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Deel I: Introductie

Een van de meest voorkomende huidziekten is
constitutioneel eczeem (in de volksmond ook wel
atopisch eczeem genoemd). De oorzaak van de ziekte
is tot op heden onduidelijk, maar kenmerkend zijn
de rode, jeukende plekken - de aangedane huid®.
De rest van de huid ziet er op het oog normaal uit,
en wordt de niet-aangedane huid genoemd (zie
Figuur 1). De aangedane huid is ontstoken doordat
allergenen de huid zijn binnengedrongen en daar
een ontstekingsreactie in gang hebben gezet, waarbij
sprake kan zijn van een atopie: een verhoging van
allergeen-specifiek immunoglobuline-E  (1gg)23.
Echter, het gebruik van het woord ‘atopisch’ is met
betrekking tot deze ziekte controversieel, omdat
een groot deel (tot wel 60%) van de patiénten geen
verhoging in IgE laat zien4.

De vraag blijft waardoor allergenen de huid kunnen
binnendringen. Een belangrijke eigenschap van
deze aandoening is droge huid. Dit betekent dat het
watergehalte in de huid verlaagd is. Dit watergehalte

wordt gereguleerd door onder meer de natuurlijke

Figuur 1: Een kind met constitutioneel eczeem. Herkenbaar zijn de
rode plekken (aangedane, rode huid) naast huid dat er op het oog
gezond uitziet (niet-aangedane huid).
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hydratatiefactor van de huid, de NMF (natural moisturizing factor)5-°. Deze NMF zijn
metabolieten van het eiwit filaggrine. Het is bekend dat mutaties in het filaggrine-gen een
grote risicofactor vormen voor de ontwikkeling van constitutioneel eczeem?. Echter, deze
mutaties komen bij constitutioneel eczeem maar in 20 tot 50 procent van de patiénten
voor, enkan de ziekte daarom niet volledig verklaren®9. Dit laat het belang zien van andere
factoren die een rol spelen bij deze ziekte. Eén van deze factoren is de barriérefunctie van
de huid, welke verstoord is bij mensen met constitutioneel eczeem*©-14.

De huidbarriére bevindt zich in de buitenste huidlaag. Dit is de hoornlaag, ook wel het
stratum corneum genoemd'5:1, verder afgekort tot Sc. Deze laag bestaat voornamelijk
uit dode huidcellen (corneocyten) die worden omsloten door lipiden. Deze lipiden
vormen een sterk geordende structuur, en voorkomen het binnendringen van allergenen
uit de omgeving (zie Figuur 2a-c)'7. Daarnaast beschermt het sc het lichaam tegen
overmatig transdermaal waterverlies, en dus uitdroging. In constitutioneel eczeem is
de barriérefunctie van het sc verminderd en kunnen allergenen via de lipiden door het
Sc penetreren en de dieper gelegen huidlagen bereiken? 193,28, Dit duidt erop dat de
lipiden in het Sc een belangrijke functie vervullen voor een goede huidbarriére.

De lipiden in het Sc bestaan uit vetzuren, ceramides, en cholesterol*9-2°. Op moleculair
niveau hebben vetzuren en ceramides respectievelijk één en twee lange koolstofketens,
zoals uitgelegd in Figuur 3a. Echter, de molecuulstructuur van deze lipiden kan
verschillen: vetzuren zijn voornamelijk verzadigd, maar onverzadigde vetzuren zijn
ook aangetoond?*:?2. Ceramides bestaan uit een sfingoide base en een vetzuurketen
(acylketen genoemd). Beide ketens kunnen verschillen in hun chemische structuur, wat
resulteert in ceramidesubklassen?3-24. Naast deze variaties in functionele groepen hebben
zowel vetzuren als ceramides een grote variatie in de ketenlengte. Deze variatie in zowel
ketenlengte en functionele groepen is uniek voor lipiden in het Sc en resulteert in een
karakteristiek geordende structuur van de lipiden: lipidenlagen die geordend op elkaar
gestapeld zijn (Figuur 2d,e)?5-2°. In humaan sc bevinden zich twee soorten gestapelde
lipidenlagen (lamellaire lipidenstructuren genoemd), die zich over een afstand van 6
of 13 nanometer herhaalt, respectievelijk de spp (short periodicity phase) en LPP (long
periodicity phase) genoemd?7-29. Naast deze lamellaire lipidenstructuur zijn de lipiden
in deze lipidenlagen ook geordend met een bepaalde dichtheid, bekend als de laterale
lipidenstructuur3©34: humane Sc-lipiden zijn voornamelijk zeer compact geordend -
orthorombisch genoemd. Een klein deel van de lipiden is echter geordend in een minder
compacte — hexagonale - lipidenstructuur, of zelfs een structuur die veel minder geordend,
en vloeibaar is.

Bekend is dat lipiden in het Sc een cruciale rol spelen bij een goed functionerende
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Figuur 2: Verklaring van de lipidenstructuur in de huid. a) Dwarsdoorsnede van de huid met daarin de opperhuid
(epidermis), lederhuid (dermis), en het onderhuids vet- en bindweefsel. b) De epidermis is onderverdeeld in een

aantal lagen waarvan het sc (hoornlaag) de buitenste is. Deze beschermt het lichaam tegen het binnendringen van
allergenen van buitenaf, en voorkomt tevens excessievelijk transepidermaal waterverlies van binnen het lichaam. c) Het
SC is opgebouwd als een bakstenen muur, bestaande uit corneocyten (bakstenen) omgeven door lipiden (cement). De
corneocyten zijn veelal ondoordringbaar, en stoffen van buitenaf dringen de huid daarom binnen via de intercellullaire
route (via de lipiden, aangegeven met de rode pijl). d) Ingezoomd op de lipiden zijn daar de lipide lamellen: gestapelde
lipidelagen met een driedimensionale ordening, weergegeven in e). Ten eerste kunnen de lipiden onderzocht worden
naar hun lamellaire structuur (vooraanzicht in de figuur), en inzicht worden verkregen in de lengte van de repeterende
afstanden. Daarnaast kan ook de dichtheid van de lipiden bestudeerd worden, de laterale structuur (bovenaanzicht in de
figuur). Hiermee kijkt men hoe compact en geordend de lipiden zijn gestructureerd.
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Figuur 3: Molecuulstructuur van vetzuren en ceramides. a) Vetzuren bestaan uit een lange koolstofketen en

een zuurgroep. Daarnaast kunnen vetzuren één of meerdere dubbele bindingen in de koolstofketen hebben en
daarmee respectievelijk enkelvoudig onverzadigd of meervoudig onverzadigd zijn. Vetzuren kunnen ook een extra
hydroxylgroep hebben op de alpha- of omegapositie in het molecuul (met rood aangegeven). Ceramides bestaan uit
twee koolstofketens: een vetzuurketen (acylketen genoemd, aangegeven in grijs) gekoppeld aan een sfingoide base (in
blauw). Ook bij ceramides kan de molecuulstructuur van beide ketens variéren en kan een extra hydroxylgroep op de
met rood gemarkeerde plaatsen voorkomen. Daarnaast kunnen zowel vetzuren als ceramides verschillen in de lengte
van de koolstofketens (aangegeven met rode pijlen). Vetzuren in het SC kunnen een ketenlengte hebben variérend

van ongeveer 16 tot 36 koolstofatomen. Ceramides hebben een totale ketenlengte (beide ketens samen) tussen de

32 en 56 koolstofatomen, uitgezonderd de [EO]-subklasse (zie hieronder). b) De molecuulstructuur van de twaalfde,
ontdekte ceramide: de ester-gebonden w-hydroxy acylketen gekoppeld aan een dihydrosfingosine base. Deze behoort tot
de [EQ]-subklasse, waarin een extra vetzuur vastgekoppeld is (aangegeven in het groen) via een esterbinding aan de
vetzuurketen van de ceramide. Dit maakt dat ceramides die behoren tot deze subklasse uitzonderlijk lang zijn, met een
totale ketenlengte die ligt tussen de 62 en 78 koolstofatomen. Ook bij deze subklasse komen variaties in ketenlengte
voor (aangegeven met rode pijlen).

huidbarriére. Onduidelijk is echter welke rol de samenstelling van de lipiden (en de
ordening ervan) spelen in constitutioneel eczeem. Wetenschappelijke studies geven
gebrekkige of tegenstrijdige informatie als het gaat om de samenstelling van de
lipiden35-45. Dit komt onder meer doordat de analytische methoden om de samenstelling
nauwkeurig te bepalen erg gelimiteerd zijn en vaak weinig gedetailleerde informatie geven.
Ook over de mate van ordening van de lipiden is bijna geen informatie beschikbaar. Er is
slechts één studie bekend waarin de laterale lipidenstructuur is onderzocht in relatie tot
constitutioneel eczeem?°. Het kleine aantal patiénten in die studie maakt de interpretatie
echter beperkt, en tevens geeft dit geen inzicht in de lamellaire structuur van de lipiden.
Het gebrek aan kennis over de lipiden in het Sc belemmert de ontwikkeling van mogelijke
behandelingen en medicatie voor mensen met constitutioneel eczeem. Het uitgangspunt
van dit proefschrift is om meer inzicht te verkrijgen over de functie van de sc-lipiden en

hun rol in de verstoorde huidbarriére bij mensen met constitutioneel eczeem.
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Doelstellingen

Het hoofddoel van dit proefschrift is om in detail de samenstelling en de ordening
van de lipiden in het sc te bepalen, en te onderzoeken wat de rol van deze lipiden is
met betrekking tot de verminderde huidbarriére in eczeempatiénten. Om dit doel te

verwezenlijken moest aan een viertal wetenschappelijke doelstellingen worden voldaan:

1. Het ontwikkelen van een robuuste methode die het mogelijk maakt om in detail de
lipiden van het sc kwantitatief te analyseren.

2. Het bepalen van de lipidensamenstelling in zowel aangedane als niet-aangedane
huid van constitutioneel eczeempatiénten, en deze vergelijken met een gezonde
controlegroep.

3. Verklaren hoe veranderingen in de samenstelling van sc-lipiden in constitutioneel
eczeempatiénten gerelateerd zijn aan veranderingen in de ordening van de lipiden,
en hoe dit effect heeft op de barriérefunctie van de huid.

4. De relatie onderzoeken tussen de samenstelling en de ordening van de sc-lipiden in

patiénten met Netherton syndroom en in humane huidmodellen.

Deel II: methodeontwikkeling voor het analyseren van sc-lipiden

Deel II van het proefschrift richt zich op de eerste doelstelling waarin een nieuwe
methode is ontwikkeld die het mogelijk maakt om alle lipiden in het sc (de ceramides,
vetzuren, en cholesterol) tot in detail te analyseren. Dit is uitgevoerd met behulp van
vloeistofchromatografie gekoppeld aan massaspectrometrie (Lc/MS). Met deze techniek
is het mogelijk om alle lipidenklassen en subklassen te scheiden en vervolgens te
analyseren, evenals de ketenlengte van elk afzonderlijk lipide te bepalen.

De ontwikkeling van deze methode staat beschreven in Hoofdstuk 3, waarin het
analyseren van de ceramides centraal staat. In dit hoofdstuk wordt een snelle en
robuuste Lc/MS methode beschreven die het mogelijk maakt om kwantitatief alle
ceramides te analyseren met een geringe monstervoorbewerking. De ongebruikelijke
combinatie van normale fase LC met atmosferische druk chemische ionisatie (APCI) MS
bleek een uitstekende keus voor de analyse van ceramides, aangezien alle subklassen en
ketenlengtes afdoende werden gescheiden en makkelijk konden worden gedetecteerd.
In humaan sc werden alle 11 tot dusverre bekende ceramidesubklassen gedetecteerd.
Daarnaast werden onbekende subklassen ontdekt. Met behulp van hoge-resolutie Ms
en door middel van fragmentatie-Ms (MS/MS) werd een twaalfde ceramide-subklasse
geindentificeerd: Ceramide [EOdS] (ester-gebonden w-hydroxy acylketen gekoppeld aan

een dihydrosfingosine base; zie Figuur 3b). De methode bleek niet alleen succesvol in het
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analyseren van ex-vivohuid, maar ook voor Sc verkregen door middel van tape-strippen
en SC geisoleerd uit humane huidmodellen.

De methodeontwikkeling van de andere twee lipidenklassen, de vetzuren en cholesterol,
is beschreven in Hoofdstuk 4. Hierin wordt eerst de analyse van vetzuren beschreven.
Door gebruik te maken van omgekeerde fase LC in combinatie met APCI-MS konden
vetzuren worden gescheiden en gedetecteerd. Toevoeging van chloroform verbeterde in
sterke mate de ionisatie en leidde tot de formatie van stabiele chloride-adducten. Een
kwantitatief validatieprotocol liet zien dat de methode robuust, reproduceerbaar, gevoelig
en snelis, terwijl ionsuppressie verwaarloosbaar klein bleek. Deze methode is daarom zeer
geschikt voor de analyse van Sc-vetzuren, en kan gecombineerd worden met de methode
voor de analyse van ceramides beschreven in Hoofdstuk 3, omdat dezelfde ionisatie-
bron (apcI) is gebruikt. Deze methode voor het analyseren van ceramides werd op enkele
punten aangepast, waardoor cholesterol ook gedetecteerd en kwantitatief geanaliseerd
kan worden. De gecombineerde methode maakt het nu mogelijk om alle belangrijke
lipiden (ceramides, vetzuren, en cholesterol) in het Sc gezamenlijk te analyseren. Het
laatste onderdeel van Hoofdstuk 4 beschrijft hoe de methode gebruikt kan worden voor
sc afkomstig van: 1) ex-vivohuid; 2) in-vivohuid verkregen met behulp van tape-strippen;
3) humane huidmodellen, en; 4) varkenshuid. De verschillende soorten huid laten tal van
verschillen zien in de lipidenprofielen van zowel de ceramides als de vetzuren.

Nadat de Lc/Ms-methode ontwikkeld was, is deze toegepast in een aantal studies waarin
de rol van deze lipiden op de barriérefunctie van de huid werd onderzocht. Deze studies

worden beschreven in Deel III en IV.

Deel III: Samenstelling van de sc-lipiden in constitutioneel eczeem, en de rol
van deze lipiden voor de barriérefunctie van de huid.

Met behulp van de ontwikkelde Lc/Ms-methode is de samenstelling van de lipiden
bepaald in patiénten met constitutioneel eczeem onderzocht, en vergeleken met de
samenstelling in gezonde vrijwilligers (controle-groep). Daarnaast is de relatie is tussen
de samenstelling en de ordening van deze lipiden onderzocht, en hoezeer de lipiden
betrokken zijn bij de verminderde huidbarriére in constitutioneel eczeem.

De eerste, verkennende studie in patiénten met constitutioneel eczeem is beschreven
in Hoofdstuk 5. Hierin is de samenstelling van de ceramideklassen bepaald in 6 patiénten
en vergeleken met een controlegroep van 6 gezonde vrijwilligers. In dit hoofdstuk wordt
enkel de lipidensamenstelling besproken van niet-aangedane huid. Door middel van het
tape-strippen van de onderarmen werd SC verkregen. Daarnaast werden huidbiopten

afgenomen om met behulp van réntgen-diffractie (SAXD) de lamellaire lipidenstructuur
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te onderzoeken. Uit dit onderzoek blijkt dat de sc-lipiden van patiénten met
constitutioneel eczeem een veranderde ceramidesamenstelling hebben. Evenals bij de
gezonde controlegroep, zijn alle 12 ceramidesubklassen aanwezig. Echter, de onderlinge
verhouding in subklassen verschilt: Percentueel gezien hebben patiénten significant
minder ceramides die behoren tot de [EO]-subklassen. Deze worden acylceramides
genoemd en hebben een uitzonderlijk lange koolstofketen, zoals uitgelegd in Figuur 3b.
Daarnaast werd duidelijk dat patiénten met de grootste afname in deze acylceramides
ook de grootste afwijkingen hadden in de lamellaire structuur van de lipiden. Hieruit
blijkt dat er een relatie bestaat tussen de ordening en de samenstelling van de ceramides.

De resultaten beschreven in Hoofdstuk 5 vormden het uitgangspunt voor een
uitvoerige studie in 28 patiénten met constitutioneel eczeem en een controlegroep
van 14 gezonde vrijwilligers, beschreven in Hoofdstuk 6. In deze studie is de
ceramidesamenstelling bepaald en daarnaast de ordening van de sc-lipiden onderzocht:
door gebruik te maken van SAXD werd informatie verkregen over de lamellaire structuur,
terwijl de laterale ordening onderzocht is met behulp van Fourier transform infrarood
spectroscopie (FTIR). Ook werd de rol van de lipiden in relatie tot huidbarriére en het
klinisch ziektebeeld onderzocht. Omdat mutaties in het filaggrine-gen een belangrijk
risicofactor vormen voor de ontwikkeling van constitutioneel eczeem, is ook de relatie
tussen dit gen en de samenstelling en ordening van de sc-lipiden onderzocht. Uit de
resultaten kwamen een aantal opvallende aspecten naar voren. Allereerst blijkt dat sc
van patiénten met constitutioneel eczeem een verhoogd gehalte hebben aan ceramides
met een korte ketenlengte, in het bijzonder ceramides met een ketenlengte van (slechts)
34 koolstofatomen. Daarnaast blijkt het gehalte aan acylceramides verlaagd te zijn in
patiénten. Deze twee veranderingen veroorzaken een verlaging van de gemiddelde
ketenlengte van ceramides in patiénten met constitutioneel eczeem. Ook leiden deze
veranderingen tot een andere ordening van de lipiden: Uit de laterale lipidenstructuur
blijkt dat een groter deel van de lipiden geordend is in een minder compacte (hexagonale)
structuur. Daarnaast laat de lamellaire ordening zien dat de afstand waarover de
structuur zich herhaalt kleiner is. Alle bovengenoemde afwijkingen in samenstelling en
ordening van lipiden gingen gepaard met een verminderde barriérefunctie van de huid
en correleerden daarnaast ook met de mate waarin de ziekte zich manifesteert in deze
patiénten.

Uit deze studie, waar de ceramide samenstelling en de lipidenordening in het SC centraal
staat, blijkt dat de veranderingen in de lipiden een zeer belangrijk aspect vormen voor de
verstoorde huidbarriére in constitutioneel eczeem. Voor het eerst werd aangetoond dat

met name de ketenlengte van de totale ceramideklassen een rol spelen in de verminderde
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barriérefunctie. Naast ceramides zijn vetzuren een andere belangrijke sc-lipidenklasse.
Bovendien zijn vetzuren essentieel voor de biosynthese van ceramides, en veranderingen
in vetzuurketenlengte zou mogelijk ten grondslag kunnen liggen aan de verandering in
ketenlengte van de ceramides.

Omdat tot dusverre de ketenlengte van de vetzuren in het sC van patiénten met
constitutioneel eczeem niet onderzocht is, werd deze lipidenklasse ook bepaald. Hierbij
zijn zowel verzadigde, onverzadigde, en hydroxyvetzuren geanalyseerd. Deze studie is
beschreven in Hoofdstuk 7, waarin de lipidensamenstelling in zowel aangedane als niet-
aangedane eczeemhuid is onderzocht. Tevens werd de correlatie tussen veranderingen
in de ketenlengte van de vetzuursamenstelling en ceramidesamenstelling bestudeerd.
Daarnaast is onderzocht hoe veranderingen in de lipidensamenstelling kunnen bijdragen
aan veranderingen in de ordening van de lipiden, en zo de barriérefunctie van de huid
kunnen verminderen. Het bleek dat in het SC van patiénten met constitutioneel eczeem
een verhoogde hoeveelheid aanwezig is van onverzadigde vetzuren ten koste van hydroxy-
vetzuren. Daarnaast was er een verschuiving te zien in de vetzuurketenlengte: patiénten
hadden een verhoging aan vetzuren met kortere ketens en een verlaging van vetzuren met
lange ketens. Deze veranderingen waren al aanwezig in niet-aangedane huid, maar komen
duidelijker naar voren in aangedane huid. De kortere vetzuurketenlengte correleert met
een verkorte ketenlengte voor de ceramides. Dit bevestigt de hypothese dat de vetzuren
en ceramides een gedeeltelijk gezamenlijke biosynthese hebben. De ketenlengte van
de lipiden - zowel de vetzuren als de ceramides — blijkt sterk geassocieerd te zijn met
de ordening van de lipiden: een verhoging in de hoeveelheid lipiden met een kortere
ketenlengte leidt tot een minder compacte, hexagonale, lipidenstructuur. Daarentegen
dragen langere ketenlengtes bij aan een compactere, orthorombische, ordening. Ook
werd in dit hoofdstuk aangetoond dat een minder compacte lipidenstructuur samenvalt
met verminderde huidbarriérefunctie. Dit was zeer duidelijk te zien in aangedane huid,
maar al waarneembaar in niet-aangedane huid.

Zowel in Hoofdstuk 6 als 7 wordt het effect van mutaties in het filaggrine-gen op de
lipiden beschreven. Ook de NMF, metabolieten van filaggrine, worden meegenomen in het
onderzoek omdat deze een belangrijke rol spelen in de hydratatie van de huid en zorgen
voor de juiste pH van het sc. Zowel de lipidensamenstelling als de ordening laten een
duidelijk verband zien met de NMF: Patiénten met een sterker afwijkend lipidenprofiel
laten ook een sterkere afname zien in de hoeveelheid NMF in het sc. Daarentegen is er
geen enkele correlatie gevonden met mutaties in het filaggrine-gen. Deze discrepantie laat
zien dat tussen het filaggrine-genotype en de filaggrine-metabolieten andere factoren een

belangrijke rol spelen (zoals filaggrine-expressie), en maakt duidelijk dat onderzoek naar
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filaggrine op fenotypisch niveau naast dat van filaggrine genotypering erg belangrijk is.

Uit de studies beschreven in de voorgaande hoofdstukken blijkt dat de samenstelling
van de lipiden - en de daaruitvoortkomende ordening — een belangrijke rol spelen in de
verminderde barriérefunctie van het SC in patiénten met constitutioneel eczeem. Een
laatste studie in deze patiéntengroep was gericht om het effect van de totale hoeveelheid
aan lipiden in het sc op de barriérefunctie te onderzoeken. Om hierin inzicht te verkrijgen
kan men het drooggewicht van het sc vergelijken met de lipide/eiwit-ratio, verkregen
via Ramanspectroscopie. Dit onderzoek is beschreven in Hoofdstuk 8, en laat zien dat
het drooggewicht van het sc nauwelijks veranderd is in patiénten met constitutioneel
eczeem ten opzichte van de gezonde controlegroep. De lipide/eiwit-ratio was daarentegen
wel significant afgenomen in eczeempatiénten, zowel in aangedane huid als - in mindere
mate - in niet-aangedane huid. Ook deze veranderingen correleren met een verminderde
huidbarriére in de patiéntengroep. De resultaten impliceren dat de hoeveelheid lipiden
binnen het sc (en niet de hoeveelheid sc) een belangrijke rol spelen bij de verstoorde
huidbarriére in constitutioneel eczeem.

Samenvattend: de studies beschreven in Deel III van dit proefschrift illustreren het
belang van de lipiden voor de verstoorde huidbarriére in patiénten met constitutioneel
eczeem. Deze conclusies vormden de basis om de lipiden van andere huidsoorten te
onderzoeken waarin eveneens sprake is van een verminderde huidbarriére. Dit is uitvoerig

beschreven in Deel IV.

Deel IV: Onderzoek naar sc-lipiden afkomstig van andere huidsoorten met
een verminderde huidbarriére

In Deel III is een sterke relatie tussen de lipidensamentelling, de lipidenstructuur,
en een verminderde huidbarriére in patiénten met constitutioneel eczeem beschreven.
Daarom werd besloten om ook Sc te onderzoeken van patiénten met Netherton syndroom
en humane huidmodellen. Van beide is bekend dat er sprake is van een verminderde
barriérefunctie van de huid, maar informatie over de sc-lipiden is er niet of nauwelijks.

Hoofdstuk 9 beschrijft de samenstelling en ordening van de sc-lipiden in 8 patiénten
met Netherton syndroom, een zelfdzame en zeer ernstige huidziekte die veel
gelijkenissen vertoont met constitutioneel eczeem. Het syndroom wordt veroorzaakt
door mutaties in het SPINK5 gen. Dit gen codeert voor het eiwit LEKTI, een specifieke
proteaseremmer. Bij patiénten is er geen of nauwelijks expressie van dit eiwit, wat leidt
tot een verhoogde activiteit van epidermale proteases en daardoor extreme schilfering
van het sc. De barriérefunctie van de huid is dan ook ernstig verstoord bij mensen die

lijden aan Netherton syndroom. Het doel van dit onderzoek was om te bepalen of er

224



I PART V

afwijkingen zijn in de samenstelling en de ordening van de lipiden in het sc van deze
patiénten. Er is nagenoeg geen informatie bekend over de lipideneigenschappen van het
sc van deze patiénten. Uit het door ons uitgevoerde onderzoek blijkt dat patiénten met
Netherton syndroom een lipidenprofiel hebben die veel overeenkomsten vertoont met
constitutioneel eczeem: ten opzichte van de controlegroep is de ketenlengteverdeling van
de vetzuren verschoven naar kortere ketens, en tevens is er een verhoging in het aantal
onverzadigde vetzuren. Ook is het gehalte aan ceramides met een korte keten verhoogd
enis er in een aantal patiénten een drastische verlaging van ceramides met een zeer lange
keten (acylceramides). Naast deze overeenkomsten met constitutioneel eczeem zijn er in
patiénten met Netherton syndroom hoge gehaltes aan onverzadigde ceramides gemeten.
De veranderingen in de samenstelling van de lipiden komt overeen met een verandering
in de ordening ervan: zowel de lamellaire als de laterale structuur lieten significante
veranderingen zien. Het ligt voor de hand dat de bovengenoemde veranderingen in
lipidensamenstelling en lipidenstructuur bijdragen aan de verminderde barriérefunctie
van de huid bij deze patiénten.

Hoofdstuk 10 beschrijft een studie waarin de sc-lipiden van vier verschillende
(humane) huidmodellen onderzocht is. Deze gekweekte huid afkomstig van geisoleerde
huidcellen lijkt in veel opzichten op de eigenschappen van menselijke huid, maar vertoont
desalniettemin een verminderde huidbarriére en een afwijkende lipidenstructuur. Om de
oorzaak van deze afwijkingen in huidmodellen te achterhalen, is de samenstelling van
de vetzuren en ceramides geanalyseerd. Uit de resultaten blijkt dat in alle huidmodellen
dezelfde 12 ceramidesubklassen aanwezig zijn als in humaan sc. Echter, ceramides met
kortere koolstofketens zijn significant verhoogd ten opzichte van humaan sc. Daarnaast
zijn in de huidmodellen ook onverzadigde ceramides aanwezig. Deze zijn nooit eerder
waargenomen in humaan Sc, uitgezonderd de patiénten met Netherton syndroom. Ook
bleek de totale hoeveelheid vetzuren drastisch verlaagd, en vertonen de huidmodellen
een verhoogde hoeveelheid onverzadigde vetzuren ten opzichte van humaan sc. Dit
laatste kan verklaard worden door een verhoogde expressie van het enzym stearoyl-coA

desaturase (SCD), het enzym dat verzadigde vetzuren omzet tot onverzadigde vetzuren.

Deel V: Conclusies

Uit de studies beschreven in dit proefschrift blijkt dat lipiden in het Sc een cruciale rol
spelen in de barriérefunctie van de huid. Uit studies in patiénten met constitutioneel
eczeem en Netherton syndroom blijkt dat veranderingen in de samenstelling van de
lipiden een negatief effect hebben op de lamellaire en laterale lipidenstructuur. In het

bijzonder de ketenlengte van de lipiden blijkt uitstekend te correleren met de ordening
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van de lipiden: kortere vetzuur- en ceramideketenlengtes dragen bij aan een minder
compacte, hexagonale, lipidenordening, terwijl langere lipidenketens resulteren in een
meer compacte, orthorombische, lipidenstructuur.

Uit de studies blijkt ook dat acylceramides (ceramides met een zeer lange koolstofketen,
behorende tot de [EO] subklasse) essentieel zijn voor een lange periodiciteitsfase (LPP) in
de lamellaire lipidenstructuur. De aanwezigheid van deze LPP heeft een positieve bijdrage
op de barriérefunctie van de huid. Het gebruik van Lc/Ms als analytische methode bleek
essentieel voor deze bevindingen, omdat geen enkele andere methode tot op heden alle
sc-lipiden en de ketenlengtes ervan kan analyseren. Daarnaast is de gevoeligheid van
massaspectrometrie ongeévenaard, waardoor de hoeveelheid huidmateriaal die nodig
is voor analyse zeer beperkt blijft. Hierdoor was het mogelijk om lipiden uit het Sc te
verkrijgen op een non-invasieve manier door middel van tape-strippen.

Het sc van patiénten met constitutioneel eczeem, Netherton syndroom, en van
huidmodellenlatenallemaaldezelfdesoortveranderingenzieninhunlipidensamenstelling:
een verkorte ketenlengte in de lipiden en een verhoging van het gehalte aan onverzadigde
lipiden. Een sterkere afwijking in de lipidensamenstelling — zoals aangedane huid in
constitutioneel eczeem of huid van patiénten met Netherton syndroom - leidt tot een
sterkere afwijking in de ordening van de lipiden en een ernstigere verstoring van de
huidbarriére.

Uit deze studies blijkt dat er een duidelijk verband is tussen de samenstelling van de
vetzuren en de ceramides: zowel de ketenlengte als de hoeveelheid onverzadigde lipiden
correleert voor beide lipidenklassen. Deze bevinding is biologisch gezien relevant, omdat
dit de hypothese ondersteunt dat vetzuren en ceramides in het SC een overlappende
biosynthese hebben47-48. Ook is de bevinding van klinische waarde, omdat het impliceert
dat de ceramidesamenstelling gedeeltelijk hersteld kan worden door het normaliseren
van de vetzuursamenstelling.

Tevens is er meer inzicht verkregen in het epidermaal lipidenmetabolisme: Allereerst
suggereren de kortere vetzuurketenlengtes — waargenomen in constitutioneel eczeem,
Netherton syndroom, en de huidmodellen - dat de verlenging (elongatie) van vetzuurketens
verstoord is49; Ten tweede laten de veranderingen in de relatieve hoeveelheid van bepaalde
ceramidesubklassen zien dat de enzymen die betrokken zijn bij de synthese van deze
subklassen meer- of minder actief zijn. Twee enzymen die wellicht deels ten grondslagliggen
aan dit veranderde lipidenmetabolisme zijn P-glucocerebrosidase en sfingomyelinase.
Beiden zijn betrokken bij de omzetting van ceramide-precursors naar hun uiteindelijke
ceramidestructuur5°53. Beide enzymen hebben echter niet dezelfde affiniteit voor alle

precursors, en verandering in de activiteit van één van deze enzymen kan deels verklaren
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waarom bepaalde ceramidesubklassen verhoogd zijn ten koste van andere subklassen54.

De studies in constitutioneel eczeempatiénten geven een beter inzicht in de rol van
filaggrine en NMF met betrekking tot de lipiden in het sc en de barriérefunctie van de huid.
Filaggrine op fenotypisch en metabolisch (NMF) niveau zijn hier meer aan gerelateerd dan
op het genotypisch (DNA) niveau. Dit ondersteund de hypothese dat veranderingen in
filaggrine-expressie een belangrijke factor vormen in constitutioneel eczeem55:5°.

Concluderend, de studies die beschreven zijn in dit proefschrift dragen bij aan meer
kennis omtrent de barriérefunctie van het sc vanuit zowel een biofysisch perspectief (de
relatie tussen lipidensamenstelling, lipidenstructuur, en barriérefunctie van de huid),
maar ook vanuit een klinisch perspectief, namelijk het belang van de sc-lipiden in relatie
tot constitutioneel eczeem en Netherton syndroom. Toekomstig onderzoek zou zich
kunnen richten op het herstellen van de huidbarriére bij mensen met (constitutioneel)
eczeem, of meer inzicht verschaffen naar de de oorzaak en de mechanismen van de ziekte.
Daarnaast kan men ook breder kijken door fundamenteel onderzoek te verrichten naar
het lipidenmetabolisme van de huid, of de mogelijkheden benutten die liggen op het
gebied van de analytische technieken als Lc/Ms.
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Verklarende woordenlijst

Deze verklarende woordenlijst fungeert als supplement bij de Nederlandse

Samenvatting, en dient in de context gelezen te worden. De termen zijn op alfabetische

wijze vermeld.

Affiniteit: Aantrekkingskracht tussen
het molecuul (ligand) en het enzym.
Een ligand met een hogere affiniteit
voor een bepaald enzym zal makkelijker
een binding vormen met het enzym en

vervolgens omgezet worden.

Allergeen-specifiek immunoglobuline-E
(1gE): Lichaamseigen antistof dat een rol
speelt bij overgevoeligheid. Ige bindt aan
de allergene stof en zet een imuunreactie
in werking. In het geval van een allergie is

er sprake van een overreactie.

Allergenen: Stoffen (van buitenaf) die
een allergie kunnen veroorzaken. Het
lichaam reageert hierop hevig met een
overgevoelige reactie en (eventueel) de
aanmaak van IgE. Bekende voorbeelden
zijn pollen en huisstofmijt, maar ook
pinda’s en koemelkeiwitten kunnen een
IgE-gemedieerde immuunreactie in gang

zetten.

Atmosferische druk chemische ionisatie
(apci): Een methode om geladen deeltjes
(ionen) te verkrijgen via verdamping en het
gebruik van electrische ontladingen met
een hoog voltage (waarbij plasma ontstaat).
Deze ionen zijn nodig om met een

massaspectrometer te kunnen detecteren.
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B-glucocerebrosidase: Enzym dat
een suikergroep ‘losknipt’ van een
glucosylceramide-molecuul, waardoor een

ceramide ontstaat.

Biosynthese: Natuurlijke aanmaak van
stoffen in het lichaam via enzymatische

reacties.

Chloride-adducten: Een geladen deeltje
(ion) gevormd uit de koppeling van

het oorspronkelijke molecuul met een
chloor-atoom. Adducten worden gebruikt
in massaspectrometrie omdat het
oorsponkelijke molecuul bijvoorbeeld erg

instabiel of niet goed detecteerbaar is.

Elongatie: Natuurlijke manier om
koolstofketens (zoals het geval bij
vetzuren) te verlengen met behulp van

enzymen (zogenaamde elongases).

Epidermale proteases: enzymen in de

huid die eiwitbindingen afbreken.

Ex-vivohuid: Huid waarop onderzoek
gedaan wordt, maar buiten het lichaam. In
dit geval gaat het om huid dat via plastische
chirurgie is verwijderd en vervolgens
geprepareerd is om experimenteel werk op

te kunnen verrichten.



Expressie: Het proces waarin het DNA

van een gen wordt gekopieerd en tot
uiting komt (fenotype), vaak als een eiwit
(in dit geval filaggrine). Of een gen ook
daadwerkelijk tot expressie komt hangt af
van vele factoren, waaronder de omgeving.
Het genotype (DNA) bepaalt dus maar

in beperkte mate de uiterlijke vorm en

hoeveelheid van een eiwit (fenotype).

Fenotypisch: Waarneembaar/Meetbare
resultaat van een genotype (DNA). lets wat
in het DNA zit hoeft niet altijd tot uiting
te komen in een fenotype (‘zichtbaar te
worden’), omdat ook andere factoren

een rol spelen zoals de omgeving (zie
‘Expressie’). In dit geval gaat het om het
filaggrine-gen (genotype) , dat uiteindelijk
tot uiting kan komen in het eiwit

filaggrine (fenotype).

Filaggrine: Eiwit in de huid met twee
belangrijke functies. Allereerst zorgt

het voor het bij elkaar houden van
keratinefillamenten, ‘eiwitdraden’ die
zorgen voor de compactheid en stevigheid
van huidcellen. Daarnaast wordt filaggrine
afgebroken in moleculen die belangrijk
zijn voor de hydratatie van de huid, de
NME.

Fourier transform
infraroodspectroscopie (FTIR):
Analytische techniek waarbij met behulp
van infrarode straling gekeken wordt

naar specifieke trillingen van moleculen.
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Hiermee kan de laterale structuur van
de lipiden onderzocht worden, omdat de
lipiden met een andere frequentie trillen

als de ordening verandert.

Fragmentatie-Ms:

Een massaspectrometrische techniek
waarbij de ionen worden gefragmenteerd.
Uit de massa van deze fragmenten kan de
molecuulstructuur van het ion herleidt

worden.

Genotype: De erfelijke eigenschappen
(genen) die zich bevinden in het DNA.

Hoge-resolutie MS: Met een
massaspectrometer met hoge resolutie
kan de massa van ionen bepaald worden

tot op 5 a 6 decimalen achter de komma.

Huidbiopten: Stukjes huidweefsel dat
is weggesneden zodat het gebruikt kan

worden voor onderzoek.

Humane huidmodellen: gekweekte huid
dat grote gelijkenissen vertoont met

menselijke huid.

Hydroxy-vetzuren: Vetzuren met een
extra hydroxyl-groep (OH-groep) in het

molecuul.

In-vivohuid: Huid waarop onderzoek
verricht wordt in een levend organisme.
In dit geval waren het de onderarmen van

vrijwilligers waarop onderzoek gedaan is.
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Ionsuppressie: Bij massaspectrometrie
kunnen meerdere ionen met verschillende
massa’s tegelijkertijd gemeten worden.
Het signaal van het ene ion kan echter wel
het signaal van het andere ion verstoren,
waardoor het signaal gedeeltelijk of

zelfs geheel weg kan vallen. Dit gebeurt
voornamelijk als de detector teveel ionen

in een te korte tijd krijgt te verwerken.

Kwantitatief: lets dat uit te drukken is in
een bepaalde hoeveelheid (bijvoorbeeld
gram, milliliter, of percentage). Dit is
tegengesteld aan kwalitatief, wat alleen
ingaat op de vraag OF iets aanwezig is of

niet.

Lamellaire lipidenstructuur: Een
structuur tussen de corneocyten dat
bestaat uit repeterende lagen (fasen) van
lipiden. In humaan stratum corneum
komt een lange en korte periodiciteitsfase
voor. Niet te verwarren met de
molecuulstructuur, wat een weergave is

van alle atomen in een molecuul.

Laterale lipidenstructuur: Lateraal
betekent letterlijk zijkant. Men bekijkt

de lipiden vanuit het vlak dat loodrecht
op de lamelaire structuur staat. Niet te
verwarren met de molecuulstructuur, wat
een weergave is van alle atomen in een

molecuul.
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LEKTI: Een eiwit dat staat voor Lympho-
epithelial Kazal-type-related inhibitor.
Dit eiwit bindt zich aan specifieke
proteases, enzymen die eiwitbindingen
doorknippen (zie Epidermale Proteases).
Doordat LEKTI bindt aan de proteases,
kunnen andere eiwitten niet meer binden
en geknipt worden. Op deze manier
inhibeert (verhindert) LEKTI de werking
van bepaalde proteases in de epidermis,

waardoor de huid niet overmatig schilfert.

Lipiden: vetachtige stoffen die slecht
oplossen in water. Lipiden hebben in
het menselijk lichaam velerlei functies,
waaronder de barriérefunctie in de huid.
Lipiden die voorkomen in het stratum
corneum zijn cholesterol, vetzuren en

ceramides.

Lipide/eiwit ratio: Verhouding van
het aantal lipiden ten opzichte van

de hoeveelheid eiwit. Omdat het
stratum corneum bestaat uit lipiden en
corneocyten (dode cellen bestaande uit
voornamelijk keratine, een eiwit), is de
ratio een goede maat voor het aantal
lipiden ten opzichte van het totaal aan

stratum corneum.

Massaspectrometrie: Een analytische
techniek waarbij moleculen eerst omgezet
worden in ionen (geladen deeltjes),
waarna het mogelijk is om de exacte
molecuulmassa te kunnen meten van deze

ionen.



Metabolieten: Natuurlijke
afbraakproducten. Filaggrine wordt in de
huid afgebroken tot kleinere moleculen

- zoals de NMF - die een eigen functie

hebben.

Monstervoorbewerking: Voordat een
(huid)monster gemeten kan worden met
analytische apparatuur, moeten er eerst
een aantal stappen genomen worden om
goede metingen te kunnen verrichten en
vervuiling te voorkomen. Zo moeten de
lipiden eerst uit de cellen geéxtraheerd
worden en het lipidenextract opgezuiverd

worden.

Mutaties: veranderingen in het DNA. In
het geval van filaggrine kunnen mutaties
leiden tot (onder andere) minder synthese

van het eiwit filaggrine.

NME: Natuurlijke hydratatiefactor van de
huid, de zogenaamde Natural Moisturizing
Factor. Deze is belangrijk voor een goede
waterhuishouding in de huid, en bestaat
uit onder meer afbraakproducten van het

eiwit filaggrine.

Normale fase LC: Een manier van
vloeistofchromatografie waarbij de
vaste fase een polaire stof is. Deze vorm
van chromatografie is tegenwoordig

ongebruikelijk.
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Omgekeerde fase Lc: Een manier van
vloeistofchromatografie waarbij de
vaste fase een apolaire stof is, vaak een
lange koolstofketen. Dit is tegenwoordig
de meestvoorkomende vorm van

chromatografie.

Onverzadigde vetzuren: Vetzuren

met een dubbele binding in hun
molecuulstructuur. Vetzuren kunnen
enkelvoudig onverzadigd, maar

ook meervoudig onverzadigd zijn.
Laatstgenoemde komen nauwelijks voor in

humaan stratum corneum.

Precursors: Uitgangsstoffen die als

voorloper dienen voor de uiteindelijk stof.

Proteaseremmer: Een eiwit dat bindt aan
een protease (enzym dat eiwitbindingen
doorknipt), waardoor andere eiwitten

niet meer geknipt kunnen worden en de
werking van de protease dus wordt geremd

(geinhibeert).

Ramanspectroscopie: Analytische
techniek waarbij met behulp van een laser
met monochromatisch licht (licht met
één golflengte) gekeken wordt naar de
Raman-verstrooiing van dit licht. Deze
verstrooiing hang samen met specifieke
trillingen van moleculen. Hiermee kan
onder meer de verhouding tussen lipiden
en eiwit in het stratum corneum bepaald
worden omdat de lipiden met een andere

frequentie trillen dan de eiwitten.
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Rontgen-diffractie: Analytische techniek
waarbij Rontgenstraling wordt gebruikt
om de lamellaire structuur van in dit
geval lipiden in het stratum corneum te

onderzoeken.

Sfingomyelinase: Enzym dat een
fosfocholine ‘losknipt’ van een
sfingomyeline-molecuul, waardoor een

ceramide ontstaat.

SPINK5 gen: Het gen wat codeert voor het
eiwit LEKTI (zie LEKTI), en wat gemuteerd
is bij mensen met Netherton syndroom.
De naam staat voor serine peptidase

inhibitor, Kazal type 5.

Stratum corneum: Beter bekend als de
hoornlaag van de huid, die bestaat uit
dode cellen met daatussen de lipiden. Deze
dunne huidlaag fungeert als belangrijkste
barriére tegen het binnendringen van
stoffen van buitenaf. Daarnaast voorkomt

het uitdroging.

Tape-strippen: methode om met behulp
van ‘tape’ snel en op een niet belastende
manier laagjes stratum corneum te

verkrijgen.

Transdermaal waterverlies: De
hoeveelheid water dat vanuit het lichaam
via de huid wordt afgegeven aan de
omgeving. Niet te verwarren met zweet,

dat via zweetklieren wordt afgegeven.
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Validatieprotocol: Een protocol waarin
getest wordt of de ontwikkelde methode
voldoet aan de eisen die vooraf gesteld

zijn.

Vloeistofchromatografie: Een techniek
waarbij stoffen gescheiden worden op
basis van hun affiniteit met een vaste
fase ten opzichte van een bewegende
vloeistoffase: Stoffen worden meegeleid in
een vloeistof langs een analytische kolom
met een vaste fase. Stoffen die chemisch
gezien meer overeenkomst vertonen

met de vaste fase worden vertraagd en
worden op deze manier in de mobiele
fase gescheiden van stoffen die minder

overeenkomst vertonen met de vaste fase.

Ionisatie: Het proces waarbij een
ongeladen molecuul een geladen atoom (of
elektron) meer of minder krijgt en zo een

positieve of negatieve lading krijgt.



PART V
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