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ZUSAMMENFASSUNG

Das atopische Ekzem (AE) gehort zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter, beginnt in den meisten Fallen in den ersten Lebensjahren und kann innerhalb
einiger Jahre abheilen oder einen chronischen Verlauf einnehmen. Bislang ist die
Vorhersage des individuellen Erkrankungsverlaufs nur bedingt anhand von
vorbeschriebenen Risikofaktoren (z.B. positive Familienanamnese fir atopische
Erkrankungen) fur eine Erkrankungspersistenz bis zum Schulalter méglich. Da es von
hoher klinischer Relevanz ist, Kinder mit einem erhdhten Risiko fur einen langeren AE
Verlauf frihzeitig zu erkennen, wurde in dieser Arbeit der prognostische Wert von

Serumproteinen und klinischen Parametern untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde ex vivo die Stabilitat von einigen bei AE vorbeschriebenen
Serummarkern evaluiert. Dabei ergaben sich Hinweise auf eine gute Kurz- sowie
Langzeitstabilitdt von CCL5, CCL17 und CCL22. Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine
retrospektive, monozentrische Studie durchgefiihrt. In dieser Studie wurde retrospektiv
der Erkrankungsverlauf von 124 padiatrischen AE Patienten erhoben und das Serum
dieser aus einer frilhen Erkrankungsphase mittels Luminex Technologie untersucht. Hier
wurden mehrere Serumproteine mit Assoziation zum Erkrankungsverlauf identifiziert. So
zeigten Patienten mit AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr in friihen Erkrankungsphasen
signifikant héhere Serumkonzentrationen an INF-y sowie IL-7 im Vergleich zu Patienten
mit AE Remission vor dem 7. Lebensjahr. Patienten mit einer AE Remission vor dem 7.
Lebensjahr hingegen zeigten in frihen Erkrankungsphasen signifikant hoéhere
Serumkonzentrationen an CCL22 sowie VEGF im Vergleich zu Patienten mit AE
Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. Auch konnten anhand einer Cluster-Analyse Endotypen
der Erkrankung mit Assoziation zum Erkrankungsverlauf identifiziert werden. So war eine
Kombination aus erhéhten Serumkonzentrationen an Gesamt- IgE, spezifischen- IgE, IL-

17, IL-9, CCL17, CCL22 und MIP-1} in frihen Erkrankungsphasen mit einer AE
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Persistenz bis zum 7. Lebensjahr assoziert. Die Kombination erhohter
Serumkonzentrationen an VEGF und TIMP-1 in frihen Erkrankungsphasen waren
hingegen mit einer AE Remission vor dem 7. Lebensjahr assoziert. Des Weiteren wurden
mehrere klinische Faktoren mit Assoziation zum Erkrankungsverlauf identifiziert.
Patienten, deren AE Lasionen durch Stress und/oder Wetterveranderungen und/oder
Pollenexposition verschlechtert wurden, hatten ein deutlich héheres Risiko fir eine
Erkrankungspersistenz bis zum 7. Lebensjahr. Eine schwere Erkrankungsauspragung im
3. Lebensjahr sowie die Entwicklung von atopischen Komorbiditaten im Verlauf waren
ebenfalls mit einer Erkrankungspersistenz bis zum 7. Lebensjahr assoziert. Zudem wurde
ein Prognosemodell etabliert, welches anhand von wenigen klinischen Parametern und
der Serumkonzentration von einigen Zytokinen den AE Verlauf (Persistenz vs. Remission)
bis zum 7. Lebensjahr vorhersagen kann.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit mehrere Parameter mit prognostischem Wert
fur den naturlichen Verlauf eines AE im Kindesalter identifiziert. Eine frihe

Risikostratifizierung von AE Patienten ist von sehr hoher klinischer Relevanz.
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Einleitung

Uberblick liber das Inmunsystem der Haut

In der Haut sind innate und adaptive Immunzellen gemeinsam mit Keratinozyten sowie
kommensalen Bakterien des Hautmikrobioms an der Abwehr von pathogenen Erregern
beteiligt.

Keratinozyten sind der Hauptbestandteil der Epidermis und exprimieren an ihrer
Oberflache Mustererkennungsrezeptoren, sog. pattern- recognition- patterns (PRR),
welche durch pathogen associated molecular patterns (PAMPs) und danger associated
molecular patterns (DAMPs) aktiviert werden (Nestle, Di Meglio et al. 2009). PAMPs sind
hochkonservierte Bestandteile von Erregern und DAMPs sind Toxine sowie Molekile, die
von nekrotischen Zellen freigesetzt werden. Je nach Aktivierungsart setzen Keratinozyten
Zyto- sowie Chemokine frei, welche die Rekrutierung sowie Aktivierung von weiteren
Immunzellen induzieren (Nestle, Di Meglio et al. 2009). In der Epidermis befinden sich
weiterhin Langerhanszellen, die wie dermale dendritische Zellen (dDC) zu den
antigenprasentierenden Zellen (APC) gehoéren. Sie sind uber die Aufnahme und
Prozessierung von Antigenen an der Aktivierung von CD4- sowie CD8- positiven T- Zellen
in den regionalen Lymphknoten beteiligt (Atmatzidis, Lambert et al. 2017). CD4-positive T-
Zellen sind an der Aktivierung und Verstarkung von Immunprozessen beteiligt und bilden
eine heterogene Zellpopulation. Man unterscheidet zwischen verschiedenen Phanotypen,
die durch Stimulierung von naiven CD4-positiven T- Zellen mit unterschiedlichen
Zytokinen entstehen. Jeder Phanotyp hat einen charakteristischen
Mastertranskriptionsfaktor, der bei Aktivierung der Zelle die Produktion von bestimmten
Zytokinen induziert. T-Helfer 1 Zellen (Th1-Zellen) entstehen unter dem Einfluss von IL-12
und IFN-y und haben als Mastertranskriptionsfaktor T-bet (Zhang, Zhang et al. 2014). Ihr
Leitzytokin ist IFN-y, welches in Plasmazellen die Produktion von IgG induziert und

9
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Makrophagen sowie CD8-positive T-Zellen aktiviert (Raphael, Nalawade et al. 2015).
Makrophagen phagozytieren Erreger sowie nekrotische Zellen und setzen je nach
Mikromileu, in dem sie sich befinden, unterschiedliche Molekiile frei. So produzieren sie
bei Stimulation durch Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Interferon-y (IFN-y)
proinflammatorische Zytokine (Mosser and Edwards 2008) wohingegen sie unter dem
Einfluss von IL-4 Bestandteile der extrazellularen Matrix sezernieren (Kreider, Anthony et
al. 2007). Zytotoxische CD8-positive T-Zellen hingegen erkennen infizierte und
transformierte Zellen Uber ihren spezifischen T- Zell- Rezeptor und zerstéren diese durch
die Freisetzung von zytotoxischen Substanzen oder durch Aktivierung des Fas-
Rezeptors. Des Weiteren inhibiert INF-y die Proliferation von CD4-positiven T-Helfer 2
Zellen (Th2-Zellen) (Oriss, McCarthy et al. 1997). Th2-Zellen entstehen unter dem
Einfluss von IL-4 und haben als Mastertranskriptionsfaktor GATA3 (Zhang, Zhang et al.
2014). lhre Leitzytokine sind IL-4, IL-5 und IL-13 (Raphael, Nalawade et al. 2015). IL-4
und IL-13 induzieren in Plasmazellen die Produktion von IgE- Antikbrpern und inhibieren
in den Keratinozyten die Expression von AMP (Howell, Gallo et al. 2006). IL-5 ist an der
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten beteiligt (Wynn 2015). Auch inhibieren die
Leitzytokine von Th2-Zellen die Proliferation von Th1-Zellen (Wynn 2015). Des Weiteren
gibt es T-Helfer 17 Zellen (Th17-Zellen), welche unter dem Einfluss der
proinflammatorischen Molekile IL-6 und transforming growth factor 3 (TGF-R) entstehen
und RORyt als Mastertranskriptionsfaktor haben (Korn, Bettelli et al. 2009). Sie
sezernieren IL-22 und IL-17, welche die Expression von AMP in Keratinozyten induzieren
(Liang, Tan et al. 2006). IL-17 ist auch an der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
beteiligt (Eyerich, Traidl-Hoffmann et al. 2017), welche ihre Wirkung uber die Phagozytose
von Erregern sowie die Freisetzung von Proteasen entfalten. IL-22 stimuliert die
Proliferation von Keratinozyten und wird gemeinsam mit TNF-a auch von T-Helfer 22

Zellen (Th22-Zellen) gebildet; diese Subpopulation von CD4-positiven T-Zellen entsteht
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unter dem Einfluss von IL-6 und TNF- a (Eyerich, Eyerich et al. 2009). Unter dem Einfluss
von TGF- entstehen die regulatorischen T-Helfer Zellen (T-reg), welche als
Mastertranskriptonsfaktor FoxP3 haben und die immunmodulierende Zytokine IL-10 und

TGF-B produzieren (Eyerich and Eyerich 2018).

Naive
CD4- positive T- Zelle
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Th-1 Th-2 Th-17 Th- 22 T-reg

IFN- IL-4, IL-13, IL-17 IL-22 IL-10
y IL-5, IL-31 IL-22 TNF-a TGF-B

Abbildung 1- Differenzierungsbedingungen, Phdnotypen und Leitzytokine der CD4- positiven T- Zellen.
Th= CD4- positive T- Helfer Zelle. T-reg= Regulatorische CD4- positive T- Zelle.

Mod. nach: https://www.trillium.de/zeitschriften/trillium-immunologie/archiv-trillium-immunologie/trillium-
immunologie ausgaben-2018/heft-12018/aus-der-grundlagenforschung/lymphozytensubpopulationen-in-der-

allergie.html (letzter Aufruf am 23.11.19).

Auch lassen sich in der Haut lymphoide Zellen (ILC) der angeborenen Immunabwehr
nachweisen, die morphologisch Lymphozyten ahneln aber keinen antigenspezifischen
Rezeptor haben (van de Poel 2013). Sie bilden eine heterogene Zellpopulation und
lassen sich analog zu CD4 positiven T-Helfer-Zellen je nach sezernierten Zytokinen in

unterschiedliche Subpopulationen einteilen. Man unterscheidet zwischen ILC1, ILC2 und
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ILC3. Im aktivierten Zustand produzieren ILC1 TNF und INFy, ILC2 IL-4, IL-5 und IL-13
und ILC3 IL-17 und IL-22 (Ebbo, Crinier et al. 2017).

Das Hautmikrobiom besteht aus Millionen von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze und
Viren) und hat bei jedem Individuum eine unterschiedliche Zusammensetzung (Byrd,
Belkaid et al. 2018). Die Hauptbestandteile des Hautmikrobioms sind kommensale
Bakterien, wie beispielweise Staphylokokken und Propionibakterien, die Gber direkte und
indirekte Mechanismen die Proliferation von pathogenen Erregern verhindern. Es wurde
gezeigt, dass mehrere kommensale Bakterien (insbesondere Staphylokokkus
epidermidis) die Bildung von IL-17 sezernierenden T- Zellen induzieren (Naik, Bouladoux
et al. 2015). IL-17 ist ein wichtiges Zytokin im Rahmen der unspezifischen Abwehr von
Erregern, da es in Keratinozyten die Expression von antimikrobiollen Peptiden (AMP), wie
humanes R-Defensin 2 (hBD-2), induziert (Schroder 2011). Diese Peptide sind in der Lage
zahlreiche Gram + und Gram - Bakterien, Viren und Pilze zu téten (Schroder 2011). Es
gibt Hinweise darauf, dass kommensale Bakterien Resistenzmechanismen gegen AMP
haben und somit von dieser innaten Immunreaktion unbeeinflusst bleiben (Cullen,
Schofield et al. 2015). Auch sind gewisse kommensale Bakterien in der Lage die AMP
Produktion in den Keratinozyten direkt zu induzieren und bakterizide Stoffe zu
produzieren (Lai, Cogen et al. 2010). So wurde beobachtet, dass Staphylokokkus
epidermidis und Staphylokokkus hominis, ein hochpotentes Peptid bilden, welches
selektiv Staphylokokkus aureus tétet (Nakatsuji, Chen et al. 2017). Auch Staphylokokkus
lugdunensis kann durch die Bildung des Antibiotikum Lugdunin die Proliferation von

Staphylokokkus aureus inhibieren (Zipperer, Konnerth et al. 2016).
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Atopisches Ekzem (AE)

Epidemiologie und Verlauf

Das atopische Ekzem (AE) ist in den westlichen Industrienationen mit einer Pravalenz von
10-30% im Kindes- (Deckers, McLean et al. 2012) und von bis zu 10% im
Erwachsenenalter (Silverberg and Hanifin 2013) eine haufige chronisch entzindliche
Hauterkrankung. Im Kindesalter ist sie in Deutschland die haufigste chronische
Erkrankung Uberhaupt (Schmitt, Schmitt et al. 2009). In den letzten Jahrzehnten wurde
global eine Zunahme der Erkrankungshaufigkeit beobachtet (Deckers, McLean et al.
2012). Eine mdogliche Erklarung hierflr bietet die Hygiene-Hypothese. Diese postuliert,
dass die heutige Population aufgrund der verbesserten Hygieneverhaltnissen weniger
Kontakt zu Erregern hat und die Folge davon eine verminderte Aktivitdt der im Kontext
von AE protektiven Typ-1 Immunitat ist (Tulic, Wale et al. 2000). Fur diese Hypothese
spricht eine breit angelegte Beobachtungsstudie, die gezeigt hat, dass Kinder, die auf
einem Bauernhof aufwachsen, seltener Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis
entwickeln (Riedler, Braun-Fahrlander et al. 2001).

AE beginnt in den meisten Fallen in den ersten Lebensjahren (Bieber 2012) und kann
innerhalb einiger Jahre abheilen oder einen chronisch rezidivierenden Verlauf einnehmen
(Kim, Chao et al. 2016) (llli, von Mutius et al. 2004). Warum nur bei einigen Patienten die
Erkrankung innerhalb weniger Jahre remittiert, ist nicht bekannt. (llli, von Mutius et al.
2004) zeigten eine Erkrankungspersistenz im 7. Lebensjahr bei ca. 60% der Patienten mit
AE Beginn in den ersten Lebensjahren. Eine aktuellere Metaanalyse hingegen zeigte AE
Remissionsraten von 80% bis zum 8. Lebensjahr (Kim, Chao et al. 2016). Hoher
soziodkonomischer Status, weibliches Geschlecht, positive Familienanamnese fir
atopische Erkrankungen, schwerer Erkrankungsverlauf und das Vorliegen von erhohten

IgE- Konzentrationen in frihen Erkrankungsphasen wurden als Risikofaktoren fur eine AE
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Persistenz bis zum Schulalter beschrieben (llli, von Mutius et al. 2004) (Guo, Tseng et al.

2015) (Kim, Chao et al. 2016) (Thorsteinsdottir, Stokholm et al. 2019).

Atiopathogenese

Die genaue Ursache dieser vielschichtigen und komplexen Erkrankung ist nicht bekannt.
Genetische Faktoren sowie Umwelteinflisse spielen bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung eine wichtige Rolle. Genomweite Assoziationsstudien haben zahlreiche
Gene erkannt, die mit AE assoziert sind (Hirota, Takahashi et al. 2012) (Weidinger, Willis-
Owen et al. 2013) (Paternoster, Standl et al. 2015). Einige dieser Gene, wie
beispielsweise TSLP und STAT3, kodieren fir Bestandteile des Immunsystems, andere
hingegen, wie beispielsweise XIRP2 und FLG, kodieren fir Bestandteile der epidermalen
Barriere (Weidinger, Beck et al. 2018). Die starkste genetische Assoziation zur
Erkrankung haben die Funktionsverlustmutationen im FLG-Gen, die das Risiko einer AE
Entwicklung bei einem heterozygoten Mutationstrager um ca. das 3- fache erhdhen
(Rodriguez, Baurecht et al. 2009). Funktionsverlustmutationen im FLG-Gen flhren zu
einem Mangel an Fillagrin in den Keratinozyten. Das Fehlen dieses Strukturproteins geht
mit einer Dysfunktion der epidermalen Barriere einher. Die Erkrankungsschiibe werden
bei jedem Patienten durch unterschiedliche Umweltfaktoren (z.B. Wetterveranderungen,
Textilien, Allergene, etc.) ausgeldst.

AE Lasionen sind durch Veranderungen im Hautmikrobiom, einer Dysfunktion der
epidermalen Barriere und einer kutanen Inflammation charakterisiert. Das Mikrobiom von
AE Lasionen ist durch eine reduzierte Bakterienvielfalt sowie einer vermehrten Besiedlung
mit Staphylococcus aureus charakterisiert (Higaki, Morohashi et al. 1999) (Kong, Oh et al.
2012). Es ist bis heute nicht bekannt, ob die veréanderte Mikrobiomzusammensetzung die
Ursache oder die Folge der kutanen Inflammation ist. Fir die Theorie, dass die

Proliferation von Staphylococcus aureus eine Folge der kutanen Inflammation ist, spricht
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die Tatsache, dass IL-4 und IL-13, welche reichlich in AE Lasionen vorhanden sind, die
Expression von AMP in Keratinozyten hemmen (Howell, Gallo et al. 2006) (Eyerich,
Pennino et al. 2009). Weiterhin reduzieren IL-4 und IL-13 die Expression von Fillagrin in
den Keratinozyten (Howell, Kim et al. 2007); ein Mangel an Abbauprodukten dieses
Strukturproteins fuhrt zu einer pH Erhéhung im Stratum corneum, welche die Proliferation
von Staphylokokkus aureus beglnstigt (Irvine, McLean et al. 2011). Mdglicherweise fuhrt
aber auch das Fehlen von gewissen kommensalen Bakterien, die selektiv gegen
Staphylococcus aureus gerichtete Antibiotika produzieren, zu einer verstarkten
Proliferation des Bakteriums (Zipperer, Konnerth et al. 2016) (Nakatsuji, Chen et al.
2017). Staphylococcus aureus setzt Proteasen (Nakatsuji, Chen et al. 2016) und Toxine
(Berube and Bubeck Wardenburg 2013) frei, welche die Integritat epidermalen Barriere
schadigen. Die epidermale Barriere besteht aus einem klar strukturierten Verbund von
Keratinozyten, die zu kernlosen Korneozyten heranreifen. Die Korneozyten bilden
gemeinsam mit den sie umgebenden Lipidlamellen die duerste Schicht der epidermalen
Barriere (Stratum corneum). Die epidermale Barriere schiitzt durch ihren geordneten
Aufbau vor transepidermalem Wasserverlust (Seidenari and Giusti 1995) und der
Penetration von exogenen Molekilen Gber die Haut in den Koérper (Fallon, Sasaki et al.
2009). AuRere Faktoren wie Kratzen und aggressive Seifen sowie wie oben beschrieben
die Produkte von Staphylococcus aureus kdnnen die Integritat der epidermalen Barriere
schadigen. Auch kénnen genetische Mutationen (Paternoster, Standl et al. 2015) sowie
Veranderungen im Glukokortikoidhaushalt bei Stress (David Boothe, Tarbox et al. 2017)
Uber eine verminderte Expression von Strukturproteinen in den Keratinozyten zu einer
Dysfunktion der epidermalen Barriere fiihren. In diesem Zusammenhang spielen auch IL-
4 und IL-13 eine wichtige Rolle, da sie in Keratinozyten die Expression von
Strukturproteinen hemmen (Pellerin, Henry et al. 2013) und die Expression von

Proteasen, die Zellverbindungen degradieren, induzieren (Morizane, Yamasaki et al.
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2012). Keratinozyten setzten bei Schadigung der epidermalen Integritat
proinflammatorische Mediatoren, wie TSLP und IL-33, frei (Weidinger, Beck et al. 2018).
TSLP stimuliert Uber die Aktivierung von dendritischen Zellen die Bildung von Th2- Zellen
(Soumelis, Reche et al. 2002), welche das Entziindungsgeschehen in akuten AE
Lasionen dominieren. IL- 33 hingegen aktiviert ILC2- Zellen, die durch die Produktion von
IL-5 und IL-13 die Typ 2- Immunantwort verstarken (Imai 2019). Im Rahmen der starken
Inflammation werden Autoantigene frei, welche die Bildung von Th1-, Th17- und Th22-
Zellen induzieren (Hradetzky, Roesner et al. 2014). Diese Zelltypen orchestrieren
gemeinsam mit Th2- Zellen das Entzindungsgeschehen in chronischen AE Lasionen.
Passend dazu zeigte sich in der Histologie von chronischen AE L&sionen eine
Hyperplasie der Epidermis (Weidinger, Beck et al. 2018); IL-22, das sowohl von Th-17 als
auch von Th-22 Zellen gebildet wird, stimuliert ndmlich die Proliferation von Keratinozyten

(Eyerich, Eyerich et al. 2009).

Genetische Individuelle
Pradisposition Triggerfaktoren

Atopisches Ekzem

Veranderungen Kutane

im Inflammation
Hautmikrobiom

Dysfunktion der
epidermalen
Barriere

Abbildung 2- Die atiopathogenetischen Saulen von AE.
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Klinik

Im Allgemeinen haben die Patienten mit AE eine trockene Haut (Xerosis cutis) und haufig
auch krankheitsspezifische Stigmata, wie das Dennie Morgan Zeichen (doppelte
Unterlidfalte) und das Hertoghe- Zeichen (laterale Ausdinnung der Augenbraue).
Individuelle Triggerfaktoren (wie beispielweise Stress oder Wetterveranderungen) flhren
zu akuten Lasionen der Erkrankung, die durch ein nassendes, haufig mit
Kratzexkoriationen versehenes Ekzem charakterisiert sind und im Verlauf chronifizieren
kénnen. Die chronischen AE Lasionen sind typischerweise lichenifiziert und weisen
Hyperpigmentationen auf. Je nach Alter sind unterschiedliche Kérperpartien vorrangig von
der Erkrankung betroffen. So zeigen Sauglinge hauptsachlich erythematése Plaques im
Gesichtsbereich, am Stamm und an den Extensorenseiten wohingegen Kinder und
Jugendliche akute sowie chronische Lasionen insbesondere in den Gelenkbeugen

entwickeln.

Das Leitsymptom der Erkrankung ist ein starker und qualender Juckreiz (Pruritus). Dieses
Symptom wird Uber histaminabhdngige sowie histaminunabhangige Mechanismen
ausgeldst. Histamin wird im Rahmen der kutanen Inflammation von aktivierten Mastzellen
und basophilen Granulozyten freigesetzt und bindet an den Histaminrezeptoren (Typ 1
und Typ 4) auf sensorischen C- Fasern (Weidinger, Beck et al. 2018). Auch induziert
Histamin durch die Bindung an dem Histaminrezeptor Typ 4 auf Th-2 Zellen die Bildung
von IL-31 (Gutzmer, Mommert et al. 2009). IL-31 sowie IL-4 und TSLP, die in hohen
Konzentrationen in AE L&sionen vorhanden sind, aktivieren ihrerseits direkt die
sensorischen C- Fasern in der Haut, welche die Juckreizempfindung zum zentralen
Nervensystem weiterleiten (Wilson, The et al. 2013) (Mollanazar, Smith et al. 2016). Des
Weiteren sezernieren die sensorischen Nervenendigungen bei Aktivierung durch die oben

genannten Mediatoren Substanz P, welches durch die Bindung an den Neurokinin-
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Rezeptor auf Immunzellen die weitere Bildung von Entziindungsmediatoren, die an der
Aufrechterhaltung der Juckreizempfindung beteiligt sind, induziert (Mollanazar, Smith et

al. 2016).

Die Diagnose AE wird anhand der typischen Klinik nach den Kriterien von Hanifin und
Rajka (Hanifin JM 1980) gestellt. Nur in unklaren Fallen und bei Verdacht von
Differenzialdiagnosen wird diese durch eine histologische Probe gesichert (Werfel,
Heratizadeh et al. 2015). Der Schweregrad des Ekzems wird mit dem SCORAD
(SCORIing Atopic Dermatitis) Wert abgeschatzt. Diese untersucherabhangige
Bewertungsmethode beurteilt neben der Ausdehnung und Intensitat der Lasionen die
subjektive Symptomatik des Patienten (Juckreiz und Schlafverlust) (J.F. Stalder 1993).
Bei einem Scorad Wert <25 liegt eine leichte Form, bei einem Scorad Wert zwischen 25
und 60 Punkten eine mittelschwere Form und bei einem Scorad Wert >60 eine schwere
Form der Erkrankung vor. Im klinischen Alltag ist diese Schweregradeinteilung
insbesondere im Rahmen der Therapieentscheidung sowie des Therapiemonitorings

relevant.

AE Patienten haben ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung von kutanen Infektionen, wie
Impetigo contagiosa durch Staphyloccus aureus, Dellwarzen durch das Molluscum-
contagiosum- Virus und Ekzema herpeticatum durch Herpex simplex Viren. Die erhéhte
Suszeptibilitat flr kutane Infektionen beruht einerseits auf die gestorte Integritat der
Epidermis, die die Ausbreitung von Erregern beginstigt, und andererseits auf die
verminderte Synthese von AMP durch die Keratinozyten im Th-2 Zell dominierten

entziindlichen Milieu bei AE.
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Therapie

Die Therapie von AE umfasst sowohl im Kindes- als auch im Erwachsenenalter neben der
Identifizierung und Meidung von individuellen Triggerfaktoren der Erkrankung topische
sowie systemische Behandlungen.

Die wichtigste Saule in der Behandlung von AE ist die Basistherapie. Die Basistherapie
sieht die tagliche Anwendung von topischen Urea- oder Glycerin- oder Ceramid- haltigen
Mitteln am gesamten Integument vor, welche die epidermale Barrierefunktion gunstig
beeinflussen und somit zur Einsparung von weiteren topischen immunmodulierenden
Produkten flhren (Chylla, Schnopp et al. 2018). Fir die selektive topische Behandlung
von ekzematdsen Hautarealen werden Glukokortikoide und Calcineurininhibitoren
eingesetzt. Topische Steroide wirken immunsuppressiv (Coutinho and Chapman 2011)
und haben ein geringes Nebenwirkungsprofil. Topische Calcineurininhibitoren wirken
ebenfalls Uber die Hemmung der T- Zell Aktivierung (Nakahara, Morimoto et al. 2018)
immunsuppressiv und werden v.a. am im Gesichts- und Genitalbereich eingesetzt, da sie
im Unterschied zu topischen Glukokortikoiden keine Hautatrophie verursachen. Beide
topischen Praparate werden sowohl bei der Behandlung von akuten Lasionen als auch in
der Erhaltungsphase im Sinne einer proaktiven Therapie eingesetzt. Bei der proaktiven
Therapie wird die topische Therapie nach Abklingen des Ekzems in niedrigerer Dosierung
fortgefuhrt; es konnte gezeigt werden, dass dank dieser Erhaltungstherapie die
beschwerdefreien Intervalle langer bleiben (Wollenberg and Bieber 2009). Bei schweren
AE Manifestationen werden topische Behandlungen mit systemischen Therapien
kombiniert. Im Kindesalter geschieht dies in seltenen Fallen; bei schweren
therapierefraktaren AE Formen kann jedoch in dieser Altersklasse eine off- label Therapie
mit Ciclosporin versucht werden (Werfel, Heratizadeh et al. 2015). Im Erwachsenenalter
ist Ciclosporin hingegen fir die systemische Behandlung von AE zugelassen (Werfel,

Heratizadeh et al. 2015). Bei Unwirksamkeit von Ciclosporin kénnen im Erwachsenenalter
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off- label auch weitere immunsupprimierende Therapien (z.B. mit Methotrexat oder
Azathioprin) eingesetzt werden (Werfel, Heratizadeh et al. 2015). Des Weiteren ist im
Erwachsenenalter bei schweren AE Formen auch die Phototherapie zugelassen (Werfel,
Heratizadeh et al. 2015). Neben diesen Therapien ist bei AE ab 12 Jahren die
Behandlung mit Dupilumab zugelassen. Dupilumab ist ein humaner monoklonaler
Antikorper, der an der a- Untereinheit des IL-4 Rezeptors (IL4Ra) bindet und dadurch IL-4
und IL-13 Signalwege inhibiert (Chovatiya and Silverberg 2019). Aktuell ist Dupilumab das
einzige bei AE zugelassene Biologikum (Werfel, Heratizadeh et al. 2015). Die Forschung
in diesem Bereich ist sehr aktiv, sodass man vermuten kann, dass in wenigen Jahren
zahlreiche weitere Praparate fur die gezielte Behandlung von AE vorliegen werden
(Weidinger, Beck et al. 2018). Die Forschung an neuen Therapien fir AE befasst sich
aulRerdem mit dem Hautmikrobiom: Neue Studien zeigten, dass die topische Applikation
von gewissen kommensalen Bakterien auf AE La&sionen mit einer Reduktion der
Staphylococcus aureus Besiedlung (Nakatsuji, Chen et al. 2017) und einer wesentlichen

Besserung der Klinik assoziert war (Nakatsuji T 2018).

Topische Praparate Systemische Praparate Gegenstand der Forschung

» Basistherapie « Ciclosporin » Weitere Biologika

* Glukokortikoide * Andere Immunsuppressiva: Azathioprin, etc. » Hautmikrobiomtransplantation
« Calcineurininhibitoren * Dupilumab

Abbildung 3- Die Therapie von AE. Die Therapie umfasst topische sowie systemische Behandlungen. Die
aktuellen Forschungsschwerpunkte in diesem Gebiet sind die Entwicklung von neuen Therapien mit Biologika

sowie der potentielle Einsatz von Hautbakterien fiir therapeutische Zwecke.

Serummarker

In den letzten Jahren haben mehrere Studien gezeigt, dass AE im Kindes- und im
Erwachsenenalter mit einer systemischen Entziindung einhergeht (Thijs, Strickland et al.

2017) (Brunner, Suarez-Farinas et al. 2017) (Thijs, Strickland et al. 2018) (Brunner, He et
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al. 2019). Im Serum von adulten AE Patienten wurden im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhdhte Konzentrationen an Th1-, Th2-, Th17- und Th22-assozierten Zytokinen
nachgewiesen (Brunner, Suarez-Farinas et al. 2017). Auch hatten diese Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen héhere Serumkonzentrationen an Proteinen, die an der
Angiogenese (VEGF) und am Gewebeumbau (TIMP) beteiligt sind (Brunner, Suarez-
Farinas et al. 2017). Padiatrische AE Patienten in frihen Erkrankungsstadien zeigten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen hingegen erhéhte Konzentrationen an Th2- und Th17-
Zell assozierten Zytokinen (Brunner, He et al. 2019). Auch hatten diese Patienten hohere
Serumkonzentrationen an Wachstumsfaktoren sowie Proteinen mit Beteiligung am
Gewebeumbau im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Brunner, He et al. 2019).
Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde bei adulten AE Patienten untersucht, ob auf
serologischer Ebene unterschiedliche Endotypen der Erkrankung vorliegen. Anhand einer
Clusteranalyse konnten in einer adulten AE Population mit mittelschwerer bis schwerer
Erkrankungsauspragung 4 Endotypen der Erkrankung identifiziert werden (Thijs,
Strickland et al. 2017). Jeder Endotyp zeigte ein charakateristisches
Serumproteinexpressionsprofil (Thijs, Strickland et al. 2017). So war beispielsweise
Endotyp 1 durch hohe Konzentrationen an Th-2 Zytokinen, TIMP-1 sowie CCL18 und
Endotyp 3 durch geringe Konzentrationen an Th-2 Zytokinen und epithelialen Zytokinen
(TSLP, IL-33) charakterisiert (Thijs, Strickland et al. 2017). Eine Stratifizierung von
padiatrischen AE Patienten anhand von Serumproteinen wurde bislang nicht
durchgeflihrt. Auch wurde noch nicht untersucht, ob Serumproteine einen prognostischen
Wert haben. Es wurde lediglich gezeigt, dass padiatrische AE Patienten mit erhdhten IgE-
Konzentrationen in frihen Erkrankungsphasen ein hdheres Risiko fir einen langeren

Erkrankungsverlauf haben (llli, von Mutius et al. 2004) (Guo, Tseng et al. 2015).
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In mehreren Studien wurde au3erdem untersucht, ob Serumproteine zur Objektivierung
der Erkrankungsschwere genutzt werden kdnnen. Bislang wird namlich die
Erkrankungsschwere bei AE mit subjektiven Bewertungsmethoden (z.B. SCORAD)
beurteilt. Es wurden mehrere Serummarker (NGF, Substanz P, IL- 31, CCL17, CCL22)
mit positiver Korrelation zwischen Konzentration und Erkranungsschwere (Toyoda,
Nakamura et al. 2002) (Raap, Wichmann et al. 2008) (Nakazato, Kishida et al. 2008)
identifiziert; in einer Metaanalyse wurde gezeigt, dass die Konzentration von CCL17,
welches in der Chemotaxis von Th2- Zellen eine wichtige Rolle spielt (Saeki and Tamaki
2006), am Besten mit Schweregrad der Erkrankung korreliert (Thijs, Krastev et al. 2015).
Auch bei Kindern (v.a. wenn eine Sensibilisierung gegen Nahrungsmittel- oder
Aeroallergenen vorliegt) korreliert dieser Serummarker gut mit dem Schweregrad der
Erkrankung (Ahrens, Schulz et al. 2015). Eine Ausnahme stellen Kleinkinder in den ersten
6 Monaten nach Erkrankungsbeginn dar, bei welchen eine bessere positive Korrelation
zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und der Serumkonzentration des IL-33

Rezeptors gezeigte werden konnte (Brunner, He et al. 2019).

IgE- Antikorper sind bislang bei AE die einzigen im klinischen Alltag etablierten
Serummarker. Diese werden im Rahmen der Routinediagnostik zur Differenzierung
zwischen extrinsischer (IgE Konzentration > 100 IU/ml und/ oder dem Nachweis von
spezifischen IgE) und intrinsicher Form der Erkrankung sowie zum Nachweis von

Sensibilisierungen gemessen (Werfel, Heratizadeh et al. 2015).
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Zielsetzung der Arbeit

Das atopische Ekzem (AE) gehdrt zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter, beginnt in den meisten Fallen in den ersten Lebensjahren und kann innerhalb
einiger Jahre abheilen oder einen chronischen Verlauf einnehmen. Bislang ist die
Vorhersage des individuellen Erkrankungsverlaufs nur bedingt anhand von
vorbeschriebenen Risikofaktoren fur eine Erkrankungspersistenz bis zum Schulalter
moglich. Da es von hoher klinischer Relevanz ist, Kinder mit einem erhdhten Risiko fur
einen langeren AE Verlauf frihzeitig zu erkennen, wurde in dieser Arbeit der
prognostische Wert von Serumproteinen und zahlreichen klinischen Parametern

untersucht.
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Material und Methodik

Uberblick

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in 2 Teile. Im ersten Teil wurde die Kurzzeit- sowie die
Langzeitstabilitdt von einigen bei AE vorbeschriebenen Serummarkern evaluiert. Im
zweiten Teil wurde eine monozentrische, retrospektive Studie zur Untersuchung des

prognostischen Wertes von Serumproteinen und klinischen Parametern durchgefiihrt.

Ethik

Die Durchfiihrung der Arbeit wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat
des Klinikums Rechts der Isar genehmigt (Projekt- Nummer 408/17S). Die
Erziehungsberechtigten, der in der retrospektiven Studie eingeschlossenen Patienten,
haben mit der Unterschrift der Einverstandniserklarung der Teilnahme an der Studie

zugestimmt.
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Teil 1- Evaluation der Stabilitit von Serummarkern

Methoden

Da im zweiten Teil der Arbeit Serumproben untersucht wurden, die bereits seit mehreren
Jahren in der klinikinternen Biobank gelagert wurden, wurde in diesem Teil der Arbeit ex-
vivo die Stabilitat von bei AE vorbeschrieben Serummarkern (IL-4, IL-31, CCL5, CCL17,
CCL22) evaluiert (Ahrens, Schulz et al. 2015) (Nakazato, Kishida et al. 2008) (Matsumoto,
Miike et al. 1991) (Kaburagi, Shimada et al. 2001) (Raap, Wichmann et al. 2008). Die

Konzentrationsmessungen der Analyten erfolgten mit ELISA und Luminex.

ELISA- Das Enzyme-linked Immunosorbent Assay ist ein antikdrperbasiertes Verfahren
zur Ermittlung von Analytkonzentrationen in Korperflussigkeiten wie Serum. Dabei wird
das Untersuchungsmaterial mit einer mit gegen einem bestimmten Analyten gerichteten
Fangantikdrpern beschichteten Platte inkubiert, welche im Anschluss zur Elimination von
nicht gebundenen Molekilen gewaschen wird. Daraufhin wird die Platte mit einem
Detektionsantikérper inkubiert, welcher ebenfalls spezifisch an das zu bestimmende
Analyt bindet. Die Detektionsantikdrper sind mit einem Enzym gekoppelt, das in einem
letzten Schritt eine Farbreaktion katalysiert, iber welche photometrisch die Konzentration

(pg/ml) des zu bestimmenden Analyten ermittelt wird.

Luminex- Luminex ist eine innovative Technologie, welche durch ein Hybridsystem aus
Elementen der ELISA- und FACS Methodik in geringen Probenvolumina die Bestimmung
der Konzentration von mehreren Analyten gleichzeitig ermdglicht. Bei diesem Verfahren
werden zunachst beads mit unterschiedlicher Fluoreszenzfarbung, an welche
Fangantikdrper gekoppelt sind, mit dem Patientenserum inkubiert. Jeder

Fluorenszenzfarbe entspricht ein Fangantikdrper gegen ein bestimmtes Analyt. Daraufhin
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werden spezifische Detektionsantikdrper hinzugefligt, welche an die Zielanalyten binden.
Ein 2- teiliges Lasersystem kann anhand des Streptavidin PE Signals und der
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben der beads die Konzentration (pg/ml) der

unterschiedlichen Analyten bestimmen.

Versuche

Zuerst wurde die Kurzzeitstabilitat von IL-4, IL-31, CCL5, CCL17 und CCL22 untersucht.
Hiermit wurde evaluiert, ob die Verweildauer der Serumproben vor dem Einfrieren eine
Auswirkung auf die Konzentration der Analyten hat. Daflr wurde 3 adulten Patienten mit
akuter AE Exazerbation und 3 adulten gesunden Kontrollen Blut (Serum- Gel-
Monovetten) abgenommen. Das Blut wurde im Durchschnitt 30 min nach der Abnahme
bei 1.500 U/min 10 min lang zentrifugiert und das daraus gewonnene Serum
anschliessend auf jeweils 3 Rohrchen aufgeteilt; das erste Réhrchen wurde unmittelbar
danach, das zweite nach 6h Verweildauer unter Raumtemperatur und das dritte nach 24h
Verweildauer bei 4°C bei -80°C eingefroren. Alle Proben wurden nach wenigen Wochen

mit folgenden ELISA Kits nach Herstellerangaben untersucht:

Human IL-4 (BD OptEIA™)

e Human IL-31 (R&D Systems):

e Human CCL5/ RANTES (R&D Systems)
e Human CCL17/ TARC (R&D Systems)

e Human CCL22/ MDC (R&D Systems)

Dann wurde die Langzeitstabilitat von IL-4, CCL5, CCL17 und CCL22 untersucht. Hiermit
wurde evaluiert, ob die Verweildauer der Serumproben (ber mehrere Jahre bei -80°C
eine Auswirkung auf die Konzentration der Analyten hat. In der retrospektiven Studie
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wurden namlich Serumproben analysiert, welche mehrere Jahre bei -80°C gelagert
worden waren. Dabei wurde in zuféllig ausgewahlten Serumproben von adulten AE
Patienten, welche zwischen 2005 und 2016 in der klinikinternen Biobank (Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein in Minchen) aufgenommen
und bei -80°C eingefroren worden waren, die Konzentration von CCL17 mittels ELISA
nach Herstellerangaben (Human CCL17/ TARC, R&D Systems) ermittelt. Auch wurde in
zufallig ausgewahlten Serumproben von padiatrischen AE Patienten, welche zwischen
2005 und 2016 in der klinikinternen Biobank (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und
Allergologie am Biederstein in Munchen) aufgenommen und bei -80°C eingefroren
worden waren, die Konzentration von IL-4, CCL5, CCL17 und CCL22 mittels Luminex
System von Bio- Rad (Hercules, CA, U.S.A.) ermittelt. Da IL-31 nicht im Luminex Panel

enthalten war, konnte die Langzeitstabilitat dieses Zytokins nicht untersucht werden.
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Teil 2- Monozentrische, retrospektive Studie

Diese Studie wurde von Anfang 2017 bis Mitte 2018 an der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein in Munchen durchgefiihrt und hatte die
Untersuchung des prognostischen Wertes von Serummarkern und klinischen Parametern

bei AE im Kindesalter zum Ziel.

Studienpopulation

Zwischen 2005 und 2011 wurde 248 Kleinkindern (0-47 Monate), die aufgrund von
atopischem Ekzem in der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am
Biederstein in Minchen behandelt wurden, einmalig Blut fir die Routine- und
Allergiediagnostik abgenommen. Ein Teil dieses Blutes wurde als Serum in der
klinikinternen Biobank bei -80°C aufbewahrt. Alle Patienten, deren Serumprobe die
Auswabhlkriterien (d.h. Diagnose AE und Alter bei Blutentnahme 0-47 Monate) erfiillte,
wurden kontaktiert. 124 dieser Patienten konnten in die Studie eingeschlossen werden;
die restlichen (n=124) aus unterschiedlichen Grinden (n=11 Teilnahme abgelehnt, n=113

erfolglose telefonische und postalische Kontaktaufnahme) nicht.

Auswahlkriterien* erflillende Serumproben
n=248

*Diagnose AE und Alter bei Blutentnahme 0-47 Monate

Teilnahme an der Studie Keine Teilnahme an der Studie
n= 124 n= 124

n=11 Teilnahme abgelehnt
n=113 Kontaktaufnahme* erfolglos

*telefonisch und postalisch

Abbildung 4- Die Studienpopulation.
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Studiendesign

Die Studie umfasst einen experimentellen Teil, bei welchem die Serumproben, welche
zwischen 2005 und 2011 gesammelt und bis zum Zeitpunkt der Analysen bei -80°C in der
klinikinternen Biobank aufbewahrt worden sind, im Friahjahr 2017 mittels Luminex
analysiert wurden. Diese Serumproben wurden aulRerdem im Rahmen der
Routinediagnostik vor dem Einfrieren mittels Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST)
untersucht. Im klinischen Teil der Studie hingegen wurde von Anfang 2017 bis Mitte 2018
der  Erkrankungsverlauf der  Studienteilnehmer retrospektiv  erhoben. Alle
Studienteilnehmer waren zum Zeitpunkt der Erfassung der klinischen Daten 7 Jahre oder
alter. Der primare Endpunkt der Studie war die AE Persistenz im 7. Lebensjahr. Als AE
Persistenz wurde das Vorliegen von AE Lasionen im 7. Lebensjahr definiert; eine AE
Remission hingegen lag vor, wenn die Patienten im 7. Lebensjahr seit mindestens 12

Monaten keine AE Lasionen hatten.

0-47 Monate Patientenalter >6 Jahre

2005 2011 2017- 2018
Blutentnahme und Aufnahme > Analyse der Serumprobe
der Serumprobe in die Biobank mittels Luminex

Analyse der Serumprobe
mittels RAST

Retrospektive  Erfassung
der klinischen Daten

Abbildung 5- Das Studiendesign. Die Akquise der Serumproben erfolgte in den ersten Lebensjahren der
Studienteilnehmer, die zum Zeitpunkt der Blutabnahme bereits die Diagnose AE hatten. Die Serumproben
wurden unmittelbar nach der Blutabnahme mittels RAST untersucht und dann tUber mehrere Jahre bei -80°C
in der klinikinternen Biobank aufbewahrt. Die Analyse der Serumproben mittels LUMINEX erfolgte 2017.
Zwischen 2017 und 2018 erfolgte auflerdem die retrospektive Erfassung der klinischen Daten der

Studienteilnehmer. RAST= Radio-Allergo-Sorbens-Test.
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Luminex

Da von jedem Studienteilnehmer nur eine begrenzte Serummenge vorhanden war, wurde
die Proben der Studienteilnehmer mit dem Luminex System von Bio- Rad (Hercules, CA,
U.S.A.) nach Herstellerangaben untersucht. Dieses Verfahren erlaubt namlich — im
Unterschied zum ELISA- die Messung von mehreren Analyten gleichzeitig in geringen
Probenvolumina. In den Serumproben der Studienteiinehmer erfolgte die
Konzentrationsmessung von folgenden Proteinen: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4, IL9,
IP-10, PDGF-BB, MIP-1B, IL-1B3, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
13, IL-15, IL-17, Eotaxin, FGF-B, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, TNF- a,

VEGF, CCL5, CCL17, CCL22.

Radio- Allergo- Sorbent- Test (RAST)

Das Serum der Studienteilnehmer wurde nach der Blutentnahme im Rahmen der Routine-
Diagnostik der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein in
Minchen mittels ImmunoCAP (Phadia Laboratory Systems, Uppsala, Sweden) oder
Immulite 2000 Xpi (Siemens, Erlangen, Germany) untersucht. Mit diesen Verfahren wurde
die totale IgE- Antikdrper Konzentration (IU/ml) sowie die Konzentration von spezifischen

IgE- Antikorpern (kU/l) gegen folgende haufige Allergene gemessen:

Eiweil}

e Soja

e Kuhmilchprotein

e Erdnuss
e Karotte
¢ Weizen

30

Der prognostische Wert von Serumproteinen und klinischen Parametern bei atopischem Ekzem im Kindesalter



Banane
Inhalations-  Screen: Dermatophagoides  pteronyssinus, Katzenepithel,

Hundeschuppen, Lieschgras, Roggen, Cladosporium herbarum, Birke, Beiful3.

Retrospektive Datenerfassung

Zur standardisierten, retrospektiven Erfassung von klinischen Informationen zum

Erkrankungsverlauf der Studienteilnehmer wurde ein Fragebogen (siehe Anhang) mit

Fragen zu folgenden Themenbereichen entwickelt:

Familienanamnese zu Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis (AD,
allergische Rhinitis und Asthma)

Geschwister

Haustiere

Schwangerschaft und Geburt

Stillen

Milchschorf

Beginn, Verlauf und aktueller Stand von AE

Therapie

Triggerfaktoren fiir Exazerbationen von AE

Weitere Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis (allergische Rhinitis und

Asthma)

Alle Familien der Studienteilnehmer wurden telefonisch kontaktiert und zu einer

personlichen Visite eingeladen. 25 Studienteilnehmer nahmen das Angebot der Visite

wahr, bei welcher einerseits der aktuelle SCORAD erhoben und andererseits der

Fragebogen gemeinsam mit den Studienteilnehmern und deren Erziehungsberechtigten
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ausgefullt wurde. Die weiteren 99 Studienteilnehmer konnten nicht persdnlich vorstellig
werden; 60 davon wurde der Fragebogen zum Ausflllen mit frankiertem Rickumschlag
nach Hause geschickt. Bei den restlichen 39 Studienteilnehmern erfolgte ein telefonisches

Interview mit den Erziehungsberechtigten anhand des Fragebogens.

Hl Telefonisch: 31.40% (n=39)
[ Personlich: 20.20% (n= 25)
[ Postalisch: 48.40% (n=60)

Abbildung 6- Retrospektive Datenerfassung. Die retrospektive Datenerfassung erfolgte personlich bei 25
(20,2%) Studienteilnehmer, postalisch bei 60 (48,9%) Studienteilnehmer und durch ein telefonisches Interview

bei 39 Studienteilnehmer (31,4%).
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Statistische Methoden

Die deskriptiven Auswertungen wurden in beiden Teilen der Arbeit mit dem Programmen
Microsoft Excel und GraphPad Prism 8.00 (GraphPad Software, La Jolla, California)
durchgeflihrt. Kategoriale Variablen wurden als absolute Haufigkeit und prozentualer
Anteil angegeben. Numerische Variablen wurden hingegen als Mittelwert mit
Standardabweichung oder Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Zur Identifizierung
von Faktoren mit Assoziation zu einer AE-Persistenz bis zum 7. Lebensjahr wurde die
Studienpopulation in Abhangigkeit des Erkrankungsverlaufs auf 2 Gruppen aufgeteilt. Die
2 Gruppen (AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr vs. AE Remission vor dem 7.
Lebensjahr) wurden auf Unterschiede bezlglich der Verteilung verschiedener
Patientencharakteristika (iberpriift. Dabei wurden kategoriale Variablen mit dem x2- Test
und numerische Variablen mit dem Mann-Whithey U Test analysiert. Die Ergebnisse
wurden als OR (odds ratio) mit einem 95%- Konfidenzintervall angegeben. Ein p-Wert
<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Diese Analysen wurden von Natalie
Garzorz- Stark mit dem Programm GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla,

California) durchgefiihrt.

Die Cluster- Analyse wurde durch Natalie Garzorz- Stark und Paul Stark mit dem
Programm Programm Python 3.6 (http://www.python.org) durchgefihrt. Variablen mit
mehr als 20 fehlenden Werten wurden von der Analyse ausgeschlossen. Wenn bei einer
Variable weniger als 20 Werte gefehlt haben, wurden die fehlenden Werte mit dem k-
nearest neighbors Algorithmus (KNN) definiert. Fir die Analyse wurden 76 Variablen
verwendet. Der Datensatz wurde zuerst mit der Methode Factor Analysis of Mixed Data
(FAMD) auf zwei Ebenen reduziert und der so aufgearbeitete Datensatz wurde daraufhin
mit Cluster- Algorithmus k- Means analysiert. Zur Evaluation der Qualitéat des Clusterings

wurde eine Silhouettenanalyse durchgefuhrt. Die 3 Cluster wurden auf Unterschiede
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beziglich der Verteilung verschiedener Patientencharakteristika Uberprtft. Dabei erfolgte
die Analyse von kategoriale Variablen mit dem x°- Test und einer anschlieRenden
Bonferroni- Korrektur. Die Analyse von numerischen Variablen hingegen wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test und einem anschliessenden Dunn’s Test mit Bonferroni- Korrektur

durchgefuhrt. Auch hier wurde ein p-Wert <0,05 als statistisch signifikant angenommen.

Das Prognosemodell wurde ebenfalls von Natalie Garzorz- Stark gemeinsam mit Paul
Stark etabliert; dabei wurden im einem ersten Schritt anhand einer logistischen
Regressionsanalyse 13 Variablen mit einem starken Zusammenhang zur Variable ,AE
Persistenz bis zum 7. Lebensjahr* identifiziert. Ausgehend von diesen Variablen wurde
mit dem Algorithmus Extreme Gradient Boosting das Modell
(https://arxiv.org/pdf/1603.02754.pdf) erstellt. Dann wurde eine 5-fache Kreuzvalidierung

durchgeflhrt.
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Ergebnisse

Teil 1- Evaluation der Stabilitit von Serummarkern

Die Kurzzeitstabilitat von IL-31, CCL5, CCL17 und CCL22

Die Kurzzeitstabilitdt von IL-4 konnte nicht evaluiert werden, da in den mittels ELISA
untersuchten Serumproben Konzentrationen unter der Nachweisgrenze von 7,8 pg/ml

gemessen wurden. IL-31 und CCL5 zeigten eine gute Kurzzeitstabiliat.

Bei AE Patient 1 zeigte sich ein Konzentrationsabfall von IL-31 im Zeitraum von 6
Stunden. Bei AE Patient 2 und der gesunden Kontrolle konnte kein Konzentrationsabfall

von IL-31 beobachtet werden.

IL31
IL31 IL31
2500+ - 5000~
<1h 6000 <1h <1h
20001 B 6h m 6 4000 B 6h
4000 Il 24h
£ 1500 B 24h E Bl 24h T 30001
£ E g
& 10004 g 2 2000
2000
500 1000+
0- 0- 0-
AE Patient 1 AE Patient 2 Gesunde Kontrolle

Abbildung 7- Die Kurzzeitstabilitit von IL-31. <1h, 6h, 24h = Lagerungszeit der Serumproben bei

Raumtemperatur (bzw. bei 4°C fir 24h) vor dem Einfrieren bei -80°C. AE Patient= adulter Patient mit AE

Exazerbation.

AE Patient 1 und die gesunden Kontrollen 1 und 2 zeigten keine Konzentrationsabfalle
von CCL5. Auch zeigte die gesunde Kontrolle 3 im Zeitraum von 6 Stunden keinen
Konzentrationsabfall von CCL5. AE Patient 2 und 3 zeigten einen Konzentrationsabfall
von CCL5 im Zeitraum von 6 und 24 Stunden.
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CCL5 CCL5 CCL5

1000~ 1000+ 800+
<1h <1h <1h
800 Il 6h 800 Il 6h 6004 I 6h
z 600 Il 24h = 600 Il 24h = Il 24h
= = 5 4007
S 400+ 2 400+ o
200 200 2007
0- 0- 0
AE Patient 1 AE Patient 2 AE Patient 3
CCL5
CCL5 CCL5
1000+
800 1000+ <1h
<1h <1h
800 Il 6h
600 I 6h 800 Bl 6h
Wl 24h
- Bl 24h —  600d Bl 24h £ 6007
£ 4004 £ 2
=) =) Q400
3 2 400+
_ 200
200 2004
0_
0- 0-

Gesunde Kontrolle 3
Gesunde Kontrolle 1 Gesunde Kontrolle 2

Abbildung 8- Die Kurzzeitstabilitit von CCL5. <1h, 6h, 24h = Lagerungszeit der Serumproben bei
Raumtemperatur (bzw. bei 4°C fir 24h) vor dem Einfrieren bei -80°C. AE Patient= adulter Patient mit AE

Exazerbation.

Im Allgemeinen zeigten auch CCL17 und CCL22 eine gute Kurzzeitstabilitat; es konnte
kein drastischer Konzentrationsabfall dieser Serummarker bei Zunahme der
Lagerungszeit der Serumproben beobachtet werden. Dennoch zeigten sich bei beiden
Serummarkern Konzentrationsschwankungen.

Die gesunde Kontrolle 1 zeigte stabile CCL17 Konzentrationen Uber beide Zeitraume. AE
Patient 1, AE Patient 3 und die gesunde Kontrolle 3 zeigten eine Konzentrationszunahme
an CCL17 bei einer Lagerungszeit der Serumprobe von 6 Stunden bei Raumtemperatur.
CCL22 zeigte eine gute Stabilitat bei einer Lagerungszeit der Serumprobe von 6 Stunden
bei Raumtemperatur. AE Patient 1 und die gesunden Kontrollen zeigten eine

Konzentrationszunahme an CCL22 bei einer Lagerung der Serumproben fir 24 Stunden

bei -4°C.
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Abbildung 9- Die Kurzzeitstabilitit von CCL17. <1h, 6h, 24h = Lagerungszeit der Serumproben bei

Raumtemperatur (bzw. bei 4°C fur 24h) vor dem Einfrieren bei -80°C.AE Patient= adulter Patient mit AE

Exazerbation.

CCL22
800-

6001

400+

pg/ml

200+

AE Patient 1

CCL22
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0-

Gesunde Kontrolle 1

Abbildung 10- Die Kurzzeitstabilitat von CCL22. <1h, 6h, 24h
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= Lagerungszeit der Serumproben bei

Raumtemperatur (bzw. bei 4°C fir 24h) vor dem Einfrieren bei -80°C. AE Patient= adulter Patient mit AE

Exazerbation.
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Die Langzeitstabilitat von IL-4, CCL5, CCL17 und CCL22

In den Messungen ergaben sich Hinweise auf eine Langzeitstabilitdt von IL-4, CCL5,

CCL17 und CCL22.

800
600

400

pg/ml

Einfrierjahr der Serumproben

Abbildung 11- Die Langzeitstabilitit von CCL17. Die Konzentration von CCL17 wurde mittels ELISA in
zufallig ausgewahlten Serumproben von adulten AE Patienten, welche unterschiedlich lange bei -80°C

gelagert wurden, gemessen.

Jahr, in dem die Serumprobe bei Pat- 1D [IL-4] [CCL5] [CCL17] [CCL22]
-80°C eingefroren wurde cliy pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
2005

05 02993 56 227155 5795,1 30723,8
2006

06 02411 76 24480,0 3573,7 36931,5
2007

07 02304 5,6 10625,0 4934,8 17854,6
2008

08 02302 6,6 16800,0 5609,1 29511,2
2009

09 00402 8,8 19154,4 4482,7 28960,6
2010

10 02427 53 13078,6 5287,2 26113,7
2016

16 02603 7,0 13180,2 3680,3 21982,0

Abbildung 12- Die Langzeitstabilitait von IL-4, CCL5, CCL17 und CCL22. Die Serumproben der
verschiedenen padiatrischen AE Patienten sind in unterschiedlichen Jahren eingefroren und zeitgleich 2017
mittels Luminex untersucht worden. Man erkennt interindividuelle Konzentrationsunterschiede; ein relevanter

Konzentrationsabfall Gber die Jahre ist aber nicht ersichtlich.
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Teil 2- Die retrospektive, monozentrische Studie

Charakterisierung der Studienpopulation

Die Mehrheit der Studienteilnehmer (86,3%) zeigte einen Erkrankungsbeginn im 1.
Lebensjahr. Bei den restlichen Studienteilnehmern (13,7%) manifestierte sich die

Erkrankung erstmalig im 2. oder im 3. Lebensjahr.

mmm  86.3% (n=107)
AE Beginn <12 LM

13.7% (n=17)
AE Beginn >12 - <36 LM

Abbildung 13- Das Alter der Studienteilnehmer bei AE Beginn.

Die Mehrheit der Studienteiinehmer (62,9%) zeigte eine AE Persistenz zum 7.

Lebensjahr.

mmm  62.9% (n=78)
AE Persistenz

37.1% (n=46)
AE Remission

Abbildung 14- AE Status im 7. Lebensjahr.
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Etwas mehr als die Halfte der Studienteilnehmer entwickelten im Verlauf eine allergische
Rhinitis.
- 56.4% (n=70) AR

e 41.2% (n=51) Keine AR
mmm 2.4% (n=3) Missings

Abbildung 15- Die Entwicklung von allergischer Rhinitis in der Studienpopulation.

22 Studienteilnehmer (17.7%) entwickelte im Verlauf ein allergischem Asthma.

e 17.7% (n=22) AA
e 79.0% (n=98) Kein AA
== 3.3% (n=4) Missings

Abbildung 16- Die Entwicklung von allergischem Asthma in der Studienpopulation.

Die gesamten klinischen Eigenschaften der Studienpopulation sind in Tabelle 3 (siehe

Anhang) angefuhrt.

40

Der prognostische Wert von Serumproteinen und klinischen Parametern bei atopischem Ekzem im Kindesalter



Charakterisierung der Subpopulation mit AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr

Zunachst wurden die Eigenschaften der Subpopulation mit AE Persistenz bis zum 7.
Lebensjahr analysiert. 62,9% (n=78) der Studienteilnehmer (n=124) zeigten eine AE

Persistenz bis zum 7. Lebensjahr.

Klinische Eigenschaften

Die Studienteilnehmer mit AE Persistenz hatten im Vergleich zu den Studienteilnehmern
mit AE Remission haufiger eine positive Familienanamnese fir allergische Erkrankungen
(71,8% vs. 65,2%). Auch wurden sie haufiger per Kaiserschnitt geboren (30,7% vs.
26,6%) und kuirzer gestillt (6.5 5.8 vs. 7.8 £7.7 Monate). Des Weiteren zeigten sie
haufiger Milchschorf (82,9% vs. 76,1%) und hatten einen héheren SCOARD zu AE
Beginn (38.2+16.4 vs. 34.4 +18.5). Sie entwickelten aullerdem im Verlauf haufiger
allergische Rhinitis (64,5% vs. 46,7%) und allergisches Asthma (23,4% vs. 9,3%). Im
Vergleich zu den Patienten mit Remission war ihr SCORAD im 3. Lebensjahr signifikant
hoéher (35.0 £18.3 vs. 14.7 +14.6, p<0.0001). Die AE Lasionen der Studienteilnehmer mit
Erkrankungspersistenz im 7. Lebensjahr wurden signifikant haufiger durch Stress (27,3%
vs. 57,3%, p=0.0015), Wetterveranderungen (47,7% vs. 83,1%, p<0.0001) und
Pollenexposition (13,6% vs. 39,5%, p=0.029) ausgeldst.

Die gesamten klinischen Eigenschaften der Subpopulationen (AE Persistenz bis zum 7.
Lebensjahr vs. AE Remission vor dem 7. Lebensjahr) sind in Tabelle 4 (siehe Anhang)

angefuhrt.

Serologische Charakteristika

Die Studienteilnehmer mit AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr zeigten im Vergleich zu
den Studienteilnehmer mit AE Remission vor dem 7. Lebensjahr in frihen
Erkrankungsphasen haufiger IgE Konzentrationen >100 IU/ml (39,7% vs. 29,5%) und

hatten haufiger eine Sensibilisierung gegenuber Eiweil (64,1% vs. 53,3%), Erdnuss
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(24,7% vs. 20,0%), Kuhmilchprotein (25,6% vs. 22,2%), Weizen (14,3% vs. 9,1%) und
inhalativen Allergenen (35,9% vs. 20%). Ausserdem hatten die Studienteilnehmer mit AE
Persistenz bis zum 7. Lebensjahr in frihen Erkrankungsphasen signifikant tiefere
Konzentrationen an CCL22 (p= 0.0499) sowie VEGF (p=0.0489) und signifikant héhere

Konzentrationen an IFN-y (p=0.0403) sowie IL-7 (p=0.0358) im Vergleich zu den

Patienten mit AE Remission vor dem 7. Lebensjahr.

*
150 * . . ) 15+ Lo i ) _
AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr
Il AE Remission vor dem 7. Lebensjahr Il AE Remission vor dem 7. Lebensjahr
100+ 10
E E
2 2
50 5
0- 0
IFN-y IL-7
150+ * 150 * . . .
T 1 AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr
Bl AE Remission vor dem 7. Lebensjahr Il AE Remission vor dem 7. Lebensjahr
100+ _ 100
2 g
50 50
0- 0
VEGF CCL22

Tabelle 1- Signifikante Konzentrationsunterschiede von Serumproteinen in der Studienpopulation in

Abhangigkeit des Erkrankungsverlaufs bis zum 7. Lebensjahr. Alle Werte sind als Mittelwert und

Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. * p<0.05.

Die gesamten laborchemischen Eigenschaften der Subpopulationen (AE Persistenz bis

zum 7. Lebensjahr vs. AE Remission vor dem 7. Lebensjahr) sind in Tabelle 5 und 6

(siehe Anhang) angeflhrt.
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Clustering

Um mdgliche unerkannte Subgruppen in der Studienpopulation zu identifizieren, wurde
eine Cluster- Analyse durchgefiihrt. Die Cluster- Analyse zeigte das Vorliegen von 3
Clustern innerhalb der Studienpopulation. Der Silhoutte Plot zeigt mit einem
durchschnittlichen Silhouettenkoeffizienten von 0.57, dass ein gutes Clustering gefunden
wurde. Diese Darstellung besteht aus der Summe der einzelnen Silhouetten. Jede
Silhoutte reprasentiert dabei den Datensatz eines Patienten und hat einen bestimmten
Silhouettenkoeffizient. Ein Silhouettenkoeffizient von 1 bedeutet, dass der Datensatz sehr
gut sehr gut in das gefundene Cluster passt, wohingegen ein Silhouettenkoeffizient von 0
darauf hinweist, dass der Datensatz zwischen den Clustern liegt und somit nicht einem

Cluster zugeordnet werden kann.

8 8
1 1
-

Cluster label

The silhouette coefficient values

Abbildung 17- Die 3 Cluster innerhalb der Studienpopulation (re) und der Sihouette Plot (li). Mod. nach

(Lauffer, Baghin et al. 2020).

Die Charakterisierung der drei Cluster

33,9% (n=42) der Studienpatienten wurden Cluster (CL) 1, 36,3% (n=45) dem CL 2 und
29,8% (n=37) dem CL 3 zugeordnet. Die Patienten des CL 1 hatten am haufigsten eine
positive Familienanamnese fir allergische Erkrankungen (85,7% vs. 0,71% in CL 2 und
48,6% in CL 3). Auch zeigten die Patienten von CL 1 den frihesten Erkrankungsbeginn

(3.5 Lebensmonate vs. 8 Lebensmonaten in CL 2 und 9.3 Lebensmonaten in CL 3) mit
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dem hdchstem SCORAD (42.8 vs. 35.5in CL 2 und 31.7 in CL3) und hatten die héchsten
Persistenzraten der Erkrankung im 7. Lebensjahr (73,1% vs. 66,7% in CL 2 und 45,9% in
CL 3). AuRRerdem wurden die AE Lasionen bei den Patienten von CL 1 haufiger durch
Stress (64,3% vs. 35,6% in CL 2 und 32,4% in CL3), Wetterveranderungen (83,3% vs.
66,7% in CL 2 und 62,2% in CL 3) und Pollenexposition (71,4% vs. 13,3% in CL 2 und
0,0% in CL 3) induziert. Bezuglich der Entwicklung von allergischen Komorbiditaten
zeigten insbesondere die Patienten der SP 1 eine hohe Erkrankungsrate: so entwickelten
in CL 1 92,9% der Patienten eine allergische Rhinokonjunktivitis und 42,9% der Patienten
ein allergisches Asthma im Verlauf. Auf serologischer Ebene zeigten die Patienten des CL
1 sowohl die héchsten Konzentrationen an Gesamt- IgE (245 IU/ml vs. 68.2 IU/ml in CL 2
und 130.3 IU/ml in CL 3) als auch an spezifischen IgE. Die Patienten in CL 1 zeigten die
héchsten Konzentrationen an IL-9 (183.2 pg/ml vs. 158.9 pg/ml in CL 2 und 163.3 pg/ml in
CL 3), MIP-1B (276.4 pg/ml vs. 204.0 pg/ml in CL 2 und 206.5 pg/ml in CL 3) und IL-17
(99.2 pg/ml vs. 78.3 pg/ml in CL 2 und 82.0 pg/ml in CL 3) im Serum. In CL 2 fanden sich
die héchsten Konzentrationen an IL- 1R, IL-7, TNF- a, IFN-y, Eotaxin, IL-2, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-12, IL-15, RANTES, TIMP-3 und IL-1RA. Die Patienten in SP 3 zeigten hingegen
die héchsten Konzentrationen an VEGF (87.2 pg/ml vs. 86.2 pg/ml in CL 2 und 76.5 pg/ml
in CL 1) und TIMP-1 (660.9 pg/ml vs. 652.2 pg/ml in CL 2 und 640.4 pg/mlin CL 1).

Die gesamten laborchemischen sowie klinischen Eigenschaften der drei Cluster sind in

Tabelle 7 (siehe Anhang) angeflhrt.
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Abbildung 18- Heatmap der drei Cluster. Mod. nach (Lauffer, Baghin et al. 2020).

AE Persistenz bis zum 7.

AE in einem friihen Krankheitsstadium Lebensjahr

IgE
IL-17
IL-9
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Abbildung 19- Expressionsprofile von Serumproteinen mit Assoziation zum Erkrankungsverlauf. RCA:

allergische Rhinokonjunktivitis, AA: allergisches Asthma.
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Klinische Risikofaktoren fiir eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr

In der Studienpopulation wurden folgende klinischen Risikofaktoren fir eine AE

Persistenz bis zum 7. Lebensjahr identifiziert:

Klinischer Risikofaktor OR p- Wert
Entwicklung von allergischer Rhinitis und Asthma 3.56 0.044
Triggerfaktor Stress 3.58 0.0015
Triggerfaktor Wetterveranderungen 5.38 <0.0001
Triggerfaktor Pollenexposition 413 0.029

Tabelle 2- Klinische Risikofaktoren fiir eine AE Persistenz im 7. Lebensjahr. Triggerfaktor:
Umwelteinfluss, der eine Exazerbation der Erkrankung ausldst. OR: Odds ratio. Mod. nach (Lauffer, Baghin et

al. 2020).

Die Studienteilnehmer, die im Verlauf an allergischer Rhinitis und Asthma erkrankt sind,
hatten ein 3,5-fach erhdhtes Risiko fur eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. Die
Studienteilnehmer, deren AE Lasionen durch Stress induziert wurden, hatten ebenfalls ein
3,5-fach erhdhtes Risiko fir eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. Die
Studienteilnehmer, deren AE Lasionen durch Pollenexposition induziert wurden, hatten 4-
fach erhdhtes Risiko fur eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. Die
Studienteilnehmer, deren AE Lasionen durch Wetterveranderungen induziert wurden,

hatten fast 5,5-fach erhéhtes Risiko fur eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr.
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Prognosemodell

Es konnte ein Prognosemodell etabliert werden, welches anhand folgender 13 Faktoren
den Erkrankungsverlauf der Studienteilnehmer (AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr vs.
AE Remission vor dem 7. Lebensjahr) mit einer hohen Sensitivitat (83.3%) und einer
hohen Spezifizitat (84.2%) vorhersagen kann:

e SCORAD im Alter von 3 Jahren

e Wetterveranderungen/ Pollenexposition als Triggerfaktor fir AE Lasionen

¢ Stillen ja/nein und Stilldauer (in Monaten)

e Serumkonzentration von VEGF, IL-12, IL-17, IL-2

e Milchschorfdauer

e Geschwister ja/nein

e Haustiere ja/nein

¢ Nussallergie ja/nein

Remission Persistence
high
SCORAD at age 3 o ctnbade gy
Change in the weather Poos. [
VEGF .l.. <fosohs
IL-12 i) |
IL-17 (B ®
Duration of breastfeeding 49 TE
Pollen [ 7 2
IL-2 T
w

Breastfeeding yes/no
Persistence of milk crust
Siblings

Pet keeping

Food allergy nuts

low

1.00 0.75 -0.50 -0.25 0.00 025 050 0.75

SHAP value (impact on model output)
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Abbildung 20- Das Prognosemodell. Rote Punkte rechts von der Mittellinie zeigen eine qualitative und
quantitative positive Assoziation des entsprechenden Parameters zu einer AE Persistenz bis zum 7.
Lebensjahr. Blaue Punkte rechts von der Mittellinie zeigen eine qualitative und quantitative negative
Assoziation des entsprechenden Parameters zu einer AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. Rote Punkte links
von der Mittellinie zeigen eine qualitative und quantitative positive Assoziation des entsprechenden
Parameters zu einer AE Remission vor dem 7. Lebensjahr. Blaue Punkte links von der Mittellinie zeigen eine
qualitative und quantitative negative Assoziation des entsprechenden Parameters zu einer AE Remission vor

dem 7. Lebensjahr. Mod. nach (Lauffer, Baghin et al. 2020).

Im Modell hatten die Parameter SCORAD im 3. Lebensjahr, Wetterveranderungen sowie
Pollenexposition als Triggerfaktor fir AE Lasionen und die Serumkonzentrationen von IL-
12 und IL-17 eine hohe Auswirkung auf die Vorhersage der AE Persistenz bis zum 7.
Lebensjahr. Die Stilldauer und die Serumkonzentration von VEGF hingegen hatten eine
hohe Auswirkung auf die Vorhersage der AE Remission vor dem 7. Lebensjahr. Die
Parameter Stillen (ja/nein), lange Dauer von Milchschorf, das Vorhandensein von
Geschwistern, der Kontakt zu Haustieren und das Bestehen einer Nussallergie zeigten
geringen Einfluss auf die Prognose von AE. Die Serumkonzentration von IL-2 zeigte im

Modell ebenfalls geringen Einfluss auf die Prognose von AE.
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Diskussion

Das atopische Ekzem (AE) gehdrt zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter, beginnt in den meisten Fallen in den ersten Lebensjahren und kann innerhalb
einiger Jahre abheilen oder einen chronischen Verlauf einnehmen. Bislang ist die
Vorhersage des individuellen Erkrankungsverlaufs nur bedingt anhand von
vorbeschriebenen Risikofaktoren fur eine Erkrankungspersistenz bis zum Schulalter
moglich. Es ist somit von grolem gesellschaftlichen Interesse aber auch von klinischer
Relevanz die Prognosestellung bei AE im Kindesalter zu verbessern.

Aus klinischer Sicht ist es wichtig, Patienten mit einer schlechten Prognose (d.h. erhéhtes
Risiko fur einen langeren Erkrankungsverlauf) frihzeitig zu erkennen. Diese Patienten
brauchen namlich eine engmaschige Betreuung, um einerseits die Therapie regelmalig
anzupassen und andererseits frihzeitig AE assoziierte Erkrankungen zu erkennen. Zu
den klassischen Komorbiditaten von AE gehdren atopische Erkrankungen, wie allergische
Rhinitis und allergisches Asthma. Es wird davon ausgegangen, dass die Dysfunktion der
epidermalen Barriere mit erhdhter Permeabilitat fir Allergene eine wichtige Rolle bei der
Entstehung dieser Komorbiditaten spielt (Brunner, Silverberg et al. 2017). Eine weitere
Komorbiditat von AE ist das Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatssyndrom (ADHS); es
wird postuliert, dass erhdhte systemische Konzentrationen an Entziindungsmediatoren im
Rahmen von AE an der Entstehung dieses Krankheitsbild beteiligt sind (Buske-
Kirschbaum, Schmitt et al. 2013). Auch leiden AE Patienten haufig an anderen
psychiatrischen Erkrankungen, wie beispielsweise emotionale Stdérungen; die Genese
dieser Pathologien wird als multifaktoriell (Schlafstérungen aufgrund des Juckreizes,
Stigmatisierung aufgrund des Hautbildes, etc.) angesehen (Brunner, Silverberg et al.
2017). Moglicherweise hat AE durch die systemische Entziindungskomponente auch eine
negative Auswirkung auf das kardiovaskulare System; in einer Fall- Kontroll- Studie an

einer padiatrischen Population wurde eine Assoziation zwischen AE und erhéhtem
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Blutdruck gezeigt (Silverberg, Becker et al. 2015). Auch wurden im Serum von adulten AE
Patienten erhohte Konzentrationen an Proteinen, die an der Entstehung von
Artherosklerose beteiligt sind, nachgewiesen (Brunner, Suarez-Farinas et al. 2017). Aus
wirtschaftlicher Sicht ist eine frihzeitige Erkennung von Patienten mit einer schlechten
Prognose ebenfalls von Vorteil. Durch eine engmaschige ambulante Betreuung dieser
Patienten kénnen namlich in vielen Fallen schwere Erkrankungsmanifestationen bzw.
Komplikationen (wie beispielsweise ausgepragte kutane Infektionen) verhindert werden,
die eine stationare Behandlung notig machen. Auch kann moglicherweise durch eine
frihe Identifizierung von Patienten mit einem erhdhten Risiko fur einen langeren
Erkrankungsverlauf die Complaince der Eltern bzgl. konsequenter Therapie erhoht
werden.

In dieser Arbeit wurden mehrere Parameter mit prognostischem Wert bei AE im
Kindesalter identifiziert. Einige davon kdénnen gut im klinischen Setting implementiert
werden und so zu einer verbesserten Prognosestellung in friihen Erkrankungsphasen

beitragen.

Der Erkrankungsverlauf in der Studienpopulation

In dieser Studie wurden 124 Patienten eingeschlossen und 62,9% davon zeigten eine
Erkrankungspersistenz bis zum 7. Lebensjahr. Eine sehr ahnliche Persistenzrate der
Erkrankung im 7. Lebensjahr wurde bereits durch (llli, von Mutius et al. 2004)
beschrieben. Im Kontrast zu diesen Ergebnissen steht die hohe Remissionsrate (80%)
von AE bis zum 8. Lebensjahr, die von (Kim, Chao et al. 2016) in einer relativ aktuellen
Metaanalyse gezeigt wird. Diese stark schwankenden Remissionsraten von AE bis zum
Schulalter kénnen mdglicherweise auf die unterschiedliche Auswahl der
Studienpopulationen zuriickgefihrt werden. So wurden beispielweise in der vorliegenden
Studie ausschliesslich AE Patienten, welche in einem friihen Krankheitsstadium in einem

universitaren Setting behandelt wurden, eingeschlossen. Die Metaanalyse von (Kim,
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Chao et al. 2016) berlcksichtigte hingegen Geburtskohortenstudien. Ein weiterer Grund
fur die hohere AE Persistenzrate in der Studienpopulation dieser Arbeit konnte die
Tatsache darstellen, dass 79,8% der Teilnehmer (bzw. deren Erziehungsberechtigte)
selbst Auskunft Uber ihren Erkrankungszustand gegeben haben. (Kim, Chao et al. 2016)
beschreiben namlich, dass die Persistenzraten von AE bei Selbsteinschatzung des
Hautbildes durch die Betroffenen viel hdher ausfallen als bei Einschatzung durch einen

Arzt.

Die Stabilitit von Serummarkern

Vor der Durchfihrung der retrospektiven Studie wurde orientierend die Stabilitdt von
einigen bei AE vorbeschriebenen Serummakern evaluiert. Dabei wurde untersucht, ob
unterschiedliche Lagerungszeiten der Serumproben bei Raumtemperatur (bzw. bei 4°C)
vor dem Einfrieren bei -80°C einen Einfluss auf die Konzentration von Serumproteinen
haben. In der klinischen Routine wird die Blutprobe 1 Stunde nach Eingang in das
klinikinterne Labor zentrifugiert und verarbeitet. Insofern scheint die Stabilitat innerhalb
von 6 Stunden bei Raumtemperatur ausreichend, sodass die Konzentration der
Serumzytokine durch die routinemassige Handhabung nicht beeintrachtigt wurde.

In einer frlheren Arbeit wurde beschrieben, dass die Konzentration von IL-6 und TNFa
bei einer Lagerung von Serum fir 6 Stunden bei 4°C stabil bleibt (Flower, Ahuja et al.
2000). Passend dazu zeigte sich die Konzentration der Serummarker IL-31, CCL5, CCL17
und CCL22 bei unterschiedlichen Verweildauern (<1h, 6h) des Serums bei
Raumtemperatur bzw. 24h bei 4°C ebenfalls als relativ stabil. Interessanterweise und im
Gegensatz zu anderen Arbeiten (Raap, Wichmann et al. 2008) (Kaburagi, Shimada et al.
2001) hatten die untersuchten AE Patienten ahnliche Serumkonzentrationen an IL-31 und
CCL5 wie die gesunden Kontrollen. In Ubereinstimmung mit der Literatur (Narbutt, Lesiak
et al. 2009) hingegen =zeigten die untersuchten AE Patienten hdhere

Serumkonzentrationen an CCL17 sowie CCL22 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.
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Die Konzentration von IL-4 konnte aufgrund der geringen Sensitivitat der ELISA Methode
bei geringer Analytkonzentration weder in den Serumproben der AE Patienten noch in
denen der gesunden Kontrollen bestimmt werden; fiir die Untersuchung der Konzentration
dieses Zytokins ist es somit ratsam sensitivere Verfahren, wie beispielsweise das
Luminex, einzusetzen. Auch wurde in der vorliegenden Arbeit orientierend die
Langzeitstabilitdt von verschiedenen Serummarkern evaluiert. Dabei wurde die
Konzentration von mehreren Markern in Serumproben von AE Patienten, welche zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eingefroren worden waren, gemessen. Bei allen
untersuchten Serummarkern (IL-4, CCL5, CCL17, CCL22) konnten zwar interindividuelle
Konzentrationsunterschiede aber kein absoluter Konzentrationsabfall Uber die Jahre
beobachtet werden. Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit beschreiben (Zander,
Bruegel et al. 2014) und (Jansen, Beekhof et al. 2015) die Lagerung von Serum bei -80°C
im Hinblick auf die Stabilitat der Analyten als sehr gut. Nichtsdestotrotz missen die
vorliegenden Beobachtungen in einer prospektiven Studie mit direktem Vergleich der
Serummarkerkonzentrationen in der gleichen Probe vor dem Einfrieren und mehrere
Jahre nach Lagerung bei -80°C Uberprift werden. Zusammenfassend ergab sich kein
Hinweis auf lagerungsabhangige Konzentrationsschwankungen der untersuchten

Serumproteine.

Serumproteine mit prognostischem Wert bei AE

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Assoziationen zwischen Serumproteinen und dem
Erkrankungsverlauf von AE im Kindesalter gezeigt.

So zeigten Patienten mit AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr signifikant hohere
Serumkonzentrationen an INF-y und IL-7 in frihen Erkrankungsphasen im Vergleich zu
Patienten mit AE Remission vor dem 7. Lebensjahr. INF-y ist das Leitzytokin von Th1-
Zellen und liegt bereits in frihen Lasionen von padiatrischen AE Patienten in erhohter

Konzentration vor (Esaki, Brunner et al. 2016). Das Ergebnis dieser Arbeit steht im
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Kontrast zur bisherigen Annahme, dass IFN-y eine protektive Rolle bei AE im Kindesalter
hat. Es konnte nadmlich gezeigt werden, dass Neugeborene mit einer gestorten IFN-y
Sekretion im Verlauf AE entwickelt haben (Warner, Warner et al. 1994). Auch wurde eine
Assoziation zwischen einer verminderten Anzahl an IFN-y produzierenden T-Zellen im
Nabelschnurblut und einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung von AE beschrieben
(Herberth, Heinrich et al. 2010). Des Weiteren zeigte ein Studie von (Brunner, He et al.
2019) eine negative Assoziation zwischen der Serumkonzentration von IFN-y und dem
Schweregrad von AE im frihen Kindesalter. IL-7 ist fur die Entwicklung sowie das
Uberleben von T-Zellen essenziell (ElKassar and Gress 2010); bislang wurde im Rahmen
von AE lediglich das Vorliegen einer erhdhten Serumkonzentration dieses Markers bei
adulten AE Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen beschrieben (Brunner, Suarez-
Farinas et al. 2017). In Anbetracht der Tatsache jedoch, dass T-Zellen eine zentrale Rolle
in der AE Pathogenese spielen, ist es naheliegend, dass eine hdéhere Konzentration
dieses Serummarkers mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Patienten mit einer AE
Remission vor dem 7. Lebensjahr hingegen zeigten signifikant hdohere
Serumkonzentrationen an CCL22 und VEGF in frihen Erkrankungsphasen im Vergleich
zu Patienten mit AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr. CCL22 wird von zahlreichen
Immunzellen gebildet und spielt in der Chemotaxis von CCR4- positiven Th2- Zellen eine
wesentliche Rolle (Rapp, Wintergerst et al. 2019): erhdhte Konzentrationen dieses
Proteins wurden sowohl in AE Lasionen (Esaki, Brunner et al. 2016) als auch im Serum
(Brunner, He et al. 2019) von padiatrischen AE Patienten nachgewiesen. Auch wurde eine
positive Korrelation zwischen der Serumkonzentration von CCL22 wund der
Erkrankungsschwere bei AE Patienten im Kindesalter beschrieben (Nakazato, Kishida et
al. 2008). Wenn sich diese Ergebnisse in weiteren Studien bestatigen sollten, kénnte
CCL22 in der Diagnostik von AE im Kindesalter eine wichtige Rolle einnehmen. Anhand

der Konzentrationsbestimmung eines einzelnen Serummarkers kdnnten Aussagen zur

53

Der prognostische Wert von Serumproteinen und klinischen Parametern bei atopischem Ekzem im Kindesalter



Erkrankungsschwere sowie zur Prognose der Erkrankung gemacht werden. VEGF
hingegen ist ein bedeutsames Protein im Rahmen der Angiogenese. Auch in der Studie
von (Thijs, Strickland et al. 2017) ergaben sich Hinweise, dass VEGF eine gunstige
Auswirkung auf die Prognose von AE hat; in dieser Arbeit hatte eine Subpopulation von
adulten AE Patienten mit Erkrankungsbeginn im Kindesalter und Erkrankungspersistenz
bis ins Erwachsenenalter geringe Serumkonzentrationen an VEGF.

Auflerdem wurde in der vorliegenden Arbeit in einer Cluster- Analyse gezeigt, dass
bestimmte Expressionsprofile von Serumproteinen in frihen Erkrankungsphasen mit
unterschiedlichen AE Verlaufen assoziiert sind. So waren erhdhte Serumkonzentrationen
an Gesamt- IgE, spezifischen- IgE, IL-17, IL-9, CCL17, CCL22 und MIP-1i in frihen
Erkrankungsphasen mit einer AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr sowie der Entwicklung
von allergischen Komorbiditaten assoziiert. Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass eine
starke Th2-, Th9- und Th17- Zell Aktivitat in einer frihen Erkrankungsphase mit einer
schlechteren Prognose assoziert ist. Passend dazu wurden erhdhte IgE Konzentrationen
bereits als Risikofaktor fur eine AE Persistenz bis zum 6. Lebensjahr beschrieben (Guo,
Tseng et al. 2015). Auch wurde gezeigt, dass das Vorliegen von Sensibilisierungen in
einem frihen AE Stadium mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (llli, von Mutius et
al. 2004). Interessanterweise war in der Cluster- Analyse im Gegensatz zum direkten
Gruppenvergleich (Persistenz bis zum 7. Lebensjahr vs. Remission vor dem 7.
Lebensjahr) CCL22 mit einer schlechten Prognose assoziiert. Aus diesem Grund muss
der prognostische Wert von CCL22 in einer prospektiven Studie noch einmal evaluiert
werden. Passend zu den Ergebnissen im direkten Gruppenvergleich (Persistenz bis zum
7. Lebensjahr vs. Remission vor dem 7. Lebensjahr) zeigte hingegen VEGF auch in der
Cluster- Analyse eine Assoziation zu einer guten Prognose. Moglicherweise ist VEGF
aufgrund der Tatsache, dass er die Th1- Zell Bildung begunstigt (Mor, Quintana et al.

2004) und sich diese Zellpopulation negativ auf die Bildung von Th2- Zellen auswirken
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kann, mit einem gutartigeren AE Verlauf assoziiert. Nicht verwunderlich ist auRerdem die
Assoziation zwischen erhohten TIMP-1 Konzentrationen und einem gutartigen
Erkrankungsverlauf. TIMP-1 inhibiert ndmlich Matrix- Metalloproteasen (MMP), welche in
padiatrischen AE Lasionen in erhdhter Konzentration vorliegen (Harper, Godwin et al.
2010). Diese Proteasen sind an der Degradierung von Hemidesmosen (Stahle-Backdahl,
Inoue et al. 1994) sowie an der Aktivierung von T- Zellen beteiligt (Opdenakker, Van den

Steen et al. 2001).

Klinische Faktoren mit prognostischem Wert bei AE

In der vorliegenden Arbeit wurden bislang unbeschriebene klinische Parameter mit
Assoziation zum AE Verlauf im Kindesalter identifiziert. Zum ersten Mal wurde die
prognostische Relevanz von Triggerfaktoren fiir AE Lasionen erkannt. Es konnte gezeigt
werden, dass Patienten, deren AE Lasionen durch Pollenexposition und/oder
Wetterveranderungen und/oder Stress induziert werden, ein erhohtes Risiko fur eine AE
Persistenz bis zum 7. Lebensjahr haben. Im klinischen Setting ist es somit einerseits fur
die Prognosestellung und andererseits fir das Kranheitsmanagement relevant,
individuelle Triggerfaktoren fur AE L&sionen zu erkennen. Beispielsweise kdnnte bei
Patienten, die bei Stress eine Verschlechterung des Hautbildes erfahren, eine
psychotherapeutische Intervention zur Identifizierung von Stressoren sowie zum Erlernen
von Stressbewaltigungsstrategien sinnvoll sein. Auch konnte gezeigt werden, dass die
Patienten, die im Verlauf allergische Komorbiditdten entwickeln, ein erhdhtes Risiko fur
eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr haben. Es ist somit von hoher klinischer
Relevanz AE Patienten mit allergischen Komorbiditadten engmaschig zu betreuen.

Die in vorhergehenden Arbeiten identifizierten Risikofaktoren fur eine AE Persistenz bis
zum Schulalter (Guo, Tseng et al. 2015) (llli, von Mutius et al. 2004) (Kim, Chao et al.
2016) konnten zum Teil auch in der vorliegenden Studie bestéatigt werden. Es zeigte sich

eine signifikante Assoziation zwischen schwerem Erkrankungsverlauf und AE Persistenz
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bis zum 7. Lebensjahr. Auch konnte eine milde Assoziation zwischen weiblichem
Geschlecht sowie positiver Familienanamnese flr atopische Erkrankungen und AE

Persistenz bis zum 7. Lebensjahr nachgewiesen werden.

Limitationen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat einige Limitationen. Erstens kann nicht sicher ausgeschlossen
werden, dass die Studienteilnehmer zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine weitere
Infektion mit méglicher Auswirkung auf die systemischen Zytokinkonzentrationen hatten;
in den Krankenakten der Patienten war diesbezuglich jedoch nichts vermerkt. Zweitens
ist die Stabilitdt der untersuchten Analyten trotz konstanter Aufbewahrung bei -80°C Uber
mehrere Jahre - bei fehlender Literatur- nicht sicher gegeben. Im Rahmen der
Méoglichkeiten wurde versucht die Stabilitdt einiger Serumproteine zu zeigen. Drittens
kénnte die restrospektive Erhebung der klinischen Daten auch eine mdgliche
Ungenauigkeitsquelle darstellen. Bei der Interpretation der Daten muss dem Leser
ausserdem bewusst sein, dass alle Studienpatienten aufgrund von AE in frihen
Erkrankungsstadien in einem universitaren Setting behandelt wurden; somit beziehen sich
die Ergebnisse auf Patienten, welche in frihen Erkrankungsstadien relativ stark von der

Erkrankung betroffen waren.

Klinische Relevanz der Ergebnisse und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Parameter mit prognostischem Wert bei AE im
Kindesalter identifiziert. Die neu identifizierten klinischen Risikofaktoren fir eine AE
Persistenz bis zum 7. Lebensjahr kénnen gut im klinischen Setting im Rahmen einer
gezielten Anamnese implementiert werden und so zu einer verbesserten
Prognosestellung in frihen Erkrankungsphasen beitragen.

Zum ersten Mal wurden auch Assoziationen zwischen Serumproteinen und dem
Erkrankungsverlauf von AE beschrieben. Um die Ergebnisse in den klinischen Alltag
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impementieren zu kénnen, missen die Ergebnisse noch in einer prospektiven Studie
validiert und cut-off-Werte definiert werden. Nichtdestotrotz sind diese Ergebnisse von
hoher klinischer Relevanz, da sie eine verbesserte Prognosestellung bei AE im
Kindesalter anhand einer gezielten Untersuchung von bestimmten Serummarkern in
Aussicht stellen. Nicht zu vernachlassigen ist auch die klinische Relevanz der
Identifizierung von Endotypen in friihen Erkrankungsstadien. Diese Ergebnisse kénnen
zur Etablierung von gezielten Therapien im Kindesalter beitragen.

Das entwickelte Prognosemodell kann in Form eines Ampel- Systems im klinischen Alltag
angewandt werden. Anhand von wenigen Fragen sowie der Konzentrationsbestimmung
von einigen Serumproteinen (IL-2, IL-12, IL-17 und VEGF) kann damit das individuelle
Risiko fur eine AE Persistenz bis zum 7. Lebensjahr ermittelt werden. Auch fir diese

Serummarker konnten keine cut- off Werte definiert werden.

+ Hoher SCORAD im 3. Lebensjahr

» Die AD Lasionen werden durch Wetterveranderungen und/oder
Pollenexposition induziert

* Kurze Stilldauer

* Hohe Konzentrationen an IL-12 und IL-17 im Serum

Mittel

Lange Stilldauer

Tief
€ Hohe Konzentrationen an VEGF im Serum

Abbildung 21- Ampel- System zur Abschitzung des individuellen Risiko fiir eine AE Persistenz bis

zum 7. Lebensjahr.
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Anhang

Ergebnisse

Clinical characteristics

Patients (n=124)

General information

Pregnancy

Birth

Breast-feeding

Milk crust

AD

Trigger factor for AE exacerbation

Atopic diseases

Female sex, no. (%)

Family history for allergic disease, no. (%)
Exposure to pets at home, no. (%)
Siblings, no. (%)

Maternal smoking, no. (%)
Maternal infection, no. (%)

Birth week (p.m.), mean +SD [week]
C-section delivery, no. (%)
Birth weight, mean £SD [g]

Breastfed patients, no. (%)
Breast-feeding duration, mean +SD [months]

Patients with milk crust, no. (%)
Milk crust persistance, mean +SD [months]
Milk crust severe, no. (%)

Age at onset, mean +SD [months]
Early onset AD (< 3 months), no. (%)
SCORAD at onset, mean +SD

Age at remission, mean SD [years]

Stress, no. (%)

Climate, no. (%)

Pollen exposure, no. (%)
Iliness, no. (%)

Vaccination, no. (%)

Allergic rhinitis, no. (%)

Allergic asthma, no. (%)

Food allergy, no. (%)

No atopic disease reported, no. (%)
Allergic asthma and rhinitis, no. (%)

Allergic rhinitis- birch pollen, no. (%)
Allergic rhinitis- grass pollen, no. (%)
Allergic rhinitis- house dust mite, no. (%)
Allergic rhinitis- cat dander, no. (%)

Allergic asthma- age at onset, mean +SD
Food allergy egg, no. (%)

Food allergy cow's milk, no. (%)
Food allergy nuts, no. (%)

42 (33.8)
86 (69.4)
28 (22.9)
88(72.1)

7 (5.6)
19 (15.4)

39.5+1.8
26 (21.1)
3359+574.3

105 (85.4)
7+6.6

98 (80.3)
10.6x15.1
49 (41.9)

6.917.6
60 (48.4)
36.8+17.3
4.4+2.5

55 (46.2)
85 (70.3)
36 (29.75)
42 (34.7)
15 (12.7)

70 (57.85)
34 (28.8)
48 (40.7)
20 (16.9)
14 (11.9)
22 (18.3)

43429
46 (38)

36 (29.75)
20 (16.5)
27 (22.3)
40 (32.8)

19 (16)

Tabelle 3- Klinische Eigenschaften der Studienpopulation. Mod. nach (Lauffer, Baghin et al. 2020).
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Patients with no AD remission up to age 7 (n=78) Patients with AD remission up to age 7 (n=46) OR 95% CI p-value

General information

Female sex, no. (%) 28 (35.9) 14 (30.4) 1,28 0.59-2.79 0.5347
Family history for allergic disease, no. (%) 56 (71.8) 30 (65.2) 1,36 0.62-2.97 0.4428
Exposure to pets at home, no. (%) 16 (20.7) 12 (26.6) 0,72 0.31-1.71 0.4556
Siblings, no. (%) 56 (71.8) 32 (72.7) 0,95 0.422.18 0.9122
Pregnancy

Matemal smoking, no. (%) 4(5.1) 3(6.5) 0,77  0.17-3.63 0.7453
Matemnal infection, no. (%) 10 (12.8) 9 (20) 0,59  0.22-1.58 0.2886
Birth

Birth week (p.m.), mean +SD [week] 39.4+1.9 39.5+1.5 0.9188
C-section delivery, no. (%) 24 (30.7) 12 (26.6) 1,22 0.54-2.77 0.63
Birth weight, mean +SD [g] 3305 637 3454 +433 0.2793
Breast-feeding

Breastfed patients, no. (%) 69 (88.5) 36 (80) 1,92 0.67-5.25 0.2009
Breast-feeding duration, mean +SD [months] 6.515.8 7.817.7 0.4709
Milk crust

Patients with milk crust, no. (%) 63 (82.9) 35 (76.1) 152 0.62:3.76 0.3593
Milk crust persistance, mean +SD [months] 11.4 151 9.3 ¥15.2 0.1926
Milk crust severe, no. (%) 32 (43.8) 17 (38.6) 124 0.58-2.66 0.5808
AD

Age at onset, mean +SD [months] 7.6 8.2 5.6 6.2 0.4653
Early onset AD (< 3 months), no. (%) 36 (46.1) 24 (52.2) 0,79  0.38-1.63 0.517
SCORAD at onset, mean +SD 38.2+16.4 34.4 £18.5 0.1719
SCORAD at age 3, mean +SD 35.0 £18.3 14.7 £14.6 <0.0001
Age at remission, mean +SD [years] NA 3.5+1.7

Trigger factor for AE exacerbation

Stress, no. (%) 43 (57.3) 12 (27.3) 358  1.60-8.02 0.0015
Change in the weather, no. (%) 64 (83.1) 21 (47.7) 5,38 2.33-12.49 <0.0001
Pollen exposure, no. (%) 30 (39.5) 6(13.6) 4,13  1.56-10.97 0.0029
lliness, no. (%) 30 (38.5) 12 (27.9) 1,62 0.72-3.62 0.2431
Vaccination, no. (%) 8(10.7) 7(16.3) 0,61 0.21-1.83 0.3784
Atopic diseases

Allergic rhinitis, no. (%) 49 (64.5) 21 (46.7) 2,07 0.984.39 0.0552
Allergic rhinitis- birch pollen, no. (%) 23 (31.1) 11 (25) 135 0.58-3.14 0.4806
Allergic rhinitis- grass pollen, no. (%) 36 (48.6) 12 (27.3) 1,2 0.53-2.75 0.6614
Allergic rhinitis- house dust mite, no. (%) 13 (17.6) 7 (15.9) 1,13 0.41-3.08 0.8164
Allergic rhinitis- cat dander, no. (%) 10 (13.5) 4(9.1) 1,56 0.46-5.32 0.4725
Allergic asthma, no. (%) 18 (23.4) 4(9.3) 2,97  0.94-9.46 0.0561
Allergic asthma- age at onset, mean SD [years] 4.7£3.1 2.75+0.9 0.3677
Food allergy, no. (%) 31 (40.8) 15 (33.3) 1,38 0.64-2.98 0.4142
Food allergy egg, no. (%) 26 (34.2) 10 (22.2) 1,82 0.78-4.25 0.1633
Food allergy cow's milk, no. (%) 14 (18.4) 6(13.3) 1,47 0.52-4.14 0.4665
Food allergy nuts, no. (%) 16 (21) 11 (24.4) 0,82  0.34-1.98 0.6649
No other atopic disease reported, no. (%) 21 (27.3) 19 (42.2) 0,51 0.24-1.11 0.0897
Allergic asthma and rhinitis, no. (%) 16 (21) 3(7) 3,56 0.97-13.00 0.044

Tabelle 4- Klinische Eigenschaften der Studienpopulation in Abhangigkeit des Erkrankungsverlaufs

bis zum 7. Lebensjahr. OR= Odds ratio. Cl= 95%-Konfidenzintervall. Mod. nach (Lauffer, Baghin et al.

2020).

Patients with no AD remission up to age 7 (n=78) Patients with AD remission up to age 7 (n=46) OR 95% Cl p-value
Serum total IgE level, mean +SD [IU/m] 152.3 #321 147.8 +310.5 0.0883
Serum total IgE level >100 1U/ml, no. (%) 31(39.7) 13 (29.5) 1,57 0.71-3.47 0.26
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to egg white, no. (%) 50 (64.1) 24 (53.3) 1,56 0.74-323  0.24
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to peanut, no. (%) 19 (24.7) 9 (20) 1,31 0.54-3.21 0.5535
Serum food- specific IgE 2 0.35 kUl to soybean, no. (%) 12 (15.4) 8(17.8) 0,84 0.32-2.24  0.729
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to cow's milk protein, no. (%) 20 (25.6) 10 (22.2) 1,21 0.51-2.87  0.6706
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to carrot, no. (%) 3(5.7) 1@3.1) 1,86 0.19-18.7  0.5928
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to wheat, no. (%) 11 (14.3) 4(9.1) 1,67 0.5-5.59  0.4042
Serum food- specific IgE 2 0.35 kU/I to banana, no. (%) 15(19.2) 7(15.9) 1,26 0.47-3.37  0.6468
Serum specific IgE 2 0.35 kU/I to common pollen and enviromental inhalants, no. (%) 28 (35.9) 9 (20) 2,24 0.94-5.32 0.0641

Tabelle 5- Laborchemische Eigenschaften der Studienpopulation in Abhangigkeit des
Erkrankungsverlaufs bis zum 7. Lebensjahr (Teil 1). OR= Odds ratio. Cl= 95%-Konfidenzintervall. Mod.

nach (Lauffer, Baghin et al. 2020).
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Cytokine
ccL17
cc22
TIMP-1
TIMP-2
TIMP-3
TIMP-4
-9
1P-10
PDGF-BB
MIP-1R
RANTES
LR
IL1RA
L2
L4
L5
L6
L7
L8
1L-10
12
13
IL15
17
Eotaxin
FGF-8
G-CSF
GM-CSF
IFNy
MCP-1
MIP-1a
TNF-a
VEGF

Tabelle 6-

Erkrankungsverlaufs bis zum 7. Lebensjahr (Teil 2). SEM= Standardfehler des Mittelwerts. Mod.

Mean in study group with no remission (pg/ml)

53,883.57 22,819.53 35,891.71
56,984.24 17,881.31 80,108.62
643,708.96 23,004.99 662,732.14
391,224.26 12,398.69 391,292.69
32,949.17 1,463.21 54,824.46
1,308.37 177,96 1,231.99
171,037 4,93 164,09
867,37 85,72 931,21
4,094.00 160,95 4,105.21
234,91 15,42 219,72
19,024.30 624,89 17,229.02
5,53 0,74 4,67
112,26 15,56 121,7
8,76 2,55 14,13
6,17 0,19 6,01
6,24 0,75 4,62
15,68 3,66 15,16
12,38 1,33 11,79
83,45 50,6 29,9
26,84 6,5 29,66
48,92 5,86 49,52
8,14 1,08 8,63
6,05 2,37 13,62
90,44 4,55 79,75
108,54 6,36 96,77
84,01 2,97 76,34
88,45 5,67 81,17
121,37 13,5 105,19
102,42 14,18 76,36
125,17 25,48 104,8
4,78 0,24 4,38
94,59 14,74 94,1
71,2 8,61 103,61
Laborchemische Eigenschaften der Studienpopulation

(Lauffer, Baghin et al. 2020).
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SEM in study group with no remission (pg/ml)

Mean in study group with remission (pg/ml) SEM in study group with remission (pg/ml)

22,073.59
29,443.81
30,182.07
21,124.54
20,880.40

272,27

6,19

125,53

323,56

15,07

668,82

0,8

24,69
5,41

0,36

0,81

5,33

2,34

4,85

10,66

8,69

1,75

5,78

5,54

7,51

341

6,65

14,79

8,9

20,29

0,25

20,55

14,87

Abhangigkeit

p-value
0.3742
0.0499
0.3596
0.4120
0.3403
0.3359
0.1861
0.2076
0.2313
0.2980
0.0576
0.2605
0.4845
0.1736
0.2196
0.0519
0.1505
0.0358
0.0502
0.2083
0.4160
0.4742
0.2642
0.0638
0.1427
0.0585
0.1557
0.3930
0.0403
0.4928
0.1959
0.4948
0.0489

des

nach



Variable Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

General information
Number of patients 42 45
Female sex (%) 28.6 37.8
Family history for allergic disease (%) 85.7 >3 711
Exposure to pets at home (%) 214 15.6
Siblings (%) 71.4 75.6
Pregnancy
Maternal smoking (%) 4.8 4.4
Maternal infection (%) 11.9 1.1
Birth
Birth week (p.m.), mean + SD [week] 39.83 £0.23 39.58 +0.22
C-section delivery (%) 214 28.9
Birth weight, mean + SD [g] 3356.19 + 102.38 3366.56 + 70.05
Breast-feeding
Breast fed patients (%) 92.9 86.7
Breast feeding duration, mean + SD [months] 7.88+1.18 6.84 £ 0.99
Milk crust
Patients with milk crust (%) 88.1 75.6
Milk crust persistence, mean + SD [months] 12.81+292 7.67 £1.47
Milk crust severe (%) 45.2 46.7
Milk crust mild (%) 35.7 222
AD
Age at onset, mean  SD [months] 3.55%0.39 <2, <3 8.04+1.28 >1
SCORAD at onset, mean * SD 42.82 £2.77 >3 35.29 £ 2.16
SCORAD at age 3, mean + SD 29.72 +3.20 30.10 £ 2.45
Proactive topical treatment (%) 35.7 40.0
Persistence at the age of 7 (%) 73.8 66.7
Trigger factor for AE exacerbation
Stress (%) 64.3 >3.2 35.6 <1
Change in the weather (%) 83.3 66.7
Pollen exposure (%) 71.4>2,3 13.3 <1,>3
lliness (%) 64.3>2,3 244 <1
Vaccination (%) 26.2 >3 6.7
Atopic diseases
RCA (%) 92.9 >3 75.6 >3
RCA- birch pollen (%) 51.4 >3.2 22.2<1,>3
RCA- grass pollen (%) 73.8 >3,2 37.8 <1,>3
RCA- house dust mite (%) 26.2 >3 222>3
RCA- cat dander (%) 19 >3 13.3
Allergic asthma (%) 42.9 >3 8.9
No atopic disease reported (%) 0.0 <3 11.1 <3
Food allergy egg (%) 50.0 >3 31.1>3
Food allergy cowsmilk (%) 38.1>23 8.9 <1
Food allergy nuts (%) 47.6 >2,3 13.3 <1
Serum IgE
Serum total IgE level, mean * SD [IU/mI] 244.96 * 56.40 >2,3 68.18 £ 10.96 <7
Specific IgE 2 0.35 kU/I to egg white, no. (%) 76.2 >3 66.7 >3
Specific IgE 2 0.35 kU/I to peanut, no. (%) 54.8 >2,3 6.7 <1
Specific IgE 2 0.35 kU/I to soybean, no. (%) 33.3>3 13.3
Specific IgE 2 0.35 kU/I to cow's milk protein, no. | 47.6 >2,3 15.6 <1
Specific IgE 2 0.35 kU/I to wheat, no. (%) 31.0 >23 4.4 <1
Specific IgE = 0.35 kU/I to banana, no. (%) 28.6 15.6
Specific IgE 2 0.35 kU/I to common
pollen and enviromental inhalants, no. (%) 52.4 >2,3 222 <1
Serum cytokines, mean + SEM [pg/mL]
ccL17 104,525.42 + 4,456.2 27,783.72 + 21,182.80
CCL22 114,687.97 + 42,055.47 52,594.55 + 20,943.068
PDGF-bb 4,528.10 + 328.99 3,924.90 + 247.64
IL-4 6.32+0.29 6.05+0.36
G-CSF 86.82 +£6.93 85.25+8.13
GM-CSF 133.6 + 20.34 107.74 £ 17.16
MCP-1 132.15+45.76 118.50 + 24.96
IL-8 134.21 + 100.95 23.83 £3.75
IP-10 994.54 + 143.84 807.66 + 127.11
MIP-1b 276.41 £ 26.28 >2,3 204.00 £ 13.73 <1
FGF-basic 84.55 + 3.96 78.45+3.01
MIP-1a 5.10 £0.38 4.26+0.24
IL-9 183.2 £8.51 >3 158.88 + 5.47
TIMP-2 408,010.68 + 22,303.84 373,690.52 + 17,364.27
TIMP-4 1,494.47 + 266.93 1,095.13 £ 218.86
IL-17 99.21 £7.00 >2,3 78.27 £3.60 <1
IL-1ra 102.95 + 16.48 141.87 £ 29.71
TIMP-3 35,104.50 + 2,435.04 53,795.57 + 20,687.06
RANTES 18396.41 + 889.72 18,714.83 + 804.10
IL-5 5.9+0.94 6.17 + 1.08
-2 6.19+2.48 17.84 +5.74
IL-10 18.72+6.83 38.96 + 12.45
IL-12 41.95 +5.82 59.37 + 11.42
IL-15 4.32+2.38 16.06 £ 5.71
IL-6 12.12+3.07 19.43+6.77
Eotaxin 98.63 £ 6.46 112.75+9.77
INF-g 77.14 £6.91 101.54 + 16.91
TNF-a 75.31+£11.38 121.05 + 27.63
IL-7 10.60 + 1.19 1439+ 2.74
IL-1b 4.00+0.27 6.02+1.21
TIMP-1 640,416.55 + 33,176.43 652,109.99 + 30,170.97
VEGF 76.55 £ 11.45 86.23 £ 13.60
IL-13 8.29+1.49 8.32+2.01

Tabelle 7- Klinische und laborchemische Eigenschaften der drei Cluster. Signifikante Unterschiede (p
Wert < 0.05) zwischen den Subpopulationen wurden mit fett gedrucktem Schriftbild hervorgehoben. Mod.
nach (Lauffer, Baghin et al. 2020).
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Klinischer Fragebogen

Name, Vorname: Geburtsdatum:

1) Sind Familienangehbrige des Kindes von Erkrankungen wie Neurodermitis, allergischer Schnupfen oder
allergisches Asthma betroffen? Zutreffendes bitte ankreuzen!

o Nein

© Ja, und zwar: Wer ist betroffen?

2.) Zutreffendes bitte ankreuzen!

Aktives Rauchen der Mutter wihrend der o ja
Schwangerschaft o __nein
Infekt der Mutter wahrend der Schwangerschaft, der o ja
mit Antibiotika therapiert wurde o __nhein
Friihgeburt ($36+6 SSW p.m.) o ja
o nein
Termingeburt (37+0- 4146 SSW) o ja
o __nein
Ubertragung (242+0 SSW) o ja
O nein
Geburtsmod Spontan: Kaiserschnitt:
Geburtsgewicht
© Ja,und xwarwie lange:
Wurde das Kind gestilit?
o Nein
o Ja, und zwar ab wann:
Wurde das Kind vor dem Wie oft? /Tag bzw. /Woche
Auftreten der ersten Wie lange?
Hauterscheinungen priventiv Mit welchen Pllegeprodukten?
eingecremt?
o Nein
© Ja, und rwar wie lange:
Mikhschorf War dieser eher mild oder stark ausgepragt?
o Nein
3.) Wie alt war Ihr Kind als die ersten N dermitis M chelnungen aufk, 14
(Alter in Monaten)
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Welche Kbrperareale waren betroffen, als die Erkrankung zum ersten Mal auftrat?

Bitte betroffene Korperareale einzeichnen!

(8.5)

(6)

Wie sahen die am stirksten betroffenen Stellen aus, als die Erkrankung zum ersten Mal auftrat?

Zutreffendes bitte onkreuzen!

keine leicht mittelschwer schwer

Rétung
Kratzspuren
Blaschen
Vergroberung der Haut
Nissen/Krustenbildung
Trockenheit der Haut
(an NICHT betroffenen
Stellen)

Wie stark war der Juckrelz, als die Erkrankung zum ersten Mal auftrat? Bitte einzeichnen!

(kein Juckreiz) 0 10 (stdrkster Juckreiz)

Hatte das Kind aufgrund des Juckreizes Schlafstérungen, als die Erkrankung zum ersten Mal auftrat?

(keine Schlafstdrung) 0 —-- 10 (Schlaflosigkeit)
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4.) Haben folgende Faktoren die Hautbeschwerden verschlimmert biw. verschlimmern diese die

Hautbeschwerden noch?
Zutreffendes bitte ankreuzen!
Im Verlauf ktuell
] h
Stress
nein nein
3, und 2war welche Lebensmittel? . und Iwar welche
Lebensmittel?
Ernlihrung
nein
nein
Ja, und 2war: ja, und rwar:
Klima (Jahreszeit, Wetter) i
nein
it ja
Pollenflugzeit
nein nein
ja ja
Infekte
nein nein
19, und 2war: Ja, und Twar:
Medikamente oein
nein
13, und zwar: ja, und Twar.
Kleideng e
nein
Ja, und zwar: Ja, und zwar:
Impfungen
nein nein
Sonstiges

Der prognostische Wert von Serumproteinen und klinischen Parametern bei atopischem Ekzem im Kindesalter




5.) Sind im Verlauf andere Erkrankungen dazugekommen?

© Ja,und zwar ab wann:
Allergischer Schnupfen Gegen welche Allergene?

o nein

© Ja, und 2war ab wann:

Allergisches Asthma
o nein
o Ja, und war:
Nahrungsmittel: (vondem __. bis __. Lebensjahr)
Nahrungsmittelaliergie Nahrungsmittel: (vondem __. bis __. Lebensjahr)
Nahrungsmittel: (von dem __. bis __. Lebensjahr)
o nein

6.) Wie haben Sie im Verlauf die Hautbeschwerden Ihres Kindes behandelt bzw. wie behandeln sie aktuell
die Hautbeschwerden Ihres Kindes?

Zutreffendes bitte onkreuzen!
Basispfiege:
©  gar nicht
o tiglich
o mehrmals pro Woche
Kortison- Creme:
O  gar nicht
o  proaktiv

©  bel Bedarf
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7.) Hatten Sie seit der Geburt Ihres Kindes ein Haustier?

0 Ja, und zwar:

o nein

8.) Istihr Kind Einzelkind?
o Ja
o nein

Alter der Geschwisterkinder:

9.) Wie alt ist Ihr Kind aktuell?
Aktuelle GroRe: wm

Aktuelles Gewicht: @

10.) Welche Kérperareale sind aktuell von der Erkrankung betroffen?
Bitte betroffene Kérperareale einzeichnen)

Falis erfreulicherweise keine Hautbeschwerden mehr bestehen soliten, bitte hier ankreuzen:

(8.5)

(6) (6)

(): under the age of 2 years
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Wie sehen aktuell die am stiirksten betroffenen Stellen aus?  Zutreffendes bitte ankreuzen!

keine leicht mittelschwer | schwer

Rotung
Kratzspuren
Blischen
Vergréberung der Haut
Nissen/Krustenbildung
Trockenheit der Haut (an NICHT betroffenen Stellen)

Wie stark ist aktuell der Juckreiz? Bitte einzeichnen!

(kein Juckreiz) 0 10 (starkster Juckreiz)

Wie stark sind aktuell die Schiafstdrungen wegen dem Juckrelz?

(keine Schlafstdrung) 0 10 (Schlaflosigkeit)

Zusammenfassung Erkrankungsverlauf;

Leidet Ihr Kind aktuell noch an Neurodermitis?
o

©  Nein, und zwar seit dem Lebensjahr nicht mehr

Wie verlief die Erkrankung Ihres Kindes?
o Chronisch (durchgehender Verlauf mit wiederkehrenden Schiiben)

© Intermittierend (zwischenzeitlich 2 1 Jahr beschwerdefrei)

- Wir bedanken uns fiir Ihre freundliche Mitarbeit! -
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||-|—|.V

H hei |
Hauterscheinungen als Ihr Kind s o]

i Kind ca. 7 Jahre alt war
Beginn der ca. 3 Jahre alt war
Erkrankung
s (L] ns
9 () ¢ R
L .
a”-ll.l-ll- '”!.l-!-!
Sene Teicht mitel oy keine leicht mittelschwer | schwer
=5 Kiatzspuren
5‘.92. Saschen
EI der Haut §l g dor Haut
[ Wassen/Krustenbiklung s Kusesbddorg
Trockenhait der Haut (an
Trockenhest der Haut (an
NICHT betrofenes Stallea) JCHTbeolienss Stelien)
Koin Juckrolz 0 10 Juckrolz Kein Juckrez 0 10 sthrkater Juckrok
Keine g 0 10 Schlaflosigk e Ly .
Bitte fiir beide Zeitpunkte:

- die betroffenen Kérperareale einzeichnen
- anhand der Tabelle die Ausprogung der unterschiedlichen Houtverdnderungen notieren
- Juckreizstdrke und demit verbundene Schioflosigkeit angeben
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Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie und Allergologie am Biederstein des
Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitit Minchen
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. T. Biedermann
Bledersteiner StraBe 29, 80802 MUnchen

Datum:

KLINISCHER FRAGEBOGEN

Patientenangaben:

Name, Vorname:
Geburtsdatum:

1. Sind Familienangehédrige des Kindes von Erkrankungen wie Neurodermitis,
allergischer Schnupfen oder allergisches Asthma betroffen?

Zutreffendes bitte ankreuzen!

Allergischer
Neurodermitis 9 Allergisches Asthma
Schnupfen
ja ja ja
Mutter 2 g 2 3 %2 1
nein o nein o nein
ja ja ja
Vater St p S~ 2 oo d
nein o nein o nein
ja ja ja
Geschwister e ) o . o s
nein o nen o nen
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Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie und Allergologie am Biederstein des
Klinikums rechts der Isar

der Technischen Universitit Minchen
2. Geburt- 3 >
Direktor: Univ.-Prof, Dr. med. T. Biedermann
SSW: Bledersteiner Strae 29, 80802 Minchen

(p.m.) > Istim Kinder-Untersuchungsheft (U1) angegeben.

Vielen Dank fir Ihre freundliche Mitarbeit!

- BITTE ZUSAMMEN MIT UNTERSCHRIEBENER EINVERSTANDNISERKLARUNG AN
UNS ZURUCKSCHICKEN-
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Inhalte der Disseration wurden auf der 45. Jahrestagung der ADF (Arbeitsgemeinschaft
fur dermatologische Forschung), welche vom 07.03.2018 - 10.03.2018 in Zurich stattfand,
vorgestellt. Auf diesem Kongress wurde die Arbeit mit Forschungspreis Atopische

Dermatitis der ADF geehrt.

Teile dieser Arbeit wurden publiziert in:

Lauffer F*, Baghin V*, Standl M, Stark S, Jargosch M, Wehrle J, Thomas J, Schmidt-
Weber C, Biedermann T, Eyerich S, Eyerich K, Garzorz- Stark N. Predicting persistence
of atopic dermatitis in children using clinical attributes and serum proteins. Allergy.

2020;00:1-15.

*Felix Lauffer and Veronika Baghin contributed equally.
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