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Penetration of Pollen Allergens in the Skin — Development of a New Proof Method

Zusammenfassung

Voraussetzung fiir die Entstehung IgE-vermittelter Reaktionen
der Haut ist die Fahigkeit von Typ-I-Allergenen, in die Haut ein-
zudringen. Daher war das Ziel der vorgestellten Untersuchungen
die Entwicklung einer Nachweismethode zur Penetration von
Pollenallergenen in die Haut. Voraussetzung hierfiir ist zundchst
der Nachweis der Freisetzung von Allergenen aus Pollen bei Kon-
takt mit Fliissigkeiten, wie z.B. Schweifs oder Wasser. Anschlie-
Bend wurden modellhaft Lieschgras-Allergene mit Fluorescein-
isothiocyanat (FITC) markiert. Nach Applikation dieser Allergene
wurde das Stratum corneum (SC) mittels der Abrissmethode ent-
fernt. Diese Methode ermdglicht eine nicht-invasive Entfernung
des SC durch das wiederholte Aufbringen und AbreifSen von Kle-
befilmstreifen. Die Untersuchungen wurden exemplarisch am
Modell der Schweinehaut durchgefiihrt. Es gelang erstmals mit-
tels der Fluoreszenz-Mikroskopie, die FITC-markierten Allergene
bzw. ihre Fragmente auf allen Abrissen, d.h. im gesamten SC,
nachzuweisen. Die Ergebnisse zeigen, dass selbst hoch-moleku-
lare Antigene wie Typ-I-Allergene konzentrationsabhdngig in
das SC gelangen konnen. Somit kann der Kontakt von Pollen mit
SchweiR auf der Haut zur Penetration von Allergenen in die Haut
und damit zur Auslésung der Hautreaktion fiihren.

Einleitung

Die Zahl allergischer Erkrankungen wie das allergisches Asthma
oder die atopische Dermatitis hat in den letzten Jahren zuge-
nommen. Dabei nehmen Erkrankungen durch in der Luft enthal-
tene Typ-I-Allergene (Aeroallergene) wie z.B. Pflanzenpollen ei-

Institutsangaben

Abstract

The penetration of type I allergens into the skin is necessary for
the development for IgE associated skin reactions. The develop-
ment of a method to study the penetration of pollen allergens
into the skin was the aim of the present study. These studies are
based on the observation that a release of allergens from pollen
was determined after the contact with sweat or water. Next, the
allergens of grass pollen were labeled with fluorescein isothio-
cyanate (FITC). After application of these FITC-labeled allergens,
the Stratum corneum (SC) was removed using the tape stripping
procedure. This method allows to remove the SC completely by a
successive application and stripping of an adhesive tape. These
investigations were performed in vitro on porcine skin. Finally,
the FITC-labeled allergens or their fragments were detected
using fluorescence microscopy on all tape strips taken (up to
50) reflecting the complete SC. This result indicates the ability
of large molecules as type I allergens to penetrate into the skin
depending on their concentration. Therefore, the contact of pol-
len with sweat on the skin may lead to the penetration of the al-
lergens into the skin which represents the basis for eliciting a
skin reaction by type I allergens.

nen wesentlichen Platz ein. Die Zahl pollenassoziierter allergi-
scher Erkrankungen hat sich in Deutschland und anderen In-
dustrienationen in den letzten 10 Jahren verdoppelt [1,2]. Zu die-
sen Allergien zdhlt ebenfalls die im Gesundheitswesen oft auf-
tretende Latex-Allergie, die durch den Kontakt mit Proteinen
der Hevea brasiliensis ausgeldst wird [3]. Neben den klassischen
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Typ-I-Allergien existieren auch Erkrankungen, die durch Typ-
I-Allergene getriggert oder verschlechtert werden. Dies ist insbe-
sondere bei der atopischen Dermatitis zu beobachten, an der bis
zu 15% der Bevolkerung in Europa leiden [4]. Die Zunahme ato-
pischer Erkrankungen ist von berufsdermatologischer Relevanz,
da zumindest die bestehende atopische Dermatitis einen wichti-
gen, pradisponierenden Faktor fiir das Entstehen berufsbeding-
ter Ekzeme, z.B. im Friseurberuf, darstellt.

Allergene kénnen nicht nur iiber die Schleimhaut als Folge von
Inhalation, sondern auch perkutan iiber die Haut aufgenommen
werden [5,6]. Diese Beobachtung basiert auf klinischen Phino-
menen wie Erythemen und Odemen nach Reibetests mit Pflan-
zen oder Friichten [7] oder dem Auftreten von ekzematdsen
Hautverdanderungen durch die Anwendung des ,Atopie-Patch-
Tests* [8 - 10]. Viele Patienten mit atopischer Dermatitis entwi-
ckeln ihre Hautverdnderungen ausschlieBlich im Bereich der
luftexponierten Areale (Abb.1) [11].

Zwei Prozesse spielen bei der Entstehung Typ-I-allergischer Er-
krankungen eine Rolle, zum einen die Sensibilisierungs- und
zum anderen die Induktionsphase [12,13]. Beide Phasen kdnnen

Abb.1 Typische
Lokalisation der durch
Aeroallergene getrig-
gerten, atopischen
Dermatitis im Bereich
der luftexponierten
Hautareale. a Gesicht,
b Dekolleté.

durch Hautkontakt mit den Allergenen hervorgerufen werden.
Hierbei kommt der Penetration der Allergene in und durch das
Stratum corneum (SC) eine Schliisselrolle zu. Wéhrend die Bar-
riere der gesunden Haut das Eindringen von Partikeln wie Pol-
lenallergenen meist verhindert, geht man bei der atopischen
Dermatitis davon aus, dass Mikrotraumata vorliegen, durch die
ein verdndertes Penetrationsverhalten ermoglicht wird [14,15].
In jiingster Zeit wird auch den Hautanhangsgebilden, insbeson-
dere den Haarfollikeln, als moglichen Penetrationswegen eine
Bedeutung zugeschrieben [16].

Das therapeutische Vorgehen der durch Allergene getriggerten,
atopischen Dermatitis beinhaltet derzeit die Anwendung symp-
tomatisch wirksamer Medikamente. Hierzu gehoren vor allem
topisch applizierte, antiinflammatorisch wirksame, steroidhalti-
ge oder immun-modulatorisch wirksame Externa wie Tacroli-
mus oder Pimecrolimus. In ausgepragten Fdllen werden auch im-
munsuppressive Substanzen wie z.B. Cyclosporin A eingesetzt.
Eine, an den Ursachen der Erkrankung angreifende Therapie
steht bis heute nicht zur Verfiigung.

Aus diesem Grund konzentrieren sich Untersuchungen, die der-
zeit an der Hautklinik der Charité durchgefiihrt werden, auf den
bisher nicht geklarten Mechanismus der Penetration von Pollen-
allergenen in und durch die Haut. Es wurden fiir die Auslésung
der atopischen Dermatitis relevante Typ-I-Allergene als Modell
fiir die Untersuchungen ausgewdhlt. Zundchst wurde unter-
sucht, wie sich Pollen nach Zugabe von Schweif3 und Wasser ver-
halten. Die beobachtete Freisetzung der Allergene war die Basis,
um die Penetration dieser Proteingemische mit MolekiilgréfSen
zwischen 20 und 70 kDa zu untersuchen.

Zu diesem Zweck mussten neue Methoden entwickelt werden.
Die Markierung der Allergene mit Fluorescein-isothiocyanat
(FITC) ermoglichte ihre Detektion im Stratum corneum von
Schweineohren, die ein geeignetes Modell fiir die humane Haut
darstellen [17]. Die Abriss-Methode, bei der das SC vollstandig
und nicht-invasiv durch wiederholtes Aufkleben und AbreifSen
von Klebefilmstreifen entfernt wird [18], ermdglicht in Kombi-
nation mit der Fluoreszenzmikroskopie die Detektion der FITC-
markierten Allergene. Auf den erhaltenen Ergebnissen aufbau-
end sollen zukiinftig Praventionsmafnahmen zur Verhinderung
der Penetration von Allergenen in die Haut entwickelt werden.

Material und Methoden

Freisetzung der Allergene

Gesammelte Kiefer-Pollen wurden auf einem Objekttrdger mit 5
Tropfen humanem Schweifd bzw. dest. Wasser versetzt. Die Pol-
len wurden zuvor und danach mittels eines Mikroskops (System-
Mikroskop BX60, Olympus Optical Co., Hamburg) fotografiert,
das mit einer Digitalkamera (SIS ColorView12, Soft Imaging Sys-
tem GmbH, Miinster) ausgeriistet war.

Markierung von Allergenen mit FITC

Der Lieschgraspollen-Extrakt (lyophilisiert, 450000 SQ-Einhei-
ten, Fa. ALK Scherax, Hamburg) wurde in PBS-Puffer (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) mit einem 50fachen Uber-
schuss an Fluorescein-isothiocyanat (FITC, Sigma-Aldrich Che-
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mie GmbH, Deisenhofen) iiber 2 h bei 4°C inkubiert. Das {iber-
schiissige FITC wurde anschliefend durch die Zugabe von
L-Alanyl-L-Glutamin (Dipeptamin®, Frisenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg) gebunden. Die Abtrennung der FITC-mar-
kierten Allergene erfolgte mittels Membrandialyse (Spectra/
Por 1, MWCO 6-8000, Theodor Karow GmbH, Berlin) iiber 92 h
unter Lichtkarenz. Das Dialysat (PBS-Puffer) wurde regelmaRig
gewechselt, bis sich ausschlieSlich FITC-markierte Allergene in
der Testlosung befanden. Die FITC-markierte Allergenlésung
und die Waschlésung wurden aliquotiert und bei -20°C aufbe-
wabhrt.

Applikation und Nachweis der FITC-markierten Allergene

Die Losung der FITC-markierten Allergene (45000 SQ-Einheiten
in 20ul) wurde auf ungebriithte Ohren frisch geschlachteter
Schweine auf ein Hautareal von 2 x 2 cm? aufgetragen. Zum Ver-
gleich wurden 20 ul der Waschlésung auf ein ebenfalls 2 x 2 cm?
grofles Hautareal appliziert. Nach einer Einwirkzeit von 45 min
unter Lichtabschirmung wurde das Stratum corneum mittels der
Abriss-Methode [18] entfernt. Hierfiir wurde ein tesa-Filmstrei-
fen auf das behandelte Hautareal geklebt, mit einer Rolle ange-
driickt und mit einem schnellen Ruck entfernt. Diese Prozedur
wurde auf demselben Hautareal mit einem zweiten tesa-Film-
streifen wiederholt. Insgesamt wurden 50 Abrisse genommen
und so das gesamte SC entfernt. Die Abrisse wurden einzeln un-
ter einem Fluoreszenzmikroskop beziiglich der Belegungsdichte
mit Korneozyten und der FITC-markierten Allergenproteine im
Vergleich zur Kontrolle ausgewertet.

Ergebnisse

Freisetzung von Allergenen aus Pollen unter Einwirkung

von Schweif bzw. Wasser

Die Untersuchungen konzentrierten sich zundchst auf die Frage,
ob Allergene aus Pollen freigesetzt werden konnen, wenn diese
auf die Haut gelangen. Der Kontakt mit wdssrigen Losungen wie
Schweif$ kdnnte hierfiir eine Moglichkeit sein. Die durchgefiihr-
ten Experimente zeigten, dass Pollenkdrner tatsdchlich bei Kon-
takt mit humanem Schweil$ aufquollen und anschlieBend unter
Freisetzung ihres Inhaltes, der Protein-Konglomerate, platzten
(Abb. 2). Das gleiche Verhalten wurde bei Zusatz von Wasser un-
ter dem Lichtmikroskop beobachtet.

Nachweis von Pollenallergenen im SC

Die freigesetzten Allergene wurden anschlieend mittels FITC
markiert, um die Penetration in das SC zu untersuchen. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurde fiir verschiedene Tiefen des SC
die Fluoreszenz der FITC-markierten Typ-I-Allergene bestimmt.
Dabei zeigte sich, dass die markierten Proteine {iber die gesamte
Dicke des SC nachweisbar waren. Sie waren immer mit der An-
wesenheit von Korneozyten assoziiert (Abb. 3). Die Fluoreszenz
war um die Zellen oder auf deren Oberfldche lokalisiert. Der
grofite Teil der FITC-markierten Typ-I-Allergene verblieb jedoch
auf der Oberfldche und im oberen Bereich des SC.

| Abb.2 Pollen vor

L] und nach Kontakt mit
menschlichem
SchweiR. a Pollen vor
Kontakt mit Schweil3,
b Pollen nach Kontakt
mit SchweiR (im Uber-
blick), ¢ Pollen nach
Kontakt mit Schweil3
(im Detail).
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Diskussion

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der Kontakt
von Pflanzenpollen mit humanem Schweilf bzw. Wasser zur
Freisetzung des Polleninhaltes fiihrt. Unter diesen Bedingungen
werden die Allergene sowohl von der Pollenoberfliche geldst
als auch aus dem Polleninneren freigesetzt und stehen fiir die Pe-
netration in die Haut zur Verfiigung. Somit kénnen Umweltein-
fliisse wie Regen oder Transpiration die Auslésung der allergi-
schen Reaktion begiinstigen. Demnach bietet auch Kleidung al-
lein unter bestimmten Bedingungen keinen optimalen Schutz
vor der Penetration von Pollen in die Haut. So kénnte z.B. im
Sommer die Transpiration unter eng anliegender, einlagiger Klei-
dung bei Bestehen einer entsprechenden Sensibilisierung zur
Auslosung einer atopischen Dermatitis fiithren.

Die vorgestellte, neu entwickelte Technik der Fluoreszenzmar-
kierung in Kombination mit der mikroskopischen Auswertung
von Abrissen ermdglicht erstmals die nicht-invasive Untersu-
chung der Penetration von Typ-I-Allergien auslésenden Protei-
nen in ihrem nahezu nativen Zustand. Dadurch werden im Er-
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Abb. 3 Fluoreszenzbilder von Abrissen aus verschiedenen Tiefen des
SC nach Auftragung FITGmarkierter Typ-1-Allergene. a 1. Abriss,
b 25. Abriss.

gebnis auch mogliche Verdnderungen in der dreidimensionalen
Struktur der Allergene (Proteinfaltung bzw. -entfaltung) wdh-
rend der Penetration oder die Zersetzung durch Enzyme bzw.
die Mikroflora miterfasst. So wurde gezeigt, dass die Pollenaller-
gene bzw. ihre Fragmente interzelluldr durch das SC penetrieren
koénnen. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Beob-
achtungen von Ogiso et al. [19,20], die kugelférmige FITC-Dex-
trane als Modellverbindungen fiir Proteine eingesetzt haben,
um deren Penetration durch die Haut von Ratten zu verfolgen.
Die Dextrane penetrierten in Abhdngigkeit von ihrer Grof3e
ebenfalls iiber die Lipidschichten durch das SC.

Diese Ergebnisse stellen die Grundlage fiir zukiinftige Untersu-
chungen dar, bei denen der Anteil der follikuldiren Penetration
von Pollenallergenen im Mittelpunkt stehen wird.
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