2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patienten, Patientenakten und Operationsmatei

Fur die vorliegende Arbeit wurden 60 Patienten (daiversitatsklinik und Poliklinik
fur Dermatologie und Venerologie, Halle-Wittenberdje im Zeitraum von 1996 bis
2005 aufgrund einer Acne inversa operiert wurdemsgawahlt. Grundlage der
Untersuchung stellten die Patientenakten inklusieg Histologiebefunde und die
postoperativ angefertigten HE-Praparate (n=262) Mach einer Vorauswahl einzelner
Praparate (Begriindung siehe 2.2.3) gingen dierfidigre in die Gesamtbewertung ein:

1996-2458b| 2001-4566l 2002-269¢ 2003-429a 2003-2562004-1450 2004-3662b
1997-2804 2001-4567hy 2002-2766a 2003-876a 2003265B004-1546 2004-3798M
1998-1081b| 2001-4568 2002-2848b  2003-921a 2003&2802004-1674a| 2004-3884p
1999-677 2001-52013 2002-2850b  2003-1105a 2003H3348004-1975b| 2004-4337a
1999-913b 2002-651 2002-3272c  2003-1106b 2003-33492804-2219b| 2004-5151a
200-455c 2002-855h 2002-3274b  2003-1247b  2003-3418604-2370b| 2004-5152a
2000-1437b| 2002-1090bh 2002-3276a 2003-1248 2009-3672004-2592b| 2005-3348b
2000-1730a| 2002-1191a 2002-3277a 2003-135%1b 208Bs36 2004-3058b] 2005-3529p
2001-752a 2002-1449 2002-3515a 2003-1353b  2003-5032004-3059a| 2005-3956
2001-2553 2002-1626 2002-3595 2003-1359d 2003-5033004-3114b| 2005-4222f
2001-2851 2002-1643 2002-3995b 2003-1707a 2004-283P004-3205a| 2005-4223a
2001-2852 2002-1944hh 2002-4149a 2003-1755a 200@-118004-3238a| 2005-4903b
2001-3384a| 2002-2149a 2003-248¢ 2003-18%1b 2002k1432004-3576a| 2005-5718p
2001-3728c| 2002-2291a 2003-265a 2003-2174a 2004k1432004-3586a

Tab. 3: Untersuchte und bewertete Histologie-Prpgaikennungsnummern)

2.1.2 Gerate
» Adhasivobjekttrager; MERCK, Darmstadt

+ Brutschrank INCO 2; MEMMERT GmbH + Co. KG, Schwabac

e Coverplaces; SHANDON, USA
» Deckglas; MENZEL GmbH + Co. KG, Braunschweig
» Digitalkamera Spot Insight QE; VISITRON SYSTEMS 6Girh
* Lichtmikroskop Olympus BX 50 F4; OLYMPUS OPTICAL COokio, Japan
e Microtom Jung RM 2035; LEICA INSTRUMENTS, Bensheim
» Mikrowellenkiivette Chem Mate Incubation Contaif@AKO CYTOMATION
DENMARK A/S, Glostrup
» DampfgarkochtopfSIEMENS, Frankfurt/M
* Objekttrager Super Frost PIMENZEL GmbH + Co. KG, Braunschweig
e Sequenzerkammern; SHANDON, USA
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2.1.3 Chemikalien

AEC-Farbstoff (AEC-Substrat-System, chromogen); AKCYTOMATION
DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-3-Antikorper (polyclonal rabbit anti-huma@D-3), Verdinnung 1:25;
DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-4-Antikorper (monoclonal mouse anti-humarD-@), Verdinnung
1:10; VISIONBIOSYSTEMS NOVOCASTRA, Newcastle
Anti-CD-8-Antikorper (monoclonal mouse anti-humarD-8), Verdinnung
1:50 DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-45R0O (monoclonal mouse anti-human UCHL-Ygrdinnung 1:50;
DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-56-Antikorper (monoclonal mouse anti-hum@m-56), Verdinnung
1:50; DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-68-Antikorper (monoclonal mouse anti-hum@mb-68), Verdinnung
1:50; DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Anti-CD-79-Antikorper (monoclonal mouse anti-hum@i-79), Verdlinnung
1:25; DAKO CYTOMATION DENMARK A/S, Glostrup
Biotinylated anti-rabbit (polyclonal) IgG (H+L); METOR DIAGNOSTICA
Vertrieb GmbH, Eching
Biotinylated anti-mouse (monoclonal) IgG (H+L); VEOR DIAGNOSTICA
Vertrieb GmbH, Eching
Dinatriumhydrogenphosphat (M O)); MERCK, Darmstadt
Elite-ABC-Kit; (Herstelung: 20 ul A + 20 ul B in @,ml PBS), VECTOR
DIAGNOSTICA Vertrieb GmbH, Eching
Glycerolgelatine (Mounting-Medium); DAKO CYTOMATION GmbH,
Hamburg
Kaliummetabisulfat; MERCK, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCl); MERCK, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (KkRQO); MERCK, Darmstadt
Mayer’s Hamalaun; MERCK, Darmstadt
Methanol-Gemisch 3%ig; Herstellung: Methanol 200+#:0O- 6ml
Natriumchlorid (NaCl); MERCK, Darmstadt
Rotisol; ROTH, Karlsruhe
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e Salzsaure (HCI); MERCK, Darmstadt

* Tri-Natriumcitrat-2-hydrat (€HsNa:O-H-O); ROTH, Karlsruhe

e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris); DAKO CYTOMION GmbH,
Hamburg

* Xylol; MERCK, Darmstadt

2.1.4 Lésungen und Puffer

e Citratpuffer (Tri-Natriumcitrat-Dihydrat) pH=6,0; éistellung: GHsNaO-H-O
(10x) 29,4 g in 1000 ml Aqua dest. l6sen, mit 1nl i@ pH=6,0 einstellen, in

Aqua dest. 1:10 verdinnen

e PBS-Puffer (phosphat buffered saline), pH=7,4; dtsng: NaCl 8,0 g + KCI
0,2 g+ NaHPO: 1,16 g + KHPO. ad 1000 ml Aqua dest.

* TBS-Tween, pH=7,4; Herstellung: NaCl (10x) 53 g #sT(10x) 12 g ad 1000
ml Aqua dest. und in 1000 ml Aqua dest. 1:10 vendin

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenbezogene Daten

Durch Einsichtnahme in die Patientenakiamrden folgende Daten ermittelt:

a) Geschlecht

b) Alter bei Erkrankungsbeginn (krankheitstypis&yenptome)

c) Alter zum Operationszeitpunkt

d) Erkrankungsdauer (Zeitraum zwischen Beginn dakrabkung und Operation)

e) Raucherstatus

f) Hinweise auf Familiaritét (Auftreten einer Acireversa bei den Eltern, Grof3eltern,
Kindern)

g) Assoziierte wesentliche Hauterkrankungen (Vorkan einer Acne vulgaris vor
oder zum Zeitpunkt der Operation, einer aktuelleypéthidrosis axillaris, einer

Psoriasis vulgaris zum Operationszeitpunkt odehr&tErkrankungen der Haut wie
Pilonidalsinus oder rezidivierende Furunkel)

h) Weitere systemische Erkrankungen

2.2.2 Verteilung der Lokalisationen der Erkrankung
Im folgenden Schritt galt es, das Verteilungsmusiar Acne inversa zu beschreiben.

Hierbei wurden folgende Punkte untersucht:
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a) Pradilektionsstellen der Acne inversa

b) Mehrfachlokalisationen (Veranderungen im SinimereAcne inversa an mehreren
Korperstellen. Ein beidseitiger Befall der Axillagilt in dieser Arbeit als
Mehrfachlokalisation)

c) Kombinationen bei Mehrfachlokalisationen (h&asfeg Kombinationen gleichzeitig
betroffener, unterschiedlicher Areale)

d) Weiteres Verteilungsmuster (geschlechtsspehifidmkalisation der weniger haufig
betroffenen Arealen)

e) Verteilung der Einfachlokalisationen

f) Vergleich der Erkrankungsdauern zwischen Einfaghd Mehrfachlokalisation (Me-

dian und Mittelwert insgesamt und isoliert bei Mamd Frau betrachtet)

2.2.3 Praparateauswahl und histologische Beurteilun

Im genannten Zeitraum wurde den Patienten dasffexteAreal weitrdumig und tief
reichend exzidiert. Von dem entnommenen Gewebe emydstoperativ HE-Préparate
angefertigt. Hieraus ergab sich eine vorliegeRdé&parategesamtzahl von 26Dies
bedeutet ein Praparateaufkommen zwischen einem 1@&dpro Patient. Das
Vorhandensein mehrerer Praparate bei einem Patiemtaart sich zum einen durch
operative Gewebeentnahme an unterschiedlichen isakiainen, zum anderen durch
verschiedene Schnittebenen innerhalb des operativorgnenen Materials an einer
Pradilektionsstelle. Die vorliegenden 262  Praparawurden in  zwei
Mikroskopiedurchgangen betrachtet. Mikroskopiertraeu bei 12,5-facher, 25-facher
und 40-facher VergroBerung. In zwei weiteren Duétggn wurde besonderes
Augenmerk auf bestimmte histopathologische Kritegelegt. Von den 262 Praparaten
wurdenpro Patient ein bis vier Praparate ausgewahies erfolgte nach den weiter
unten beschriebenen, definierten histologischen icB&spunkten, wobei solche
Praparate ausgewahlt wurden, die sowohl qualitaiiv,auch quantitativ die meisten
dieser histologischen Gesichtspunkte erfiullten. Baswahl mehrerer Praparate fir
einen Patienten liegt eine Mehrfachlokalisation Bekrankung zu Grunde (d.h. fur
einen Patienten konnten maximal vier unterschibdliErkrankungsstellen histologisch
beschrieben werden). Hieraus ergibt sich eine edrbhdePraparategesamtzahl von
97 (entspricht 97 Lokalisationen)Laut Patientenakten enthnommen lagen bei den 60
Patienten insgesamt 121 von Acne inversa befalleo&alisationen vor. Der
Sachverhalt, dass wir in der vorliegenden Arbeit 8id Lokalisationen beschreiben

-14 -



konnen ist auf vier wesentliche Punkte zurickzwihrEntweder wurden weitere
Operationen an anderen Kliniken durchgefihrt, od&er die Behandlung der
entsprechenden Areale hatte vor 1996 stattgefurtEmiehungsweise sollte erst nach
2005 erfolgen. Ebenso erschienen einige Patienieimt @u den vorgesehenen Op-
Terminen.

Die Praparate wurden in drei Gruppen morphologisatgleichend gegenubergestellt.
Die Hauptmanifestationsorte sind die axillare ureidguinale Region, diese stellen die
ersten beiden Gruppen dar (axillar: n=43, inguinak37). Die restlichen 17
Lokalisationen bestehen in 14 Fallen aus anogenit8raparaten, in zwei Fallen liegen
submammare Praparate und einmal ein abdominalgsmiftévor. Die 14 Praparate
perinealer, skrotaler, glutealer, perianaler und Remisschaft befindlichen L&sionen
sind in der anogenital-Gruppe zusammengefasst.li¢tolgtellen 94 Préparate die
Grundlage der vergleichenden Tab. 8, 97 Prapdratder Kontingenztafeln 13,14 dar.
Im Vordergrund stehen die histomorphologische Besbhng der Erkrankung (Tabelle
4), die chronologische Einordnung dieser Charadtikd in den Gesamtprozess, die
Erfassung mdglichst  frGher morphologischer Verédudgen, sowie die
Herausarbeitung etwaiger Unterschiede der Morplwlag Abhangigkeit von Dauer
und Lokalisation. Es wurden histologische Charagti&a herangezogen, die auch
schon in friheren Arbeiten der morphologischen Besbung der Acne inversa
dienten [5,51,77,81,82,94]. Die bis dato in deretatur offenbar noch nicht
beschriebene Beurteilung der Epidermis ergab sicBhrend der einzelnen
Mikroskopierdurchgange. Die Identifikation der fdih Morphologie stand im
Vordergrund der Bearbeitung. Auf eine Beurteilunger d Haufigkeit von
Fistelgangstrukturen wurde aus diesem Grund vestictEine Beschreibung der
Talgdrisen findet keinen Eingang in die Analysejrdder Endauswahl der Praparate
nicht immer ein Anschnitt von Talgdrisen registvaar war. Folgende histologische

Merkmale wurden untersucht und bewertet:
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Histologisches Kriterium

Beschreibung

infundibulére Follikelhyperkeratose
* HK nein (0)
* HK gering (1)
* HK ausgepragt (1)

Perifollikulitis
* PF nein/gering
* PF augepragt

Ruptur
* R nein
*Rja

eitrige Entziindung
 EE nein/gering
» EE mittel
* EE ausgepragt

chronisch-vernarbende Entziindung
* CE nein
» CE gering
» CE ausgepragt

Subkutisbeteiligung
» SKB nein
* SKB ja

Beteiligung der apokrinen
SchweilRdriisen

» BaSD nein

*BaSD ja

epidermale/dermale Veranderungen

* EDV 0-1
* EDV 2-3
* EDV 4-5

< 150 Entziindungszellen perifollikular, infrainfundibular
> 150 Entziindungszellen perifollikular, infrainfundibular

keine bis einzelne Foci
< 40% der dermalen Flache betroffen
> 40% der dermalen Flache betroffen

< 40% der dermalen Flache betroffen
> 40% der dermalen Flache betroffen

Hyperplasie, periazindre Entziindungszellen, Dilatation
der Azini und Sekretrohre, Sekretstau

> 1 Merkmal

psoriasiforme Epidermishyperplasie
nicht-psoriasiforme Epidermishyperplasie
subepidermalen Entziindung

Kombination aus psoriasiformer Epidermishyperplasie
und subepidermaler Entziindung

zellulare entziindliche Infiltration der Epidermis

0-1 Merkmal

2-3 Merkmale

4-5 Merkmale

Tab. 4: Histologische Kriterien der Arbeit

2.2.4 Immunhistochemische Charakterisierung der Ergtindungszellen

Von den 94 untersuchten und bewerteten Praparatardew 6 (6 Patienten

entsprechend) nach histologischer Begutachtundgh(dem 4. Mikroskopierdurchgang)

fur eine immunhistochemische Typisierung ausgewaliel war die zellulare

Klassifizierung und

relative  Quantifizierung
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ausgewahlten Praparate wurden zunachst nachgeasohrdnn immunhistochemisch
mit dem entsprechenden Marker [Anti-CD-3 (pan Ts}el Anti-CD-4 (T-Helfer-
Zellen), Anti-CD-8 (zytotoxische T-Zellen, Suppreszellen), Anti-CD-56 (naturliche
Killerzellen), Anti-CD-68 (Makrophagen), Anti-CD-18-Lymphozyten), Anti-UCHL-
1 (naive T-Zellen)] angefarbt und die prozentualez#hl der positiv gefarbten Zellen
von der Gesamtzellzahl abgeschatzt. Die untersndhteale waren:

1. derperifollikulare, infundibulare Bereich(bis zu 6 Gesichtsfelder)

2. der periphere (subepidermale, interfollikulare) Bereich(bis zu 6

Gesichtsfelder)

Mikroskopiert wurde bei 12,5-facher und 25-fachabgeschatzt bei 40-facher
VergroRerung. Fur die Gesamtheit der Falle wurdendder Mittelwert der Zellen,
sowie Minimum, Maximum und Standardabweichung aegeg. Nicht aufgefihrt sind
die Auswertungen fur CD-56 und UCHL-1. Einerseitfgaund einer zu geringen
Anfarbung der Zellfraktion fur CD-56 (perifollikuiér Mittelwert: 0,03%, peripherer
Mittelwert: 0,28%) andererseits aufgrund ausbledteen Anfarbung fir UCHL-1.
Vorraussetzung fur die Auswahl der Praparate war\@arhandensein einer geringen
oder ausgepragten Hyperkeratose und das Vorkommeer eausgepragten
Perifollikulitis.

2.2.5 Immunhistochemische Nachweismethoden
Fiur die immunhistochemischen Untersuchungen wundigreinem Microtom zunachst
4 um Dicke Schnitte der in Paraffin eingebetteterzigate angefertigt. Die
histologischen Schnitte wurden auf Adhasivobjekgeré(Super Frost Plus) aufgebracht
und in einem Brutschrank bei 60 °C fir mindestans &tunde aufbewahrt. Diese Art
von industriell vorbeschichtetem Objektrager eiggieh bei fettigem Gewebe wie Haut
besonders gut.
Die Farbung erfolgte nach der ABC-Methode:
1) Entparaffinierung

» 2 x Einlegen der Adhasivobjekttrager in Xylol fl Minuten

» 2 x Einlegen der Adhasivobijelttrager in Rotisol &iMinuten
2) Vorbehandlung
2.1) HO--Blockierung

* Einlegen in Methanol-Gemisch (200 ml Methanol +18HO:flr 30 Minuten)

e Spilung mit Aqua dest.
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Vorsichtiges Entfernen des Aqua dest. durch TupiférZellstoff

2.2) Dampfgarkochtopfbehandlung

Einlegen der Schnitte in 10 Mm Citratpuffer pH 6 dun
Dampfgarkochtopfbehandlung bei 600 Watt fiir 20 Nimu

Abkuhlen fir 20 Minuten

Spulung mit TBS

Vorsichtiges Entfernen des TBS durch Tupfen mitZeff

Einspannen der Objekttrager in Coverplaces und Sesprtkammern

3) Primar-Antikorper

Zugabe von 100 ul anti-CD-3 (1:25 verdunnt in PE®)-CD-4 (1:10 verdinnt
in PBS), anti-CD-8 (1:50 verdinnt in PBS), anti-@b<{1:50 verdinnt in PBS),
anti-CD-56 (1:50 verdunnt in PBS), anti-CD-68 (1:#€rdinnt in PBS) und
anti-CD-79 (1:25 verdunnt in PBS)

Inkubation fur 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank

Spulung mit PBS

4) Sekundar-Antikorper

Zugabe von 100 pl - 200 ul biotinylierten Antikérde100 in PBS verdinnt
Zugabe von Anti-mouse-Antikoérper (monoklonal) zu-@PCD-8, CD-45, CD-
56, CD-68 und CD-79 Objekttragern

Zugabe von Anti-rabbit-Antikérper (polyklonal) zuDE3 Objekttragern
Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

Spulung mit PBS

5) ABC-Komplex

Zugabe von 100 pul - 200 pl des Elite-ABC (von Vedtbte ABC Kit)
Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur

Spulung mit PBS

Objekttrager aus den Sequenzerkammern nehmen urklivette mit TBS

einstellen

6) AEC-Farbung (Amino-Ethyl-Carbazol)

Auftropfen des AEC-Farbstoffes (AEC-Substrat-Systemmn DAKO) auf
Objekttrager
Inkubation fir maximal 30 Minuten bei Raumtemperatu

Spulung mit Aqua dest.
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7) Gegenfarbung
» Einstellen fur circa 10 Sekunden in Mayer's Hamaldl:4 in Aqua dest.
verdunnt)
* Blauen unter Leitungswasser
» Eindeckelung der Objekttrager in Glyceringelatifdognting Medium von
DAKO)

2.2.6 Statistische Methoden
Mann-Withney-U-Test:
* Beurteilung der statistischen Signifikanz zwiscl@nfach- und Mehrfachbefall
der Acne inversa in Abhangigkeit von der Dauerkdrankung.
* Beurteilung der statistischen Signifikanz der Bgjeng der apokrinen
Schweil3drisen in Abhangigkeit von der Lokalisation.
Kontingenztafel:
* Beurteilung der statistischen Signifikanz  zwischemfundibularer

Hyperkeratose des Terminalhaarfollikels, Perifallits und Ruptur.
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