exact determination
of each parameter regarding lipid concentration and structure, water
mobility states and concentration, az well as keratin secondary and
tertiary structure can be found in the correzponding results section.
The NMF profiles were calculated as in the study of Choe et al ™
in form of a mathematical adaptation of the non-restricted multiple
least squares fitting method proposed by Caspers et al.*™

The data analysis was performed using Skin Tools 2.0 (RiverD
International BV.), Matlab R201%b (The MathWorks Inc.), Origin
20200 (OriginLak Corporation) and Excel 2016 (Microsoft
Corporation). For the examination of statistical significance be-
tween the mean values of LPS versus nLPS parameters at specific
5C depths, -tests were used assuming the normal distribution for
the paramaters on the basis of the large zample zizes and in accor-
dance with the literature on CRM_***7%% The significance level was
predefined as p«0.03 and denoted with the symbol * in the graphs
and a highly significant result was predefined with p< 0001 and sym-
bolised by **.
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3 | RESULTS
3.1 | Stratum corneum thickness

The 5C thickness could be determined with the method described
above in 61 out of 8% Raman spectra profiles of nLPS (+69%) and 23
out of 85 profiles of LPS [=27%), az can also be seen in Table 53. In
the remaining profiles, either the skin surface could not be correctly
determined, or the water-related gradient of 0.5 waz not obzerved.
The mean 5C thickness of nLPS was 24+ 6pm, while LPS had a
mean 5C thickness of 246+ 3 pm. The difference between the means
wias not statistically significant (p=10.21). Raman profiles with an
undetermined SC thickness were excluded from further analysis.

3.2 | Intercellular lipids

The ICL concentration was calculated as the sum of the decom-
posed lipid-related Raman band intensities at 2880 and 2850cm™,

() —W— il —— LS

ICL concentration

0 W a0 I 4r 50 B0 F0 E0 90 400
Depth in % of the SC thickness

{c} —8— iP5 —#— LFS

Lateral ICL organization

b5

LA =
o W I 30 4 50 &0 0 B0 S0 100
Depth in % of the 5C thickness

normalised by the keratin-related band intensity st 2930cm™.%%#2
The resulting comparison is summarised in Figure 14, which dlearly
demonstrates that LPS has a lower mean ICL concentration than
nLP5 with high significance at 0%-30% 5C depth (p-< 0.01).

Mext, the lamellar ICL organisation was examined by the ratio
lypaafll s g ¥ [go). Exploiting the fact that the bands at 1130 and
10460cm™ represent the all-trans conformation and the band at
1080cm™ the gauche-conformation of the ICLY As shown in
Figure 1B, the ratio iz significantly higher at 10%-40% 5C depth
for LPS (p< 0U01), indicating that ICL of LPS in thiz 5C depth have a
higher prevalence of gouche-conformers than nLP5, and thus sug-
gesting & less ordered lamellar ICL arganisation.

The lateral organisation of the ICL was determined using the
el s Fatio, modified to exclude keratin interference to the
Raman bands, as described in."” Higher values are associated with
a prevalence of the denzer orthorhombic lateral organisation and
lowier values with the less ordered hexagonal lateral organisation of
ICL*"*® The results are presented in Figure 1C and show that LPS
has & lower ratio owver most of the 5C thickness [highly significant

——nLP: —8—LFS

©

Lamellar ICL organisation

Depth in % of the 5C thickness

i —&—nLP: —@—LFS

Carotenoid concentration
=
z

@ 1 M 30 40 s3 60 0 ED SO0 100
Depth in % of the SC thickness

FIGURE 1 Depth profiles of the [CL-related parameters in the 3C of LPS and nLP35: (&) The ICL concentration given by the ratio of the
intensities at 2880 and 2850cm™ normalised to the keratin-related band intensity at 2930cm™ after spectra decomposition. (B The lamellar
ICL organization calculated with the ratio of the band intensities at 1130 and 1060 to 1080cm . (C) The lateral ICL organisation analysed by
the ratio of intensity at 2880 to 2850 cmi™, modified to exclude keratin interference. (D) The carotenoid concentration represented by the
band intensity at 1524cm™. [*p < 0.05, **p<0.01; ICL, intercellular lipids; SC, stratum corneum; (njLPS, (non-) lesional psoriatic skin; the error

bars show the standard error of the means].
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—&—nlF: & LPS

Dapth in % of the SC thicknass

FIGURE 2 Depth profiles of the NMF concentration in the 5C
of LPS and nLPS. ['p< 0.03, **p-< 0.01; NMF, natural moisturizing
factor; SC, stratum corneurm; (n)LPS, (non-) lesional psoriatic sking
the error bars chow the standard error of the means].

from 0%-70% and significant at 30% 5C depth) than nLPS, demon-
strating a less dense lateral packing of ICL.

Jfi-carotene and lycopens are highly concentrated carotencids in
the human 5C with potent antioxidant and photo-protective proper-
ties,*” supporting the lateral ICL organisation.”™ For this reason, the
carotencid concentration was analyzed, using the Raman band in-
tensity at 1524cm™"* LPS and nLPS show no significant differences
(Figura 1D}in carotenoid concentration over the entire 5C.

3.3 | Natural moisturising factor (NMF)

For the calculation of the MMF concentration, 58 profiles of nLPS
and 20 profilez of LPS were uzed in total, after combining the pro-
files for which a 5C thickness could be determined with the ones for
which the NMF concentration waz able to be calculated with the
Skin Tools 2.0 software. As demonstrated in Figure 2, LPS shows a
much lower NMF concentration than nLPS over the entire 5C thick-
neszs with a highly significant difference at 0%-60% and a significant
differemce at 70%-70% 5C depth.

34 | Keratin structure

The zecondary structure of keratin is largely determined by the
number of a-helices, forming the stable coiled-coil structure, and
fi-sheets, allowing more exposed side chains.™ The g-sheet/a-helix
ratio is described by the I,,./1,,, ratio®* and shown in Figure 3A. It
indicates that LPS haz a significantly higher ratio than nLP3 in the
superficial SC depth [p< 0005 for 0% and p< 0.01 for 10%-30% 5C
depthl, thus revealing a less stable secondary structure of keratin
with higher number of g-sheets.

The tertiary keratin structure depends on the conforma-
tion and interaction of its side-chains.** Figure 3B demonstrates
the maximum position of the 2930cm™ band as obtained after

Experimental Dermatolagy

decomposition of the broad band in the HWMN region, confirming the
non-hemogeneous folding state of keratin in the 5C.%%** In LPS, the
2930cm™ band is shifted towards lower wavenumbers than in nLP3
(highly zignificant difference at 0%-80% and significant at 100% 5C
depth), revealing & higher degree of folded keratin with reduced free
zide-chains in LP5.

Figure 3C demonstrates the amouwnt of cysteine in keratin fila-
mants which forms disulphide bonds, given by the I, - /., .-
ratio, as the band at 474-578cm™ corresponds to the 5-5 bonds
only, and the band at 690-712cm™ to the C-5 groups of the total
cysteine. ™ The ratio is higher for LPS, indicating a lower amount of
cysteine forming disulphide bonds than for nLPS, and signifying a
less folded keratin state with respect to cysteine forming dizulphide
bonds. This is statistically highly significant at 10%-30% and 70%
and significant at 0% and 80% 5C depth.

Maxt, the stability of disulphide bonds in keratin was investigatad
using the ratio of the gauche-gauche-gouche to the total conforma-
tion of disulphide bonds (gouche-gouche-gauche +gouche-gauche-
trans -+ trans-gauche-trans), calculated by I, ..o/l _onp = Ascan be
zeen in Figure 30, the ratio is lower for LPS than for nLPS over the
zuperficial and intermediate 5C depth [with p-< 0.01 at 30%-60% and
<005 at 10%-20% 5C depth), concluding that LP'S has a lower per-
centage of the energetically most stable dizulphide bonds than nLPS.

Finally, the ratio of buried to exposed aromatic rings of tyro-
zing in keratin side-chains was determined by the I,/ ratio 3*4*
Thiz exploits the finding that buried tyrosine is aszociated with
the B30cm™, while exposed tyrosine with the 830cm™ band ™™
Figure 3E establishes that LPS has a higher amount of buried tyro-
zine in comparison to nLPS over the superficial and intermediate 5C
depth (p<0.01 for 20%-70% and p- 0.05 for 10% 5C depth), which
indicates an increased folding of keratin in LPS.

3.5 | Water mobility states

‘Water molecules can be characterised by the strength of hydro-
gen bonds they form with their surrounding molecules, determin-
ing the different water mobility states as tightly, strongly, weakly,
wery weakly bound and free water.*®* To explore the water mo-
bility states within the 5C. the HWN Raman spectra were decom-
posadwith 10 Gaussian functions after subtracting the fluorescence
background.** To obtain the SC depth profiles, the intensities of
the waterrelated sub-bands were calculated after decomposi-
tion and normalized by the total water concentration. The depth
profile of the tightly bound water (forming single-donor-double-
acceptor-bonds: DAA) in the SC is calculated at =3015cm™ icentre
position)*®™ and shown in Figure 4A. LPS has a higher amount of
tightly bound water than nLPS over the entire 5C (p< 0,05 at 10%-
20%, p<0.01 at 30%-100% 5C depth). Figure 4B exhibits the depth
prafile of the strongly bound water [DDAA) in the 5C caloulated at
=3225cm™ (centre position).**™? Evidently, LP'S has a lowsr amount
of strongly bound water molecules than nLPS over the entire SC
(p<0.05 at 0%-40% and 100%, p<0.01 at 50%-B0% 5C depth). The
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FIGURE 3 Depth profiles of the secondary (A) and tertiary (B-E) structure of keratin in the 5C of LPS and nLP5: (&) The ratio of g-sheet/
a-helix in secondary keratin structure plotted as the |,,,/1,,, ratio. (B) The 2230cm™ band position, which measures the folding of tertiary
keratin structure. (C] The amount of cysteine in keratin filaments, which forms disulphide bonds, given by the | i ratia. (D) The
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stability of dizulphide bonds in keratin, analysed by the | il ratic. (E) The ratio of buried /exposed aromatic rings of tyrasine in

474-308 474-370
keratin side chains determined by the 1, /1, ratie. ["p<0.03, **p«0.01; 5C, stratum comeum; (n)LP5, [non-) lesional psoriatic skin; the

arror bars show the standard error of the means].
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FIGURE 4 Depth profiles of the water mobility states and concentration in the 5C of LPS and nLP5S calculated after decompasition of
HWMN Raman spectra with 10 sub-bands: (&) The relative amount of tightly bound (DAA) water in the 5C [sub-band corresponding to centra
position >3015cm™) normalised to the total water amount. (B) The relative amount of strongly bound (DDAA) water in the SC (sub-band
corresponding to centre position 23225 cm™) normalised to the total water amount. (C] The relative amount of weakly bound (DA) water

in the 5C [sub-band corresponding to centre position =3451 cm™) normalised to the total water amount. (D) The relative amount of very
weakly bound |DDA) and free water in the 5C (sub-band correspanding to centre position =3633cm™) normalized to the total water amount.
[E] The ratio of weakly to strengly bound water in the 5C calculated as |, /1,.,.- [F) The relative water concentration in the 5C calculated

85 |yyus aumeflopio e [P< 0.03, “p<0.01; 5C, stratum corneum; [n)LP5, (non-) lesional psoriatic skin, HWN, high wavenumber; DA, single
donor, single acceptor; DAA, single donor, double acceptor; DDA, double donor, single scceptor; DDAA, double donor, double acceptor; the
error bars show the standard error of the means].
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depth profile of weakly bound water (DA), calculated at >345Lcm™
[centre position), ™" is displayed in Figure 4 and does not reveal
any significant differences between LPS and nLPS apart from the
two exemplary at 60% and 80% 5C depth. The superposition of the
wery weakly bound (DDA} and free water, also characterised as un-
bound water, is calculated at =»3633cm® (centre position*™ and
illustrated in Figure 4D Figure 40 shows similar profiles of unbound
wiater with a significantly higher concentration in nLPS only at 30%-
&0% 5C depth, compared to LP5.

The ratio of weakly to stronghy bound water iz a useful descriptar
of the hydrogen-bonding state of water, calculated by the ratio of the
comresponding decomposed band intensities as |, /1, " LPS ap-
pears to have a higher ratio than nLPS (highly significant at 0%, 80%
and significant at 70% 5C depth], as demonstrated in Figure 4E. it is fur-
ther evident that LPS shows a lower hydrogen bonding state of water
with the surrounding molecules than nLPS in the entire 5C & a visible
trend apart from the significant differences at 60%-B0% 5C depth.
Ultimately, the relative water concentration (water/protein ratio), cal-
culated 85 lyyny ymeslagiozase @Nd depicted in Figure 4F, is manifesthy
lower in LPS than nLPS over the entire 5C depth, with significance at
10% and 100% and high significance at 20%-90% 5C depth.

4 | DISCUSSION

In this non-interventienal in vivo study of the psoriatic 5C, we dem-
onstrated uzing CRM that LPS has an altered molecular structurs
suggesting a reduced SBF compared to nLPS.

The 5C thickness could net be calculated for every recorded
profile. The determination was successful for nearly 2.5-times maors
nLP35 than LPS sites, reflecting in our opinion previously publiched
results,™** which describe a perturbed and poorly defined 5C in
peoriasis. We failed to obtain a significant difference between the
5C thickness of nLPS and LPS in contrast to Egawa et al,*” who
repart & significantly thicker 5C in the lesional areas. It should be
nated that most of the measured lesions were only slightly indurated
(Table 1, Table 51), which might partly explain this lack of significant
difference. Both nLPS and LP5 were found to have higher mean 5C
thickness (also with much higher standard deviation) than values ob-
tained with the same CRM method®®™ from healthy subjects.

ICL concentration in LPS was found to be much lower than in
nLPS (Figure 1A), in agreement with the results of other groups,
who have shown a lower concentration of FFA_**®® Further known
i= an altered ceramide composition of the psoriatic skin,*™*” with the
extent of ceramide-decrease correlating with the PASI score™ and
clinical severity.” Prosaposin, which plays a role in the generation
of ceramides, has been reported to be lower concentrated in nLP3
and even lower in LPS than HS.™® The different ceramide composi-
tion of the psoriatic 5C might be related to the pathological kerati-
nocyte differentiation®® and/or increased presence of interferon-,
which has been suspected to reduce the number of long-chain fatty
acids in ceramides.™ Indesd, the decrease of long-chain ceramides

=280

in psoriasis has also been found by other groups, and is crucially
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associated with a shift of ICL organisation towards hexagonal lat-
eral packing of lipids.® Takahashi et al.** did not find any significant
differences between FFA of nLPS and H5, which would be in accor-
dance with our results showing a similar ICL concentration in nLPS
to that in H5.**7*

Apart from the ICL concentration. even more relevant for the
5SBF iz their lateral and lamellar organisation in the SC. The curves
describing the lamellar ICL organisation (Figure 1B} reach their
minimum values at 10%-20% 5C depth, as ako known for HS*
corresponding to the highest aorder of lamellar ICL packing (more
trans-conformers] in this 5C depth. This is also the region, where
LR35 differs significantly from nlLPS, thus indicating the less ordered
lamellar organization [more gauche-conformers) of LPS, which is in
total agreement with results of previous studies.”** Regarding the
nLPS, itis unclear whether its lipid arganization differs from H5. Our
results for nLPS compared to H5™ seem to suggest no difference as
also reported by Leroy et al,™ in contrast to other studies ****

The lateral ICL organization was observed to be much denser
in nLPS than in LPS [Figure 1C), which demonstrates further clear
evidence of 5BF impairment in LP35. It has a shifted ICL lateral or-
ganisation towards decreazed orthorhombic packing, consequently
showing a higher 5C permeability.®* This loss of crystalline organisa-
tion in favour of the more fluid-like in LPS is in agreement with the
results of Osada et al,* as well as the findings regarding reduced
long-chain ceramides,®™® and also reflects the well-established
higher TEWL values for psoriatic skin.***®* Similar to the lamellar
ICL erganisation, our results for the lateral organization of nLPS do
not seem to differ from H5.™ It should be noted that some factors
might potentially disturb the correct interpretation of lipid organisa-
tion in psoriatic skin, such as the abnormal patterns of intercellular

bilayers and lamellze,****

or the presence of lipid dropletz, which
have been observed in psoriatic 3C.%

Carotencids without hydroey| groups [carotenes, lycopene) have
been shown to facilitate the formation of the orthorhombic organ-
isation of ICL,™ which maintains the intact SBF. In this study, we
observed an analogous distribution of carotenoids in nLPS and LPS
{Figure 1D). Compellingly, the means for bath LPS and nLPS zeem
to be lower (especially at the intermediate 5C depth) than for HS
{unpublished data from the subjects inl* Previous studies™** have
alzo reported lower carotencid concentrations in psoriatic skin com-
pared to HS, with Lopes et al.™® even proposing potential topical
therapies for psoriatic skin with cyanobacterial carotenoids.

Owr results suggest a very high difference in NMF concentra-
tion: LP5 has a much lower mean NMF concentration in the 5C
compared to nLP5 (Figure 2) and H5.¥ This result is in agreement

37 where the lower NMF concentration is

with other studies,
explained asz a consequence of reduced profilaggrin-filled kerato-
hyaline granules in psoriatic skin,"® resulting in less filaggrin ex-
pression.”® The reduced filaggrin levels are related to increased
tumour-necrosis-factor-a in LPS and nLP5%* and a lower expres-
siom of filaggrin-2 in LPS has recently been linked to specific in-
flammatory cytokine molecules.™ Especially at the superficial 5C

depth, where NMF concentration is physiologically the highest
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and NMF the primary water-binding element,™® the reduced NMF
in LPS indicates a zerious alteration of the water-binding proper-
ties of the 5C. and az a result reduced 5C hydration [Figure 4F)
and, non-directly, reduced SBF. The NMF concentration in nLPS
seems to be comparable to that of HS,*™7 also in agreement with
Takahashi et al.**

The secondary structure of keratinin LP3 is found to be less dense
than in nLP5, as it iz shifted towards more §-sheets than z-helices
{Figure 3A). This outcome is in agreement with Takahazhi et al,**
wiho mame as possible explanations of this effect the stretching of
psoriatic keratinocytes andfor higher expression of proliferation-
related keratin types K4/ K14/K17, a5 haz been described for pzori-
atic skin.®®* It is not clear to which extent these alterations apply to
the nLPS5; the g-sheet/z-helix ratio for nLP3S appears in our study to
be as in H5 (unpublished data from the subjects in).™

The tertiary folding status of keratin directly influences the
wiater binding properties of the 5C.*° In LPS we found tertiary kera-
tin structure parameters indicating more folded confermations than
im nLP3, such as the higher ratio of buried tyrozine rings (Figure 3C)
and the lower-shifted band position at 2930cm™ (Figure 3B) in dis-
agreement with previous results.*™ In contrast, there seems to be a
lower amaunt of cysteine-forming disulphide bonds in keratin of LPS
(Figure 30 and the dizulphide bond: themselves seem to be less
stable (Figure 3E|, that is, shifted away from the energetically sta-
ble gouche-gauche-gauche conformation in accordance with Osada
et al.*—both rather indicating a more unfolded keratin tertiary
structure, as also described for the in vitro psoriatic skin model *
However, as the band position at 2930cm™ describes the folding
properties of the entire tertiary keratin structure, it can be argued
that keratin iz probably in a more folded state in LPS than nLPS and
conssguently has & lower ability to bind water. It has been known
for decades that the protein maturation in psoriasis is deranged™
rendering the direct comparizon of LPS with HS difficult. Regarding
nLP3, neither our results for nLPS seem to differ from HS unpub-
lished data from the subjects in") nor those of others.™ Further re-
search is needed to clarify the exact alterations of tertiary keratin
structure in psoriatic skin.

The 5C hydration was found to be lower in LPS than nLP3

IEATEE gpd

(Figure 4F], which is in agreement with previous results
indirectly confirmed by the lower NMF concentration (Figure 2) and
possibly the increased folding of tertiary keratin structure in LPS
(Figure 3B8). Our results show that the difference increases in the
intermedizte and bottom 5C depth, which is responzible for binding
wiater by keratin.*® In our study, S5C hydration for nLPS was found
apparently anzlogous to HS (from unpublished data).

So far, to the best of the authors' knowledge, no studies exist
comparing the differant water mobility states in the 5C of psoriatic
skin. Our study revealed a lower amount of strongly bound water
im LP3 than nLP3 [Figure 4B), which amounts to the greatest differ-
ence observed among the different water mobility states. It might
explain the lower hydration level of LPS, a5 at normal physiclogical
conditions strongly bound water exceeds 45% of the total waterin
the 5C.** The lowest concentration of strongly bound water in LPS

is observed near the 5C surface, which correlates well with the very
low concentration of NMF at thiz 5C depth [Figure 2). In contrast,
tightly bound water is observed at a slightly higher amount in LP3
(Figura 44), but it represents physiologically less than 5% of the total
water in the SC_ This is ako the case for unbound water,* which is
detected marginally lower in LPS than in nLP5S [Figure 40). Finally,
weakly bound water, physiologically amounting to the most common
water state in the 5C.°° also demonstrates a weak divergence be-
tween LPS and nLPS with a tendency for more weakly bound water
in LPS. The results for nLPS appear similar to resufts for H5™ regard-
ing the different water mobility states.

The exact interpretation of the water profiles for LPS and nLPS is
not clear; while secondary and tertiary keratin structure-provided hy-
dration do not correlate, the tertiary structura seems to have a higher
influence on binding water, as the lower 5C hydration of LPS agrees
with the kwer-shifted band position at 2930cm™ (Figure 3B), which
shows an increase of folded kerastin and thus lower ability to bind
water molecules. The observed transformation of water from strongly
to weakly bownd states [Figure 4E) can also be interpreted as an addi-
tional hallmark of swelling of keratinocytes™ in LPS, with others being
the increase of SC thicknass and the higher prevalence of keratin 5~
sheets (Figure 3A)L A comparison with H5™® suggests that LPS has a
higher ratio of weakly to strongly bound water than HS in the bottom
half of the SC, while nLPS does not seem to differ from HE.

The performed study has some limitations. All skin sites of
different patients corresponding to nLPS and LPS were consid-
ered similar and pooled together, without 3 mixed model analysis
for dependent data. Furthermore, numerous t-tests were applied
without correction for multiple testing. The performed analysis
was motivated by the intention to facilitate comparability with
previous studies using the same analysis, and the lack of the abave
mentioned corrections was compensated by a cautious interpreta-
tion of the results, for example regarding only clustered significant
differences as relevant. A further possible limitation is the applica-
tion of methods established with healthy zkin (e.g. determination
af SC thickness) to psoriatic skin, for which different conditions
might apply. The high number of excluded profiles due to unob-
tainable SC thickness limits the direct applicability of the results
to mild lesions (corresponding to mildly perturbed SC structure)
and reduces the effectively analyzed sample size with a resulting
uneven distribution between male and female patients. Arguably,
the study design also poses some limits to the study”s findings, as
anby Caucasians with skin type I-1ll and between ages 19-59 were
examined, reducing the impact of the results to this population.
While the primary focus of the study was on the comparison be-
tween nLPS and LPS, we also used results from previous studies
with the zame CRM and analytical methods to compare with HS.
Unfartunately, it was not possible ta include a direct comparison,
as the HS data are published in different studies. We have chosen
reference’™ as the most freguent for adequate comparability, be-
cauze the same CRM and analytical methods were used and the
time of measurements was nearly overlapping with the psoriasis
study. Lastly, even though short-term previous topical treatments
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were excluded for all patients, many of the patients had received
topical and systemic therapies in the past, which could patentially
influence the results and should be studied in detail in the future.

In conclusion, our study provides the first in vivo, non-invasive,
depth-dependent analysiz of the 5C structure, using CRM to com-
pare maolecular parameters between LPS and nlLP3. The depth-
dependent analysis yields insights into the exact structure of the S5C
and allows a better comparizon of LPS with nLPS, which may be im-
portant inthe non-imasive evaluation of disease severity and treat-
ment controlfoptimisation. The impaired S5BF of LPS far which a 5C
thickness can be obtained (iLe. is not greatly perturbed) is clearly
related to the structural alterations evident from our results regard-
ing ICL concentration and organization, as well as NMF and water
concentration. The secondary/tertiary keratin structure and their
interactions with the different water mobility states alse provide
indications thereof, which should be further elucidated. A thorough
understanding of the psoriatic 5C and SBF offers useful information
about the disease's pathophysiolegy and forms the basis for tar-
geted topical therapies. The CRM method used in this study iz well
established for the determination of SC structure and 5BF-related
parameters in patients and may, together with the study results,
pravide a valuable tool for future interventional studies, comparing
the psoriatic 5C before and after specific treatments.
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Abstrack Atopic dermatitis (AD)/atopie eczema is a chronic relapsing inflammatory skin disease
affecting nearly 14% of the adult population. An important pathogenetic pillar m AT 15 the disrupted
skin barrier function (SBF). The atopic stratum corneum (5C) has been examined using several
methods, meluding Baman microspectroscopy, vet so far, there 15 no depth-dependent analysis over
the entare 5C thackness. Themefore, we recruted 21 AD patents (9 female, 12 male) and compared the
keswmal (LAS) wath non-lessonal atopae skan (nLAS) m vive with confocal Raman aucrospectroscopy.
Char pesulls demonstrated decreased total inlercellular hpad and carotenod concentrations, aswell
a4 a shoft bowards decieased orthohombec lakeral hpad ergansation m LAS. Furthes, we observed a
lemwrer cotcenitrabion of natural mostunang factor (NMF) and a tend towards menessed stroangly
bound and decreased weakly bound water m LAS. Fmnally, LAS showed an alteted secondary and
tertiary keratn structume, demonstrating a mode folded kerabin state than alAS. The obtamed results
are discussed in comparison with healthy skin and yaeld detaled insights into the atopic SC structure.
LAS clearly shows molecular alterabions at certam SC depths compared with nLAS which imply
a reduced SBF. A thorough understanding of these alterations provide s wseful miformation on the
aetiology of AD and for the development/ control of targeted topecal therapues.

Keywaords: atopic eczema; atopie dermabibs; skin barrser funchon; stratum comeum; lipnd ordermg;
keratin structure; natural mosburising factor; wated banding; skin hy dration; carotenoads

L Introduction

Atopic dermatitis (AD) is a chronic relapsing inflammatory skin disease that affects
15-30r%. of children and nearly 14%. of adults [1,2], inflicting a heavy disease burden [3].
AD is one of the diseases of the atopic march together with bronchial asthma, allergic
rhinitis, and type-1 allergies [4], and its clinical manifestations include symptoms such as
dry skin, indurated eczematous lesions with ervthema and scaling, as well as pruritus,
causing excoriation and, in the long term, skin thickening and lichenification [4-6].

Even though the exact pathogenesis of AD is not completely understood, it is assumed
to be a combination of (epi)genetic (e.g., filaggrin mutations), immuneclogic (inflammation
with a Tyy2-shift and higher IgE-levels), and exogenous factors, such as exposure to allergens
and irritants, infections and alteration in the physiclogical skin microbiome, excessive
hygiene, and climatic changes [5,7-13]. One of the defining pathophysiclogic aspects
of A} is the disruption of the skin barrier function (SBF), correlating with the disease
severity [5,14]. The skin barrier dysfunction—partly attributable to genetic factors—is

Ind. | Mol 5o 3023, 34, 14636, hitpe)/ fdoi orgy 103390/ §ms241914636
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thought to interplay with a dysmegulated immune system, resulting in inadequate response
to external factors, prolonged wound healing, and higher allergic sensitisation [#,9,15-17].
A detailed understanding of the atopic SBF is required to thoroughly understand the
disease’s pathogenesis.

The main actor regarding the SBF is the epidermis and especially its most superficial
layer, the stratum corneum (5C), accounting for most of the skin's functionality [18,19].
The 5C consists of denuclkeated comeocytes, which represent the end product of keratinisa-
tion [20] and are strongly interconnected with the help of cormeodesmosomes, crosslinked
cormified emvelopes, including the proteins imvolucrin, loricrin, and filaggrin, and keratin-
filaggrin attachments [21]. They provide the main barrier against mechanical and chemical
disturbances [4]. In what is often described as the “brick and mortar model”™ of the
SC [185,22], the corneocytes are imbedded in an intercellular lipid {ICL) matrix, consist-
ing mainly of ceramides, cholesterol, and free fatty acids (FFA) [23], which is essential
in maintaining an intact SBF (especially regarding the regulation of water diffusion) [4].
The ICL organisation in the SC directly influences the SBF: orthorhombic lateral and frans-
conformation-shifted lamellar organisations promote a denser packing of ICL and intact
SBF [24,25] nonhomogenecus throughout the SC. The highest SBF is observed at a depth
of ~2040%, SC thickness [26]. A further relevant fraction of the lipophilic substances
in the human 5C are carotencids, consisting mostly of f-carotene and lycopene, fadli-
tating the orthorhombic organisation of ICL [27] and playing a major antioxidative and
photoprotective role in the 5C [28]. Also important in maintaining an intact SBF are the
natural moisturising factor (NMF) molecules derived from filaggrin, which cormespond to
certain highly humectant amine acids, maintaining the 5C's hy dration, acidic pH, adequate
maturation and healthy microbiologic milieu by reducing colonisation with Staplidococcus
auraus [8,29).

The impaired SBF in ADis a result of both structural and functional alterations in the
SC [5,%] and is not limited to lesional atopic skin (LAS) sites, as it is well established that the
entire atopic skin, including non-lesional (nLAS), has a higher permeability for hydrophilic
and lipophilic chemicals companed with healthy skin (HS) [30]. Furthermore, the 5C of
LAS is known to be thinner than the SC of HS [31]. The transepidermal water loss (TEWL),
as a measune of SBF [18], is increased in AD [6,9], with differences being observed between
LAS and nLLAS as well as between nlLAS and HS [32,33]. Knoret al. [34] even described
differences between lesional, perilesional, non-lesional atopic, and HS regarding pH (with
highest values in LAS) and hydration (with lowest values in LAS) of the 5C. Matsuki et al.
found a cormelation between AD severity and TEWL increase and, to a lesser extent, 5C
hydration [35], and a similar correlation is also found for the higher pH [36], which is
thought to influence lipid metabolism, serine proteases (5I's) activity, and vulnerability to
infections [8]. An increased activity of 5Fs, also associated with lower SC hydration [31], is
generally considered a reason for reduced SBF in AD [16,531], disturbing the physiologic
lipid metabaolism (e.g., reducing the total amount of lipids in the SC) and protein balance,
that are essential for the SBF [£,9], and even promoting Tyy2-shifted inflammation by
increasing [L-1a and IL-18 [15].

Further well-ecamined SBF-related factors in AD are filaggrin loss-of-function-mutations
because of the important structural function of filaggrin in HS and its role in producing
components of the natural moisturising factor (NMF) (especially at superficial SC depth),
with consequential impact on the physiclogic hydration, (acidic) pH and SP activity regula-
tion, and the antimicrobial properties of the SC [4,16]. Thus, it is not surprising that reduced
or even total loss of filaggrin in AIY is associated with lower MMF concentration, higher
TEWL, skin xerosis [4,37], and higher Staphwococous aurens colonisation [29]. While genetic
filaggrin mutations are not found in all AD patients [38-44], inflammatory cytokines such
as [L-4/13 are also able to reduce filaggrin expression. (ther described factors responsible
for the impaired atopic SBF ame dysfunctional tight junctions [41], reduced antimicrobial
peptides [4], and a disturbed milieu of commensal microbiome [42-44], e.g., with educed
presence of physiclogically appearing Cutibacterium, Streptococcus, Corynebacterium, and
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Proteobacteria, in favour of Staphylococcus colonisation [45] which correlates with higher
TEWL [45]. Finally, important structural aberrations in the atopic 5C are observed with
respect to the ICL. The total amount of ICL and the number of ceramides (especially ce-
ramides 1 and 3} are found to be lower in atopic skin, and the FEA chain length is reduced in
comparison with HS [33,47] with effects on the SBF [9] that will be further discussed below.

WVarious noninvasive methods have been used to study the alterations in the 5C in
AD in vivo so far, for example, TEWL measurement, capacitance—conductance determina-
tion, reflectance spectroscopy, optical coherence tomography, or diverse methods of lipid
analysis [45]. Confocal Raman microspectroscopy (CEM) describes the combination of
Raman spectroscopy (ie., the spectroscopic recording of Stokes Raman-scattered photons
after excitation of a probe, e.g, with continuous-wave laser light) and confocal microscopry,
which offers the potential of axial resolution into a probe. CEM offers a valuable non-
invasive optical method to examine the 5C structure and the SBF-related parameters on
the molecular level, as it detects specific molecules, their conformation, structure, and
concentration with high chemical specificity and sensitivity in in vivo skin studies [49,50].
CEM has been widely used in the past to examine HS [51-54], the effects of ageing [55],
and psoriatic skin [56-58]. So far, CRM has already been applied im AD to study the impact
of filaggrin mutations [59-51], to comparme sensitive skin with atopic and non-sensitive
skin [(2], to compare HS with lesional atopic and psoriatic skin [63], and to create an
objective classification score for AD [64]. Janssens et al. have focussed on the lipid analysis
of atopic skin [65], and Verseaux et al. studied several mobecular SBF-related parameters
comparing LAS and HS up to a depth of 12.5 pm in the SC [66]

Considering the limited analogous investigations of the SC in AD patients on a molecu-
lar level, in this study, we compare for the first time the entire 5C of LAS with nLAS in vivo
in a noninvasive depth-dependent manner using CEM. We apply the processing methods
developed im our group [26,67,68], focusing on molecular parameters related to the SBE
such as ICL concentration and organisation, NMF concentration, secondary and tertiary
structure of keratin, as well as water mobility states and total water concentration. This will
eveal important information regarding the pathophysiclogy of AD and potentially provide
a useful diagnostic tool for disease development and treatment control in the future.

2. Results
2.1. 5C Thickness

Boundaries of the SC could successfully be computed with the method described under
Section 4.3 for 43 out of 71 Raman profiles of LAS (=261%) and for 63 out of 78 profiles of
nLAS (2:81%) (Supplementary Tables 51 and 52). The remaining spectra, for which a 5C
thickmess could not be defermined, were not considered for further analysis. With a mean
SC thickness of 24 + 5 pm, LAS was found not to differ significantly (p = (0.15) from nLAS,
with 23 + 4 pm.

2.2, Concentration and Organisation of Intercellular Lipids

In order to obtain the concentration of ICL, we added the decomposed Raman band
infensities at 2850 and 2880 cm ! related to ICL and normalised them to the decomposed
band intensity at 2930 oamn ! elated to keratin [52]. The result shows a lower ICL concenira-
tion in LAS than nL.AS for the superficial and intermediate SC depth (significant for (-10%
and highly significant for 20707 5C depth, Figure 14).

Regarding the lamellar organisation of the ICL, we computed the Tigso/ (T1130 + Tiosa)
ratio, revealing the ratio of gaichs conformers (associated with the 1080 cm ! band) to
alltrans conformers (associated with the 1130 and 1060 cm ! bands) [26]. Figure 1B shows
similar curves for LAS and nlLAS, with a clear tendency towards a higher number of gaiche
conformers in LAS than nlLAS at the 1040% 5C depth, which suggests a possibility of
impaired SBF in LAS compared with nl.AS at this depth. Mone of the differences reached
the level of statistical significance.
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Figure 1. The depth-dependent lipid-related parameters in the SC of LAS va. nlAS. (A) The
concentration of ICL given by (Tzsw + T26%0)/12930. (B) The lamellar onganisation of ICL given by
Toso /(T30 + Thogo)- (C) The lakeral organisation of ICL given by e /ey upon exclusion of the
interference of keratin (the procedure is shown in detail in [26]). (D) The concentration of carotencads
given by I15g. The results are derived from 43 Raman profiles for LAS and 63 Raman profiles
for nlAS in total [*—p < 0.05, *—p < 0.01 for significant differences between LAS and nLAS;
I,—intensity at Raman peak position “x" (in cm—1); ICL—intercellular lipids; SC—stratum comeum;
(n)LAS—non-lesional atopic skin, the error bars show the standard error of the means].

Further, we observed the lateral ICL organisation with the help of the ratio of lipid-
related band intensities at 2880 to 2850 cm ! (separated from the superposition of keratin),
which is sensitive to the orthorhombic and hexagonal lateral packing of the ICL [26]. The
ratio is lower, indicating reduced SBF for LAS over most of the SC depth, revealing the
presence of a less dense hexagonal organisation, with the strongest deviation from the
nLAS curve appearing at 20-50% SC depth. The differences are significant at 40, 60, and
70% and highly significant at 20-30, 50, and 90% SC depth, as shown in Figure 1C.

Finally, we examined the carotenoids, such as f-carotene and lycopene, which are the
major carotenoids in the human SC [28] and play an important role in the formation of
the orthorhombic organisation of ICL [27]. Their concentration was determined using the
carotenoid-related Raman band intensity at 1524 em ! (I1m20) [69] Figure 1D shows the
resulting curves, with LAS clearly having a lower carotenoid concentration than nLAS over
the entire SC depth. The differences are significant at 0-30, 60, and 80-100% and highly
significant at 70% SC depth.

2.3. Concentration of Natural Moisturising Factor (NMF ) Molecules

In total, 43 LAS and 58 nLAS profiles were used for statistical analysis after the
exclusion of profiles for which either NMF or SC thickness could not be successfully
computed. The NMF consists of the combined concentrations of alanine, serine, glycine,
proline, ornithine, histidine at pH4 and pH7, and pyrrolidone carboxylic acid (Figure 2A).
It could be seen that LAS has a much lower NMF concentration than nLLAS, with the
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difference being highest at the superficial SC depth. For (-70%, the difference of the means
is highly significant, and for 80% SC depth, is significant.

s e

i }/P' . ;A
i A = e
i > i SSER 2 S
ii"' 32 ; ‘:”; ,l'( -
iz \L"/ %j’.; 4/ s
" =N | o Lo NS -~
e | osemwmEe (g | Ssawnssei e
' - - BT ce e

;| HH

EBAT O SandFve 3oags

VII;GI‘L‘L&-III“
Cupth % of the 5C twickrem

T EEREEETEEEED N

lD’ Dwpry in % of e 50 ichann “l ")

Figure 2 The concentration of NMF (A) and parameters of secondary (B) and tertiary (C-F) keratin
structure in the SC of LAS vs. nLAS. (A) The NMF concentration calculated in a semiquantitative
manner with a kast-squanes fittng method from Skin Tools Softw age 2.0. (B) The ratio of (B-sheets,
turns, and random coils) to a-helices, as a defining parameter of the secondary keratin structure,
calculated by (I + I1gas)/T1gss. (C) The shifting of the gy band indicating the folding status
of the tertiary keratin structure. (D) The ratio of buried to exposed tyrosine rings in side chains
of keratin calculated by Iy /Igs. (E) The cysteine forming disulphide bonds in keratin calculated
by Iy 712/ 174 57s- (F) Stability of the disulphade bonds calculated by 14 sps/ 1474 574 showing the
ratio of the most energetically stable to all possible conformations of the disulphide bonds in keratin
filaments. The nesults are denved from 43 Raman profiles for LAS and 63 Raman profiles for nLAS in
total. In the case of NMF in (A), 43 Raman profiles for LAS and 58 Raman profiles for nLAS were
used. [*—p < 0.05, **—p < 0.01 for significant differences between LAS and nlAS; I—intensity
at Raman peak position "x” (mn cm"’); NMF—natural moisturising factor; SC—stratum corneum;
(n)LAS—non-lesional atopic skin, the error bars show the standard efror of the means].

2.4. Keratin Structure
2.4.1. Secondary Keratin Structure

The different components of the secondary structure of keratin are a-helices, f-sheets,
turns, and random coils. While the a-helices provide a highly stable coiled-coil structure, al-
lowing very little interaction with water or other molecules, the other mentioned secondary
conformations allow a higher number of interactions with surrounding molecules [68,70].
As an indicator for the stability of the secondary structure, we used the (I1gp + I1as5)/T 1585
quotient, which reveals the ratio of f-sheets, turns, and random coils to a-helices [53,71].
This ratio is higher for LAS in the superficial half of the SC depth than nLAS, thus showing
a lower prevalence of a-helices and a less stable secondary structure, as shown in Figure 2B.
The differences are significant for (-10 and 40% and highly significant for 20-30% SC depth.
In the remaining 50-100% SC depth, the curves seem to overlap, indicating no difference.

E oo™

Depth in % of the 5C thicknen

2.4.2. Tertiary Keratin Structure

On a tertiary structure level, keratin is characterised by the folding of its side chains
and the way they interact, depending on their degree of exposure and the bonds they
form with each other [6872]. As a measure of the keratin folding state, we evaluated
the shifting of the Ixsy maximum position upon decomposing the corresponding high
wavenumber region (HWN) broadband [53,65]. As depicted in Figure 2C, our results
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indicate a tendency towards lower-shifted wavenumber values for LAS than nlLAS in the
infermediate and bottom 5C depths, with some significant differences at 50, 60, and 1007
SC depth. This would indicate an increased keratin folding with less exposed side chains
for LAS. Comparing directly the ratio of buried to exposed tyrosine rings in the side chains
calculated as Tgap/Tasp [71,73], we see that LAS has more buried (ie., less exposed) aromatic
rings of tyrosine than nLAS, especially in the intermediate SC depth. The corresponding
curves are shown in Figure 2D, and the differences are significant for 0, 20-30, and 607 and
highly significant for 40-50% SC depth. Furthermore, we compared the portion of cysteine
forming disulphide bonds in keratin indicated by the lsen 712 /Tapssre ratio [68], which did
not reveal any significant difference between LAS and nLAS (Figure 2E). Similarly, the last
parameter of tertiary keratin structure we examined, namely the stability of disulphide
bonds, also appears not to exhibit deviation between LAS and nlAS. The stability of
disulphide bonds is given by the ratio 1oy s/ lizg-srg [68], dividing the energetically stable
g che-gauche-gamiche-conformation by the sum of all possible conformations (gauche-gauche-
gmuche + gauche-gauche-trans + frans-gauche-trans). As demonstrated in Figure 2F, the curves
for LAS and nLAS overlap for most of the SC depth apart from the exemplary significant
{but very small) differences at 80 and 100%, SC depth.

2.5, Concentration and Mobility States of Water

As a measure of water concentration in the 5C, we examined the ratio of water to
protein Tsass sssa/ Trorp-sees [49], as shown in Figume 34, It appears to be nearly the same
for LAS and nL.AS, apart from the bottom 5C depth, where LAS seems to have a slighthy
higher concentration, with the difference being significant onby at $0-100% SC depth.
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Figune 3. The depth-dependent water-relaled paramebers mothe SC of LAS va nlAS. (A) The water
concentration calculated by the Tiasn saa/ Tp sugs rabio. (B) The concentrabon of bghtly bownd
water [DAA-bound water, band centred at 3015 cm‘ijl. {C} The: concentration of strongly bownd wates
(DDAA-bound water, band centred at 3225 em ‘1:|. {D) The comcentration of weakly bownd walker
(TA-bound water, band centred at 3451 cm"l’:l. (E) The concentration of unbound water (DDA-bound
and free water, band centred at 3633 con—1). (F) The quotient Tagy /agss representing the rabio of
weakly bound to strongly bound water. The sesulls ane derived from 43 Raman probles for LAS
and 63 Raman profiles for nLAS [*—p < 0,05 for significant differences bebween LAS and nLAS;
I—mntensity at Baman peak position "x" (in em 1y DA—sangle donor—single acceptor; DAA—
single denor—double acceptor; DDA—double donor—single acceptor; DDAA—double donor—
double acceptor; S3C—stratum cormeuwm; (n}LAS—non-lesional atopic skin, the error bars show the
standard error of the means).
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To determine water mobility state concentrations, we decomposed the HWM spectra
using 10 Gaussian functions according to previously described algorithms [67]. Next, we
locked in detail at the different water mobility states according to how strongly the water
bonded with its neighbouring molecules, differentiating between tightly, strongly, weakly
bound, and unbound water [53,67,74]. In order to calculate the portion of tightly bound
water, defined as DAA-bound water (forming single donor—double acceptor bonds with
surrounding molecules), we normalised the corresponding band centred at 3015 cm ! to
the total water [67,75]. Figure 3B shows the results, with LAS having a lower concentration
of tightly bound water at (—=20%: 5C depth as a trend with no statistically significant
difference. Strongly bound water, defined as a double donor—double acceptor (DDA A-
bound water), is associated with the band centred at 3225 am ™! [67,75], and Figure 3C
shows its concentration depth profile in the SC. LAS appears to have a higher concentration
over the entire SC, with the strongest deviation appearing at the superficial depth and
with a significant difference at only 10% 5C depth. Figure 3D illustrates the concentration
profile of weakly bound water, defined as a single donor—single acceptor (DA-bound
water) and associated with the band centred at 3451 cm ™! [67,75]. Although the curves
seem to differ from each other in a dear trend, with LAS having a lower concentration
of weakly bound water over most of the 5C depth, no difference reaches the level of
statistical significance. The last type of mobility state we examined was unbound water,
defined as the combination of DDA-bound water and free water and related to the band
centred at 3633 cm ! [67,75]. The concentration profile of unbound water is illustrated
in Figure 3E and does not show a clear difference between LAS and nlLAS apart from a
single exemplary significant difference at the 10% 5C depth. Finally, we investigated the
weakly to strongly bound water ratio given by Isggy /T520s, which correlates inversely with
the hydrogen bonding state of water [55,67]. The resulting curves, shown in Figumre 3E
represent a clear trend towards a decrease in the Taygy /I3 ratio (increase in hydrogen
bonding state of water) in LAS compared with nl.AS at the 0-20% 5C depth, but the
differences are not statistically significant.

3. Discussion

In this in vivo study of the atopic skin, we examined the 5C molecular parameters
indicating disrupted skin barrier function in LAS compared with nlLAS, using noninva-
sive CRM.

The mean 5C thickness values obtained for LAS and nlAS did not reveal any statisti-
cally significant difference. Further, the values were comparable to values obtained for HS
with the same CRM method [75]. Mlitz et al. [61] were able to show a significant difference
between the 5C depth of nLAS and HS, with nLAS having a slightly thinner 5C by a mean
difference of 1 um. This agrees with other results indicating a thinner 5C with smaller
comeocytes in nLAS compared with HS [76]. It should be noted that for LAS, SC thickness
could be determined in approximately 20% fewer skin sites than for nLAS, which might be
interpreted as an indication of a more perturbed, altered 5C structure in the LAS. This is
also the case to an even greater extent for lesional compared with non-lesional psoriatic
skin [58].

We found the total concentration of ICL to be significantly lower in LA S than nLAS over
nearly the entine 3C depth (Figure 14), in contrast to Zhang et al. [77], whose multivariate
curve resolution approach failed to show this difference over the entire SC thickness, but
in good agreement with the results of Janssens et al. [65]. Furthermore, a comparison
with results obtained for HS using the same method [53] strongly suggests a lower ICL
concentration in nlLAS than HS, which would agree well with previous CEM studies [65,66].
Thus, we can confirm the conclusion of Janssens et al. [65] that ICL concentration is reduced
in LAS and, to a lesser extent, in nlAS, which is a parameter of higher relevance for the SEF
than the SC thickness. While FFA and cholesterol are not reduced [47], the well-established
decreased amount of ceramides in atopic skin (espedially ceramides 1 and 3) [6,8,%,47, 78]
might provide a possible explanation for the lower ICL concentration. Mechanisms lkeading
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to ceramide deficiency that have been described are reduced sphingomyelin deacylase
activity [78], increased interferon-a [4], and increased IL-4 [16]. The reduction in ceramides
has been linked with a higher TEWL value [¥]. Further possible explanations that have
been proposed are related to impaired lipid transport from the cells to the extracellular
space [65], increased activity of 5Ps [%,16,31], and higher signalling of protease activator
tvpe 2 receptor leading to degraded f-glucocerebrosidase and acidic sphingomyelinase,
important eneymes for the lipid processing [9]. The inflammation-related mechanisms are
expected to play a greater role in the LAS, thus enforcing the difference between LAS and
nLAS [65], as it has been shown that inflaimmatory cytokine concentrations are higher in
LAS vs. nLAS and in nl.AS vs. HS [79].

While ICL concentration provides a useful SBF parameter, the ICL organisation in
the 5C is even more important for maintaining an intact SBE. Cur results show lower
curve values for LAS than for nl.AS regarding lateral organisation (Figure 1C), ie, a
shift towards a decrease in orthorhombic and an increase in hexagonal lateral packing
of lipids, associated with a reduced SBF [24,25]. Comparison with H5 [75] suggests that
nlLAS is slightly shifted towards less dense lateral packing in the superficial 5C, with
the values becoming comparable in deeper 5C, in agreement with Verseaux et al, who
examined a similar ratio in the upper 12.5 pm of the 5C in LAS and HS [66]. Using
ATR-FTIR-spectroscopy, Danso et al. also confirm this finding, reporting an increased
hexagonal organisation of ICL in LAS vs. nLAS and nL.AS vs. HS [80]. Earlier findings
indicate a reduced chain length of FEA and ceramides in atopic skin (nLAS vs. HS and LAS
vs. nLAS) [33,80,81], especially the very-long-chain FEA [47,52], which causes decreased
formation of the orthorhombic lateral organisation in favour of the less dense hexagonal
organisation [33,85,84]. Higher levels of inflammatory cytokines (such as [FMN-o) are
potential factors causing this reduction in the chain length by decreasing the two elongases
of fatty acids ELOVL 1 and ELOVL4 [4,580] and higher IL-4,/13 levels inhibiting ELOVL3
and ELOWVLG [40]. Apart from chain length, the level of saturation in FEA also influences
the lateral ICL organisation [55], with coresponding differences being observed among
LAS, nlLAS, and HS regarding the concentration of unsaturated FFA and the activity of
the corresponding processing enzymes [80]. Danso et al. reported that the alterations in
lipid-assodated enzyme activity are more pronounced in LAS than in nlLAS [B0], which
agrees with the observed differences.

The lateral ICL organisation shows an inverse relation to the lamellar (Le., the ratio
of gaudie- to transconformation) [26]. While our results did not indicate a statistically
significant difference, one may inferpret as a clear trend (Figure 1B) that LAS has a lower
number of frans-conformers (and consequently a less dense lamellar organisation of ICL)
than nL.AS in the region of 10-40%, of the SC thickness. These depth levels are known to
physiologically demonstrate the highest order of lamellar organisation in healthy skin (with
the lowest ratio of gmiche- to frans-conformation) [26], thus highlighting the importance
of the cbeerved difference between LAS and nL.AS and indicating a reduced SBF of LAS
compared with nLAS. Results from HS indicate mome gmuche-conformers in nLAS than
HS [75], which is also supported by the findings of Verzeawux et al, confirming the difference
between HS and nLAS [66]. In conclusion, lateral as well as lamellar ICL. organisation,
clearly demonstrate a reduced SBF for LAS compared with nL.AS and H5.

Also relevant with respect to the ICL organisation are caroenoids without hydroxyl
groups like carotenes and lycopene, which may promote the formation of orthorhombic
ICL packing [27]. Apart from this important SBF-related property, carotenoids also provide
valuable photoprotective and antoxidant defence against stress-induced reactive coor gen
species for the SC [28]. Kake et al were able to show that f-carotene improves the SBF
in mice with AD [86]. Thus, the indication of a reduced concentration of carctenoids for
LAS compared with nlAS (Figume 10 would further support the thesis that LAS has a
reduced SBF and suggest a factor that might partially explain the less dense lateral ICL
packing in LAS. However, a physiclogical conentration of carotencids in the 5C of HS
may vary strongly, reflecting the individual diet, lifestyle, and health status [28,69]. Thus,
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the carotenoid concentration could completely overlap in AD and HS patients and should
be carefully compared, considering individual factors. It is known that topical and/ or
systemic application of carotenoids results in a long-term increase in their concentration
in the HS [28]. Furthermore, topical application of antioxidant and anti-inflammatory
substances has recently been shown to improve clinical symptoms in AD [87]. Therefone,
it might be helpful to test in the future whether topical and/ or systemic application of
carotenoids in AD patients will improve the SBF and clinical disease management.

The obtained results for the NMF concentration suggest a very high significant dif-
ference between LAS and nlLAS, with LAS containing less than a half of nL.ASs NMF
concentration over most of the SC depth (Figure 2A) until both curves reach their lowest
levels towards the deepest 5C, where filaggrin is not yet broken down to the amino acids
composing the NME The values for nL.AS ame in the same range as values obtained from HS
determined using the same method [75], which is in disagreement with the results of Mlitz
et al., who found a lower NMF concentration in nlLAS than in HS, especially associated
with filaggrin mutations, but also with disease severity [61]. However, the defermination
of NMF in that study was not depth-resolved, making it impossible to see any changes at
certain SC depths. The dramatically lower NMF concentration in LAS agrees with the liter-
ature and has even been found to correlate with the disease severity, potentially providing
a useful clinical marker for AD, as described by Mouwen et al. [88]. Given the important
hygroscopic (primary water-binding actor in the superficial SC [65]) and antimicrobial
properties of MME as well as its function in regulating pH and 5P activity [4,16] closely
linked to the AD pathophysiology, it is clear that the reduced NMF concentration in LAS
implies a reduced SBF and is in good agreement with the reported lower SC hydration
values obtained for LAS [34,35].

Fegarding the secondary keratin structune, our results suggest a small difference in the
ratio of f-sheets, tums, and random coils to a-helices, with LAS having a significantly higher
ratio in the superficial 5C than nLAS (Figure 2B). A possible reason might be the higher
expression of proliferation- and inflammation-associated keratin types K16/17 in LAS and
the reduced levels of the physiologically present K1/10 [76,55]. Totsuka et al. [%0] have
proposed that increased levels of T2 oytokines IL-4/ 13 downregulate K1,/10. Verzeaux
et al found an increased amount of both a-helices and f-sheets in the superficial 12.5 pm
of LAS companed with HS using CEM [66]. They proposed possible explanations, which
include a reduced capacity for binding water, modified filaggrin—keratin interactions, or
altered IgE levels in the SC, which are known to interact with epidermal proteins with a
correlation to disease severity in AD [91]. To what extent these effects play a role in the
shift of the (T1zo + T1sas)/T1ess ratio is not clear A further possible interpretation is that,
as the NMF concentration in LAS is drastically reduced, especially in the superficial 5C
depth, the keratin’s secondary structure is shifted towards a higher water-binding state
as a compensation mechanism to maintain SC hydration. Results from HS [53] suggesta
lower ratio for HS compared with nLAS in the bottom 5C depth.

Further, we focus on the tertiary keratin structure, which is of essential importance
for the mechanical structure of the comeocytes and the ability to bind water molecules,
especially in the intermediate SC depth [68]. The amount of cysteine-forming-disulphide
bonds and the stability of the disulphide bonds do not seem to differ between nLAS and
LAS (Figure ZEF), and also not with respect to HS as unpublished data from subjects
in [75] indicates. In contrast, LAS appears to have less exposed tyrosine aromatic rings
than nL.AS in the intermediate SC depth (Figure 2D), implying decreased ability to bind
water molecules. Further, the band position at around 2930 em ™, a parameter reflecting
the total amount of free side chains in tertiary keratin, is shifted lower in LAS (Figure 2C),
indicating a lower number of side chains and thus less possibility to bind water. It can be
speculated whether the known xerosis and lower 5C hydration for atopic skin [4,34,35,77]
are a cause of a more folded tertiary keratin structure or whether it is the altered keratin
structure that provides a causative factor for the xerosis and lower water binding. Potential
factors keading to an altered keratin structure might be inflammation [%0] and reduced
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interaction with filaggrin or other proteins like loricrin and involucrin, which are known to
be reduced in atopic skin [16,55].

The total water concentration in the LAS failed to show a significant diffe rence with
nlLAS (Figume 3A), as was also the case in the recent study by Dinish et al. [62] using
integrated parameters over the epidermis. Previous CEM studies report a lower total water
amount in LAS compared with nl.AS [77] as well as H5 [61,66], in agreement with the above-
mentioned facts regarding xerosis and SC hydration in AD [4,34,35,77]. The lower water
content in the SC of atopic skin can be explained as a result of reduced NMF (in agreement
with our results shown in Figure 2A) and, to a lesser extent, of more folded tertiany
keratin [68] (Figure 2C,1)). The different water mobility states we examined (Figure 3B-E)
also did not reveal many significant differences between LAS and nLAS. However, a
clear trend towards a lower concentration of weakly bound water (Figure 3D} and a
higher concentration of strongly bound water (Figure 3C) was observed in the 5C of LAS
compared with nLAS The stronger hydrogen-binding state of LAS compared with nLAS
at the superficial 3C depth (Figure 3F) might be attributed to the looser secondary keratin
structure (Figure 2B) in LAS at the same depth. This would allow more hydrogen bonds
with water molecules and might be a compensation mechanism for the corresponding
much lower NMF concentration at this depth in LAS (Figure 2A). A comparison with HS
data [75] reveals that LAS and nl.AS have more weakly and less strongly bound water
than H5, and consequently also a higher ratio of weakly to strongly bound water [67]. As
weakly and strongly bound water together physiologically represent more than 907 of the
total water [55,67], this shift in their corresponding ratio in atopic skin (LAS and nLAS)
compared with HS can be interpreted as the lower water-binding capacity of the atopic
skin. This interpretation is in agreement with the observations of Verzeaux et al. regarding
functional water in the atopic skin and further points to the effects of reduced NMF and
higher folding of keratin [6&].

A limitation of this study is the lack of a healthy group of subjects as a direct reference
and no stratification of the patients” cohort to disease severity, filaggrin mutation status,
or age of AD onset. Furthermone, although we ensured that the examined skin sites
were untreated at least 24 h before measurements, most patients had received topical and
systemic treatments in the past.

4. Materials and Methods
4.1. Confocal Raman Microspectroscopy (CEM )

The CEM measurements were conducted with the “skin composition analyzer” ap-
propriate for in vivo,/ex vive measurements (RiverD International BV, Model 3510, Rot-
terdam, The Metherlands). In order to obtain skin spectra in the fingerprint region (FE
A400-2000 cm 1Y) and in the HWN (20004000 cm ), a 785 nm laser (20 mW on the skin
surface with 5 s exposure time) and a 671 nm laser (17 mW on the skin surface with 15
exposure time) wem used. Starting from above the skin surface, Raman profiles were
recorded in increments of 2 pm, reaching a total depth of 40 pm. The depth resolution was
<5 um, and the spectral resolution was 2 cm~ . For each profile, FP and HWN spectra
were recorded in precisely the same position and depth with the help of the CRM's piezo-
electric actuator (FIFOC piezo flexure nanopositioner, Physik Instrumente GmbH & Co.
KG, Waldbronn, Germany ). The time to obtain a complete FI' + HWN depth profile of a
single skin site was approximately 2 min. For more details on the CRM method utilised,
refer to the literature [49,92]. To determine the NMF depth profiles, we followed the same
method described by Caspers et al. [4%], using the Skin Tools 2.0 (RiverD International B.V,,
Rotterdam, The MNetherlands) software.

4.2, Subjects and Measurements

In total, 21 patients diagnosed with AD (9 female and 12 male), with skin type I-1II in
the Fitzpatrick classification [93] and a mean age of 34 + 10 years, wene recruited prospec-
tively for this study (Supplementary Table 51). The age of AD onset among the patients
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varied from infancy (aged (~2: 13) and childhood (aged 3-13: 7) to puberty/adulthood
(aged =14: 1). All patients had at least one active AD lesion at the time and were asked to
keep the body parts (forearm and elbow ) intended for measurements free of any topical
treatments at least 24 h before the CRM measurements to exclude a possible influence of
the formulation on the molecular structure of the SC [75]. Measurements were conducted
for each patient at healthy-appearing, non-lesional skin sites (corresponding to nLLAS) and
eczematous lesional skin sites (corresponding to LAS) in vivo; no biopsies were taken. Each
complete measurement, including the FP and corresponding HWN spectra, was conducted
at a distinct skin site. The atopic lesions were chosen with none-to-mild lichenification
(Table 1 and Supplementary Table S3), evaluated by a local EASI (Eczema Area and Severity
Index) score [94], and photo-documented at the time of examination. Two exemplary skin
sites (one for nLAS and one for LAS) and their corresponding FI* and HWN spectra at
an exemplary depth level are shown in Figure 4 No manipulation of the lesions in any
form took place prior to the measurements. The laboratory conditions were standardised
(temperature 72 20 °C), and the acclimatisation time was not shorter than 15 min. All
patients were informed in detail about the study and provided written consent. The ethics
committee of the Charité—Universititsmedizin approved the study (EA1/145/17), and all
procedures complied with the Declaration of Helsinki revised in 2013.

Table 1. Descriptive statistics of the local EASI parameters of the atopic kesions used for the analysis
(compare also Supplementary Table 53).

Local EASI Erythema Oedema/Papulation  Excoriation Lichenification
median 2 1 05 0

maxamum 3 1 3 1

mimmum 1 0 0 0

FP Spectrum at 50% of 5C thickness
LAS
_ | ntas
g m
L
2
£ »
5
Raman shift, em!
HWN Spectrum at 50% of SC thickness
1 a8
oM
N
-
§ -
g™
SN D0 N NN N O ME NP N W) e A%
Raman shift, cm!

Figure 4. One exemplary nlAS and one LAS site with green circles designating the exact areas
examined invivo using CRM (left). The corresponding exemplary Raman profiles of the skin sites
age shown for the depth level of approx. 50% of the SC thickness (=12 pm), one for LAS and one for
nLAS, m the FP and HWN regions (right). [SC—stratum comeum; (n)LAS—non-lesional atopic skan;
FP—fingerpnnt region; HWN—high wavenumber region].
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4.3. Data Processing and Statistical Analysis

Profiles of low quality were excluded from further analysis, ie., in case of contact
instability or movement during the measurement, noncompliance with the no-pretreatment
mquirement 24 h befom measurement, or ambiguity between nLAS or LAS in the examined
skin site (Supplementary Table 51). The remaining CRM profiles were recorded from
18 LAS sites (yvielding 71 profiles) and 13 nLAS sites (yielding 78). After preprocessing
the recorded Raman spectra and subtracting the fluorescence background, following the
methods established in our group before [535,67,68], the SC boundaries wene determined by
defining its surface position (0% 5C depth) as the point where the keratin-related band at
1655 cm ! reaches the half of its maximal intensity [92], and the bottom of the SC (1007
SC depth) as the point wherme the first derivative of the water concentration profile curve
reaches (1.5 [45]. Every examined parameter was interpolated from 0 to 100% of the SC
depth with increments of 10%. In accordance with the literatune [53,55,58,68], {-tests were
used to obtain the significance level of the comparison of the means for the parameters of
LAS and nl.AS, predefining differences with p-< (.05 as significant (*) and p < (.01 as highly
significant (**). The programs used for analysing the data weme Skin Tools 2.0 (RiverD
International BV, Rotterdam, The MNetherlands), Matlab E2019b (The MathWorks Inc,
Matick, Ma, USA), Origin 2020b (OriginLab Corporation, Northampton, MaA, USA), and
Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA).

5 Conclusions

In summary, the mesults of the conducted study strongly suggest a reduced SBF for
LAS compared with nLAS, as LAS has a lower concentration of NMF, a lower concentration
and less dense lateral organisation of ICL, a reduced concentration of carotenocids, and an
altered secondary and tertiary keratin structure, allowing less water binding. Comparisons
with other studies using the same methods applied in HS seem to confirm the intermediate
position of nLAS between LAS and HS5 regarding its SBF. However, to the best of our
knowledge, this is the first time that the entire 5C of LAS and nlLAS are compamed using
CEM in a depth-dependent manner regarding molecular SBF-defining composition and
parameters. Comprehending the alterations of the atopic SC and its SBF in detail is not only
essential in understanding the pathogenetic aetiology of the disease but also in developing
targeted therapies, as well as optimal galenic formulations for LAS and nL.AS Furthermaore,
the current study shows that the performed CEM and analytical methods are useful for
optimal remission assessment and treatment control in future interventional studies in AD.
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Thas section contains a bst of abbreviations used m the mam text and Supplementary Matenal

AD atepac dermabibg
CEM confocal Raman nucrospectioscopy
DA sngle donor—sangle acceplor

DAA angle donor—double accepior
DDA deuble denor—smgle acceplor
DDAA  double denor—double scceplor

EASI eczema anea and severily mndex

FEA(g)  fnee Falty acuds

FP fingerprint region

HWN hegh waverumber fegion

HS healthy skan, 1e., skin of healthy subpcts

L intensity at Raman peak position "x" (in em—1)
IL interleukin

ICLis)  antereellular pid{s)

Ex keratin type “x"

LAS lesional atopic skin
nlAS non-lesional atopic skin
MNMF(s) mnatural mosturizing factons)

5C stratum cofmeur
SBF skan bacoer function
= stratum granulesum
5P serme profeasels)

TEWL  transepadermal water loss
Ty2 type 2 T-helper alls
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