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Referat und bibliographische Beschreibung

Digitale Bildanalyseverfahren werden in jungster Zeit zunehmend eingesetzt, um
immunhistochemisch angefarbte Strukturen zu quantifizieren. Der Vorteil, der sich
gegenuber manuellen Zahlverfahren abzeichnet, ist eine aufgrund des relativ gerin-
geren Arbeits- und Zeitaufwandes besonders dkonomische Datenerhebung. Da die
Vorgehensweise bei der digitalen Bildanalyse der jeweiligen Fragestellung angepasst
werden muss, werden in der aktuellen Literatur entsprechend unterschiedliche Vor-
gehensweisen beschrieben und diskutiert. Ungeachtet dieser Vielfalt sollten sowohl
bereits bei der Digitalisierung als auch bei der Entwicklung und Anwendung solcher
Verfahren bestimmte Grundregeln beachtet werden, da sonst leicht Methodenarte-
fakte entstehen, die die Qualitat der Messungen negativ beeinflussen konnen. Auf
wesentliche Grundregeln wird in der Arbeit ndher eingegangen.

Im Mittelpunkt der Arbeit steht die Quantifizierung der Expression von Proliferations-
und Differenzierungsmarkern in gesunder, entztindlich veranderter (Psoriasis vulga-
ris, Lichen ruber) und aktinisch geschadigter Haut (aktinische Keratosen) mit Hilfe
eines digitalen Bildanalyseverfahrens. Dabei wurden Serienschnitte paraffineingebet-
teter Haut mit Antikdrpern gegen den Proliferationsmarker Ki-67 und mit Antikdrpern
gegen die Differenzierungsmarker Filaggrin, Cytokeratin 10 und Involucrin inkubiert
und angefarbt. Zudem wurde in weiteren Serienschnitten die Expression eines klrz-
lich in der Epidermis nachgewiesenen ionotropen Glutamatrezeptors vom Typ des N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptors (NMDA-Rezeptor) untersucht. Die digitale Bildanalyse
erfolgte unter Verwendung der Software Adobe Photoshop® und Image Processing
Tool Kit®. Mit der verwendeten Methode konnten die in der Literatur beschriebenen
typischen Verteilungsmuster der genannten Proliferations- und Differenzierungsmar-
ker in den unterschiedlichen Diagnosen grofRtenteils repliziert werden. Deshalb ist
anzunehmen, dass die Expression der verwendeten immunhistochemischen Marker
mit dieser Methode zuverlassig quantifiziert werden kann. Ein Zusammenhang zwi-
schen der Auspragung des NMDA-Rezeptors und der Expression der einzelnen Mar-
ker lie® sich nicht herstellen, es zeigte sich jedoch eine deutliche verminderte Ex-

pression des NMDA-Rezeptors bei Auftreten einer Parakeratose.

Radant, Katrin: Digitale Bildanalyse von Proliferations- und Differenzierungsmarkern in der Epidermis gesunder,
entziindlich veranderter oder aktinisch geschadigter Haut. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 77 Seiten, 2008
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Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

AEC

AK

CaR

CK10

GH

HaCaT

HE
HSI-Farbraum

LR

NMDA
NMDAR1
NMDAR2
NMDAR3

PBS

PV
RGB-Farbraum

Str.
TBS

3-amino-9-ethyl-carbazol

Aktinische Keratose

Calcium Sensing Receptor

Cytokeratin 10

gesunde Haut

Human adult low calcium high temperature

Hamatoxylin-Eosin

Farbraum in dem die Farbe eines Pixels durch Farbwert (hue),
Sattigung (saturation) und Helligkeit (intensity) definiert wird
Lichen ruber

N-Methyl-D-Aspartat

R1-Komponente des NMDA-Rezeptors (konstant)
R2-Komponente des NMDA-Rezeptors (variabel)
R3-Komponente des NMDA-Rezeptors (variabel)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphat buffered saline)
Psoriasis vulgaris

Farbraum in dem die Farbe eines Pixels durch die Primarfarben
rot, grun und blau definiert wird

Stratum

Tris-gepufferte Salzlésung (Tris-buffered saline)



1. Einleitung und Problemstellung

Immunhistochemische Techniken finden seit mehr als 30 Jahren in der Dermato-
histologie Anwendung. Wahrend sich ihr Einsatzbereich zunachst vorwiegend auf
Forschungsfragen beschrankte, werden sie mittlerweile auch fur diagnostische Zwe-
cke und zur Kontrolle des Therapieerfolges in der klinischen Routine verwendet. Ins-
besondere bei der Diagnostik von Neoplasmen sind immunhistochemische Verfah-
ren in der heutigen Zeit nicht mehr wegzudenken. Mit der Erweiterung des Einsatz-
bereichs der Immunhistochemie haben sich auch die damit verbundenen Fragestel-
lungen grundlegend gewandelt. Zu Beginn stand zumeist eine qualitative Beurteilung
der Anfarbungen im Mittelpunkt des Interesses, wobei die Anwender der Frage
nachgingen, ob ein bestimmter Marker in einer Gewebeprobe nachweisbar ist oder
nicht. Inzwischen geht das Interesse Uber diese rein qualitative Unterscheidung hin-
aus. Immer mehr Forscher beschaftigen sich mit der Quantifizierung immunhisto-
chemisch angefarbter Strukturen und damit z.B. mit der Frage, wie viel eines be-
stimmten Markers in einer Gewebeprobe nachweisbar ist [Taylor et al. 2006] [Walker
2006].

Bei der Quantifizierung immunhistochemisch gefarbter Gewebestrukturen kommen
zunehmend digitale Bildanalysemethoden zum Einsatz. Das Prinzip der digitalen
Bildanalyse besteht darin, die zu messenden Strukturen aufgrund von Unterschieden
in Groélke, Gestalt, Dichte, Helligkeit, Textur und Farbe computergestitzt vom Hinter-
grund zu separieren und zu quantifizieren [Hughes, McCulloch 1991]. In der Fachli-
teratur wurde bereits eine Vielzahl verschiedener digitaler Bildanalyseverfahren be-
schrieben, die mit unterschiedlicher Software auf unterschiedliche Art und Weise das
Ziel der Quantifizierung erreichen sollen [Underwood et al. 2001] [Loukas et al. 2003]
[Goedkoop et al. 2005]. Viele Beschreibungen sind schwer nachvollziehbar, enthal-
ten diskussionswurdige Arbeitsschritte und Computereinstellungen oder sind ohne
die von den Autoren verwendete Software nicht reproduzierbar. Dieser Mangel an
Standardisierung ist dementsprechend einer der wesentlichen Kritikpunkte digitaler
Bildanalyseverfahren [Walker 2006].

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines einfach anwendbaren, automatisier-
ten und replizierbaren digitalen Bildanalyseverfahrens zur Quantifizierung verschie-
dener epidermaler Merkmale. Mit Hilfe dieses Verfahrens soll u.a. die Rolle eines

kurzlich in der Epidermis nachgewiesenen Glutamatrezeptors (NMDA) in Bezug auf



die Proliferation und die Differenzierung von Keratinozyten in gesunder, entzindlich
veranderter und aktinisch geschadigter Haut untersucht werden [Fischer 2004]. Im
Folgenden werden deshalb zunachst die Begriffe Proliferation und Differenzierung
erlautert. AnschlieRend werden einige wichtige Proliferations- und Differenzierungs-
marker sowie deren Expression in gesunder, entzundlicher und aktinischer Haut be-
schrieben. Im darauf folgenden Abschnitt werden die in der Fachliteratur diskutierten
Probleme bei der Quantifizierung immunhistochemischer Praparate im Allgemeinen
und die spezifischen Probleme digitaler Bildanalyseverfahren im Besonderen darge-
stellt. Anhand dieser Voruberlegungen werden danach die Fragen und Ziele der vor-
liegenden Arbeit abgeleitet und prazisiert. Anschlieend wird eine Studie zur Unter-
suchung der Rolle des NMDA-Rezeptors bei der Proliferation und Differenzierung
von Keratinozyten vorgestellt. Dazu werden zunachst das Untersuchungsmaterial
und das entwickelte digitale Bildanalyseverfahren beschrieben und die Ergebnisse
berichtet. Zum Abschluss werden die einzelnen Arbeitsschritte des Bildanalysever-
fahrens diskutiert und Moglichkeiten der Optimierung vorgeschlagen. Dartber hinaus
werden die Untersuchungsergebnisse vor dem Hintergrund der beschriebenen Prob-

leme interpretiert.

1.1.Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten

Die Epidermis ist ein klassisches Proliferationsgewebe, das heildt, sie unterliegt
standiger Erneuerung. Die hierbei aus den Basalzellen entstehenden Keratinozyten
durchlaufen einen komplexen Differenzierungsprozess, der zur Entwicklung kernlo-
ser Hornzellen fuhrt [Fritsch 2004]. In gesunder Haut umfasst dieser Prozess einen
Zeitraum von etwa 28 Tagen und fluhrt unter physiologischen Bedingungen zur Ent-
wicklung einer funktionstragenden Hornschicht, dem Stratum corneum, das wider-
standsfahig gegen mikrobielle Einflisse, oxidativen Stress, inklusive UV-Licht, me-
chanische Einflisse und chemische Noxen ist sowie zur Regulation des Warme- und
Fllssigkeitshaushaltes beitragt [Elias 2007]. Im Gegensatz zur normalen Verhornung
(Orthokeratose), kann es durch verschiedene mechanische, chemische oder ent-
zundliche Reize zu einer qualitativen Stérung der Ausdifferenzierung kommen. Fol-
gen dieser Differenzierungsstorung ist oft eine schwere Beeintrachtigung der Barrie-
refunktion, die dann wiederum die Expression verschiedener Differenzierungsmarker

induziert [Ekanayake-Mudiyanselage et al. 1998].



Viele entzindliche Hauterkrankungen sind durch eine Verdickung des Stratum cor-
neum (Hyperkeratose) gekennzeichnet. Werden dabei aufgrund einer gesteigerten
Mitoserate zu viele Corneozyten gebildet, wird von einer Proliferationshyperkeratose
gesprochen (Bsp.: Psoriasis vulgaris). Ist die Abschilferung der Hornzellen (Des-
quamatio insensibilis) gestort, wird der Begriff der Retentionshyperkeratose verwen-
det (Bsp.: Ichthyosis vulgaris). Der Begriff der Parakeratose wird verwendet, wenn
aufgrund einer pathologischen oder unvollstandigen Differenzierung einzelne Kerati-
nozyten im Stratum corneum noch Kernreste enthalten.

Bei Ekzemerkrankungen der Haut kommt es haufig zu einer Verdickung der Epider-
mis (insbesondere des Stratum spinosum) was als Akanthose bezeichnet wird. Im
weiteren Verlauf der Differenzierung entwickeln die Keratinozyten basophile Hya-
lingranula, denen das Stratum granulosum seinen Namen verdankt. In dieser norma-
lerweise 1-3 Zelllagen dicken Schicht finden wichtige Differenzierungsprozesse statt,
in deren Verlauf die Keratinozyten ihre Zellkerne und —organellen abbauen, eine Li-
pidsubstanz in den Interzellularraum abgeben und sich schliel3lich zu platten kernlo-
sen Corneozyten entwickeln [Kerl et al. 2003].

Die Begriffe Proliferation und Differenzierung kénnen als theoretische Konstrukte
betrachtet werden und sind somit direkter Beobachtung nicht zuganglich. Mit Hilfe
immunhistochemischer Techniken lassen sich jedoch Syntheseprodukte, die im Ver-
laufe der beiden Prozesse exprimiert werden, nachweisen, so dass Ruckschlisse
auf den Grad der Proliferation und der Differenzierung eines Gewebes getroffen wer-

den konnen.

1.1.1. Proliferation von Keratinozyten

In der Epidermis gesunder Haut herrscht ein Gleichgewicht zwischen dem Zellge-
winn (Mitose) und dem Zellverlust (terminale Differenzierung und Apoptose) von Ke-
ratinozyten [Fritsch 2004]. Der Prozess des Zellgewinns wird dabei mit dem Begriff
der Proliferation umschrieben. Die Proliferation umfasst die Zellneubildung durch
mitotische Teilung und erfolgt normalerweise nur im Stratum basale (Kompartiment
der Proliferation). Hier betragt die Mitoserate etwas weniger als 1% der Basalzellen.
Unter pathologischen Bedingungen, beispielsweise in akanthotischer Epidermis, fin-
den Zellteilungen dagegen auch suprabasal statt. Auch Traumen, Entzindungen,

chemische oder physikalischen Reize haben Auswirkungen auf die Proliferation.



Doch wie lassen sich Aussagen zum Grad der zellularen Proliferation in einem Ge-
webe treffen? Die wohl bekannteste Moglichkeit den Replikationsgrad eines Gewe-
bes abzuschatzen, ist das Zahlen mitotischer Zellen. Da jedoch die Dauer der Zell-
teilung erheblich variieren kann, lassen sich mit dieser Methode nur unzureichende
Angaben Uber die wahre Replikationsrate machen. Eine exaktere Methode die An-
zahl mitotischer Zellen zu bestimmen, ist die DurchfluRzytometrie, mit deren Hilfe
alle Zellen in der S-Phase des Zellzyklus analysiert werden konnen. Einen entschei-
denden Nachteil dieser Messmethode stellt allerdings der relativ hohe labortechni-
sche Aufwand dar. Des Weiteren muss das zu untersuchende Gewebe spezielle
Anforderungen erflllen, so dass auch dieses Verfahren fir Routineuntersuchungen
ungeeignet erscheint [Mehregan, Mehregan 1996].

Die Entdeckung spezifischer Proliferationsmarker wie beispielsweise des Ki-67-
Antigens und dessen Darstellung in Paraffin-eingebetteten Hautproben mittels im-
munhistochemischer Verfahren stellten 6konomischere Methoden bei der Beurtei-

lung des Proliferationsgrades eines Gewebes in Aussicht [Scholzen, Gerdes 2000].

1.1.2. Differenzierung von Keratinozyten

Unter dem Terminus Differenzierung wird die strukturelle und funktionelle Entfaltung
der Keratinozyten verstanden, die mit einer Spezialisierung der Zellen einhergeht.
Sie fuhrt schlieBlich zur Umwandlung der lebenden Keratinozyten in die funktions-
tragende Hornschicht, ein Prozeld der innerhalb nur weniger Stunden ablauft. Wah-
rend dieses Wandels werden Syntheseprodukte (Strukturproteine) freigesetzt, die
von den Keratinozyten im Verlauf des etwa zwei Wochen andauernden Differenzie-
rungsweges vom Stratum basale Uber das Stratum spinosum bis hin zum Stratum
granulosum gebildet werden. Zu den bedeutendsten Syntheseprodukten zahlen
hierbei bestimmte Keratinfilamentproteine (Zytokeratine), Filaggrin, Loricrin und Invo-
lucrin [Watt 1983]. Daruberhinaus findet die Synthese der sogenannten Odland-
Korperchen statt, die reichlich Lipide in Form von Ceramiden, Sterolestern und
Phospholipiden enthalten und die gemeinsam mit Enzymen mittels Exozytose in den
Interzellularraum geschleust werden. Parallel zu diesen Synthesevorgangen werden
die im Keratinozyten enthaltenen Zellorganellen abgebaut, so dass am Ende eine

kompakte Hornschicht entsteht, deren regelmaRig angeordnete kernlose Zellen von



einer amorphen Matrix umgeben und mit hochmolekularem Keratin geflllt sind, ein-

gebettet in eine undurchlassige Lipidmasse.

1.1.3. Proliferations- und Differenzierungsmarker in gesunder Haut, sowie bei ent-

zundlichen Dermatosen und Prakanzerosen

Die Untersuchung proliferierender Zellpopulationen ist ein wichtiger Bestandteil in
der Diagnostik benigner und maligner Gewebe. Im Jahr 1983 wiesen Gerdes et al.
erstmals ein Protein nach, das streng mit der Zellproliferation assoziiert ist. Das so-
genannte Ki-67 Antigen kann wahrend der Interphase des Zellzyklus im Zellkern ge-
sunder Zellen jedoch auch im Zellkern von Tumorzellen detektiert werden. Die Tat-
sache, dass es wahrend allen aktiven Phasen des Zellzyklus prasent ist, in der GO-
Phase jedoch fehlt, macht es zu einem exzellenten Proliferationsmarker, obwohl sei-
ne funktionelle Signifikans unklar bleibt [Scholzen, Gerdes 2000]. Zum Nachweis des
Ki-67 Antigens dienen monoklonale Antikorper, wie beispielsweise der MIB-1 Anti-
korper. In gesunder Haut ist die Expression des Ki-67 Antigens auf das Komparti-
ment der Proliferation, d.h. auf das Stratum basale beschrankt. In entziindlichen
Dermatosen finden Proliferationsvorgange durch eine gesteigerte Proliferationsrate
jedoch auch suprabasal statt [Caldwell et al. 1997] [Bovenschen et al. 2005].

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch entzindliche Hauterkrankung, die histolo-
gisch durch eine Verdickung der vitalen Epidermis, eine Verlangerung der Rete-
leisten, eine gesteigerte Mitoseaktivitat der Keratinozyten und ein verdicktes Stratum
corneum mit Parakeratose gekennzeichnet ist. Die Transitzeit der Keratinozyten ist
dabei stark verklrzt. Caldwell et al. untersuchten die Expression des Proliferations-
markers Ki-67 u.a. auch in psoriatischer Haut und fanden dabei eine im Vergleich zu
normaler Haut stark erhohte Expression [Caldwell et al. 1997]. Die Auswertung der
MIB-1-positiven Zellen erfolgte dabei durch manuelles Zahlen bzw. durch Schatzen.
Auch die Arbeitsgruppe um Bovenschen kam zu dem Ergebnis, dass psoriatische im
Vergleich zu atopischer Haut und zu Lichen ruber eine stark erhohte Expression Ki-
67 positiver Zellen aufweist [Bovenschen et al. 2005]. Bei dieser Untersuchung wur-
de die Zahl positiver Zellen pro mm Basalmembran mittels digitaler Bildanalyse er-
mittelt. Auch bei in-situ-Tumoren und in invasiven Neoplasien findet eine gesteigerte
Proliferation statt. Carpenter et al. untersuchten die Expression von Ki67 in Aktini-

schen Keratosen, sonnnengeschadigter und in gesunder Haut und fanden dabei die



maximale Ki67 Expression in Aktinischen Keratosen. Die Auswertung erfolgte mittels
Digitaler Bildanalyse [Carpenter et al. 2004].

FUr den Vorgang der Differenzierung von Keratinozyten existieren ebenfalls spezifi-
sche Syntheseprodukte bzw. Differenzierungsmarker, die sich mit Hilfe monoklonaler
Antikérper nachweisen lassen. Filaggrin, ein basisches Strukturprotein der Keratino-
zyten, das aus dem hochmolekularen Profilaggrin durch Dephosphorylierung gebil-
det wird, gilt als ein klassischer Differenzierungsmarker [Ishida-Yamamoto et al.
1997]. In gesunder Haut wird das calciumabhangige, hochreaktive Protein insbeson-
dere im Stratum granulosum exprimiert und fuhrt zur Aggregation von Keratinfila-
menten und zu deren Vernetzung, womit die Bildung des Keratins abgeschlossen ist.
Watanabe et al. haben die Expression dieses Differenzierungsmarkers in psoriati-
scher Haut untersucht und fanden hierbei eine im Vergleich zu normaler Haut gerin-
gere oder keine Reaktion von Anti-Filaggrin-Antikdrpern [Watanabe et al. 1991]. Die-
se Beobachtung konnte durch Gerritsen und lizuka bestatigt werden [Gerritsen et al.
1997] [lizuka et al. 2004].

Cytokeratin 10 ist ein Polypeptid, das in gesunder Haut wahrend der Differenzierung
von Keratinozyten, ebenfalls calciumabhangig, in suprabasalen Schichten exprimiert
wird [Drozdoff et al. 1993]. Dieses hochstabile, unlésliche Zytokeratin ist Hauptbe-
standteil der Keratinfilamente und zahlt somit nicht nur zu den Strukturproteinen,
sondern dient als ein wichtiger Marker der fruhen Differenzierung. Bernerd et al. fan-
den eine verminderte Expression dieses Differenzierungsmarkers in psoriatischer
Haut, allerdings erfolgte hier eine Schatzung [Bernerd et al. 1992]. In einer Studie
von Bovenschen [Bovenschen et al. 2005] wurde die Expression von Cytokeratin 10
ebenfalls untersucht. Hier fand sich eine im Vergleich zum Lichen ruber etwas gerin-
gere Expression dieses Differenzierungsmarkers, die somit in etwa dem Expressi-
onsmuster bei normaler Keratinisation entspricht. In beiden Beitragen wurde keine
Aussage uber den Grad der Parakeratose getroffen. Die Auspragung von Cytokera-
tin 10 (und anderen Cytokeratinen) in aktinischen Keratosen untersuchten Ishida et
al. mit dem Ergebnis, dass sich in aktinischen Keratosen im Vergleich zu gesunder
Haut eine viel geringere Expression nachweisen liel3 [Ishida et al. 2001].

Als Marker der spaten Differenzierung gilt Involucrin, ein Vorlaufer der Cornified en-
velope, das in gesunder Haut erstmals im oberen Stratum spinosum detektiert wird,
bevor es seine maximale Auspragung in Hohe des Stratum granulosum erhalt [Watt

1983]. In psoriatischer Haut beginnt die terminale Differenzierung friher, weshalb



hier oftmals eine vermehrte Expression von Involucrin beobachtet werden kann
[Caldwell et al. 1997] [Gerritsen et al. 1997] [Ichikawa et al. 1997]. Wahrend es in der

aktuellen Literatur detaillierte Aussagen Uber Unterschiede in der Expression von

Proliferations- und Differenzierungsmarkern in psoriatischer Haut im Vergleich zu

gesunder Haut gibt, sind nur wenige entsprechende Studien flr den Lichen ruber

oder fur aktinische Keratosen bekannt.

Tabelle 1: Untersuchungen zu Proliferations- und Differenzierungsmarkern in gesunder, entziindlicher

und aktinischer Haut

Zellreaktion | Antigen Antikérper | Besonderheiten Literatur
Proliferation Ki-67 MIB-1 Starkere Expressi- | [Carpenter et al. 2004]
on bei Psoriasis [Caldwell et al. 1997]
vulgaris und Neo- [Scholzen, Gerdes 2000]
plasmen [Bovenschen et al. 2005]
Differenzie- Filaggrin Monoklona- | Geringere Expres- | [Watanabe et al. 1991]
rung ler Maus- sion in Psoriasis [Gerritsen et al. 1997]
IgG1 Clone [lizuka et al. 2004]
FLGO1
Jruhe“ Diffe- | Cytokera- | Monoklonal | Geringere/ gleich [Drozdoff et al. 1993]
renzierung tin 10 er Maus- grolde Expression [Bernerd et al. 1992]
(CK10) IgG1 Clone | in Psoriasis [Ishida et al. 2001]
DE-K10 Geringere in aktini- | [Bovenschen et al. 2005]
scher Keratose
.spate“ Diffe- | Involucrin | Monoklona- | Frihere/ starkere [Watanabe et al. 1991]
renzierung ler Maus- Expression in Pso- | [Caldwell et al. 1997]
IgG1 Clone | riasis [Gerritsen et al. 1997]
SY5 [Ichikawa et al. 1997]




1.1.4. N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor)

Zahlreiche, teilweise rezeptorvermittelte Prozesse beeinflussen die Proliferation und
Differenzierung von Keratinozyten. Bikle, Lansdown, Elias und Chia-Ling konnten
zeigen, dass hierbei insbesondere die intrazellulare Calciumkonzentration eine ent-
scheidende Rolle spielt [Bikle 2004] [Lansdown 2002] [Elias et al. 2002] [Chia-Ling et
al. 2004]. Diese Forschungsgruppen beschaftigen sich auch mit der Regulation der
intrazellularen Calciumkonzentration und konnten verschiedene lonenkanale und
Rezeptoren identifizieren, welche den Calciuminflux vermitteln. Arbeitsgruppen um
Bikle und Chia-Ling wiesen beispielsweise einen transmembrandsen Calcium Sen-
sing Receptor (CaR) nach, der durch einen extrazellularen Calciumanstieg aktiviert
werden kann und den Calciuminflux in die Zelle steuert [Bikle 2004] [Chia-Ling et al.
2004]. Des Weiteren existieren verschiedene neurogene Rezeptoren, die als lonen-
kanalproteine einen Calciuminflux aus dem Extrazellularraum in die Keratinozyten
steuern. In die Gruppe dieser neurogenen Rezeptoren sind die ionotropen Glutamat-
rezeptoren einzuordnen, die einen transmembrandsen Calciuminflux in die Zelle be-
wirken kénnen. In der vorliegenden Arbeit wird ein Subtyp aus der Familie der io-
notropen Glutamatrezeptoren, der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor)
untersucht, dem eine wichtige Funktion in der Regulation der Calciumhomdostase
zugesprochen wird [Fischer 2004] [Fuziwara et al.] [Nahm et al. 2004].

Der Rezeptor besteht aus drei Untereinheiten: der konstanten NMDAR1-Einheit, der
variablen NMDAR2-Einheit, fur die 4 Varianten bekannt sind und einer NMDARS3-
Einheit, fur die zwei Varianten bekannt sind. Er ist an einen nicht-selektiven katio-
nenspezifischen lonenkanal gekoppelt und fuhrt bei Aktivierung durch L-Glutamat
(in-vivo) oder N-Methyl-D-Aspartat (in-vitro) zu einem Einstrom von Calcium und
Natrium in die Zelle sowie zu einem Ausstrom von Kalium in den Extrazellularraum.
Unter Ruhebedingungen ist der Rezeptor geschlossen und durch Magnesium-lonen
blockiert. FUr eine optimale Stimulation des Rezeptors werden zusatzliche, soge-
nannte Koagonisten bendtigt, hierzu zahlen Glycin, D-Serin und Histamin. Des Wei-
teren gibt es eine Bindungsstelle fur bestimmte NMDA-Rezeptorantagonisten wie
Ketamin oder Dizolzipin (MK-801). Die NMDA-Rezeptoren sind vor allem im zentra-
len und peripheren Nervensystem zu finden, dartber hinaus konnten sie auch im
Pankreas, in Megakaryozyten, in Osteoblasten und auch in der Epidermis nachge-
wiesen werden. Mit Hilfe von RT-PCR und immunhistochemischen Untersuchungen

lieRen sich hier NMDA-Rezeptoren in allen vitalen Schichten gesunder Epidermis mit
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einer besonderen Expression im Stratum granulosum nachweisen [Fischer, Glanz et
al. 2004]. Dieser Nachweis fuhrte zu der Vermutung, dass NMDA-Rezeptoren einen
Einfluss auf die Verhornung haben kénnten. Diese Vermutung wurde von der Beo-
bachtung gestutzt, dass eine Blockade von NMDA-Rezeptoren durch den selektiven
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK 801 bei HaCaT-Zellen zu einer verminderten Ex-
pression der Differenzierungsmarker Cytokeratin 10 und Filaggrin und zu einer Un-
terdrickung der Verhornung fuhrt. Die Proliferation von HaCaT-Zellen blieb von der
Stimulation bzw. von der Blockade unbeeinflusst. Des Weiteren wurde eine vermin-
derte Expression von NMDA-Rezeptoren bei dem Auftreten einer Parakeratose beo-
bachtet [Fischer 2004].

1.2. Quantifizierung immunhistochemischer Strukturen

Immunhistochemisch angefarbte Strukturen lassen sich hinsichtlich verschiedenster
Merkmale quantifizieren. So werden im Rahmen einiger Fragestellungen Merkmale
wie die Anzahl, die Grolke oder die Gestalt der gefarbten Gewebekomponenten un-
tersucht. Fur andere Fragestellungen hingegen ist das Ausmal oder die Intensitat
der Anfarbungen von besonderem Interesse. Entsprechend der Vielfalt der Frage-
stellungen und der zu messenden Merkmale werden bei der Quantifizierung immun-
histochemischer Marker sehr unterschiedliche Methoden eingesetzt [Walker 2006].
Hier lassen sich vornehmlich manuelle Zahl- und Schatzmethoden von computerun-
terstutzen Bildanalyseverfahren unterscheiden.

Bei der traditionellen Quantifizierung immunhistochemischer Praparate werden die
angefarbten Strukturen wahrend des Mikroskopierens gezahlt oder hinsichtlich ihrer
Verteilungsmuster oder Intensitat beurteilt. Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode
ist der relativ hohe Zeit- und Arbeitsaufwand. In vielen Studien werden deshalb nur
wenige Praparate untersucht und so bleiben die Stichproben nur eingeschrankt re-
prasentativ [Johansson et al. 2001]. Einige komplexere Verfahren, wie z.B. stereolo-
gische Analysen oder Serienrekonstruktionen zur quantitativen Beschreibung drei-
dimensionaler Merkmalsverteilungen auf der Grundlage vieler zweidimensionaler
Serienschnitte, werden durch den Arbeitsaufwand bei manueller Quantifizierung na-
hezu unmdglich [Coggeshall, Lekan 1996]. Ein weiteres Problem manueller Zahl-
und Schatzmethoden ist die Subjektivitdt der gewonnenen Werte. So liegt es bei-

spielsweise bei einer Auszahlung von Zellen im Ermessen der Auszahlenden, wel-



che der Zellen als positiv gefarbt gelten und welche nicht. Unterschiede in der Erfah-
rung der Auswertenden oder in der Sorgfalt, mit der sie vorgehen, fuhren hier zu un-
terschiedlichen Messwerten und somit zu einer erhdhten Intra- und Interratervariabi-
litat [Jagoe et al. 1991] [Belién et al. 1999]. Der Mangel an Objektivitat bei manuellen
Schatz- oder Zahimethoden wurde bereits in vielen Studien untersucht und ist in der
wissenschaftlichen Literatur gut dokumentiert [Taylor et al. 2006]. Um die Objektivitat
zu erhohen, ist der Einsatz mehrerer Beurteiler notwendig, was wiederum mit einer
erheblichen Steigerung des Arbeitsaufwandes einhergeht.

Um die Quantifizierung immunhistochemischer Praparate objektiver, reliabler und
Okonomischerer zu gestalten, kommen in den letzten Jahren zunehmend digitale
Bildanalysemethoden zum Einsatz. Bei diesen Verfahren werden die gefarbten Pra-
parate zunachst digitalisiert und die interessierenden Strukturen aufgrund von Unter-
schieden in GrolRe, Gestalt, Dichte, Helligkeit, Textur und Farbe computergestutzt
vom Hintergrund separiert [Hughes, McCulloch 1991]. Die anschlieRende Quantifi-
zierung der Praparate hinsichtlich dieser Merkmale erfolgt meistens ebenfalls com-
puterunterstiutzt. Die Reliabilitat und die Validitat digitaler Bildanalysemethoden wur-
de bereits in verschiedenen Studien erfolgreich Uberprift, beispielsweise von Belién
und Lehr [Belién et al. 1999] [Lehr et al. 2001]. In Vergleichsstudien konnte daruber
hinaus gezeigt werden, dass digitale Bildanalysemethoden unter bestimmten Bedin-
gungen den traditionellen Quantifizierungsmethoden bezlglich Objektivitat und Reli-
abilitat Gberlegen sind [Belién et al. 1999]. Aullerdem ist der Arbeits- und Zeitauf-
wand bei der digitalen Bildanalyse vergleichsweise gering [Johansson et al. 2001]
und es werden auch zunehmend okonomischere Losungen vorgeschlagen, bis hin
zum Einsatz preiswerter Diascanner, die sogar die Anschaffung kostenintensiver
Mikroskope und Digitalkameras erubrigen kdénnen [Elie et al. 2003]. In der wissen-
schaftlichen Fachliteratur scheint sich deshalb ein Konsens dariiber zu etablieren,
dass gut entwickelte und weitestgehend automatisierte digitale Bildanalysemethoden
manuellen Zahl- und Schatzmethoden vorzuziehen sind. Dennoch wird davon aus-
gegangen, dass auch beim heutigen Stand der Forschung auf den meisten Stufen
des Prozesses der Quantifizierung noch ein groRes Potenzial zur Verbesserung be-
steht [Taylor et al. 2006] [Walker 2006].

Im Folgenden wird der Prozess der Quantifizierung mittels digitaler Bildanalyse in
seiner Gesamtheit kurz beschrieben und die Probleme auf jeder Ebene dieses Pro-

zesses dargestellt. Die Beschreibung ist der Zielstellung dieser Arbeit angepasst und
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bleibt deshalb weitestgehend auf die fur diese Arbeit wesentlichen Probleme be-

schrankt.

1.2.1. Von der Entnahme der Probe bis zur Fixierung

Entsprechend der Differenzierung von Taylor lassen sich die Arbeitsschritte Ent-
nahme der Gewebeprobe, Paraffineinbettung, Zuschnitt und Deparaffinisierung als
ein erster Abschnitt des Quantifizierungsprozesses auffassen [Taylor et al. 2006].
Sollen spater Hautmerkmale wie z.B. die Dicke der Hornschicht oder krankheitsbe-
dingte Unterschiede von Proliferations- oder Differenzierungsmarkern quantifiziert
werden, sind moglicherweise schon die Lokalisation und die Bedingungen der Ent-
nahme der Gewebeprobe fir das Messergebnis entscheidend. Bei der Analyse von
krankheitsbedingten Unterschieden empfiehlt sich z.B. die Entnahme einer Probe
gesunder und einer Probe krankhaft veranderter Haut vergleichbarer Lokalisation ein
und desselben Patienten. Proben gesunder und krankhaft veranderter Haut von un-
terschiedlichen Personen sind nur eingeschrankt vergleichbar, unterscheiden sich
die Lokalisationen zudem stark (z.B. Leisten- und Felderhaut), ist ein akzeptabler
Vergleich weitestgehend ausgeschlossen. Nach der Entnahme der Probe konnen
die Lagerungsdauer und -bedingungen, die Fixationszeit und Typ des Fixativs, die
Paraffineinbettung, die Schnittdicke und der Anschnitt der Zellen beim Anfertigen der
Praparate oder auch die Entparaffinisierung nachfolgende Schritte und damit letzt-
endlich auch die Messergebnisse beeinflussen. Das Ausmal} dieser Einflusse ist
jedoch kaum untersucht und dementsprechend schwer einzuschatzen. Insgesamt

gilt dieser erste Abschnitt als der am wenigsten standardisierte [Taylor et al. 2006].

1.2.2. Immunhistochemie

Der zweite Abschnitt setzt sich nach Taylor aus den Arbeitsschritten der immun-
histochemischen Farbung zusammen [Taylor et al. 2006]. Hier haben Variablen wie
die Dauer und der Typ der Antigendemaskierung, die Spezifitat und Konzentration
des Antikorpers, die Inkubationszeit oder Merkmale des Chromogens einen Einfluss
auf die Intensitat der Farbung und somit auf das Messergebnis. Die Vorgehenswei-
sen in diesem Abschnitt des Quantifizierungsprozesses sind jedoch weitestgehend

standardisiert und in der Fachliteratur ausfiihrlich diskutiert worden.
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Eine weitgehende Konstanz der Messbedingungen kann durch den Einsatz von Far-
beautomaten erreicht werden. Wie umfangreiche Recherchen von Diaz zeigen, be-
stehen dennoch Variabilitaten immunhistochemischer Farbungen zwischen ver-
schiedenen Laboren [Diaz, Sneige 2005]. Gegenstand der Untersuchungen von Diaz

waren immunhistochemische Farbungen von Ostrogen-Rezeptoren.

1.2.3. Digitalisierung

Wahrend die Uberlegungen zu den ersten beiden Abschnitten des Quantifizierungs-
prozesses manuelle Quantifizierungsmethoden und digitale Bildanalysen gleicher-
malen betreffen, beginnen mit der Digitalisierung der Praparate die fur digitale Bild-
analysen spezifischen Probleme. So fallt z.B. eine ungleichmafRige Ausleuchtung
des mikroskopierten Praparates bei der manuellen Quantifizierung durch die Adapta-
tionsfahigkeit des menschlichen Auges moglicherweise weniger ins Gewicht. Hinge-
gen wirken sich auch geringe Helligkeitsabweichungen unter Umstanden gravierend
auf die digitalen Bilddaten aus. Zum groften Teil unkontrollierbar sind Variabilitaten
aufgrund der Eigenheiten verschiedener Aufzeichnungssysteme. Digitalkameras un-
terscheiden sich zum Teil ganz erheblich bei der Aufzeichnung und Weiterverarbei-
tung der Daten. Die Bildsensoren kdnnen beispielsweise nach unterschiedlichen
Prinzipien arbeiten oder unterschiedliche Auflésungen, Kontrastumfange, Farbtiefen
oder spektrale Empfindlichkeiten aufweisen. Die von den Sensoren detektierten In-
formationen werden von unterschiedlichen Systemen mit verschiedenen Algorithmen
weiter verarbeitet, bevor sie dem Anwender letztendlich als fertiges Bild zugéanglich
werden. Der Einfluss dieser Variablen ist schwer zu untersuchen, da kaum ein Labor
uber mehrere unterschiedliche Aufnahmesysteme verfiigt und vergleichende Unter-
suchungen durchfuhren konnte. Dementsprechend ist in der Literatur auch keine

Studie auffindbar, die verschiedene Kamerasysteme miteinander vergleicht.

1.2.4. Digitale Bildanalyse

Um immunhistochemisch gefarbte Strukturen quantifizieren zu kénnen, muss die mit
dem zu messenden Merkmal assoziierte Farbung von der Grundfarbung des Prapa-
rates isoliert werden. Die einfachste Vorgehensweise besteht darin, einen fur den
interessierenden Marker reprasentativen Farbbereich zu identifizieren und von die-

sem ausgehend, ahnliche Farbbereiche auszuwahlen (z.B. mit dem ,Zauberstab-
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Werkzeug“ in Adobe Photoshop). Leider fihrt diese Methode oft nicht zu einer vali-
den Auswahl der relevanten Bildbereiche. Eine zweite einfache Mdglichkeit besteht
in der Zerlegung eines RGB-Bildes in die drei Farbkanale Rot, Grin und Blau. Im
RGB-Farbraum wird die Farbung jedes Pixels eines Bildes durch abgestufte Werte
auf den drei Farbkanalen Rot, Grin und Blau beschrieben. Dementsprechend ent-
halt der Rotkanal alle roten, der Grunkanal alle grinen, und der Blaue alle blauen
Bildinformationen. Kommt die relevante Farbung einem reinen Rot, Grin oder Blau
nahe, so lassen sich die entsprechend gefarbten Gewebekomponenten in einem der
Kanale deutlich von den anderen Bildbereichen abgrenzen [Underwood et al. 2001]
[Russ 1996]. Bei einer Umwandlung dieses Kanals in ein Graustufenbild ist die inte-
ressierende Farbung dann durch die dunkelsten Bildbereiche reprasentiert. Ist die
Farbung jedoch eine komplexe Mischung, empfiehlt sich eine Umwandlung in ein
Graustufenbild, bei der die Farbkanadle prozentual so gewichtet werden, dass die
Trennung zwischen interessierender Farbung und irrelevanter Hintergrundfarbung
maximal wird (z.B. mit dem Werkzeug ,Kanalmixer" in Adobe Photoshop). Eine dritte
Madglichkeit der Separation der interessierenden Farbung basiert auf einer Umwand-
lung des Bildes von RGB-Modus in den HSI-Modus. Im HSI-Farbraum wird die Far-
be eines Pixels durch einen Farbwert (hue), die Sattigung (saturation) und die Hel-
ligkeit (intensity) beschrieben (Abb.1). Die Farbwerte sind in diesem Farbraum auf
einem kreisformigen Kontinuum angeordnet und werden dementsprechend in Adobe
Photoshop in Grad angegeben. Die Kanale Sattigung und Helligkeit werden hinge-
gen in % angegeben. Fur einige Farbungen gelingt eine Separation auf der Grundla-
ge von Farbwert und Sattigung besser als dies im RGB-Modus madglich ist [Russ
1996].
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Abbildung 1: HSI Farbraum: Farbbeschreibung durch Hue (Farbton), Saturation (Sattigung) und In-
tensity (Intensitat) [Quelle: Universitat Minster, WS06/07, Seminar Bildverarbeitung, 7. Kapitel]

Bei allen drei Methoden muss die Beschreibung des relevanten Farbbereichs weit
genug sein, um alle interessierenden Objekte einzuschlielfen und eng genug, um
den irrelevanten Hintergrund auszuschlielen. Dadurch entstehen oft Farbbeschrei-
bungen, die spezifisch fur nur ein Bild sind und die beim nachsten Bild schon nicht
mehr die gewlnschten Bereiche auswahlen. Aus diesem Grund haben Underwood
et al. eine subtraktive Methode vorgeschlagen, bei der die irrelevanten Hintergrund-
farben sukzessive durch Weil} ersetzt werden, bis nur noch die relevanten angefarb-
ten Strukturen im Bild enthalten sind [Underwood et al. 2001].

Welches dieser Verfahren am besten funktioniert, ist vom zu analysierenden Bildma-
terial abhangig. Die Einstellungen sollten jeder spezifischen Farbung angepasst und
vor der Anwendung an einer reprasentativen Bilderstichprobe getestet werden.

Nach der Separation vom Hintergrund ist es fur viele Quantifizierungen notwendig,
die Bilddaten so zu transformieren, dass die relevanten Farbungen in Form schwar-
zer Flachen vor weilem Hintergrund reprasentiert sind. Um zu einer solchen binaren
Darstellung zu gelangen, wird mit einem Schwellenwert festgelegt, ab welcher Inten-
sitat der Farbung oder ab welchem Grauwert eine Gewebekomponente als positiv
fur den zu bestimmenden Marker gelten soll und somit schwarz eingefarbt wird. Die-
ser Schwellenwert kann manuell fur jedes Bild einzeln gewahlt, fur alle Bilder kon-
stant gehalten oder automatisch bestimmt werden [Jagoe et al. 1991] [Johansson et
al. 2001].
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1.2.5. Quantifizierungen im Rahmen dieser Arbeit

Die Quantifizierung immunhistochemischer Praparate kann generell nach sehr un-
terschiedlichen Gesichtspunkten erfolgen. Die einfachste Form der Messung bein-
haltet eine Aussage daruber, ob ein bestimmter Marker nachweisbar ist oder nicht.
Nach diesem Prinzip erfolgt auch die Zahlung angefarbter Gewebestrukturen wie
z.B. die von Zellkernen. Eine Zahlung beinhaltet fir jeden Zellkern die Entscheidung,
ob er fur den relevanten Marker positiv ist oder nicht. Dariber hinaus kann es aber
auch interessant sein, wie viel eines bestimmten Markers in einer Gewebeprobe
nachweisbar ist. Als mogliche MalRzahlen konnen hier die GroRe der angefarbten
Flache, die Intensitat der Farbung oder eine Kombination aus beiden dienen [Walker
2006]. Im Rahmen dieser Arbeit interessieren Quantifizierungen der Expression von
Proliferations- und Differenzierungsmarkern sowie die des NMDA-Rezeptors in der
Epidermis. Bei dem Proliferationsmarker Ki67 liegt die immunhistochemische Reak-
tivitat innerhalb der Zellkerne. Nach Inkubation mit dem Antikérper MIB-1 besteht die
Quantifizierung dieser Zellen daher in einer Auszahlung der MIB-1 positiven Kerne.
In der Literatur erfolgen die Angaben Uber diese Anzahl mehrheitlich in der Einheit
MIB-1-positive Kerne im Verhaltnis zur Lange der Basalmembran. Aus diesem
Grund stellt die Lange der Basalmembran ebenfalls ein zu quantifizierendes Merk-
mal dar [Bovenschen et al. 2005] [Lee et al. 2002]. Die Expression der Differenzie-
rungsmarker sowie die des NMDA-Rezeptors sind nicht kernassoziiert und erfolgt
mehr oder weniger gleichmaliig in der gesamten Epidermis. Als Messwerte kdnnen
hier also die durchschnittliche Intensitat der Farbung oder die Grof3e der positiven
Flache im Verhaltnis zur vitalen Epidermis angegeben werden. Des Weiteren soll
das Ausmald der Verhornung bestimmt werden. Dies bedeutet neben einer rein qua-
litativen Beschreibung (Parakeratose / keine Parakeratose) auch eine Quantifizie-

rung der Dicke bzw. der Flache des Stratum corneuem.
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2. Fragen und Ziele der Arbeit

1) Das erste Ziel der Arbeit besteht darin, eine Verfahrensweise zu entwickeln,
mit deren Hilfe sich immunhistochemisch nachgewiesene Strukturen zuverlassig
quantifizieren lassen. Dieses Verfahren soll die Messung folgender Merkmale er-
maoglichen:

- Dicke und Flache von Stratum corneum und vitaler Epidermis

- Lange der Basalmembran

- Expression des Proliferationsmarkers Ki67

- Expression der Differenzierungsmarker CK10, Involucrin und Filaggrin

- Expression des NMDA-Rezeptors

Daruber hinaus soll dieses Verfahren folgenden Ansprichen genugen:
- Realisierung mit leicht zuganglicher und verbreiteter Software
- weitestgehende Unabhangigkeit vom Anwender durch automatisierte Mes-
sung
- hohe Reliabilitat und Validitat der Messung

- Nachvollziehbarkeit und Nutzbarkeit fur andere Anwender

2) Weiterhin soll gepruft werden, ob mit Hilfe des entwickelten Verfahrens die
aus der Literatur bekannten quantitativen Aussagen zur Prasenz von Proliferations-
und Differenzierungsmarkern in gesunder, entzindlich veranderter und aktinisch ge-

schadigter Haut repliziert werden konnen

3) Das dritte Ziel der Arbeit besteht darin, die Rolle des NMDA-Rezeptors fur die
Verhornung zu untersuchen. Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:
Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression keratinozytarer NMDA-
Rezeptoren und morphologischen Besonderheiten der Verhornung?

Lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Auspragung keratinozytarer NMDA-
Rezeptoren und der Expression bestimmter Differenzierungs- und Proliferationsmar-

ker in Serienschnitten humaner paraffineingebetteter Haut nachweisen?
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3. Material und Methoden

3.1.Untersuchtes Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben humaner Haut lichtmikroskopisch
dargestellt und digital erfal3t. Fur alle immunhistochemischen Farbungen wurden die
Praparate nach ihrer Entnahme in 4% Formaldehyd fixiert und anschlielend stan-
dardmalig in Paraffin eingebettet. Dabei erfolgte die Untersuchung an gesunder
Haut, sowie an entzindlichen und prakanzerésen Dermatosen. Die Proben gesun-
der Haut wurden im Rahmen von Varizenoperationen, Reduktionsplastiken, bei der
Nachexzision maligner Melanome aus dem Randbereich der Operationspraparate
oder aus dem Randbereich von Prakanzerosen gewonnen. Die Praparate der ent-
zundlichen Dermatosen (Psoriasis vulgaris und Lichen ruber) sowie der Prakanzero-
sen entstammten der Routinehistologie von Patienten der Universitatsklinik und Poli-
klinik far Dermatologie und Venerologie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg. Bei den Prakanzerosen handelte es sich um aktinische Keratosen. Bei
dieser Erkrankung lassen sich hinsichtlich der histologischen Auspragung verschie-
dene Arten unterscheiden: hypertropher, atropher, bowenoider, akantholytischer und
pigmentierter Typ, wobei in der vorliegenden Untersuchung aktinische Keratosen
vom hypertrophen Typ untersucht wurden. Um insgesamt eine mdglichst homogene
Materialauswahl zu treffen, wurden nur Praparate ausgewahlt, die vom Koérperstamm
oder von den proximalen Extremitaten entnommen worden waren. Bei allen Patien-
ten war die Diagnose sowohl anhand des klinischen Bildes als auch anhand der His-
tologie im HE-Praparat gesichert worden. Ein positives Votum der Ethik-Kommission

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg liegt vor.

Tabelle 2: Immunhistochemisch untersuchte Paraffin-eingebettete Praparate

Diagnose Anzahl
Normale Haut n=20
Psoriasis vulgaris n=22
Lichen ruber n=23
Aktinische Keratosen n=18
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In der vorliegenden Untersuchung erfolgten vergleichende immunhistochemische
Farbungen an Serienschnitten humaner, paraffineingebetteter Haut. Die Praparate
wurden mit Antikdrpern gegen den Proliferationsmarker Ki-67 und mit Antikorpern
gegen die Differenzierungsmarker Filaggrin, CK10 und Involucrin inkubiert und ange-
farbt. Im Anschlul daran wurden sie mit bereits vorliegenden Serienschnitten vergli-
chen, die mit einem Antikorper gegen den NMDA-Rezeptor inkubiert und angefarbt
worden waren. Die NMDA-Praparate waren dabei bereits fur eine Studie zur Unter-
suchung von Glutamatrezeptoren hergestellt worden und wurden deshalb retrospek-
tiv untersucht [Fischer 2004].

3.2.Immunhistochemie

3.2.1. Immunhistochemischer Proliferationsmarker: Ki-67

Das Ki-67 Antigen ist ein Protein, das in proliferierenden Zellen wahrend aller aktiven
Phasen des Zellzyklus exprimiert wird und somit als einer der wichtigsten Proliferati-
onsmarker fur die Wachstumsfraktion eines Gewebes gilt. Ein spezifischer Antikor-
per fur dieses nukleare Antigen ist MIB1. Es zeigt in proliferierenden Zellen eine
starke Kernfarbung [Scholzen, Gerdes 2000].

Vor dem Einsatz des Antikorpers wurden die Praparate zunachst mit Xylol (2x10 Mi-
nuten) und im Weiteren mit absolutem Alkohol (2x5 Minuten) entparaffiniert. Im
Anschlufly daran erfolgte die Vorbehandlung mittels 10mM Citratpuffer in der Mikro-
welle. Dabei wurden die Proben bei 600 Watt flir 5min. erhitzt und nach 20 minutiger
Abkuhlung mit TBS gespult. Als Primarantikorper diente ein monoklonaler Maus-
Antikorper (dianova GmbH, Hamburg) in der Konzentration 1:30 (Inkubationszeit:
1Stunde bei 37°C). Anschlie}end wurde 30min mit einem sekundaren Mausantikor-
per inkubiert (Konzentration 1:100). Im Anschluf® an diese Inkubation und Spulen mit
PBS kamen kommerzielle Farbkomplexe zum Einsatz. Zunachst wurde dabei Elite-
ABC zugesetzt (Vector Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA), gefolgt
von einer AEC-Farbung (=3-Amino-9-Ethyl Carbazol) (DAKO AEC Substrat-
Chromogen System; DAKO Corporation, Carpinteria, USA). Diese erfolgte unter
Raumtemperaturen mit H,O, als Substrat und AEC als Chromogen. Abschliel3end
wurden die Praparate kurz (10 sec.) mit Hdmalaun (1:4 in Aqua dest.) gegengefarbt,

10min mit Leitungswasser geblaut und mit Glycerin-Gelatine eingedeckt.
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3.2.2. Immunhistochemischer Differenzierungsmarker: Filaggrin

Filaggrin gilt als ein wichtiger Differenzierungsmarker der Epidermis. Zur Vorbehand-
lung wurden die Praparate mit 0,1%iger Trypsinldsung inkubiert. Nachdem die Pro-
ben mit Leitungswasser und PBS gespult worden waren, kam der Primarantikorper
(monoklonaler Maus-Antikdrper Filaggrin (Ab-1), Clone FLG01, Oncogene Research
Products, San Diego USA), in einer Verdinnung von 1:200 zum Einsatz. Als Se-
kundarantikorper diente ein Anti-Mouse IgG Antikdrper in der Verdinnung 1:100 (In-
kubationszeit: 30min bei Raumtemperatur) Im Anschluss daran erfolgte die Farbung

wie unter 3.2.1. beschrieben.

3.2.3. Immunhistochemischer Differenzierungsmarker: CK 10

Zunachst erfolgte auch hier eine Vorbehandlung mit 10mM Citratpuffer, worin die
Praparate fur 20min erhitzt wurden. Nach dem Abkuhlen folgte die Inkubation mit
dem Primarantikérper (DE-K10, DAKO, Glostrup, Danemark) in einer Konzentration
von 1:50. Im Anschlul® erfolgte die Farbung mit H,O, als Substrat und AEC als
Chromogen (DAKO AEC Substrat-Chromogen System; DAKO Corporation, Carpin-
teria, USA) wie bereits unter 3.2.1. beschrieben. Als Gegenfarbe diente Hamalaun in
einer Verdunnung von 1:4 in Aqua dest., danach wurden die Praparate mit Glycerin-

gelatine abgedeckt.

3.2.4. Immunhistochemischer Differenzierungsmarker: Involucrin

Wie bereits beschrieben sind mitotische Zellteilungen dem Bereich der Basalzell-
schicht vorbehalten. Zellen, die das Stratum basale verlassen, um sich der termina-
len Differenzierung zu unterziehen, nehmen an Gréfl3e zu und bilden verschiedene
Syntheseprodukte aus. Ein wichtiger Marker fur die spateren Abschnitte der Diffe-
renzierung ist Involucrin, ein I6sliches Vorlauferprotein der Cornified envelope. Nach-
dem die Keratinozyten das Stratum basale verlassen haben und zu wachsen
beginnen, wird es calciumabhangig synthetisiert. In gesunder Haut ist das Protein
zuerst in den oberen Abschnitten des Stratum spinosum zu finden, bevor es seine
maximale Expression im Stratum granulosum zeigt.

Die Vorbehandlung der Praparate erfolgte mittels Trypsinandauung. Hierfir wurden
die Proben in 0,1% Trypsinlésung fir 15 min. bei 37°C inkubiert und anschliefend

mit Leitungswasser und TBS gespult. Im Anschluss daran wurde mit dem Involucrin-
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Primarantikérper (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, Germany) fur 1 Stunde
inkubiert. Hierbei kam ein monoklonaler Mausantikorper vom IgG-Typ in einer Kon-
zentration von 1:500 zur Anwendung. Als Sekundar-Antikorper diente ein biotinylier-
ter Maus-Antikorper in der Verdiinnung 1:100, mit dem die Praparate 30min behan-
delt wurden. Die Farbung erfolgte ebenfalls mit H,O, als Substrat und AEC als
Chromogen (DAKO AEC Substrat-Chromogen System; DAKO Corporation, Carpin-
teria, USA) wie unter 3.2.1. beschrieben. Als Gegenfarbe diente Hamalaun (Verdun-
nung von 1:4 in Aqua dest.), im Anschluss daran wurden die Praparate ebenfalls mit

Glyceringelatine abgedeckt.

3.2.5. N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor)

Wie bereits unter 1.1.4. beschrieben, konnen beim NMDA-Rezeptor drei Unterein-
heiten unterschieden werden. Die NMDAR1-Einheit ist der konstante Bestandsteil, die
R2- und R3-Einheit sind variable Bestandteile des Rezeptors, weshalb zur immun-
histochemischen Markierung des NMDA-Rezeptors ein gegen die R1-Einheit gerich-
teter monoklonaler Maus-Antikérper verwendet wurde (Clone 54.1, BD PharMingen,
Heidelberg, Deutschland). Dieser IgG2a-Anti-Nr1-Mausantikorper ist gegen ein Fu-
sionsprotein (aa 660-811) von NMDAR1 gerichtet, welches die transmembrandsen
Regionen Ill und IV verbindet. Die Negativkontrollen wurden gleichartig mit einem
Kontrollantikdrper behandelt. Hierbei handelte es sich um einen Maus-IgG2a-
Antikorper ohne Spezifitat (Purified mouse IgG2a, Isotypkontrolle; BD PharMingen,
Heidelberg, Deutschland).

Zunachst erfolgte auch bei diesem Antikorper die Entparaffinisierung der Praparate
mit Xylol und Alkohol. AnschlieRend wurden die Proben zur Blockierung der endo-
genen Peroxidase mit 3%iger H,O,—Lo6sung (in 100% Methanol) fur 30 Minuten vor-
behandelt und anschlieRend mit Aqua dest. gespult. Nach Zugabe eines 10mM Cit-
ratpuffers (pH 6,0) wurden die Praparate zur Antigendemaskierung bei 600 Watt 3
Mal fur je 5 Minuten in einer Mikrowelle erhitzt und nachdem sie fir 20 min abgekuhlt
worden waren mit einer Tris-gepufferten Salzlosung gespult. Im Anschluss daran
wurden die Praparate fur 15 Minuten bei 37 Grad Celsius mit einer 0,001%igen
Trypsinlésung angedaut. Um die Hintergrundaktivitat zu unterdricken, wurden die
Proben fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit Milchpulver versetzt (2g in 100ml
PBS). Nach dieser Vorbehandlung kam der IgG2a-Anti-Nr1-Mausantikorper (in PBS)
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zum Einsatz. Mit diesem wurden die Praparate flr eine Stunde bei 37°C im Brut-
schrank und anschliellend bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde zweimal
mit PBS gespult. Als immunhistochemisches Detektionssystem wurde ein sekunda-
rer biotinylierter Maus-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS eingesetzt.
Nach 30 minttiger Inkubation und Spulen mit PBS wurde der ABC-Komplex zuge-
setzt, danach erfolgte die Farbung unter Raumtemperaturen mit H,O, als Substrat
und AEC als Chromogen. Auch hier wurden die Praparate abschliefend mit Hama-
laun in einer Verdunnung von 1:4 gegengefarbt, 10min in Leitungswasser geblaut

und mit Glyceringelatine eingedeckt.

3.3.Digitalisierung

Die Praparate wurden lichtmikroskopisch mit einer Vergrélierung von 12,5 unter-
sucht. Um eine optimale Ausleuchtung jedes Praparates zu gewahrleisen, wurde vor
Beginn jeder neuen Aufnahmesitzung nach dem Koéhlerschen Prinzip gearbeitet.

Die Digitalisierung wurde mit Hilfe eines Farb-Kamerasystems des Typs Spot Insight
QE Color realisiert. Zur Aufnahme wurde mit der SPOT Steuer - und Auswertesoft-
ware der Modus ,Brightfield-transmitted-light” gewahlt, der vom Hersteller bei durch-
lichtmikroskopischer Betrachtung angefarbter Praparate auf glasernen Objekttragern
empfohlen wird.

Mit Hilfe der digitalen Bildanalyse sollten spater die angefarbten Strukturen der Pra-
parate quantifiziert werden, weshalb eine farbtreue Aufzeichnung von besonderer
Wichtigkeit war. Um diese zu gewahrleisten, wurde zu Beginn jeder neuen Aufnah-
mesitzung ein Weillabgleich mit einem Objekttrager ohne Praparat durchgefiihrt. Da
bei den Aufnahmen immer der gleiche Typ von Objekttragern und immer das gleiche
Objektiv verwendet wurden, konnen dadurch bedingte Farbverfalschungen ausge-
schlossen werden. Der Einfluss von GroRen wie Spannungsschwankungen oder die
Betriebsdauer der Lampe des Mikroskops auf die Farbtreue wurde minimiert, indem
der Weilkabgleich nach der Aufnahme von jeweils zehn Praparaten wiederholt wur-
de.

Die aufgenommenen Bilder haben eine Auflosung von 1600x1200 Pixel und wurden
im JPG-Format mit geringer Komprimierung abgespeichert. Die Farbtiefe wurde auf
24 Bit pro Pixel, also auf acht Bit pro Kanal im RGB-Farbraum, eingestellt. Mit dem

System sind auch Farbtiefen bis 48 Bit und eine kompressions- und somit verlust-
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freie Speicherung im TIFF-Format moglich. Da aber noch nicht jedes Bildverarbei-
tungsprogramm solche hohen Farbtiefen unterstitzt und die entsprechenden Datei-
en etwa den 16fachen Speicherplatzbedarf haben, mussten die entsprechenden In-
formationsverluste in Kauf genommen werden. Diese Informationsverluste wirken
sich vor allem auf die Differenzierung feinster Farbunterschiede aus. Da sich die wei-
teren Analysen der Bilder auf relativ weite Farbbereiche beziehen, ist der hieraus fur
die Messergebnisse zu erwartende Nachteil jedoch vernachlassigbar klein.

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Serienschnitten einer Hautprobe zu gewahr-
leisten, wurde bei der Digitalisierung darauf geachtet, mdglichst aquivalente Aus-
schnitte der verschiedenen Praparate ein und derselben Hautprobe zu erfassen.

Die Messwerte der im Rahmen dieser Arbeit interessierenden GroRen wurden an-
schliefend durch eine digitale Analyse der aufgenommenen Praparate gewonnen.
Da die Entwicklung der entsprechenden Bildanalysemethoden ein wichtiges Ziel die-
ser Arbeit ist, werden diese Methoden im Folgenden ausfihrlich dargestellt.

Mit Hilfe der entwickelten Bildanalyseverfahren wurden in allen Serienschnitten die
Dicke und die Flache des Stratum corneums und der vitalen Epidermis sowie die
Lange der Basalmembran gemessen. Ebenso wurden die Expression der Differen-
zierungsmarker und des Proliferationsmarkers sowie der NMDA-Rezeptoren in der
vitalen Epidermis ermittelt. Um Aussagen Uber eine mogliche Korrelation zwischen
der Auspragung von NMDA-Rezeptoren und der Auspragung der Parakeratose zu
untersuchen, wurden die Praparate qualitativ in solche mit Parakeratose und solche
ohne Parakeratose unterteilt. Die Zuordnung in die erste Gruppe erfolgte bei einer

parakeratotischen Verhornung von mehr als 50% der Epidermisoberflache.

3.4.Auswertung mit digitaler Bildanalyse

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der im Rahmen dieser Dissertation er-
arbeiteten Verfahrensweise zur digitalen Bildanalyse immunhistochemisch gefarbter
Gewebestrukturen detailliert beschrieben. Als Software fir die digitale Bildanalyse
wurde Adobe Photoshop CS in Kombination mit Image Processing Toolkit Version 5
(Reindeer Graphics, Asheville, NC, USA) verwendet. Die Software Image Proces-
sing Toolkit ist ein Plugin fir Adobe Photoshop, die entsprechenden Funktionen sind

nach der Installation als Filter im Filtermenu von Adobe Photoshop verflgbar.
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Die einzelnen Arbeitsschritte (Aktionen), die wahrend der digitalen Bildanalyse nach-
einander erfolgen, wurden aufgezeichnet und die Aktionssets als Datenfiles im
Format *.atn gespeichert. Diese Aktionssets ermdglichen zum einen einen automati-
sierten Arbeitsablauf, zum anderen lassen sie sich auch auf andere Rechner expor-
tieren. Zur Veranschaulichung wird die Anleitung hierzu im Anhang A wiedergege-
ben. Daruber hinaus wurden die in einem erstellten Aktionsset angewandten Schritte
zum besseren Verstandnis in Textform dokumentiert. Diese Dokumentationen sind
fur alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten und verwendeten Aktionssets im Anhang
B angegeben.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Aktionen werden alle Transformationen
auf Kopien des zu analysierenden Bildes angewendet. Diese Kopien werden in Ebe-
nen Uber dem Originalbild abgelegt. Das Originalbild liegt in der Hintergrundebene
und wird zu keiner Zeit verandert. In der Palette ,Ebenen® von Adobe Photoshop
(Abbildung 2f) kénnen alle erstellten Ebenen ein- oder ausgeblendet, verschoben
oder auch geldscht werden. Wird die Palette ,Ebenen® nicht in Photoshop ange-
zeigt, kann sie Uber Fenster > Ebenen aufgerufen werden. Am Ende der Bildanalyse

kénnen Originalbild und Ebenen gemeinsam in einer Datei gespeichert werden.

3.4.1. Kalibrierung des Abbildungsmalstabes

Um spater die Langen- und Flachenmessungen in den gewunschten Einheiten vor-
nehmen zu konnen, wurde die Aktion ,Kalibrierung Abbildungsmalstab“ erstellt. Bei
der Ausfuhrung dieser Aktion wird das entsprechende Bild automatisch auf einen

Abbildungsmalstab von 0,571 um pro Pixel kalibriert.

3.4.2. Einzeichnen der Basalmembran, der Ober- und Untergrenze des Stratum cor-

neums

Zunachst werden die Begrenzungen der interessierenden Epidermisschichten (vitale
Epidermis und Stratum corneum) eingezeichnet. Dazu wurden die drei Aktionen
.Basalmembran®, ,Obergrenze Stratum corneum® und ,Untergrenze Stratum cor-
neum® erstellt. Die Aktion ,Basalmembran® erstellt bei |hrer Ausfihrung zunachst
eine transparente Ebene mit dem Namen ,Basalmembran" Gber dem zu analysie-
renden Bild. Anschliellend wird das Buntstiftwerkzeug von Photoshop ausgewahlt

und es erscheint die Meldung "Bitte zeichnen Sie die Basalmembran ein". Der An-
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wender muss dann den Button "Anhalten" unter dieser Meldung betatigen und kann
nun mit dem Cursor bei gedruckter linker Maustaste sorgfaltig die Basalmembran mit
einer schwarzen Linie von einem Pixel Breite nachzeichnen. Dabei ist unbedingt zu
beachten, dass die eingezeichnete Linie nicht unterbrochen ist und am Bildrand be-
ginnt und endet, da spatere Aktionen sonst nicht einwandfrei funktionieren. Die bei-
den Aktionen ,Obergrenze Stratum corneum® und ,Untergrenze Stratum corneum®
funktionieren analog. Bis auf das Einzeichnen der Linien laufen alle beschriebenen
Schritte automatisch ab. Werden alle drei Aktionen nacheinander ausgefuhrt und die
entsprechenden Begrenzungen eingezeichnet, besteht die resultierende Bilddatei
aus insgesamt vier Ebenen (Abbildung 2a-e). Die unterste Ebene ist die Hinter-
grundebene, in der das zu analysierende Bild liegt. DarUber folgen drei transparente
Ebenen mit den Bezeichnungen ,Basalmembran®, ,Obergrenze Stratum corneum®
und ,Untergrenze Stratum corneum®. In jeder dieser Ebenen liegt jeweils nur eine
der die interessierenden Gewebestrukturen begrenzenden Linien. Die Ausflhrung

dieser drei Aktionen kann in beliebiger Reihenfolge vorgenommen werden.

Abbildung 2a: Hintergrundebene mit dem zu analy- | Abbildung 2b: Ebene ,Basalmembran®
sierenden Bild (psoriatische Haut mit dem Prolife-

rationsmarker MIB-1)
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Abbildung 2c: Ebene ,Untergrenze Stratum cor-

neum*

Abbildung 2d: Ebene ,Obergrenze Stratum cor-

neum*
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Abbildung 2e: Ansicht des zu analysierenden Bil-

des mit allen eingeblendeten Ebenen

Abbildung 2f: Darstellung der Ebenen im Ebenen-
menl von Adobe Photoshop

3.4.3. Maskierung und Messung der Flache von Stratum corneum und von vitaler

Epidermis

Nachdem die begrenzenden Linien eingezeichnet sind, werden zwei weitere Ebenen

erstellt, in denen die vitale Epidermis und das Stratum corneum als schwarze Fla-

chen vor einem wei3en Hintergrund dargestellt sind (Abbildung 3). Diese Ebenen

werden zur Maskierung und zur Messung der Flache dieser Hautschichten verwen-

det. Automatisiert wird die Erstellung der Ebenen mit Hilfe der Aktionen ,Flache vita-

le Epidermis® und ,Flache Stratum corneum®. Wird die Aktion ,Flache vitale Epider-
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mis“ ausgeflhrt, so wird zuerst eine Kopie der Ebene ,Untergrenze Stratum cor-
neum® erstellt, die dann die Bezeichnung ,vitale Epidermis® erhalt. Diese Ebene wird
in den Vordergrund verschoben und anschlieRend mit einer Kopie der Ebene "Ba-
salmembran" verschmolzen. Es resultiert also eine Ebene, in der die Begrenzungen
der vitalen Epidermis, also die Basalmembran und die Untergrenze des Stratum cor-
neum, eingezeichnet sind. Dann erfolgt die Meldung "Bitte das Zauberstab-
Werkzeug auswahlen und in die vitale Epidermis klicken". Halt der Anwender nun
die Aktion an und kommt dieser Aufforderung nach, wird der Bereich innerhalb der
Begrenzungen, also der Bereich der vitalen Epidermis, ausgewahlt. Dabei ist beson-
ders wichtig, dass die Option ,benachbart" des Zauberstab-Werkzeugs aktiviert ist,
dass die Begrenzungslinien nicht unterbrochen sind und dass sie den Bildrand be-
ruhren. Wird beim Einsatz des Zauberstab-Werkzeugs mehr als nur der Bereich der
vitalen Epidermis ausgewahlt, ist eine dieser drei Bedingungen nicht erflllt. Nach der
Fortsetzung der Aktion durch erneutes Betatigen des Buttons ,Ausfiihren" wird die
Flache der vitalen Epidermis schwarz und der Hintergrund weil3 gefarbt. Anschlie-
Rend wird ein weiller Rand mit einer Breite von einem Pixel in die Ebene gelegt.
Dies ist notwendig, da einige Messungen nur auf Objekte angewandt werden kon-
nen, die den Bildrand nicht berihren. Mit den darauf folgenden Schritten wird eine
Kopie der Ebene ,vitale Epidermis® erstellt, die den Namen ,Flache vitale Epidermis®
erhalt. Auf diese Ebene wird der Filter ,Label Features” mit der Einstellung ,Area“
angewendet. Dadurch wird die schwarz dargestellte Flache der vitalen Epidermis
gemessen und der entsprechende Messwert in der Einheit Quadratmikrometer ein-
geblendet. Sollte die zu messende Gewebekomponente in dem Bild z.B. durch die
Wahl des Ausschnittes durch mehrere nicht miteinander verbundene Flachen repra-
sentiert sein, werden diese Flachen einzeln gemessen und dementsprechend meh-
rere Werte ausgegeben. In einem solchen Fall mussen die einzelnen Werte sum-
miert werden.

Die Aktion ,Flache Stratum corneum" lauft analog ab, nur wird als Begrenzung statt
der Basalmembran die Obergrenze des Stratum corneums verwendet. Alle be-
schriebenen Schritte werden automatisch ausgefihrt, als einzige Ausnahme muss
der Anwender in jeder der Aktionen einmal mit dem Zauberstab in die angezeigte

Gewebestruktur klicken.
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Abbildung 3a: Ebene ,Stratum corneum® Abbildung 3b: Ebene ,vitale Epidermis*

3.4.4. Messung der Dicke der vitalen Epidermis und des Stratum corneums

Mit Hilfe der Aktionen ,Dicke vitale Epidermis" und ,Dicke Stratum corneum" werden
zwei weitere Ebenen in das Bild eingefligt, die eine einfache und objektive Dicke-
messung an drei verschiedenen Stellen ermdéglichen. Zur Vorbereitung dieser beiden
Aktionen wurde eine Bilddatei erstellt, in der drei senkrechte schwarze Linien einen
weillen Untergrund mit der GroRe der zu analysierenden Bilddateien in vier gleich
grolde Abschnitte teilen (Abbildung 4a). Dieses Bild mit dem Namen Dickemes-
sung.jpg muss vor der Ausflihrung der beiden Aktionen auf dem Computer auf dem
Laufwerk C:\ gespeichert werden. Wenn die Aktion ,Dicke vitale Epidermis" ausge-
fuhrt wird, wird als erstes die Datei Dickemessung.jpg im Arbeitsspeicher abgelegt.
Dann wird in der zu analysierenden Bilddatei eine neue Ebene mit dem Namen "Di-
cke vitale Epidermis" angelegt, in die das Bild Dickemessung.jpg eingefligt wird. An-
schliefend wird mit Hilfe der Ebene ,vitale Epidermis" der Teil der Linien geldscht,
der aul3erhalb der vitalen Epidermis liegt. Es resultiert eine weilde Ebene mit drei
schwarzen Linien, die genau so lang sind, wie die vitale Epidermis an diesen Stellen
dick ist (Abbildung 4b). Auf diese Ebene wird wiederum der Filter ,Label Features®,
in diesem Fall mit der Einstellung ,Length® angewendet. Dadurch wird die Lange der
Linien gemessen und die entsprechenden Messwerte in der Einheit Mikrometer ein-
geblendet. Sollten eine oder mehrere der Linien unterbrochen sein, werden fur die
Teilstucke einzelne Werte ausgegeben, die wiederum zu addieren sind.

Die Aktion ,Dicke Stratum corneum" funktioniert nach dem gleichen Prinzip. Alle

Schritte dieser Aktionen werden automatisch durchgefuhrt.
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Abbildung 4a: Datei Dickemessung.jpg Abbildung 4b: Ebene ,Dicke vitale Epidermis*®

3.4.5. Auszahlung positiver Zellkerne

Im Falle des Markers Ki-67 besteht die Quantifizierung in einer Auszéhlung MIB-
positiver Zellkerne. Um mit der Software Image Processing Toolkit diese Auszahlung
vornehmen zu kdnnen, mussen diese positiven Zellkerne als separierte schwarze
Punkte auf einem weilRen Hintergrund dargestellt werden. Eine solche Darstellung
wird mit Hilfe der Aktion ,positive Zellkerne“ erreicht. Diese Aktion erstellt zunachst
eine Ebene mit der Bezeichnung ,positive Zellkerne®, in der eine Kopie des zu ana-
lysierenden Bildes abgelegt wird. Mit Hilfe der Ebene ,vitale Epidermis“ werden dann
alle Bildbereiche weild gefarbt, die aulRerhalb der vitalen Epidermis liegen. Anschlie-
Rend wird das Bild in dieser Ebene in ein Graustufenbild umgewandelt. Um die MIB-
positiven Zellkerne mdglichst differenziert abzubilden, gehen bei dieser Umwandlung
die drei Farbkanale mit unterschiedlicher Gewichtung in das Graustufenbild ein.
Tests an einer reprasentativen Auswahl der im Rahmen dieser Arbeit analysierten
Bilder haben gezeigt, das eine sehr gute Differenzierung der rétlich gefarbten Zell-
kerne erreicht wird, wenn der Rotkanal mit -200% und Grun- sowie Blaukanal mit
jeweils 170 % gewichtet werden. Anschliel3end erscheint eine Meldung mit der Auf-
forderung, einen Schwellwert so einzustellen, dass in dem zur visuellen Kontrolle
eingeblendeten Farbbild alle MIB-positiven Zellen schwarz dargestellt werden. In der
Ebene ,positive Zellkerne* werden durch diesen Arbeitsschritt alle Bildpunkte mit
Grauwerten unterhalb dieses Schwellwertes schwarz, alle darliber werden weil}
(Abbildung 5). Diese Umwandlung in ein binares Bild fuhrt zu einer Vielzahl kleiner

schwarzer Punkte, die keine Zellkerne reprasentieren, bei der automatischen Aus-
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zahlung der Zellkerne aber mitgezahlt werden wurden. DarUber hinaus wurden alle
Zellkerne, die sich in dem binaren Bild beruhren, bei der Auszahlung als nur ein Zell-
kern gezahlt werden. Bei der Fortsetzung der Aktion ,positive Zellkerne" kommen
deshalb die Filter ,Watershed Segmentation“ und ,Reject Features“ des Image Pro-
cessing Toolkits zur Anwendung, wodurch Uberlappende Zellkerne voneinander se-
pariert und schwarze Flecken mit einer Grof3e von weniger als 40 Bildpunkten ge-
|6scht werden. Am Ende der Aktion erfolgt noch einmal eine visuelle Kontrolle. Dazu
wird das zu analysierende Farbbild eingeblendet und die bei einer Zahlung berick-
sichtigten Zellkerne werden schwarz umrandet angezeigt. Sollten zu viel oder zu
wenig Zellkerne hervorgehoben sein, kann die Ebene ,positive Zellkerne® einfach
geldscht, die Aktion noch einmal ausgefuhrt, und der Schwellwert in die entspre-
chende Richtung korrigiert werden. Ebenso ist es in dieser Darstellung mdoglich,
falschliche Umrandungen von nicht-positiven Zellkernen mit dem Radiergummi-
Werkzeug zu entfernen oder nicht umrandete positive Zellkerne nachtraglich mit
dem Buntstift-Werkzeug zu markieren. Bis auf die manuelle Einstellung des Schwel-
lenwertes und den moglichen abschlieRenden Korrekturen laufen alle beschriebenen
Schritte automatisch ab. Um anschliel3end die Anzahl der positiven Zellkerne auto-
matisch auszuzahlen, ist der Filter ,Count® zu verwenden, der im Filtermenl unter

JP*Measure Features” zu finden ist.
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Abbildung 5a: Bild nach der der Umwandlung in | Abbildung 5b: Visuelle Kontrolle beim Einstellen

Grauwerte des Schwellwertes
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Abbildung 5e: Detailaufnahme des bindren Bildes

Abbildung 5f: Detail nach Anwendung der Filter

Watershed Segmentation und Reject Features

3.4.6. Messung der Lange der Basalmembran

Die Messung der Lange der Basalmembran wird mit Hilfe der Aktion ,Lange Basal-

membran® realisiert. Bei der Ausfuhrung dieser Aktion wird auf der Grundlage der

Ebene ,Basalmembran® die Ebene ,Lange Basalmembran® erstellt. In dieser ist die

Basalmembran vor einem weif3en Hintergrund dargestellt und durch eine einen Pixel

breite weille Kontur vom Bildrand getrennt. Dies ermdglicht eine Langenmessung

mit Hilfe des Filters ,Label Features®. Da mit der Einstellung ,Length“ nur gerade

Linien korrekt gemessen werden, wird zur Messung der Basalmembran die Einstel-

lung ,Skeleton Length® gewahlt. Der Messwert fur die Lange der Basalmembran wird
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durch die Anwendung des Filters wiederum in der Einheit Mikrometer in die Ebene

eingeblendet. Alle Schritte der Aktion laufen automatisch ab.

3.4.7. Messunqg der angefarbten Flache und der Intensitat der Farbung

Durch die Aktionen ,Flache Farbung" und ,Intensitat Farbung" wird die Messung von
Markern wie Cytokeratin 10, Involucrin und Filaggrin vorbereitet, deren immunhisto-
chemische Reaktivitat nicht im Zellkern, sondern im Zytoplasma am intensivsten ist.
Bei der Aktion ,Flache Farbung" wird ahnlich wie bei der Aktion ,positive Zellkerne"
eine Kopie des zu analysierenden Bildes in einer neuen Ebene eingefigt und in ein
Graustufenbild umgewandelt, wobei der Rotkanal wieder mit -200% gewichtet wird
und Grun- sowie Blaukanal mit jeweils 170%. Diese Einstellungen sind das Ergebnis
empirischer Untersuchungen Uber die optimale Darstellung der angefarbten Struktu-
ren im Graustufenbild (wie bereits unter 3.4.5. beschrieben). Die Bildbereiche au-
Rerhalb der vitalen Epidermis werden auch bei dieser Aktion weil3 gefarbt und das
Graustufenbild wird in ein binares schwarz-weil3-Bild umgewandelt. Der Schwellen-
wert wird hier vom Anwender nicht selbst eingestellt, sondern liegt immer bei einem
Grauwert von 170. AnschlieRend wird wieder der Filter ,Reject Features“ auf das
Bild angewendet. Durch diese Arbeitsschritte entsteht eine Abbildung, in der die rot-
lichen Farbungen des zu analysierenden Bildes als schwarze Flachen dargestellt
werden (Abbildung 6b). Diese schwarzen Flachen sind zumeist nicht miteinander
verbunden. Da sie deshalb vom Image Processing Toolkit als einzelne Objekte er-
kannt werden, werden die Flachen auch einzeln gemessen und mussen anschlie-
Rend summiert werden. Zur Messung empfiehlt sich deshalb der Filter ,Measure All
Features®, der im Filtermenu unter ,IP*Measure Features® zu finden ist. Bei der
Auswahl dieses Filters werden alle schwarz gefarbten Flachen hinsichtlich verschie-
denster Merkmale gemessen. Die resultierenden Messergebnisse werden in einer
Textdatei an einem frei wahlbaren Ort auf dem Rechner gespeichert. AnschlieRend
kann diese Textdatei z.B. in Microsoft Excel eingelesen werden und die gemessenen
Flachen konnen automatisch in Excel addiert werden.

Die Aktion ,Intensitat Farbung" funktioniert analog zur Aktion ,Flache Farbung®, al-
lerdings wird die Aktion bereits mit der Umwandlung in ein Graustufenbild beendet
und es erfolgt hier keine Umwandlung in ein binares Bild mehr. Dementsprechend ist
in der resultierenden Ebene ,Intensitat Farbung" die rétliche Farbung in den Grau-

stufen reprasentiert (Abbildung 6¢). Am Ende der Aktion ,Intensitat Farbung“ wird
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der Bereich der vitalen Epidermis ausgewahlt und es erscheint die Meldung ,Bitte

wahlen Sie zur Messung Filter > |IP*Measure Global > Brightness®. Nachdem der

angegebene Arbeitsschritt durchgefuhrt wurde, erscheint ein Fenster, das unter an-

derem die Intensitat (Int) der gewahlten Flache ausgibt. Dabei ist unbedingt zu be-

achten, dass sich die hier ausgegebene Intensitat auf die Helligkeit und nicht auf die

Farbung bezieht. In hellen Flachen werden demnach grof3ere Intensitaten gemessen

als in dunklen Flachen. Damit eine intensiver gefarbte Flache einen groReren Wert

erhalt als eine weniger intensiv gefarbte Flache, wird der gemessene Wert invertiert,

indem er von 255 (dem maximalen Helligkeitswert) abgezogen wird. Durch die Fort-

setzung der Aktion durch erneutes Betatigen des Buttons ,Ausflihren" wird die Aus-

wahl aufgehoben.

Abbildung 6a: Zu analysierendes Bild mit Farbung

des Differenzierungsmarkers Filaggrin

Abbildung 6b: Ebene ,Flache Marker*

Abbildung 6c¢: Ebene ,Dichte Marker®
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3.5. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der mit Hilfe der digitalen Bildanalyse ermittelten
Messwerte wurden folgende Verfahren eingesetzt:

- t-Test fur unabhangige Stichproben (Mittelwertsunterschiede zwischen gesunder
Haut und den einzelnen Erkrankungen bezlglich Dicken-, Flachenmessung des
Stratum corneum, der vitalen Epidermis, der Lange der Basalmembran, sowie der
Expression der Proliferations- und Differenzierungsmarker und des NMDA-
Rezeptors).

- Pearson-Korrelationen (Zusammenhang zwischen NMDA-Expression und Expres-
sion der Proliferations- und Differenzierungsmarker)

- Paralleltestreliabilitaten zwischen Dicken- und Flachenmessungen:

Da Korrelationen keine intervallskalierten Merkmale sind, wurden die Reliabilitaten
vor der Durchschnittsbildung und der Auswertung des Mittelwertsunterschiedes Fi-
scher-z transformiert, die Mittelwerte wurden anschliel3end Fischer-z ricktransfor-

miert
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4. Ergebnisse

4.1.Dicke und Flache der vitalen Epidermis und des Stratum corneum

Um das Ausmald der Verhornung und der Hyperplasie der Epidermis zu ermitteln,
wurden in jedem der funf unterschiedlich gefarbten Serienschnitte einer Hautprobe
die Dicke des Stratum corneum, die Flache des Stratum corneum, die Dicke der vita-
len Epidermis und die Flache der vitalen Epidermis gemessen. Aullerdem wurde in
allen Serienschnitten die Lange der Basalmembran ermittelt.

Da sich die Messungen auf ein und dieselbe Hautprobe beziehen, stellen sie paralle-
le Messungen desselben Merkmals dar und geben dementsprechend Auskunft Gber
die Paralleltestreliabilitat des jeweiligen Messverfahrens. Diese Paralleltestreliabilita-
ten sind in Tabelle 3 wiedergegeben. Die durchschnittlichen Werte liegen zwischen
0,72 und 0,85. Alle in der Tabelle beschriebenen Messungen sind dementsprechend
ausreichend reliabel. Die Reliabilitaten der Flachenmessungen erreichen fast durch-
gangig hohere Werte als die der Dickemessungen. Insgesamt ist dieser Reliabilitat-
sunterschied signifikant (p=0,015). Damit sollte die Flachenmessung der Dicken-

messung vorgezogen werden.

Tabelle 3: Paralleltestreliabilitaten der Dicke- und Flachenmessung von vitaler Epidermis und Stratum

corneum sowie der Langenmessung der Basalmembran

Flache Dicke Flache Dicke Lange der Ba-
vitale Epi- | vitale Epi- | Stratum Stratum salmembran
dermis dermis corneum corneum
INMDA, Involucrin 0,82 0,81 0,77 0,77 0,73
I'NMDA, Filaggrin 0,83 0,79 0,74 0,70 0,78
INMDA, CK10 0,78 0,72 0,88 0,86 0,63
INMDA, MIB 0,77 0,74 0,79 0,79 0,71
Finvolucrin, Filaggrin 0,88 0,86 0,84 0,84 0,74
Minvolucrin, CK10 0,92 0,85 0,80 0,79 0,72
Finvolucrin, MIB 0,83 0,80 0,79 0,78 0,65
MFilaggrin, CK10 0,89 0,81 0,81 0,70 0,74
MFilaggrin, MIB 0,82 0,76 0,87 0,78 0,71
rck10, MIB 0,88 0,83 0,81 0,76 0,73
M 0,85 0,80 0,81 0,78 0,72
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Psoriasis

Die typischen histologischen Merkmale der Psoriasis vulgaris mit einer im Vergleich
zu gesunder Haut starkeren Verhornung und einer Verbreiterung der vitalen Epider-
mis liel3en sich in der vorliegenden Untersuchung auch quantitativ nachweisen. Eine
starkere Verhornung zeigte sich mit beiden Messmethoden, also sowohl mit Hilfe der
Dickemessung des Stratum corneum (M=62,69um fur Psoriasis vulgaris vs. M=
32,48um fur gesunde Haut, p=0,012) als auch mit Hilfe der Flachenmessung
(58431,49um? fur PV vs. 29689,66um? fur GH, p=0,017). Des Weiteren fanden sich
signifikante Unterschiede in der Dicke der vitalen Epidermis (M=246,05um fur PV vs.
M=124,54um far GH, p<0,001) und in der Flachenmessung der vitalen Epidermis
(M=236135,65um? fur PV vs. 110421,97um? fur GH, p<0,001). Betrachtet man den
relativen Anteil des Stratum corneum an der Gesamtepidermisdicke fanden sich kei-
ne Unterschiede zwischen Psoriasis vulgaris und gesunder Haut (M= 20,76% bei PV
vs. 23,49% bei GH, p=0,461). Auch bezuglich des flachenmalligen prozentualen
Anteils waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.

Die Verlangerung der Reteleisten und die damit verbundene Verlangerung der Ba-
salmembran (M=2458,81um fur PV vs. M=1446,53um fir GH, p<0,001) lie} sich

ebenfalls nachweisen.

Lichen ruber

Histologisch besteht bei dieser entziindlichen Hauterkrankung oft eine akanthotische
Epidermis mit variabel verbreitertem Stratum corneum. Auch in der vorliegenden
Untersuchung fand sich beim Lichen ruber eine im Vergleich zu normaler Haut signi-
fikant grof3ere Dicke (M=60,38um bei Lichen ruber, M=32,48um bei gesunder Haut,
p=0,001) und eine grélere Flache des Stratum corneum (M=54969,84um? bei LR,
M=29689,66um? bei GH, p=0,001). Auch die vitale Epidermis war beim Lichen ruber
verbreitert. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu gesunder Haut fanden sich
sowohl in Bezug auf die Dicke der vitalen Epidermis (M=200,08um bei LR vs.
M=124,54um bei GH, p=0,008) als auch in Bezug auf die Flache (M=181782,43um?
bei LR, M=110421,97um? bei GH, p=0,004). Bezlglich des relativen Anteils des
Stratum corneum an der Gesamtepidermisdicke bzw. -flache lieR sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen Lichen ruber und gesunder Haut aufzeigen (M=
23,11% bei LR vs. 23,49% bei GH, p=0,894).
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Ein Vergleich der Dicke bzw. der Flache des Stratum corneums zwischen Lichen
ruber und Psoriasis vulgaris brachten keine signifikanten Mittelwertsunterschiede. In
der Flachenmessung der vitalen Epidermis zeigte die Psoriasis im Vergleich zum
Lichen ruber tendenziell héhere Werte (M=236135,65um? bei PV, M=181782,42um?
bei LR, p=0,054), verfehlt jedoch knapp das Signifikanzniveau.

Aktinische Keratose

In der vorliegenden Untersuchung wurden Aktinische Keratosen vom hypertrophen
Typ untersucht, deren histologisches Merkmal eine Hyperkeratose mit parakeratoti-
schen Anteilen ist. Die Epidermis ist zumeist deutlich verdickt. Diese histologischen
Merkmale konnten durch die quantitative Analyse reproduziert werden. Die durch-
schnittliche Dicke des Stratum corneum bei aktinischen Keratosen betrug dabei
M=125,04pm vs. M=32,48um flr gesunde Haut, p<0,001 und war somit deutlich
verbreitert. Auch die Mittelwerte der Flachen zeigten einen hochsignifikanten Unter-
schied (M=112484,70um? bei AK, M=29689,66um? bei GH, p<0,001). Signifikante
Unterschiede lielen zudem in der Dickenmessung der vitalen Epidermis
(M=166,43um bei AK vs. M=124,54um fur GH, p<0,001) und in der Flachenmessung
der vitalen Epidermis aufzeigen (M=152157um? fir AK vs. 110421,97um? fur GH,
p=0,035). Der relative Anteil des Stratum corneum an der Gesamtepidermisdicke
war bei aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut deutlich erhoht. Signifi-
kante Unterschiede waren dabei sowohl in der Dickenmessung (M= 39,72% bei AK
vs. 23,49% bei GH, p<0,001) als auch in der Flachenmessung nachweisbar (M=
39,27% bei AK vs. 23,56% bei GH, p<0,001). Die Lange der Basalmembran unter-

schied sich nicht signifikant zu der von gesunder Haut.
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Abbildung 7: Dicke des Stratum corneum in gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch ge-

schadigter Haut: Signifikante Verbreiterung des Stratum corneum bei Psoriasis vulgaris, Lichen ru-

ber und aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut (*** fir p<0,001)
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Abbildung 8: Dicke der vitalen Epidermis in gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch ge-

schéadigter Haut: Signifikante Verbreiterung der vitalen Epidermis bei Psoriasis vulgaris, Lichen ru-

ber und aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut (** fir p<0,01, *** fur p<0,001)
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Flache des Stratum corneum in pum?2
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Abbildung 9: Flache des Stratum corneum in gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch ge-

schadigter Haut: Signifikante Verbreiterung des Stratum corneum bei Psoriasis vulgaris, Lichen ru-

ber und aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut (* fir p<0,05, *** fur p<0,001)
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Abbildung 10: Flache der vitalen Epidermis in gesunder, entzindlich verédnderter und aktinisch ge-

schadigter Haut: Signifikante Verbreiterung der vitalen Epidermis bei Psoriasis vulgaris, Lichen ru-

ber und aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut

(* fiir p<0,05, ** fiir p<0,01 und *** fiir p<0,001)
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil der Dicke des Stratum corneum an der Dicke der gesamten Epi-
dermis in gesunder, entzindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Signifikante Verbrei-
terung des Stratum corneum bei Aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut  (*** flr
p<0,001)
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil der Flache des Stratum corneum an der Flache der gesamten E-
pidermis in gesunder, entziindlich verénderter und aktinisch geschadigter Haut: Signifikante Ver-
groRerung des Stratum corneum bei Aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut (*** fir
p=<0,001)
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4.2.Expression von Proliferations- und Differenzierungsmarkern in gesunder

Haut, entziindlichen Dermatosen und Prékanzerosen

Da wir daran interessiert waren, wie sich gesunde Haut von krankhafter Haut bezlg-
lich der Expression von Proliferations- und Differenzierungsmarkern unterscheidet,
werden im Folgenden nur die Mittelwertsunterschiede zwischen gesunder Haut ei-
nerseits und den verschiedenen Hautkrankheiten andererseits auf Signifikanz getes-
tet. Da bezuglich der zu erwartenden Mittelwertsunterschiede gerichtete Hypothesen
vorliegen, wurde einseitig getestet. Die Angaben der Expression der Differenzie-
rungsmarker erfolgt sowohl hinsichtlich ihrer flachenmafigen Auspragung (Angaben
in %), als auch hinsichtlich der Intensitat ihrer Anfarbung. Nach Umwandlung in ein
Graustufenbild reichten die Messwerte der Intensitat von 0 (schwarz) bis 255 (weil3).
FuUr eine verstandlichere graphische Darstellung wurde der gemessene Wert jedoch
invertiert, indem er von 255 (dem maximalen Helligkeitswert) abgezogen wurde.
Damit erhalt eine intensiver gefarbte Flache einen groReren Wert als eine weniger

intensiv gefarbte Flache.

Gesunde Haut

MIB-1 positive Zellen lieRen sich in gesunder Haut im Stratum basale nachweisen.
Die Ubrigen Anteile der Epidermis zeigten erwartungsgemaf keine positive Reaktion
(Abbildung 13). Filaggrin lie3 sich bandférmig in den oberen Epidermisschichten mit
besonders intensiver Anreicherung im Stratum granulosum darstellen (Abbildung
14). Cytokeratin 10 konnte in allen Anteilen der Epidermis nachgewiesen werden,
mit der optisch intensivsten Anfarbung und somit der starksten Expression in den
suprabasalen Anteilen (Stratum spinosum) (Abbildung 15). Involucrin fand sich in
den oberen Epidermisanteilen, d.h. im oberen Stratum spinosum und im Bereich des

Stratum granulosum (Abbildung 16).
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Abbildung 13: MIB-1 in gesunder Haut

Abbildung 14: Filaggrin in gesunder Haut
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Abbildung 15: CK10 in gesunder Haut

Abbildung 16: Involucrin in gesunder Haut

Psoriasis vulgaris

In psoriatischer Haut lieRen sich MIB1-positive Zellen auch in suprabasalen Schich-

ten aufzeigen. Quantitativ liel3 sich dabei eine im Vergleich zu normaler Haut signifi-

kant erhdhte Zahl MIB1-positiver Zellen nachweisen (M=136,35 bei Psoriasis vulga-
ris, M=52,47 bei gesunder Haut, p<0,001). Auch in der Anzahl MIB1 positiver Zellen
pro mm Basalmembran fanden sich in der vorliegenden Studie signifikante Ergeb-
nisse (M=62,4/mm bei PV vs. 36,6/mm bei GH, p=0,009) (Abbildung 17).

Das Verteilungsmuster der Differenzierungsmarker entsprach dem gesunder Haut, in

der quantitativen Auspragung fanden sich jedoch Unterschiede. Der Differenzie-

rungsmarker Filaggrin wurde im Vergleich zu normaler Haut bei Psoriasis signifikant

41




weniger exprimiert. Dieser Unterschied war sowohl im Bezug auf die Intensitat
(M=9,11 bei PV vs. M=30,38 bei GH, p=0,002) als auch in der flachenmafigen Aus-
pragung nachweisbar. Hierzu erfolgen die Angaben in Prozent der Filaggrin-
positiven Flache pro Flache vitaler Epidermis mit einem signifikanten Mittelwertsun-
terschied zwischen Psoriasis vulgaris und gesunder Haut (M=2,70% fir PV, vs.
M=13,10% fur GH, p<0,001) (Abbildung 18).

Die Expression von Cytokeratin 10 war im Vergleich zu normaler Haut in ihrer Inten-
sitét tendenziell erniedrigt (M=77,6 fur PV, M=96,9 bei GH, p=0,076), die CK10 posi-
tive Flache pro Flache vitaler Epidermis zeigte dagegen keine signifikanten Mittel-
wertsunterschiede (M=43,5% bei PV, M= 52,43% bei GH, p=0,448) (Abbildung 19).
Der frihe Differenzierungsmarker Involucrin war bei Psoriasis vulgaris bereits in tie-
feren Epidermisanteilen nachweisbar (Abbildung 20), die quantitativen Analysen
zeigten jedoch inhomogene Ergebnisse. Eine tendenziell vermehrte Expression fand
sich bezuglich der Intensitat der Farbung (M=99,87 fir PV, vs. M=86,16 fur GH,
p=0,087). Dagegen fand sich in der prozentualen flachenmaRigen Auspragung eine
signifikant geringere Expression (M=29,4 bei PV, 43,2 bei GH, p=0,013).

Ty ey
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Abbildung 17: MIB-1 in psoriatischer Haut Abbildung 18: Filaggrin in psoriatischer Haut
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Abbildung 19: CK10 in psoriatischer Haut Abbildung 20: Involucrin in psoriatischer Haut

Lichen ruber

Wie bei der Psoriasis vulgaris waren beim Lichen ruber MIB1-positive Zellen auch
suprabasal sichtbar (Abbildung 21). Die quantitative Analyse zeigte eine im Ver-
gleich zu normaler Haut signifikant erhéhte Anzahl MIB1-positiver Zellen (M=108,04
bei Lichen ruber, M=52,47 bei gesunder Haut, p=0,010). Auch die Anzahl MIB1-
positiver Zellen pro mm Basalmembran war im Vergleich zu normaler Haut signifi-
kant erhoht (M=62,4 bei LR vs. 36,6 bei GH, p=0,046). Das Verteilungsbild der Diffe-
renzierungsmarker Filaggrin und CK 10 stimmte mit dem gesunder Haut und dem
der Psoriasis vulgaris Uberein. Fur den spaten Differenzierungsmarker Filaggrin fand
sich eine hohere Expression beim Lichen ruber im Vergleich zu gesunder Haut. Dies
lie® sich signifikant fur die Intensitat (M=64,70 bei LR, 30,38 bei GH, p<0,001)
nachweisen. Fur die flachenmalige Auspragung waren keine signifikanten Unter-
schiede nachweisbar (M=16,64% bei LR, 13,09% bei GH, p=0,317). Cytokeratin10
wurde beim Lichen ruber geringer als in gesunder Haut exprimiert. Signifikante Er-
gebnisse fanden sich hierbei sowohl bezuglich der Intensitat (M=67,48 bei LR vs.
96,90 bei GH, p=0,031) als auch im Bezug auf die Flache (M=30,89% bei LR vs.
M=52,43 % bei GH, p=0,034). Involucrin wurde beim Lichen ruber bereits in etwas
tiefer gelegenen Anteilen der vitalen Epidermis exprimiert. Signifikante Unterschiede
zu gesunder Haut fanden sich jedoch weder in der Intensitat der Farbung noch in der

Flache der angefarbten Keratinozyten.
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Abbildung 21: MIB-1 bei Lichen ruber Abbildung 22: Filaggrin bei Lichen ruber
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Abbildung 23: CK10 bei Lichen ruber Abbildung 24: Involucrin bei Lichen ruber

Aktinische Keratose

In einigen Praparaten mit aktinischer Keratose fanden sich MIB1-positive Zellen
auch in suprabasalen Anteilen der vitalen Epidermis (Abbildung 25). Quantitativ liel3
sich jedoch kein signifikanter Unterschied zu normaler Haut aufzeigen.

FUr den spaten Differenzierungsmarker Filaggrin fand sich eine signifikant vermin-
derte Expression im Vergleich zu gesunder Haut (Abbildung 26). Die traf sowohl fur
die Intensitat (M=18,89 bei AK, 30,38 bei GH, p=0,076) als auch fur die prozentuale
flachenmafige Auspragung zu (M=5,47% bei AK, 13,09% bei GH, p=0,009). Cytoke-
ratin10 wurde bei aktinischer Keratose ebenfalls geringer als in gesunder Haut

exprimiert (Abbildung 27). Signifikante Ergebnisse fanden sich hierbei sowohl bezlg-
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lich der Intensitat (M=53,08 bei AK vs. 96,90 bei GH, p=0,002) als auch im Bezug
auf die Flache (M=25,52% bei AK vs. M=52,43% bei GH, p=0,015). Fir die Expres-

sion von Involucrin zeigten sich in der Intensitat der Farbung keine Unterschiede

(Abbildung 28). In der flachenmaligen Auspragung war Involucrin dagegen signifi-
kant vermindert nachweisbar (M=22,17% bei AK vs. M=43,18% bei GH, p=0,002).

=
o

100 pm*

100 pm

Abbildung 25: MIB-1 in aktinischer Keratose

Abbildung 26: Filaggrin in aktinischer Keratose

Abbildung 27: CK10 in aktinischer Keratose

Abbildung 28: Involucrin in aktinischer Keratose
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Abbildung 29: Expression des Proliferationsmarkers MIB-1 in gesunder, entziindlich veranderter
und aktinisch geschadigter Haut: Signifikant vermehrte Expression bei Psoriasis vulgaris und Li-
chen ruber (** fir p<0,01, *** fir p<0,001)
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Abbildung 30: Expression des Differenzierungsmarkers Filaggrin bezlglich der Intensitat seiner
Farbung in gesunder, entzindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Signifikant vermin-
derte Expression bei Psoriasis vulgaris, signifikant vermehrte Expression bei Lichen ruber, keine
signifikanten Unterschiede bei aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut (**fir p<0,01,
***fiir p<0,001)
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Abbildung 31: Expression des Differenzierungsmarkers Cytokeratin 10 bezlglich der Intensitat sei-

ner Farbung in gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Keine Signifi-

kanz bei Psoriasis vulgaris, signifikante Verringerung bei Lichen ruber und bei aktinischer Keratose

im Vergleich zu gesunder Haut (*fur p<0,05, **fir p<0,01)
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Abbildung 32: Expression des Differenzierungsmarkers Involucrin beziglich der Intensitat seiner

Farbung in gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Keine Signifikanzen

bei Psoriasis vulgaris, Lichen ruber und bei aktinischer Keratose im Vergleich zu gesunder Haut
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Abbildung 33: Expression des Differenzierungsmarkers Filaggrin bezlglich seines prozentualen An-
teils in der Epidermis gesunder, entzindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Signifi-
kant verringert bei Psoriasis vulgaris, keine Signifikanz bei Lichen ruber, signifikant verringert bei
aktinischer Keratose (** fur p<0,01, *** fir p<0,001)
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Abbildung 34: Expression des Differenzierungsmarkers Cytokeratin 10 beziiglich seines prozentua-
len Anteils in der Epidermis gesunder, entzindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut:
Keine Signifikanz bei Psoriasis vulgaris, signifikant verringert bei Lichen ruber und aktinischer Kera-
tose (* fir p<0,05)
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Abbildung 35: Expression des Differenzierungsmarkers Involucrin bezlglich seines prozentualen
Anteils in der Epidermis gesunder, entziindlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut: Signi-
fikant vermindert bei Psoriasis vulgaris, keine Signifikanz bei Lichen ruber, signifikant vermindert bei
aktinischer Keratose (* fiir p<0,05, ** fir p<0,01)

4.3. Expression des NMDA-Rezeptors in gesunder Haut, entzindlichen Der-

matosen und Prakanzerosen

In der vorliegenden Arbeit sollte auch der Zusammenhang zwischen der Expression
keratinozytarer NMDA-Rezeptoren und morphologischen Besonderheiten der Ver-
hornung untersucht werden, wobei insbesondere die Dicke des Stratum corneum
und die Auspragung der Parakeratose in Zusammenhang mit der NMDA-Expression
analysiert werden sollte. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen Verhornungs-
stérungen (Parakeratose) entztindlicher und aktinischer Genese.

In den Praparaten mit gesunder Haut fand sich eine Anfarbung der NMDA-
Rezeptoren in der gesamten Epidermis mit besonderer Intensitat im Bereich des
Stratum granulosums (Abbildung 36). Das Stratum corneum dagegen war NMDA-
negativ. In psoriatischer Haut, beim Lichen ruber und bei den aktinischen Keratosen
war dieses Verteilungsmuster ebenfalls sichtbar, hier fiel jedoch eine verminderte

NMDA-Expression bei Auftreten einer Parakeratose auf (Abbildung 37).
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Abbildung 36:
NMDA-Rezeptors bei Lichen ruber

Bandformige Expression des

Abbildung 37: Vergeichsweise geringere Expressi-
on des NMDA-Rezeptors bei Parakeratose (hier:

Psoriasis vulgaris)

Diese Beobachtung lie® sich mittels digitaler Bildanalyse quantifizieren. Die NMDA-

Rezeptor-Dichte betrug bei Parakeratose M=14,52 vs. M=25,17 bei normaler Ver-

hornung (p=0,003) und war somit signifikant verringert (Abbildung 38). Auch die fla-

chenmallige Auspragung war bei Parakeratose signifikant verringert M=4,81% vs.
M=12,07% bei normaler Verhornung (p=0,006) (Abbildung 39).
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Abbildung 38: Expression des NMDA-Rezeptors bezliglich der Intensitat seiner Farbung in Abhan-

gigkeit von der Parakeratose: Signifikant verminderte Expression bei Parakeratose (** fur p<0,01)
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Abbildung 39: Expression des NMDA-Rezeptors bezliglich der flichenmafRigen Auspragung in der
vitalen Epidermis in Abhangigkeit von der Parakeratose: Signifikant verminderte Expression bei Pa-

rakeratose (** fir p<0,01)

Es lieRen sich keine signifikanten Mittelwertsunterschiede zwischen der NMDA-
Expression in gesunder Haut im Vergleich zu der in den anderen Dermatosen so-
wohl im Bezug auf die Dichte als auch auf die Flache nachweisen.

Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Auspragung der

NMDA-Rezeptoren und der Dicke des Stratum corneum.

4.4.Zusammenhang zwischen der Auspragung keratinozytarer NMDA-
Rezeptoren und der Expression von Proliferations- und Differenzierungs-

markern

Bei der Analyse konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen der NMDA-
Expression und der Expression des Proliferationsmarkers MIB1 nachgewiesen wer-
den. Auch eine Korrelation zwischen NMDA und der Expression der Differenzie-
rungsmarker Filaggrin, CK10 und Involucrin konnte weder bezlglich ihrer Intensitat

noch ihrer flachenmafigen Auspragung nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

5.1.Digitale Bildanalyse immunhistochemischer Praparate

Digitale Bildanalyseverfahren finden seit mehr als 10 Jahren in der Dermatohistolo-
gie Anwendung. Insbesondere in der Quantifizierung immunhistochemischer Marker
scheinen sie aufgrund weitestgehender Objektivitat und aufgrund des vergleichswei-
se geringeren Arbeits- und Zeitaufwandes manuellen Zahl- und Schatzmethoden
deutlich Uberlegen zu sein [Belién et al. 1999] [Johansson et al. 2001].

Obwohl zahlreiche Vorteile gegentber manuellen Verfahren bestehen, ist die Arbeit
mit der digitalen Bildanalyse nicht immer einfach. Auch hiermit stellen sich bei der
Interpretation von angefarbten Strukturen z.B. die Fragen, ab welcher Farbungsin-
tensitat eine Zelle oder ein Gewebe als positiv fir den zu bestimmenden Marker gel-
ten soll oder mit welcher der verschiedenen technischen Mdéglichkeiten das Ausmalf}
einer Farbung ermittelt werden soll. Solche Entscheidungen konnen die mit Hilfe der
digitalen Bildanalyse gefundenen Ergebnisse stark beeinflussen. Daruberhinaus
muss naturlich jede Quantifizierung immunhistochemischer Praparate als ein Ge-
samtprozess gesehen werden, an dessen Beginn die Entnahme einer Gewebeprobe
steht und von dem die Interpretation digitaler Bilddaten nur den letzten Schritt dar-
stellt. Um tatsachlich von einer sorgfaltigen Messung oder Quantifizierung der inte-
ressierenden Merkmale sprechen zu kdnnen, musste ein hohes Mal} an Obijektivitat,
Standardisierung und Reproduzierbarkeit auf jeder Stufe dieses Prozesses gewahr-
leistet sein. Da im Allgemeinen aber davon ausgegangen wird, dass auch beim heu-
tigen Stand der Forschung auf den meisten Stufen des Prozesses der Quantifizie-
rung noch ein grolles Potenzial zur Verbesserung besteht, werden anstelle von
quantitativen Analysen meist semiquantitative Scores eingesetzt [Walker 2006]
[Taylor et al. 2006].

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit auf der Basis gebrauchli-
cher Bildverarbeitungssoftware makrobasierte Algorhythmen entwickelt, die nach
interaktiver Selektion zu analysierender Regionen eine zuverlassige quantitative Be-
stimmung immunhistochemisch markierter Zellen in der Epidermis erlauben.

Dabei interessierten insbesondere die Quantifizierung von Proliferations- und Diffe-
renzierungsmarkern sowie die der Expression von NMDA-Rezeptoren in gesunder

Haut im Vergleich zu entzundlich veranderter und aktinisch geschadigter Haut. Dar-
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Uber hinaus war das Ausmal} an Verhornung ein relevantes Merkmal. Da bei allen
Markern nur die Expression innerhalb der vitalen Epidermis interessierte, blieben die
anderen im Praparat reprasentierten Gewebekomponenten (z.B. Corium) unbertck-
sichtigt. Bei dem Proliferationsmarker Ki67 liegt die immunhistochemische Reaktivi-
tat innerhalb der Zellkerne, dementsprechend bestand die Quantifizierung in einer
Auszahlung der MIB-1-positiven Kerne. Daruber hinaus erschien eine Relativierung
an der Lange der Basalmembran im untersuchten Gewebeausschnitt sinnvoll, da die
Expression von Ki67 uUberwiegend im Stratum basale erfolgt [Bovenschen et al.
2005] [Lee et al. 2002]. Die Lange der Basalmembran war deshalb ebenfalls ein im
Rahmen dieser Arbeit zu quantifizierendes Merkmal. Die Expression der Differenzie-
rungsmarker sowie des NMDA-Rezeptors ist nicht kernassoziiert und erfolgt mehr
oder weniger gleichmalig in der gesamten Epidermis. Als Messwerte konnten hier
also die durchschnittliche Intensitat der Farbung oder die GroRRe der positiven Flache
angegeben werden. Aus den oben genannten Grinden war es sinnvoll, die positive
Flache an der relevanten Gewebekomponente, der vitalen Epidermis, zu relativieren
[Bovenschen et al. 2005]. Deshalb war es bedeutsam, auch die Dicke und die
Schnittflache der vitalen Epidermis zu quantifizieren. Das Ausmal’ der Verhornung
war in den zu analysierenden Praparaten durch das Stratum corneum reprasentiert
und ebenfalls als Dicke oder Flache operationalisierbar.

Mit dem verwendeten Verfahren lieRen sich die oben genannten histologischen und
immunhistochemisch angefarbten Strukturen in Serienschnitten gesunder, entziind-
lich veranderter und aktinisch geschadigter Haut nachweisen und quantifizieren. Das
Verfahren zeichnete sich zudem durch eine gute Reliabilitdt und Validitat aus. Die
einzelnen Vorgehensweisen bei der Bildbearbeitung wurden im Material- und Me-
thodenteil detailliert dargestellt, wodurch es anderen Anwendern moglich sein soll,
die einzelnen Arbeitsschritte nachzuvollziehen und die Beschreibung als Anleitung
fur eigene Fragestellungen zu nutzen. Als Grundlage fur die Entwicklung des ange-
wandten digitalen Bildanalyseverfahrens dienten Publikationen von Underwood
[Underwood et al. 2001]. Mit der Verwendung des Programmes Adobe Photoshop
CS und des Plugins Image Processing Toolkit kam eine relativ leicht zugangliche
und weit verbreitete Software zum Einsatz, was die Praktikabilitdt des Verfahrens
auch fur andere Anwender erhdht. Zudem ist die Arbeit mit dem Programm kosten-

und zeiteffektiv und relativ wenig personalintensiv.
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Nur die ersten Arbeitsschritte bestanden aus dem manuellen Nachzeichnen der
Grenzen des Stratum corneum und der Basalmembran in allen Praparaten. Die dar-
auffolgenden Schritte liefen bis einschlieRlich der Ermittlung von Dicke und Flache
des Stratum corneum und der vitalen Epidermis automatisch ab. Zur Beantwortung
der Frage, welche der beiden MelRmethoden als die reliablere zu werten sei, wurden
beide Verfahren miteinander verglichen. Die Reliabilitaten der Flachenmessungen
erreichten nahezu durchgangig hohere Werte als die der Dickemessungen. Da diese
Unterschiede sogar signifikant waren, ist die Flachenmessung somit als die zuver-
lassigere MelRmethode anzusehen. Auch die Messungen der Basalmembranlange
zeigten zwischen den Serienschnitten eine gute Reliabilitat.

In weiteren Schritten des digitalen Bildanalyseverfahrens wurde die Expression des
Proliferationsmarkers, der drei Differenzierungsmarker sowie des NMDA-Rezeptors
gemessen. Vor Beginn dieser Messungen wurde ein Schwellenwert flr die Far-
bungsintensitat festgelegt, ab welchem der Marker als positiv zu werten war. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese Einstellungen empirisch ermittelt, an einer repra-
sentativen Stichprobe getestet und dann auf alle Differenzierungsmarker gleicher-
malfen angewandt, um eine Vergleichbarkeit zwischen den Praparaten zu ermdogli-
chen. Bei den Praparaten mit dem Proliferationsmarker Ki-67 erfolgte die Wahl des
Schwellenwertes individuell fur jedes Bild. Dies individuelle Festlegung ist zwar an-
fallig fur Interrater-Variabilitdten, erlaubt aber eine feine visuelle Kontrolle bei der
Entscheidung, welche Strukturen gemessen werden sollen und welche nicht. Insbe-
sondere bei Bildern mit suboptimalem Kontrast oder bei Belichtungsschwankungen
konnen die Fahigkeiten des menschlichen Auges bei diesem Arbeitsschritt unersetz-
lich sein. Dementsprechend bevorzugen einige Autoren die manuelle Wahl des
Schwellenwertes fur jedes individuelle Bild [Jagoe et al. 1991] [Johansson et al.
2001].

In Zusammenschau unserer bisherigen Ergebnisse scheint es fur kunftige histo-
morphometrische Untersuchungen sinnvoll, zur vergleichenden Analyse entweder
Randbezirke der Biopsie auszuwahlen, in denen gesundes an krankhaft verandertes
Gewebe grenzt oder 2 Biopsien zu entnehmen (gesunde und krankhaft veranderte
Haut), um einen intraindividuellen Vergleich zu ermoglichen. Bei der Aufnahme der
digitalen Bilder sollte darauf geachtet werden, dass Qualitatsstandards bei der Mik-
roskopie wie z.B. das Einstellen des Beleuchtungsstrahlengangs nach dem Kohler-

schen Prinzip unbedingt einzuhalten sind, um Helligkeitsabweichungen, die sich un-
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ter Umstanden gravierend auf die digitalen Bilddaten auswirken kénnen, zu korrigie-
ren. Auch Helligkeits- und Farbunterschiede, die durch die Betriebsdauer oder durch
Stromschwankungen der Lichtquelle entstehen, kdnnen die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse negativ beeinflussen. Aus diesem Grund ist ein regelmaliger Weillab-
gleich ebenfalls unerlasslich. Bei der Bildaufnahme ist grundsatzlich darauf zu ach-
ten, dass weitestgehend mit manuellen Einstellungen gearbeitet wird. Durch den
Einsatz von Belichtungsautomatiken oder automatischen Tonwert- und Kontrastkor-
rekturen entsteht namlich nicht nur eine unerwlnschte Variabilitat zwischen Auf-
nahmen mit verschiedenen Kamerasystemen, sondern auch zwischen verschiede-
nen Aufnahmen mit ein und demselben System. Schon eine kleine Anderung des
fotografierten Ausschnitts kann z.B. dazu fuhren, dass die Belichtungsautomatik ei-
ner Kamera eine andere Verschlusszeit oder eine andere Blende wahlt, was wieder-
um erhebliche Auswirkungen auf die Messwerte hat. Bei der Speicherung der Bild-
daten ist mdglichst komprimierungsfrei mit voller Auflésung und Farbtiefe zu arbei-
ten, da sonst wichtige Bildinformationen verloren gehen konnen. Allerdings sind der
verlustfreien Speicherung durch den erheblichen Speicherplatzbedarf Grenzen ge-
setzt. Bezuglich der Quantifizierung immunhistochemisch markierter Strukturen wer-
den in der Literatur heterogene Mal3zahlen verwendet, die Angaben erfolgen hier in
Anzahlen, Flachen- oder Langenmalien, so dass sich die Daten oft nicht zwischen
verschiedenen Untersuchungen vergleichen lassen. Bei hoherer mikroskopischer
Vergrollerung beziehen sich die Angaben auf kleinere Ausschnitte des Praparates
weshalb z.B. weniger positive Zellkerne zu erwarten sind. Selbst bei ein und dersel-
ben VergroRerung kdnnen durch unterschiedliche SensorgroRen der Aufnahmesys-
teme unterschiedlich gro3e Ausschnitte untersucht werden. Die Anzahl der positiven
Strukturen sollte deshalb nicht in absoluten Malizahlen angegeben, sondern zur
Grolke der relevanten Gewebekomponente, der Anzahl der Pixel, der Gro3e des un-
tersuchten Gewebeausschnittes oder der Anzahl der Zellen ins Verhaltnis gesetzt
werden. Die Wahl der richtigen MalRzahlen (z.B. Intensitat oder Anzahl positiver Zel-
len im Verhaltnis zu einer bestimmten Flache) ist allerdings von der Art des zu unter-
suchenden Merkmals und von dessen Verteilung innerhalb des Praparates abhan-

gig, so dass es hier keine generelle Richtlinie geben kann [Walker 2006].
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5.2.Dicken- und Flachenmessung

Das verwendete digitale Bildanalyseverfahren stellt aufgrund seiner hohen Reliabili-
tat eine besonders geeignete Methode zur Bestimmung der Dicke und/oder der Fla-
che eines definierten Areals dar. Dabei sind, wie bereits im vorangegangenen Ab-
schnitt beschrieben, die Messergebnisse der Flachenmessung reliabler als die der
Dickenmessung. Wenn mdglich, sollte deshalb die Flachenmessung bevorzugt ein-
gesetzt werden. Im Folgenden werden die Messergebnisse der Dicken- und Fla-
chenmessungen aus den Analysen der einzelnen Erkrankungen mit denen von ge-
sunder Haut verglichen.

Die Psoriasis vulgaris ist histologisch durch eine Verbreiterung der vitalen Epidermis
und durch tief ausgezogenene gleichlange epidermale Reteleisten gekennzeichnet,
die Verhornung ist para- und/oder hyperkeratotisch. Diese histologischen Merkmale
lieRen sich in der vorliegenden Untersuchung auch quantitativ aufzeigen. Hierbei
fand sich sowohl bezuglich der Dicken- als auch bezlglich der Flachenmessung ein
signifikant verbreitertes Stratum corneum und eine signifikant verbreiterte vitale Epi-
dermis im Vergleich zu gesunder Haut. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
Untersuchungen von Alper [Alper et al. 2004]. Der prozentuale Anteil des Stratum
corneum an der Gesamtepidermis zeigt dagegen keinen Unterschied zwischen Pso-
riasis vulgaris und gesunder Haut. Es scheint demnach die Dicke des Stratum cor-
neum bei psoriatischer Haut proportional zur Dicke der vitalen Epidermis zuzuneh-
men. Wenngleich dieses Resultat in der Publikation von Alper et al. nicht explizit ge-
nannt wird, so lassen die Ergebnisse aus dessen Untersuchung dennoch den glei-
chen Ruckschluld zu. Auch hier lassen sich keine Unterschiede zwichen Psoriasis
vulgaris und gesunder Haut hinsichtlich des prozentualen Anteils des Stratum cor-

neum an der Gesamtdicke der Epidermis finden.

Der Lichen ruber ist histologisch durch ein bandférmiges subepidermales entzindli-
ches lymphohistiozytares Infiltrat gekennzeichnet sowie durch eine akanthotisch
verbreiterte Epidermis. Typisch ist dabei eine Verbreiterung des Stratum granulo-
sum, sowie ein variabel verbreitertes Stratum corneum, das vereinzelt von Parakera-
tose durchsetzt ist. Auch in der vorliegenden Studie fand sich im Vergleich zu ge-
sunder Haut sowohl hinsichtlich der Dicken- als auch der Flachenmessung ein signi-

fikant verbreitertes Stratum corneum und eine signifikant verbreiterte vitale Epider-
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mis. Der prozentuale Anteil des Stratum corneum an der Gesamtepidermis zeigte
wiederum keinen Unterschied zwischen Lichen ruber und gesunder Haut. Vergleich-

bare Untersuchungen sind in der aktuellen Literatur nicht beschrieben.

Die untersuchten Praparate mit Aktinischer Keratose vom hypertrophen Typ sind
histologisch durch eine Hyperkeratose mit parakeratotischen Anteilen charakterisiert.
Die Epidermis ist deutlich verdickt. Diese histologischen Merkmale konnten ebenfalls
quantitativ nachgewiesen werden. Im Vergleich zu gesunder Haut fand sich sowohl
im Bezug auf die Dicken- als auch auf die Flachenmessung ein signifikant verbreiter-
tes Stratum corneum und eine signifikant verbreiterte vitale Epidermis. Sogar der
prozentuale Anteil des Stratum corneum an der Gesamtepidermis war im Vergleich
zu gesunder Haut signifikant erhoht. Im Unterschied dazu zeigte die prozentuale
Auswertung bei der Psoriasis vulgaris ja, dass das Verhaltnis zwischen den einzel-
nen Kompartimenten (Str. corneum, vitale Epidermis) bei dieser Erkrankung erhalten
bleibt. Dies konnte ein bislang unbeachteter Unterschied zwischen benignen hy-
perproliferativen (z.B. Psoriasis vulgaris) und malignen Dermatosen (z.B. aktinische
Keratosen) sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl die Dicke des Stratum cor-
neum als auch die der vitalen Epidermis stark variieren und durch verschiedene Fak-
toren (z.B. Entzindung oder Malignisierung) beeinflult werden kann. Mit der ver-
wendeten Messmethode ist es moglich, die Dicke und Flache dieser Grolien auf ei-
ne 6konomische und nachvollziehbare Art und Weise zu messen. Ein routinemafi-
ger Einsatz der Messmethode bei Fragestellungen zur Evaluation verschiedener
Hauterkrankungen, die mit einer Veranderung der Epidermisdicke einhergehen und
bei denen die Varianz der Epidermisdicke moglicherweise eine diagnostische oder

therapeutische Variable darstellt, bietet sich an.

5.3.Prasenz von Proliferations- und Differenzierungsmarkern in gesunder

Haut, entziindlichen Dermatosen und Prékanzerosen

Mit Hilfe des entwickelten Verfahrens konnte die Expression der Proliferations- und
Differenzierungsmarker in den einzelnen Serienschnitten quantifiziert werden. Um
eine Aussage Uber die Validitat des Verfahrens treffen zu konnen, wurden die erhal-

tenen Messergebnisse mit bereits publizierten Untersuchungen zur Prasenz von
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Proliferations- und Differenzierungsmarkern in gesunder Haut, in entziindlichen

Dermatosen und aktinischer Keratose verglichen.

Die Psoriasis vulgaris ist eine entziindliche hyperproliferative Erkrankung, bei der die
DNA-Synthese- und die Mitoserate in den basalen Abschnitten der Epidermis um ein
Vielfaches erhoht ist. Wie bereits von Caldwell, Bovenschen und Gerritsen beschrie-
ben [Caldwell et al. 1997] [Bovenschen et al. 2005] [Gerritsen et al. 1997], konnte
auch in der vorliegenden Untersuchung bei Psoriasis vulgaris eine im Vergleich zu
normaler Haut signifikant erhdhte Zahl MIB1-positiver Zellen nachgewiesen werden.
Wenngleich bei der Psoriasis vulgaris MIB1-positive Zellen auch suprabasal nach-
weisbar sind, erfolgt die Expression des Prolferationsmarkers Ki67 doch Uberwie-
gend im Stratum basale und ist hier auf die Zellkerne beschrankt. Aus diesen Grun-
den ist es sinnvoll, als Referenz die Basalmembran zu verwenden und die quantitati-
ven Angaben in der Einheit ,MIB1-positive Zellen pro mm Basalmembran® zu ma-
chen. Dies ermoglicht zudem eine Vergleichbarkeit mit anderen Studien. Ein allge-
meines Problem des Proliferationsmarkers Ki67 ist, dass er nur anzeigen kann, dass
die Zelle das Potential hat, sich zu teilen, er sagt jedoch nichts Uber die aktuelle Zell-
teilung aus. Obwohl die Expression von Ki67 also nicht in jedem Fall im direkten Zu-
sammenhang mit dem Terminus der Wachstumsfraktion eines Gewebes steht, findet
sich jedoch eine starke Korrelation zwischen diesen beiden Parametern [Scholzen,
Gerdes 2000].

Die Verteilungsmuster der Differenzierungsmarker unterschieden sich nicht wesent-
lich von denen gesunder Haut, in der mengenmafigen Auspragung fanden sich je-
doch erhebliche Unterschiede. Die Expression von Filaggrin war bei der Psoriasis
vulgaris im Vergleich zu gesunder Haut sowohl hinsichtlich der Intensitat als auch
hinsichtlich der Flache signifikant verringert. Diese Befunde stehen im Einklang mit
den Ergebnissen von Watanabe und Gerritsen [Watanabe et al. 1991] [Gerritsen et
al. 1997]. Die Intensitat von Cytokeratin 10 war bei der Psoriasis vulgaris im Ver-
gleich zu normaler Haut tendenziell erniedrigt und entspricht daher weitestgehend
den Beobachtungen von Bernerd [Bernerd et al. 1992]. Allerdings wurde in dessen
Studie die CK10 Expression geschatzt. Bezuglich der flachenmafRigen Auspragung
fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu gesunder Haut. In den
Untersuchungen von Bovenschen [Bovenschen et al. 2005] betrug die CK10 positive

Flache ca. 41%, in der vorliegenden Untersuchung betrug sie 43,5%. Es besteht
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demnach eine hohe Ubereinstimmung zwischen beiden Untersuchungen. Boven-
schen verglich die CK10-Expression in Psoriasis vulgaris jedoch nur mit der bei Li-
chen ruber und bei atopischer Dermatitis und nicht mit der in gesunder Haut. Fur den
frihen Differenzierungsmarker Involucrin waren die Ergebnisse unserer Studie un-
einheitlich. Qualitativ lie sich Involucrin im Vergleich zu gesunder Haut bereits in
tieferen Schichten der vitalen Epidermis nachweisen. Diese Beobachtung stimmt mit
den Angaben von Watanabe, Caldwell, Ichikawa und Gerritsen et al. Uberein
[Watanabe et al. 1991] [Caldwell et al. 1997] [Ichikawa et al. 1997] [Gerritsen et al.
1997]. Eine tendenziell vermehrte Expression fand sich in unserer Studie bezuglich
der Farbungsintensitat. Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen von Cald-
well und Gerritsen Uberein, allerdings erfolgte in deren Arbeiten keine digitale Bild-
analyse, sondern ein manuelles Auszahlen der positiven Zellen [Caldwell et al. 1997]
[Gerritsen et al. 1997]. In der letztgenannten Untersuchung wurde dabei die Involu-
crin-Expression aus dem Verhaltnis der Involucrin positiven Zelllagen zu allen Zella-
gen der vitalen Epidermis ermittelt. In den Studien von Ichikawa erfolgte die Auswer-
tung mittels Gelelektrophorese und Immunoblot. Auch hier war eine vermehrte Ex-
pression nachweisbar [Ichikawa et al. 1997]. Ein direkter Vergleich mit unserer Arbeit
ist aus methodischen Grinden nicht mdglich. In Bezug auf die prozentuale flachen-

mafige Auspragung fanden wir eine signifikant verminderte Involucrin-Expression.

Der Lichen ruber ist eine subakut oder chronisch verlaufende, entzindliche papuldse
Hauterkrankung, die zumeist mit starkem Juckreiz einhergeht. Histologisch besteht
typischerweise subepidermal ein bandférmiges lymphohistiozytares Infiltrat. Die
akanthotische Epidermis hat ein deutlich verbreitertes Stratum granulosum und ein
variabel verbreitertes Stratum corneum, welches gelegentlich von Parakeratose
durchsetzt ist. Beim Lichen ruber waren MIB1-positive Zellen ebenfalls suprabasal
sichtbar und die quantitative Analyse zeigte eine im Vergleich zu normaler Haut sig-
nifikant erhdohte Anzahl MIB1-positiver Zellen pro mm Basalmembran. Vergleichbare
Untersuchungen sind in der aktuellen Literatur nicht beschrieben.

Das Verteilungsmuster der Differenzierungsmarker stimmte mit dem gesunder Haut
und dem der Psoriasis vulgaris Uberein. Fur den spaten Differenzierungsmarker Fi-
laggrin fand sich in der Messung der Intensitat eine hohere Expression beim Lichen
ruber im Vergleich zu gesunder Haut. Da Filaggrin vorwiegend im Stratum granulo-

sum exprimiert wird und dieses typischerweise beim Lichen ruber hyperproliferiert,
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entsprach dieses Ergebnis unseren Erwartungen. Fir die flachenmaRige Auspra-
gung lielen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede aufzeigen. Cytokeratin 10
wurde beim Lichen ruber signifikant geringer als in gesunder Haut exprimiert. Dies
traf sowohl auf die Intensitat als auf die Flache zu. Vergleichbare Untersuchungen
lassen sich in der Literatur nicht finden. Involucrin wurde beim Lichen ruber bereits in
tieferen Epidermisanteilen exprimiert, was mit den Beobachtungen von Ichikawa G-
bereinstimmt [Ichikawa et al. 1997]. Quantitativ lie3en sich fur diesen spaten Diffe-
renzierungsmarker jedoch weder in der Intensitat der Farbung noch in der Flache
der angefarbten Keratinozyten signifikante Unterschiede zu gesunder Haut aufzei-
gen. Die gleichen Ergebnisse wurden von McCullogh und Radden gefunden
[McCullough, Radden 1992]. Sie haben die Expression von Involucrin beim Lichen
ruber der Mundschleimhaut mit lichenoiden Arzneireaktionen und gesunder Mund-

schleimhaut verglichen.

Aktinische Keratosen treten oft als multiple erythematosquamose Lasionen in den
lichtexponierten Arealen auf und kdnnen sich zu Plattenepithelkarzinomen entwi-
ckeln. Histopathologisch werden der hypertrophe, der atrophe, der bowenoide, der
akantholytsche und der hyperpigmentierte Typ unterschieden [Kirkham 1997].

In den Praparaten mit aktinischer Keratose waren MIB1-positive Zellen zum Teil
auch in suprabasalen Anteilen der vitalen Epidermis sichtbar. Entgegen der Erwar-
tungen waren jedoch quantitativ keine signifikanten Unterschiede zu normaler Haut
nachweisbar. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Publikationen von Caldwell
und Carpenter [Caldwell et al. 1997] [Carpenter et al. 2004] und konnten im Rahmen
der hier durchgefihrten Arbeit nicht erklart werden. Sie sollten Gegenstand weiter-
fuhrender Untersuchungen sein.

Fir den spaten Differenzierungsmarker Filaggrin fand sich sowohl hinsichtlich der
Intensitat der Farbung als auch der flachenmaRigen Auspragung eine signifikant
verminderte Expression. Da ein Mangel an Filaggrin eine unvollstandige terminale
Differenzierung der Keratinozyten zur Folge hat und aktinische Keratosen histolo-
gisch oft mit einer Parakeratose einhergehen, stimmen die Ergebnisse der Flachen-
messung von Filaggrin mit unseren Annahmen Uberein. Cytokeratin10 wurde bei
aktinischer Keratose ebenfalls sowohl in der Intensitats- als auch der Flachenmes-
sung signifikant geringer als in gesunder Haut exprimiert. Zu diesem Ergebnis kam

auch Ishida bei der vergleichenden Untersuchung von Aktinischen Keratosen, Mor-

60



bus Bowen, Plattenepithelkarzinomen und seborrhoischen Keratosen mit gesunder
Haut [Ishida et al. 2001]. Uber die Expression von Involucrin in aktinischen Kerato-
sen gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Caldwell et al. berichten nach
manueller Zahlung der positiven Zellen Uber eine vergleichsweise hohere Expressi-
on [Caldwell et al. 1997], Ichikawa et al. fanden im Gegensatz dazu keine Unter-
schiede zu gesunder Haut [Ichikawa et al. 1997]. In der vorliegenden Arbeit waren
die Ergebnisse ebenfalls uneinheitlich. In der Intensitat der Anfarbung waren keine
Unterschiede feststellbar, die flachenmalige Auspragung von Involucrin war dage-
gen im Vergleich zu gesunder Haut signifikant vermindert. Unsere Daten fligen sich
somit besser in das Konzept des Pathomechanismus aktinischer Keratosen, das
durch eine Abnahme der Differenzierungsfahigkeit maligner Zellen charakterisiert ist,

ein.

Zusammenfassend lasst sich das Messverfahren in Hinblick auf die Quantifizierung
der immunhistochemischen Marker wie folgt charakterisieren: Die Ergebnisse aus
den Analysen weisen ein hohes Mal an Ubereinstimmung mit denen vergleichbarer
Untersuchungen auf. Deshalb ist die Messmethode als valide einzuschatzen. Ein
entscheidender Vorteil besteht in ihrer Objektivitat, da Bildaquisition und Messvor-
gang automatisch ablaufen und nur die Festlegung der Messregion und die Einstel-
lung der Schwellenwerte subjektiv erfolgen. Aus diesem Grund ist das Verfahren
weitgehend untersucherunabhangig. Im Vergleich zwischen Flachen- und densito-
metrischer Messung ist aus unserer Sicht die Flachenmessung als die zuverlassige-
re Messmethode anzusehen, weil Schwankungen in der Intensitat der histologischen

Farbung bei ihr weniger oder keinen Einfluss auf das Messergebnis haben.

5.4.Expression des NMDA-Rezeptors und seine Korrelation mit Proliferations-

und Differenzierungsmarkern

In Untersuchungen an nativen Keratinozyten und HaCaT-Zellen konnte Fischer die
Prasenz von ionotropen Glutamatrezeptoren vom Typ des NMDA-Rezeptors in hu-
maner Epidermis nachweisen [Fischer 2004]. Unter Verwendung eines monoklona-
len Antikdrpers konnte mittels Immunfluoreszenz und Immunhistochemie eine positi-
ve Reaktion in der gesamten Epidermis unter besonderer Betonung des Stratum

granulosum dargestellt werden. Bei Verhornungsstorungen, die mit einer Parakera-
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tose einhergehen, fand sich dabei eine verminderte NMDA-Expression. Daruberhi-
naus bewirkte die Blockade des Rezeptors eine verminderte Expression der Diffe-
renzierungsmarker Cytokeratin 10 und Filaggrin, wahrend die Proliferation von einer
Stimulation oder Blockade von NMDA-Rezeptoren unbeeinflusst blieb. Unsere Ar-
beitsgruppe beobachtete weiterhin bei Blockade des NMDA-Rezeptors eine geringe-
re Verhornung, weshalb Grund zu der Annahme bestand, dass die Expression von
NMDA-Rezeptoren mit der Dicke des Stratum corneum korrelieren konnte [Fischer
2004].

Die vorliegende Arbeit sollte unter Verwendung des digitalen Bildanalyseverfahrens
untersuchen, ob sich in vivo Korrelationen zwischen der NMDA-Expression und der
Expression von Proliferations- oder Differenzierungsmarkern nachweisen lassen.
Daruberhinaus sollte die Beobachtung, dass eine verminderte NMDA-Expression mit

einer Verhornungsstorung (Parakeratose) einhergeht, quantitativ verifiziert werden.

Das Verteilungsmuster der NMDA-Rezeptoren mit Expression in der gesamten Epi-
dermis unter besonderer Betonung des Stratum granulosum lief3 sich in der Arbeit
wieder aufweisen. Die Vermutung, die NMDA-Expression kdnne mit der Dicke des
Str. corneum Kkorrelieren, lield sich jedoch nicht bestatigen. Es zeigte sich kein Zu-
sammenhang zwischen der Dicke oder der Flache der NMDA positiven Schicht und
der Dicke bzw. Flache des Stratum corneum. Auch eine Korrelation zwischen der
Menge keratinozytarer NMDA-Rezeptoren und der Expression des Proliferations-
markers Ki67 oder der kalziumabhangigen Differenzierungsmarker Filaggrin, Cytoke-
ratin 10 und Involucrin lief3 sich nicht nachweisen. Denkbar ware, dass ein fehlender
durch NMDA-Rezeptoren vermittelter Calcium-Influx durch andere Calciumkanale
kompensiert wird. Als Beispiel hierfir sei auf den unter 1.1.4. erwahnten trans-
membrandsen Calcium Sensing Receptor (CaR) verwiesen, der nach seiner Aktivie-
rung den Calciuminflux in die Zelle steuert [Bikle 2004] [Chia-Ling et al. 2004].

Bezulglich der Frage nach einer quantitativ veranderten NMDA-Expression bei Para-
keratose fanden sich in der vorliegenden Arbeit signifikante Ergebnisse mit einer bei
Parakeratose deutlich verringerten NMDA-Expression sowohl hinsichtlich der Inten-
sitats- als auch der Flachenmessung. Dies konnte ein Hinweis fur die pathophysiolo-
gische Bedeutung keratinozytarer NMDA-Rezeptoren sein, die durch eine Erhdhung
der intrazellularen Calciumkonzentration die Differenzierung von Keratinozyten be-

einflussen.
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6. Zusammenfassung

Mit Hilfe eines digitalen Bildanalyseverfahrens wurde die Expression des Proliferati-
onsmarkers Ki-67 und der Differenzierungsmarker Filaggrin, Cytokeratin10 und Invo-
lucrin sowie des NMDA-Rezeptors in gesunder Haut untersucht und mit entziindlich
veranderter und aktinisch geschadigter Haut verglichen. Zusatzlich waren morpholo-
gische Besonderheiten der Verhornung, wie die Dicke des Stratum corneum und das
Verhornungsmuster (z.B. Vorliegen einer Parakeratose) von besonderem Interesse.
Die Studie wurde mit humaner paraffineingebetteter Haut (gesunde Haut n=20, Pso-
riasis vulgaris n=22, Lichen ruber n=23, aktinische Keratosen n=18) durchgeflhrt.
Die Auswertung mittels digitaler Bildanalyse erfolgte unter Verwendung des Pro-
grammes Adobe Photoshop CS und des Plugins Image Processing Toolkit. Die An-
wendung dieser leicht zuganglichen und verbreiteten Software, sowie die weitestge-
hend automatisierte Arbeitsweise erhdhen zum einen die Praktikabilitat des Verfah-
rens und ermaoglichen zum anderen die Nutzbarkeit durch andere Anwender. Zudem
ist das Verfahren auch fur andere Fragestellungen modifizierbar.

Um eine Quantifizierung der immunhistochemischen Marker innerhalb der vitalen
Epidermis zu ermdglichen und um eine Aussage Uber die Starke der Verhornung
treffen zu kénnen, erfolgten Dicken- und Flachenmessungen des Stratum corneuem
und der vitalen Epidermis. Dabei liel3en sich in allen drei Diagnosegruppen (Psoria-
sis vulgaris, Lichen ruber und aktinische Keratose), die histologisch mit einer Hyper-
keratose und Akanthose einhergehen, signifikante Unterschiede im Vergleich zu ge-
sunder Haut aufzeigen. Im Vergleich zwischen Dicken- und Flachenmessungen er-
wies sich dabei die Letztgenannte als die zuverlassigere Messmethode.

Die Auswertung der Expression der Proliferations- und Differenzierungsmarker er-
brachte flr die Psoriasis vulgaris eine signifikant vermehrte Expression des Prolifera-
tionsmarkers Ki-67, sowie eine signifikant verringerte Expression des Differenzie-
rungsmarkers Filaggrin. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur. Die
Intensitat von Cytokeratin 10 war bei der Psoriasis vulgaris tendenziell erniedrigt,
bezlglich der flachenmaRigen Auspragung fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede im Vergleich zu gesunder Haut. Flur den spaten Differenzierungsmarker In-
volucrin waren unsere Ergebnisse uneinheitlich, eine tendenziell vermehrte Expres-
sion fand sich bezuglich der Farbungsintensitat, eine signifikant verminderte Expres-

sion lield sich in Bezug auf die prozentuale flachenmaflige Auspragung nachweisen.
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Beim Lichen ruber fand sich ebenfalls eine signifikant erhdhte Anzahl MIB1-positiver
Zellen. Filaggrin wurde bezuglich seiner Intensitat vermehrt exprimiert, ein Phano-
men was zu der Beobachtung passt, dass das Stratum granulosum beim Lichen ru-
ber hyperproliferiert. Fur die flachenmaRige Auspragung lieRen sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede aufzeigen. Cytokeratin 10 wurde beim Lichen ruber so-
wohl hinsichtlich der Intensitat als auch der flachenmafligen Auspragung signifikant
geringer als in gesunder Haut exprimiert. FUr den spaten Differenzierungsmarker
Involucrin konnten weder in der Intensitat der Farbung noch in der Flache der ange-
farbten Keratinozyten signifikante Unterschiede zu gesunder Haut nachgewiesen
werden.

In den Praparaten mit aktinischer Keratose waren MIB1-positive Zellen teilweise
auch in den suprabasalen Anteilen der vitalen Epidermis sichtbar, quantitativ liel3en
sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zu normaler Haut aufzeigen. Unsere
Annahme, eine gesteigerte MIB-1-Expression vorzufinden, fand demnach keine Bes-
tatigung. Fur den spaten Differenzierungsmarker Filaggrin fand sich erwartungsge-
mafR sowohl hinsichtlich der Intensitat der Farbung als auch der flachenmaRigen
Auspragung eine signifikant verminderte Expression. Auch fur Cytokeratin10 war
sowohl in der Intensitats- als auch der Flachenmessung eine signifikant geringere
Expression nachweisbar. Diese Ergebnisse stimmen ebenfalls mit den Literaturan-
gaben Uberein. Die Ergebnisse aus der Messung der Involucrin-Expression waren
bei der aktinischen Keratose widerum uneinheitlich. In der Intensitat der Anfarbung
waren keine Unterschiede nachweisbar, die flachenmalige Auspragung war dage-
gen im Vergleich zu gesunder Haut signifikant vermindert.

Die berichteten Ergebnisse aus der Quantifizierung der Marker stehen grofdtenteils in
Ubereinstimmung mit denen vergleichbarer Untersuchungen, weshalb die Messme-
thode als valide einzuschatzen ist, zudem ist sie weitestgehend untersucherunab-
hangig. Im Vergleich zwischen Flachen- und densitometrischer Messung ist aus un-
serer Sicht die Flachenmessung als die zuverlassigere Messmethode anzusehen,
weil Schwankungen in der Intensitat der Farbung hierbei einen geringeren Einfluss
auf das Messergebnis haben.

Ein Zusammenhang zwischen der Auspragung des NMDA-Rezeptors und der Ex-
pression der einzelnen Marker lieR sich in der vorliegenden Untersuchung nicht fin-
den. Erwartungsgemald zeigte sich jedoch eine deutliche verminderte Expression

des NMDA-Rezeptors bei Auftreten einer Parakeratose.
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8. Anhang

8.1.Anhang A: Photoshop Aktionen erstellen, speichern und laden

Mit Hilfe der Photoshop Aktionen kann eine Abfolge verschiedener Bearbeitungsschritte automatisiert
werden. Wird die Palette ,Aktionen® nicht in Photoshop angezeigt, kann sie Uber Fenster > Aktionen
aufgerufen werden. Um eine neue Aktion anzulegen, wird zunachst in der unteren Menileiste der
Button ,Neue Aktion® betatigt (siehe Abbildung). Wird anschlieRend der Button ,Aufzeichnung begin-
nen“ aktiviert, werden alle nachfolgend auf das Bild angewandten Bearbeitungsschritte aufgezeichnet.
Mit dem Button ,Ausfihrung / Aufzeichnung beenden® wird die Aufzeichnung beendet. AnschlieRend
kann die aufgezeichnete Abfolge von Bearbeitungsschritten automatisch auf jedes Bild angewandt
werden, indem die entsprechende Aktion zundchst ausgewahlt und dann der Button ,Auswahl ausfih-
ren“ betatigt wird. Die Aktionen werden in Aktionssets zusammengefasst. Um ein solches Aktionsset
zu speichern, wird das Aktionsset markiert, dann das Menu fur die Aktionen gedffnet und "Aktionen
speichern" ausgewahlt. Das entsprechende Aktionsset kann nun als Datei im Format *atn in einem
beliebigen Ordner gespeichert werden. Ein anderer Nutzer kann auf seinem Rechner im gleichen
Menu den Befehl "Aktionen laden" wahlen und so das Aktionsset in die eigene Anwendung importie-
ren. Wird bei der Speicherung eines Aktionssets die Taste Alt Gr gedriickt, wird keine Datei im *atn

Format erstellt, sondern eine Textdatei, in der die Schritte des Aktionssets dokumentiert sind.

Menl Aktionen offnen

i
| Protokoll § Aktionen
¥ || |& [ Flichenmessung An Palettenraum andocken
s < Trennlinie Stratur corneurn vitale Epidermis Schalter-Modus
v P Calibrate Magnification Neue Aktion...
v > Erstellen Ebene Neues Set. ..
W Auswahl Buntstift Duplizieren
< <7 Ebenen Stratur Corneurn vitale Epidermis Laschen
v Auswahl Ebene "Trennlinie" :
v P Duplizieren aktueller Ebene
< P Duplizieren aktueller Ebene
v Auswahl Ebene "Stratumn corneum”
qf Auswahl Buntstift v

A A A = Set-Optionen...
Ausfihren-Optionen. ..

Ausfliihrung/ Aufzeichnung beenden —T

Alle aktionen léschen
Aktionen zuriicksetzen

Aufzeichnung beginnen
Aktionen laden...
Auswahl ausfiihren Aktionen ersetzen. ..,

Akkionen speichern...

Neue Aktion

Neues Aktionsset

Loschen
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8.2. Anhang B: Dokumentation der verwendeten Aktionen

Aktion: Kalibrierung
Calibrate Magnification
Units Per Pixel: 0,571

Units: pm

Aktion: Basalmembran
Erstellen Ebene
Verwenden: Ebene
Name: "Basalmembran”
Auswahl Ebene "Basalmembran”
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Basalmembran"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Setzen Vordergrundfarbe
Als: RGB-Farben
Rot: 0
Grin: 0
Blau: 0
Auswahl Buntstift
Setzen aktueller Pinsel
Als: Pinsel
Hauptdurchmesser: 1 Pixel
Stopp
Meldung: "Bitte zeichnen Sie die Ba-

salmembran ein."
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Aktion: Obergrenze Stratum corneum
Erstellen Ebene
Verwenden: Ebene
Name: "Obergrenze Stratum corneum"
Auswahl Ebene "Obergrenze Stratum corneum"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Obergrenze Stratum cor-
neum"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Setzen Vordergrundfarbe
Als: RGB-Farben
Rot: 0
Grun: 0
Blau: 0
Auswahl Buntstift
Setzen aktueller Pinsel
Als: Pinsel
Hauptdurchmesser: 1 Pixel
Stopp
Meldung: "Bitte zeichnen Sie die Ober-

grenze des Stratum corneums ein."

Aktion: Untergrenze Stratum corneum
Erstellen Ebene
Verwenden: Ebene
Name: "Untergrenze Stratum corneum"
Auswahl Ebene "Untergrenze Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Untergrenze Stratum cor-
neum"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Setzen Vordergrundfarbe
Als: RGB-Farben
Rot: 0
Grin: 0
Blau: 0
Auswahl Buntstift
Setzen aktueller Pinsel
Als: Pinsel
Hauptdurchmesser: 1 Pixel
Stopp
Meldung: "Bitte zeichnen sie die Unter-

grenze des Stratum corneums ein."

Aktion: Flache vitale Epidermis
Auswahl Ebene "Untergrenze Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "vitale Epidermis"
2
Auswahl Ebene "vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Einblenden Ebene "Basalmembran”
Auswahl Ebene "Basalmembran"”
Ohne Sichtbar machen
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "Basalmembran Kopie"
2

Aktion: Flache Stratum corneum
Auswahl Ebene "Untergrenze Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "Stratum corneum"”
2
Auswahl Ebene "Stratum corneum”
Einblenden Ebene "Stratum corneum"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Auswahl Ebene "Obergrenze Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Obergrenze Stratum cor-
neum"
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "Begrenzung Stratum corneum

Kopie"
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Auswahl Ebene "Basalmembran Kopie"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Basalmembran Kopie"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene

Auf eine Ebene reduzieren

Stopp

Meldung: "Bitte das Zauberstab-
Werkzeug auswahlen und in die vitale Epider-
mis klicken."
Flache fillen

Verwenden: Schwarz
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Auswahl umkehren
Flache fllen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Duplizieren aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Setzen Ebenenstile von aktueller Ebene
Als: Ebenenstile
Skalieren: 100%
Kontur flllen: Kontur
Mit Aktiviert
Position: innen
Fallmethode: Farbe
Modus: normal
Deckkraft: 100%
GroRe: 1 Pixel
Farbe: RGB-Farben
Rot: 255
Grin: 255
Blau: 255
Auf eine Ebene reduzieren

Ausblenden Ebene "vitale Epidermis"

2
Auswahl Ebene "Begrenzung Stratum corneum
Kopie"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Ebene "Begrenzung Stratum cor-
neum Kopie"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Auf eine Ebene reduzieren
Stopp
"Bitte das Zauberstab-

Werkzeug auswahlen und in das Stratum cor-

Meldung:

neum klicken."
Flache fillen
Verwenden: Schwarz
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Auswahl umkehren
Flache fillen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Duplizieren aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Setzen Ebenenstile von aktueller Ebene
Als: Ebenenstile
Skalieren: 100%
Kontur fullen: Kontur
Mit Aktiviert
Position: innen
Flllmethode: Farbe
Modus: normal
Deckkraft: 100%
Grofe: 1 Pixel
Farbe: RGB-Farben
Rot: 255
Griin: 255
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Blau: 255
Auf eine Ebene reduzieren

Ausblenden aktueller Ebene

Aktion: Dicke Stratum corneum
Offnen

C:\Dickemessung.jpg
Setzen Auswahl

Als: alle
Kopieren
SchlieRen
Erstellen Ebene

Verwenden: Ebene

Name: "Dicke Stratum corneum”

Einblenden Ebene "Dicke Stratum corneum"

Auswahl Ebene "Dicke Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Einfligen
Glatten: ohne
Auswahl Ebene "Stratum corneum"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Farbbereich
Farben: Lichter
Auswahl Ebene "Dicke Stratum corneum”
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Flache fullen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Auswahl Ebene "Stratum corneum"
Ohne Sichtbar machen
Ausblenden aktueller Ebene

Auswahl Ebene "Dicke Stratum corneum"

Aktion: Dicke vitale Epidermis
Offnen

C:\Dickemessung.jpg
Setzen Auswahl

Als: alle
Kopieren
SchlieRen
Erstellen Ebene

Verwenden: Ebene

Name: "Dicke vitale Epidermis"

Einblenden Ebene "Dicke vitale Epidermis"

Auswahl Ebene "Dicke vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Einfligen
Glatten: ohne
Auswahl Ebene "vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Farbbereich
Farben: Lichter
Auswahl Ebene "Dicke vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Flache flllen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Auswahl Ebene "vitale Epidermis”

Ohne Sichtbar machen
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Ohne Sichtbar machen

Ausblenden aktueller Ebene

Ausblenden aktueller Ebene
Auswahl Ebene "Dicke vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen

Ausblenden aktueller Ebene

Aktion: positive Zellkerne
Auswahl Ebene "vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: Ebene 8
Ohne Auswahl anpassen
Farbbereich
Farben: Lichter
Auswahl Ebene "Hintergrund"
Ohne Sichtbar machen
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "positive Zellkerne"
2
Bewegen aktueller Ebene
Bis: Ebene 9
Ohne Auswahl anpassen
Flache fullen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Kanalmixer
Mit Monochromatisch
Schwarz-Ausgabe: ist eine Mischung
aus
Rot: -200%
Grin: 170%
Blau: 170%
Ausblenden Ebene "Dicke vitale Epidermis”

Ausblenden Ebene "Dicke Stratum corneum"

Ausblenden Ebene "Stratum corneum"”
Ausblenden Ebene "Basalmembran”
Ausblenden Ebene "Obergrenze Stratum cor-
neum"
Ausblenden Ebene "Untergrenze Stratum cor-
neum"
Ausblenden Ebene "vitale Epidermis"
Setzen aktueller Ebene

Als: Ebene

Modus: multiplizieren
Stopp
"Bitte wahlen Sie Bild > An-
passen > Schwellenwert und setzen Sie den
das alle MIB-

Meldung:

Schhwellenwert  so,
positiven Zellen schwarz
dargestellt werden."
Watershed Segmentation
Reject Features

Edge Cutoff Mode: <unbekannt>

Cutoff Size (Pixels): 40
Outline
Setzen aktueller Ebene

Als: Ebene

Modus: abdunkeln
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Aktion: Flache Farbung
Auswahl Ebene "Hintergrund"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden Hintergrund
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "Flache Farbung"
2
Kanalmixer
Mit Monochromatisch
Schwarz-Ausgabe: ist eine Mischung aus
Rot: -200%
Grin: 170%
Blau: 170%
Auswahl Ebene "vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Einblenden aktueller Ebene
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Farbbereich
Farben: Lichter
Ausblenden aktueller Ebene
Auswahl Ebene "Flache Farbung"
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Flache fillen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Schwellenwert
Tonwertkorrektur: 170
Reject Features
Edge Cutoff Mode: Remove any edge
Cutoff Size (Pixels): 40

Ausblenden Ebene "Flache Farbung"

Aktion: Dichte Farbung
Auswahl Ebene "Hintergrund"
Ohne Sichtbar machen
Duplizieren aktueller Ebene
Name: "Dichte Farbung"
2
Kanalmixer
Mit Monochromatisch
Schwarz-Ausgabe: ist eine Mi-
schung aus
Rot: -200%
Grin: 170%
Blau: 170%
Einblenden Ebene "vitale Epidermis"
Auswahl Ebene "vitale Epidermis"
Ohne Sichtbar machen
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Farbbereich
Farben: Lichter
Auswahl Ebene "Dichte Farbung"
Ohne Sichtbar machen
Ausblenden aktueller Ebene
Einblenden Ebene "Dichte Farbung"
Bewegen aktueller Ebene
Bis: vorne Ebene
Flache flllen
Verwenden: Weil}
Deckkraft: 100%
Modus: normal
Setzen Auswahl
Als: ohne
Ausblenden aktueller Ebene

Ausblenden Ebene "vitale Epidermis"
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9. Thesen

1. Immunhistochemisch nachweisbare Proliferations- und Differenzierungsmarker
sind fur die Diagnostik und Erforschung verschiedener Dermatosen von herausra-

gender Bedeutung.

2. Mit dem vorgestellten digitalen Bildanalyseverfahren lassen sich immunhistoche-
misch nachgewiesene Proliferations- und Differenzierungsmarker in der Epidermis
zuverlassig quantifizieren. Durch die Anwendung einer leicht zuganglichen und ver-
breiteten Software (Adobe Photoshop und Image Processing Tool Kit) sowie durch
die weitestgehend automatisierte Arbeitsweise ist das Verfahren praktikabel und er-

moglicht die Nutzbarkeit durch andere Anwender.

3. Das Ausmald der Verhornung sowie die GroRe der vitalen Epidermis lassen sich
mit Hilfe der digitalen Bildanalyse quantifizieren, wobei die Flachenmessung als die

zuverlassigere Messmethode anzusehen ist.

4. Bei der Psoriasis vulgaris, beim Lichen ruber und bei aktinischen Keratosen be-
steht zumeist eine Hyperkeratose. Der prozentuale Anteil des Stratum corneum an
der Gesamtepidermisdicke ist im Vergleich zu gesunder Haut jedoch nur bei aktini-

schen Keratosen erhoht.

5. Bei der Psoriasis vulgaris finden Proliferationsvorgange auch suprabasal statt.
Quantitativ ist im Vergleich zu gesunder Haut eine vermehrte Expression des Prolife-

rationsmarkers Ki-67 nachweisbar.

6. Bei der Psoriasis vulgaris ist die Expression des Differenzierungsmarkers Fi-
laggrin stark verringert. Die Intensitat von Cytokeratin 10 ist erniedrigt, bezuglich der
flachenmaRigen Auspragung finden sich keine Unterschiede im Vergleich zu gesun-
der Haut. Fur den spaten Differenzierungsmarker Involucrin sind die Ergebnisse un-

einheitlich.

7. Beim Lichen ruber besteht eine im Vergleich zu gesunder Haut erhdohte Anzahl

MIB1-positiver Zellen.
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8. Beim Lichen ruber mit der krankheitstypischen Hyperproliferation des Stratum
granulosum wird der Differenzierungsmarker Filaggrin bezuglich seiner Intensitat
vermehrt exprimiert. Fur die flachenmaRige Auspragung lassen sich keine signifikan-
ten Unterschiede aufzeigen. Cytokeratin 10 wird geringer als in gesunder Haut
exprimiert. Fur den spaten Differenzierungsmarker Involucrin kénnen keine Unter-

schiede zu gesunder Haut nachgewiesen werden.

9. Bei aktinischen Keratosen sind MIB1-positive Zellen teilweise auch in den supra-
basalen Anteilen der vitalen Epidermis sichtbar. Quantitativ lassen sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zu normaler Haut aufzeigen, weshalb unsere Annahme,

eine gesteigerte Ki-67-Expression vorzufinden, nicht bestatigt werden kann.

10. Fir die beiden Differenzierungsmarker Filaggrin und Cytokeratin 10 finden sich
bei den aktinischen Keratosen erwartungsgemal eine im Vergleich zu gesunder
Haut verminderte Expression. Die Ergebnisse aus der Messung der Involucrin-
Expression sind bei aktinischen Keratosen uneinheitlich.

11. Ein Zusammenhang zwischen der Auspragung des N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptors (NMDA-Rezeptor) und der Expression der Proliferations- und Differenzie-

rungsmarker lasst sich in der vorliegenden Untersuchung nicht finden.

12. Die Expression des NMDA-Rezeptors ist bei Verhornungsstérungen mit Parake-

ratose vermindert.
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