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1. Einleitung

1.1 Mycosis fungoides
1.1.1 Definition

Die Mycosis fungoides (MF) gehért zu den primér kutanen T-Zell-Lymphomen und ist

mit 44% der haufigste Vertreter der Gruppe der kutanen Lymphome [1]. Sie macht
jedoch nur 0,5% aller Non-Hodgkin-Lymphome aus. Die Krankheit hat eine
Jahresinzidenz von 0,3 pro 100 000 Personen. Sie tritt typischerweise im
Erwachsenenalter zwischen dem 50. und 65. Lebensjahr auf. Manner sind haufiger

betroffen als Frauen [2].

1.1.2 Pathogenetisches Konzept

Die Pathogenese der MF ist multifaktoriell bedingt und bisher noch nicht vollstéandig
geklart. Burg et al. haben 2006 in einem Ubersichtsartikel die Ergebnisse der aktuellen
Forschung zusammengefasst und daraus ein pathogenetisches Konzept zur
Entstehung kutaner Lymphome entwickelt, das sich in drei Schritte gliedert [3]. Hierbei
wird postuliert, dass zu Beginn ein (hyper-) reaktiver, inflammatorischer Prozess
aufgrund verschiedener chronischer Stimuli vorliegt: genetische, infektiose,
immunologische sowie Umweltfaktoren fuhren zu einer chronischen Aktivierung
genetisch instabiler Lymphozyten [3-6]. Aus diesem Prozess entsteht eine potentiell
reversible pra-Neoplasie [3, 7-9]. In einem hypothetischen zweiten Schritt fuhrt die
persistierende Antigen-Stimulation zur definitiven Ausbildung eines niedriggradigen
Lymphoms. Selbst-Co-Stimulation fuhrt zu weiterer T-Zell-Proliferation [1]. Im dritten
Schritt kommt es zur weiteren Aktivierung endogener Wachstumsfaktoren sowie einer
Down-Regulierung von Zellzyklus regulierenden Genen. Diese Prozesse flhren
schlieB3lich zur Proliferation von neoplastischen lymphoiden Zellen. Es kommt zur
Tumorbildung und Transformation in hochgradig maligne Lymphome. In einem vierten
Schritt ist die extrakutane Dissemination mit Beteiligung von Lymphknoten,
Knochenmark, Blut und anderen Organen durch Veranderungen der Homing-

Rezeptoren mdoglich [3, 10, 11].

1.1.3 Klassifizierung

Eine Klassifizierung der kutanen Lymphome wurde 2005 von der WHO (World Health

Organization) und der EORTC (European Organisation of Research and Treatment of



Cancer) gemeinsam veréffentlicht [12]. 2007 wurde diese Klassifizierung von der
EORTC und der ISCL (International Society for Cutaneous Lymphomas) Uberarbeitet
und um genaue Leitlinien zur Stadieneinteilung der MF ergéanzt [13]. Die Klassifizierung
beruht auf klinischen, histologischen, immunphé&notypischen, molekularen sowie

genetischen Merkmalen.

1.1.3.1 Klinische Merkmale
Nach Erstmanifestation an der Haut zeigt die MF typischerweise einen phasenhaften

Verlauf. Die Krankheit beginnt charakteristischerweise mit flachen ekzematbsen
Lasionen an der Haut (,Patches"). Ein Patch ist als Hautveranderung jeglicher GroRRe
definiert, die keine Erhebung oder Verhartung aufweist [13]. Nach Jahren oder
Jahrzehnten konnen sich Patches in dickere Plaques weiterentwickeln, die
definitionsgeman erhaben und infiltriert sind [12, 13]. Bei einer Minderheit der Patienten
kommt es nach weiteren Jahren zur Entwicklung von Tumoren und zu einer
extrakutanen Beteiligung mit Dissemination in Lymphknoten, Blut, Knochenmark und
innere Organe. Die MF entwickelt sich nicht kontinuierlich progredient sondern
schrittweise, was daraufhin deutet, dass die einzelnen Krankheitsschilbe kumulative

Mutationen in verschiedenen Genen widerspiegeln [5, 12, 14].

1.1.3.2 Histologie
Ein wichtiger Pfeiler der Diagnostik der MF ist die histopathologische Analyse [3, 12].

Hierbei wird dem Patienten unter lokaler Betdaubung und mithilfe einer Stanze ein im
Durchmesser 3-5 mm grofRer Gewebeblock aus der fraglichen Lasion entnommen,
anschlieend fixiert, in Paraffin eingebettet und histologisch und immunhistologisch
gefarbt um dann unter dem Lichtmikroskop von einem Experten untersucht zu werden.
Die Diagnose einer MF im Frihstadium stellt sich oftmals als schwierig dar, da die
Histopathologie oftmals unspezifisch ist und chronisch inflammatorischen Dermatosen
ahneln kann. Es kénnen Lymphozyten mit unregelmé&Rig konturiertem Zellkern oder hell
erscheinendem zytoplasmatischen Randsaum, epidermotrope Lymphozyten, leichte
Spongiose und ein bandférmiges Infiltrat in der Basalzellschicht oder oberen Dermis
vorhanden sein [15, 16].

Im frihen Plaquestadium ist die Histologie meist charakteristischer und zeigt
diagnostische Merkmale in Form von einem dichten bandférmigen Infiltrat von

Lymphozyten im Stratum basale, v.a. an den Spitzen der Reteleisten. Zudem kann



Epidermotropismus einzelner Zellen beobachtet werden. Das Infiltrat kann auf3erdem
Eosinophile, Plasmazellen, Makrophagen und dendritische Zellen enthalten. Die
Mehrzahl der Zellen sind kleine, differenzierte Lymphozyten mir runden oder nur leicht
cerebriformem Zellkern, teilweise auch mit einem hellen Randsaum, was im englischen
Sprachraum als ,haloed lymphocytes” bezeichnet wird. Akanthose, Hyperkeratose,
Odeme und Fibrose sind weitere, jedoch unspezifische Merkmale. Teilweise ist eine
Proliferation von postkapillaren Venolen mit prominenten Endothelzellen sichtbar [17,
18]. Im fortgeschrittenen Plaquestadium enthalt das subepidermal gelegene Infiltrat v.a.
atypische Zellen mit cerebriformem Zellkern. Der Epidermotropismus ist noch starker
ausgepragt und oftmals sind zwei bis drei Zellen in Gruppen angeordnet. SchlieRen sich
noch mehr Lymphozyten zusammen, entstehen Pautrier’'sche Mikroabszesse, ein
spezifisches Merkmal, das allerdings studienabhangig nur in 4% bis 41% der Falle zu
finden ist [12, 16, 19].

Im Tumorstadium werden die dermalen Infiltrate diffuser und der Epidermotropismus
kann verschwinden. Die Tumorzellen nehmen sowohl an Gr63e als auch in ihrer Zahl
zu und sind als Zellen mit unterschiedlich grof3en, cerebriformen Zellkernen

gekennzeichnet [12].

1.1.3.3 Immunphénotyp

Der immunphanotypische Prototyp der MF wird anhand von bestimmten CD- (= Cluster
of Differentiation) Oberflachenmarkern und Antigenrezeptormerkmalen auf T-
Lymphozyten festgelegt. Es handelt sich um einen CD2+, CD3+, CD4+, CD5+,
CD45R0O+, CD8-, TCRbetat+ und CD30+ Phéanotyp. Mit Fortschreiten der Erkrankung
kann es v.a. in den epidermotropen cerebriformen Zellen zu einem Verlust von CD?7,
CD2 und CD5 kommen [12].

1.1.3.4 Molekulare und genetische Merkmale

Der Antigenrezeptor von T-Lymphozyten besteht aus zwei membranstandigen
Polypeptidketten: der a- und B-Kette oder der y- und &-Kette. In der fortgeschrittenen
MF ist eine monoklonale Umlagerung von T-Zell-Rezeptor-y-Genen Ublich, in friihen
Stadien ist diese jedoch nur bei der Halfte der Falle zu finden, da mindestens 1% der
Zellen monoklonal sein missen, um sie mittels PCR detektieren zu kénnen [20]. Auch
sind bereits sowohl strukturelle als auch numerische Chromosomenaberrationen

identifiziert worden, die bei MF-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gehauft



auftreten. AulRerdem konnten Veranderungen in Onkogenen und

Tumorsuppressorgenen gefunden werden [4, 12, 21].

1.1.4 Stadieneinteilung

Die meist genutzte Moglichkeit, die MF in Stadien einzuteilen, ist die Nutzung des TNM-
Systems. 2007 haben die EORTC und ISCL zusammen die aktuell gultige Einteilung
entwickelt. Die Klassifizierung nach TNM-System ist in Tabelle 1.1 und die daraus
resultierende Stadieneinteilung in Tabelle 1.2 zu sehen. Eine Beteiligung der
Lymphknoten wird anhand der ,Dutch grade“- Skala bewertet, die 1980 entwickelt
wurde und vier Schweregrade der histopathologischen Mitbeteiligung der Lymphknoten

umfasst [22].
Tabelle 1.1: ISCL/EORTC Klassifizierung der Mycosis fungoides und des Sézary Syndroms

TNMB Stadien

Haut
T1 Patches und Plaques auf <10% der Kdrperoberflache
T2 Patches und Plaques auf >10% der Kdrperoberflache
T3 Mindestens ein Tumor (Durchmesser > 1cm)
T4 Konfluierendes Erythem, das > 80% der Korperoberflache bedeckt
Lymphknoten
NO Keine klinisch abnormale Lymphknoten; Biopsie nicht erforderlich
N1 Klinisch abnormale periphere Lymphknoten; Histopathologie Dutch
grade 1
Nla Klon negativ
N1b Klon positiv
N2 Klinisch abnormale periphere Lymphknoten; Histopathologie Dutch
grade 2
N2a Klon negativ
N2b Klon positiv
N3 Klinisch abnormale periphere Lymphknoten; Dutch grades 3-4
NXx Klinisch abnormale periphere Lymphknoten; keine histologische
Absicherung
Innere Organe
MO Keine Mitbeteiligung innerer Organe
M1 Mitbeteiligung innerer Organe (pathologische Sicherung notwendig)
Blutbeteiligung
BO Keine Blutbeteiligung: <5% des peripheren Bluts sind atypische

(Sézary) Zellen
BOa Klon negativ
BOb Klon positiv
Bl >5% der peripheren Lymphozyten sind atypisch, aber noch nicht B2
Bla Klon negativ
Blb Klon positiv
B2 >1000 Sézary-Zellen mit Klon/mm3



Tabelle 1.2: ISCL/EORTC Stadieneinteilung der Mycosis fungoides und des Sézary Syndroms

T N M B
1A 1 0 0 0,1
IB 2 0 0 0,1
] 1,2 1,2 0 0,1
IIB 3 0-2 0 0,1
1] 4 0-2 0 0,1
A 4 0-2 0 0
nB 4 0-2 0 1
IVAl1 1-4 0-2 0 2
IVA2 1-4 3 0 0-2
IVB 1-4 0-3 1 0-2

In dieser Klassifizierung wurden erstmals bestimmte Variablen genau definiert, die
zuvor noch von der Interpretation des jeweiligen Untersuchers abhangig waren.

An der Haut (T-Klassifikation) ist die genaue Differenzierung zwischen den einzelnen
Lasionen notwendig um eine genaue Stadieneinteilung vorzunehmen, die wiederum
entscheidend fur Prognose, Wahl und Ansprechen auf die Therapie sein kann.
Entscheidend fir die Stadieneinteilung ist auf’erdem, wie viel Prozent der
Kdrperoberflache von Hautveranderungen bedeckt sind.

In Bezug auf das N-Stadium wurden Klinisch abnormale Lymphknoten als solche
definiert, die einen Langendurchmesser von mindestens 1,5 cm haben oder in der
korperlichen Untersuchung als fest, unregelmallig oder fixiert auffallen. Es wurde
festgelegt, dass nur noch diese Lymphknoten biopsiert werden sollen. Eine komplette
Exzision des verénderten Lymphknotens ist z.B. einer Feinnadelpunktion vorzuziehen.
Die M-Klassifikation bezieht sich auf den Befall innerer Organe, der ein signifikant
prognostischer Faktor bei der MF ist. Meist ist dieser Befall asymptomatisch und somit
unterdiagnostiziert. Viszeraler Befall kann in allen Organen vorkommen, besonders
haufig jedoch in Milz, Leber, Knochenmark und Lunge.

Das B-Stadium schlief3lich gibt die Blutbeteiligung wieder, die angenommen wird, wenn
Uber 5% der peripheren Lymphozyten im Lichtmikroskop atypisch erscheinen. Wenn
Uber 20% der Lymphozyten atypisch sind, hat dies -auch unabhéngig von dem T- oder
N-Stadium- prognostische Signifikanz. In der Diagnostik wird des Weiteren festgestellt,

ob die atypischen Zellen einen T-Zell-Rezeptorklon enthalten. [13]



1.1.5 Diagnostik der Mycosis Fungoides
Die Diagnose einer Mycosis fungoides in frihen Stadien ist haufig eine

differentialdiagnostische Herausforderung. Der Zeitraum vom erstmaligen Auftreten von
Hautsymptomen bis zur Diagnosestellung betragt im Durchschnitt 6 Jahre, in denen
haufig keine entsprechende Therapie stattfindet [23]. Wie eingangs kurz erwahnt, wird
die Diagnosestellung dadurch erschwert, dass die Mycosis fungoides (MF) oftmals
ekzematosen und papulosquamésen Dermatosen ahnelt wie z.B. der Parapsoriasis,
dem mikrobiellen und anderen Ekzemen, der Tinea corporis und der Psoriasis vulgaris
[16, 23].

Die Diagnosestellung der MF stitzt sich auf eine Kombination aus klinischen,
histopathologischen, immunphanotypischen, molekularen und genetischen Merkmalen.
Aufgrund der Tatsache, dass die Histopathologie der frihen MF oftmals unspezifisch ist,
ergibt sich haufig die Notwendigkeit wiederholt Hautproben zu entnehmen [16, 23, 24].
Dies ist fur den Patienten mit Schmerzen, einer Narbenbildung sowie dem Risiko von

Infektionen verbunden.

1.2 Konfokale Lasermikroskopie

1.2.1 Entwicklung und Historie
Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie wurde bereits in den 1950er Jahren von Marvin

Minsky entdeckt, damals unter Verwendung von Weildlicht. Erst zu einem spateren
Zeitpunkt wurde diese Art der Mikroskopie mit dem Ziel weiter entwickelt, die klinisch-
dermatologische Evaluation durch optisch hochauflésende in-vivo Mikroskopie zu
erganzen [25]. Rajadhyaksha et al. entwickelten 1995 an der Harvard Medical School
den ersten Prototyp eines konfokalen Mikroskops, der einen Laser als Lichtquelle
verwendete.

Mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops konnen epidermale und oberflachlich dermale
Strukturen mit hoher Auflosung dargestellt werden ohne dazu Gewebeproben
entnehmen zu mussen [26, 27]. Dies kdnnte in Zukunft dazu dienen Probebiopsien zu
ersetzen oder im Vorfeld zu ihnen eine geeignete Lokalisation festzulegen um
Entnahmefehlern vorzubeugen.

In bisherigen Studien wurde die Anwendbarkeit der konfokalen Lasermikroskopie fur die
in vivo Diagnostik von Hauttumoren [28-32], des Kontaktekzems [33-38], systemischer

Sklerose [39] und Psoriasis [40] untersucht. In allen Studien wurde die konfokale



Lasermikroskopie als vielversprechendes Hilfsmittel zur non-invasiven Diagnostik von

Hauterkrankungen beschrieben.

1.2.2 Konfokale Lasermikroskopie der normalen Haut

Im konfokalen Lasermikroskop konnen die verschiedenen Schichten der Haut
unterschieden werden. In der horizontalen Schnittfhrung erscheint zunéchst das
Stratum corneum als oberste Hautschicht. Es besteht aus grofRen (10-30 pm),
polygonalen Zellen ohne Zellkern. Aufgrund des hohen optischen Brechungsindex
(n=1,44) des Stratum corneums wird viel Licht zurickreflektiert, woraus sich die helle
Darstellung der Strukturen erklart. Hautfalten, Furchen und die normale Felderung der
Haut sind als dunkle Linien zu erkennen.

Das Stratum granulosum und spinosum (n=1,37) zeigt typischerweise ein
honigwabenartiges Muster aus 10-25 um grof3en, polygonalen Zellen mit dunklem
Zellkern, die von einem hellen Zytoplasma umrandet sind.

Die darunter gelegenen Basalzellen sind mit 7-12 um noch kleiner und erscheinen je
nach Melaningehalt (n=1,72) unterschiedlich hell und kontrastreich. In der horizontalen
Schnittfiihrung durch die Junktionszone und dermalen Papillen kommen die Basalzellen
ringformig die Papillen umgebend zur Darstellung, in deren Mitte sich ein
schleifenformig verlaufendes Gefald befindet. Bei der in-vivo Untersuchung kdnnen
hierbei einzelne Blutzellen und Blutfluss beobachtet werden. [26, 27, 41]

1.2.3 Konfokale Lasermikroskopie der Mycosis fungoides
Bisher befassten sich zwei Studien mit der konfokalen Lasermikroskopie der Mycosis

fungoides. 2007 wurden von Agero et al. in einer Pilotstudie an sieben Patienten
verschiedene konfokalmikroskopische Parameter beschrieben. Wie die Autoren auch
selbst kritisch diskutierten, war diese Studie rein deskriptiven Charakters ohne
statistische Analyse Uber die Anwendbarkeit der postulierten Merkmale [42]. 2009
wurde von Koller et al. eine weitere Studie Uber die konfokale Lasermikroskopie der MF
und ihre Anwendbarkeit fir die Diagnostik veroffentlicht [43].

Agero et al haben in ihrer Pilotstudie MF-typische konfokale Parameter und deren
Korrelation mit der Histopathologie beschrieben. Hierbei wurden erstmals insgesamt
sieben Patienten konfokalmikroskopisch untersucht, die unter MF in verschiedenen

Stadien litten.



Ekzemstadium

In diesen Analysen konnten bereits im Ekzemstadium konfokalmikroskopisch sichtbare
Veranderungen dargestellt werden. In der Epidermis zeigten sich ein gestorter Aufbau
und Spongiose, die im konfokalen Mikroskop durch verdickte und verschwommene
Zellgrenzen charakterisiert ist. Des Weiteren waren epidermotrope atypische
Lymphozyten sichtbar, die sich als schwach reflektierende ovale bis runde Zellen
darstellen. In der dermoepidermalen Junktionszone stellten sich die dermalen Papillen,
die in gesunder Haut als helle, d.h. stark reflektierende Ringe erscheinen, dunkler dar.
Als histopathologisches Korrelat hierzu wurde eine Infiltration des Stratum basale mit
atypischen Lymphozyten diskutiert. In der Dermis konnten in diesem Stadium, auch
aufgrund der zu geringen optischen Eindringtiefe des konfokalen Lasermikroskops,
keine Verédnderungen festgestellt werden.

Plaquestadium

Im Plaquestadium waren in der Epidermis - zusatzlich zu den bereits im Ekzemstadium
sichtbaren Veranderungen - runde vesikelartige dunkle Hohlraume zu sehen, in denen
sich schwach reflektierende runde Strukturen befanden. Dies entspricht am ehesten
den pathogonomischen Pautrier'schen Mikroabszessen mit Ansammlungen von
Lymphozyten. AulRerdem wurden Zellen mit verlangertem Zellkern beschrieben. In der
DEJ waren in diesem Stadium zusatzlich zur Hyporeflexion der Papillen atypische
Lymphozyten zu sehen. In der Dermis waren erweiterte Blutgefalie sichtbar.
Tumorstadium

Im Tumorstadium wurden in der Epidermis zusétzlich zu den erwahnten Veranderungen
21-40 um groRRe, reflektierende, ovale bis langliche Strukturen beschrieben. Die
zugehdrige Histopathologie zeigte malfdig atypische Lymphozyten in einer leicht

spongiotisch veranderten Epidermis. [42]

1.3 Klinische und histologische Differentialdiagnose der MF

Im Folgenden wird eine Reihe an Erkrankungen vorgestellt, die Differentialdiagnosen
zur MF darstellen. Dies ergibt sich entweder aus histologischen oder klinischen
Ahnlichkeiten. Histologisch spielen somit vor allem Hauterkrankungen mit
lymphozytarem Infiltrat eine Rolle, Klinisch sind insbesondere Krankheiten mit

ekzematdsen Hautlasionen mit einer frihen MF zu verwechseln.



1.3.1 Sézary-Syndrom
Umstrittene Zugehorigkeit zur MF hat das Sézary-Syndrom, auf das das oben

beschriebene Staging-System ebenfalls anzuwenden ist. Histologisch sind die beiden
Erkrankungen nicht zu unterscheiden, klinisch ist das Sézary-Syndrom jedoch
zusatzlich durch die Trias Erythrodermie, generalisierte Lymphadenopathie und
atypische, sogenannte Sézary-Zellen im peripheren Blut, Lymphknoten und Haut mit
einer absoluten Sézary-Zellzahl von mindestens 1000 Zellen/mm3 gekennzeichnet.
Klinisch sind zusatzlich Odeme, Hyperkeratose von Handflachen und FuRsohlen und
therapieresistenter Pruritus typisch. [12, 44]

Hiervon wird in der 2002 durch die International Society for Cutaneous Lymphomas
(ISCL) verotffentlichten Studie eine erythrodermische Form der Mycosis fungoides

unterschieden, die bei typischer Klinik (noch) keine Blutbeteiligung aufweist. [44]

1.3.2 Parapsoriasis en plaque

Bei der Parapsoriasis en plaque handelt es sich um eine chronisch-rezidivierende
Entzindung der Haut unbekannter Atiologie. Es konnen eine klein- und eine
grol3fleckige Form der Krankheit unterschieden werden. Als Vorstufe der MF gilt
lediglich die grof3fleckige Variante. Die erythemattsen und schuppenden L&sionen sind
entlang der Hautspaltlinien angeordnet. Histologisch sieht man in der von
Hyperkeratose und Parakeratose bestimmten Epidermis ein oberflachliches Infiltrat aus
kleinen, teilweise atypischen Lymphozyten. Andere Entziindungszellen, die bei der MF

beobachtet werden kdnnen, fehlen. [45]

1.3.3 Lymphomatoide Papulose
Die Lymphomatoide Papulose ist eine chronisch wiederkehrende, selbstheilende,

papulonoduldr erscheinende Hauterkrankung. Klinisch hat sie einen benignen Verlauf,
histologisch zeigt sie jedoch Merkmale eines CD30+ malignen Lymphoms.

Die histologischen Merkmale sind variabel und hdngen vom Stadium der Lasion und der
Erkrankung ab. Es werden drei histologische Typen unterschieden. In Typ A sind die
Tumorzellen groRRe, atypische Zellen. Zusatzlich sind zahlreiche inflammatorische
Zellen wie Neutrophile, Eosinophile, Histiozyten sowie einige Plasmazellen zu sehen.
AuRerdem ist ein auffalliges Odem der oberen Dermis typisch. Typ B ist gekennzeichnet

durch ein bandférmiges Infiltrat kleiner cerebriformer Zellen und in Typ C sieht man



grol3e atypische Ilymphoide Zellen, die in zusammenhangenden Zellverbanden
wachsen. Oft sind auch Anzeichen einer Vaskulitis zu sehen.

Es kdnnen gleichzeitig mehrere histologische Typen in einem Patienten vorhanden sein.
[46, 47]

1.3.4 Psoriasis

Die Psoriasis ist eine der haufigsten chronisch entziindlichen Hauterkrankungen. Das
klinische Bild sowie der Krankheitsverlauf sind nicht einheitlich und zeigen eine grol3e
Variabilitétt von lokal begrenzten Manifestationen bis hin zu generalisierter
Hautbeteiligung und extrakutanen Manifestationen [48]. Die Diagnose lasst sich in der
Regel anhand der typischen Klinik diagnostizieren. Die histopathologischen Befunde
variieren mit dem Alter der L&asionen und konnen teilweise den Befunden einer MF
ahneln: Es finden sich die charakteristischen Munro’'schen Mikroabszesse, die einer
subcornealen Ansammlung neutrophiler Granulozyten entsprechen, somit also hoher
liegen als die Pautrier'schen Mikroabszesse der MF. Die frihesten histopathologischen
Veranderungen der Psoriasis sind unspezifisch und bestehen aus einem perivaskularen
T-Lymphozyten-Infiltrat, gefolgt von der Entwicklung dilatierter und gewundener
BlutgefaRe in den dermalen Papillen. Des Weiteren sind dermale Odembildung und
leichte Spongiose mit T-Lymphozyten- und Neutrophilen-Exozytose zu beobachten. In
klinisch voll entwickelten Plagues kommen schlie3lich noch die charakteristischen
Anzeichen einer Verlangerung der Reteleisten und einer ausgepragten Hyperkeratose
hinzu. [49]

1.3.5 Lichenoide Dermatosen

Unter dem Begriff der lichenoiden Dermatosen werden einige klinisch unterschiedliche
und noch nicht vollstdndig verstandene entzindliche Hauterkrankungen
zusammengefasst, die durch eine Reihe von histopathologischen Gemeinsamkeiten
gekennzeichnet sind. Ein lichenoides Reaktionsmuster wird dabei in so
unterschiedlichen Krankheiten wie Medikamentenreaktionen (Steven-Johnson-
Syndrom), Kollagenosen (Lupus erythematodes), chronischer graft-versus-host-
Krankheit sowie dem Lichen planus als ,Prototyp“ beobachtet. Eine lichenoide Form der
Mycosis fungoides ist auch beschrieben. Gemeinsames histologisches Korrelat ist eine
Schadigung der epidermalen Basalzellen zusammen mit einer bandférmigen Anordnung

von mononuklearem Entztiindungszellinfiltrat aus aktivierten T-Zellen, Makrophagen und
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dendritischen Zellen in den Papillen und der mittleren Dermis. Die Krankheiten werden

traditionsgemalr in zellreiche und -arme Formen unterteilt. [50]

1.3.6 Spongiotische Dermatitiden

Als spongiotische Dermatitiden wird eine Gruppe von Krankheiten bezeichnet, die
ebenfalls ein typisches histopathologisches Muster gemein haben. Typischerweise
findet sich in der Epidermis ein interzellulares Odem mit oder ohne Vesikelbildung und
darauffolgender Verlangerung der interzellularen Bricken. Oftmals ist auch Exozytose
von Lymphozyten vorzufinden. Typische Beispiele sind die atopische und seborrhoische
Dermatitis, das Kontaktekzem, das nummulare Ekzem sowie die Pityriasis rosea.
Spongiotische Dermatitiden werden histopathologisch, anhand ihres zeitlichen Verlaufs
(akut, subakut und chronisch) und des dominierenden Entzindungszelltyps

(Lymphozyten, eosinophile oder neutrophile Granulozyten) unterschieden. [51]
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2. Fragestellungen
Ziel der vorliegenden Studie war es, die konfokale Lasermikroskopie und die 2007

postulierten Merkmale auf ihre Anwendbarkeit zur Diagnostik der Mycosis fungoides im
klinischen Alltag zu Uberprufen und sie mit den Ergebnissen bisheriger Studien zu

vergleichen. Dabei wurde mit folgenden Zielsetzungen gearbeitet:

2.1 Reproduzierbarkeit der postulierten Parameter

Zunachst von Interesse war die Frage, ob die beschriebenen Parameter auch in den
Untersuchungen dieser Studie nachgewiesen werden kénnen. Das Ziel war also wie
bereits in der Pilotstudie eine morphologische, deskriptive Analyse der beobachteten
Veranderungen, bei der besonderes Augenmerk auf die von Agero et al. postulierten
Merkmale gelegt wird [42]. AuRerdem interessierte es aber auch, ob wéahrend der

Untersuchung weitere Merkmale auffallen, die zuvor nicht beschrieben worden waren.

2.2 Konkordanzbestimmung

Zur kritischen Beurteilung der Ergebnisse sowie dem klinischen Einsatz des
Mikroskops, ist es wichtig, die Ergebnisibereinstimmung und Reproduzierbarkeit
einzelner Parameter zwischen den Untersuchern zu bestimmen. Es ist davon
auszugehen, dass die Zuverlassigkeit bestimmter Parameter héher ist, wenn sie von
mehreren Untersuchern unabhangig tbereinstimmend beschrieben werden. Es ergab
sich die Fragestellung, ob die Untersucher in Bezug auf die Entdeckung einzelner
Merkmale, wie auch in Bezug auf die Diagnosestellung insgesamt, zu

Ubereinstimmenden Ergebnissen kommen.

2.3 Verteilungshaufigkeit einzelner Merkmale
Um die differenzialdiagnostische Bedeutung der konfokalen Lasermikroskopie fir die

Diagnose der MF zu untersuchen wurde die Verteilungshaufigkeit der einzelnen
Merkmale anhand typischer MF-L&sionen und der MF-&hnlichen Krankheitsbilder

untersucht.

2.4 Sensitivitdt sowie Spezifitat einzelner Merkmale

Schlielich wurden diejenigen Parameter, deren Reproduzierbarkeit innerhalb der

Untersuchung Signifikanzniveau erreichten, einer Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse
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unterzogen, um die Zuverlassigkeit der konfokalen Lasermikroskopie fur die Diagnose

der MF zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Konfokale Lasermikroskopie

3.1.1 Optisches Grundprinzip der konfokalen Lasermikroskopie

Das Prinzip der konfokalen Lasermikroskopie beruht auf der selektiven Erfassung von
Licht aus einer fokussierten Ebene. Es ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt.

Ein 830 nm Dioden-Laserstrahl wird durch eine Linse auf eine Ebene innerhalb der
Haut fokussiert. Dort trifft er auf endogene Chromophore wie Melanin, Zellorganellen
und andere Mikrostrukturen, die das Licht entweder reflektieren, absorbieren oder
streuen. Das reflektierte Licht gelangt durch das optische System zurtick und wird Gber
eine Silikon-Diode detektiert. Vor diesem Detektor befindet sich eine kleine Lochblende,
die ermdglicht, dass nur das Licht fir die Bildgebung verwendet wird, welches aus der
fokussierten Ebene kommt; das von aufR3erhalb dieser Ebene reflektierte Licht wird
herausgefiltert. So kommen nur diejenigen Strukturen mit hoher Auflosung zur
Darstellung, die der Untersucher durch Auswahl der Untersuchungsebene festlegt. Die
Lichtquelle, der fokussierte Punkt und die Detektorblende befinden sich in optisch
konjugierten fokalen Ebenen, woher sich der Name der Technologie ableiten lasst. Der
Detektor ist mit einer Computereinheit verbunden, der mit entsprechender Software aus

den Einzelpunktbildern 2-dimensionale Schnittbilder in Graustufen zusammensetzt.

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des optischen
Detektor ﬂ Prinzips der konfokalen Lasermikroskopie
T Lochblende Ein Laserstrahl wird durch eine Linse in die Haut
hineinfokussiert (blaue Pfeile). Das reflektierte Licht
| (gelbe Pfeile) gelangt durch das optische System
! zurick zu einem Detektor, vor welchem sich eine
| Lochblende befindet. Diese filtert alle Lichtsignale
Laser y . heraus, die nicht aus der fokussierten Ebene kommen.
Beamsplitter
Scanner
4::
Objektiv
‘Konjugierte
Haut fokale
Ebenen’
Abb. 3.1
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Im Gegensatz zur herkdmmlichen Histologie, in der das Gewebe in Schnitten senkrecht
zur Hautoberflache untersucht wird, sind die optischen Schnittbilder der konfokalen
Lasermikroskopie parallel zur Hautoberflache ausgerichtet. [26, 27]

Die Ruckstreuung des Lichts ist bei Strukturen mit hohem Brechungsindex und/oder
einer Grol3e, die der der verwendeten Wellenlange entspricht, besonders hoch. Der
Bildkontrast entsteht aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindices der Strukturen.
Der starkste Kontrastgeber in der Haut ist Melanin mit einem Refraktionsindex von
n=1,72, weshalb basal gelegene Keratinozyten und Melanozyten hell erscheinen.
Weitere stark reflektierende Hautkomponenten sind Kollagen (n=1,43) und Keratin
(n=1,51), die, umgeben von Epidermis (n=1,34) und Dermis (n=1,41), hell erscheinen.
[25]

Da eine konfokale Schnittebene mit ca. 3-5 ym weniger breit ist als eine einzelne
Zellschicht, kénnen intrazellulare Einzelheiten sichtbar gemacht werden. [27]

In neueren Modellen des Mikroskops wird mit Lasern unterschiedlicher Wellenlange
gearbeitet, zudem gibt es einen Fluoreszenzmodus. Um diesen zu benutzen wird ein
hautvertraglicher, fluoreszierender Farbstoff auf das zu untersuchende Hautareal
appliziert. Wird dieser durch das Laserlicht einer bestimmten Wellenlange angeregt,
beginnt er zu fluoreszieren und verstarkt somit den Kontrast, so dass intradermale
Strukturen noch deutlicher dargestellt werden kdnnen. Im Rahmen dieser Studie wurde
jedoch nur der Reflexionsmodus benutzt. [52]

3.1.2 Technischer Aufbau des konfokalen Lasermikroskops
Zur Untersuchung der Patienten wurde ein handelsibliches konfokales Lasermikroskop

verwendet (Vivascope 1500, Lucid, Henrietta, NY; http://www.lucid-tech.com). Es
enthalt einen 830 nm Dioden Laser mit einer Beleuchtungsstarke von 5-10mW, was
keinen Gewebeschaden verursacht. Routinemafig wird ein 30x Wasserimmersions-
Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0,9 verwendet. Dies liefert ein Blickfeld von
0,5 mm und eine laterale Auflésung von 0,7 um. Die Dicke der optischen Schichten
betragt 3 um, was mit konventionellen Histologieschnitten vergleichbar ist. Bis zu 300
um tief kénnen die Epidermis, die dermoepidermale Junktionszone und die obere
Dermis dargestellt werden. Das Mikroskop wird Uber einen Metallring mit einem
transparenten Kunststofffenster (Lucid®, Rochester, NY, USA, VivaScope 1500

Adhesive Windows) mechanisch an der Haut fixiert, um bewegungsbedingte
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Bildartefakte zu minimieren. Der Ring wird magnetisch mit dem Gehéause des Objektivs
verbunden. [25]

Zwischen die Haut und das Glasfenster wird ein Tropfen Immersionsol gegeben, da
dessen Refraktionsindex (n=1,5) dem des Stratum corneum (n=1,55) nahe kommt. Das
Ol ermdglicht zudem zwischen Haut und Kunststofffenster eine Kontaktherstellung ohne
Lufteinschluss, was zu Artefakten fiihren kénnte. Es wird ein Wasserimmersionsobjektiv
verwendet, da der Refraktionsindex von Wasser (n=1,33) beinahe dem der Epidermis
(n=1,34) entspricht. Typischerweise werden daher als Immersionsmedium Gels auf
Wasserbasis wie z.B. Ultraschallgel (n=1,35) benutzt. Durch die Anpassung der
Refraktionsindices soll erreicht werden, dass moglichst wenig Licht bereits an der
Oberflache gebrochen wird und somit fiir die Bilddarstellung verloren geht; dadurch
gelangt mehr Licht in tiefere Schichten der Haut, so dass auch diese dargestellt werden
kénnen. [25]

Um groRere Hautgebiete in einer Ubersichtsaufnahme darstellen zu koénnen, kann
mithilfe der Computersoftware ein Mosaik aus bis zu 16x16 Einzelbildern erzeugt
werden (Vivablock®), welches einem Hautareal von bis zu 8x8 mm entspricht. Nach
Erstellen dieser horizontalen Mappe in der XY-Ebene konnen die einzelnen Bilder
aufgerufen und einer genauen Bildanalyse unterzogen werden. Des Weiteren ist es
moglich aus mehreren Ubersichtsaufnahmen einen Wirfel mit Einbezug der XYZ-
Ebene herzustellen, eine vertikale Mappe in der Z-Achse als ,VivaStack®" zu speichern

oder intravitale Videos mit 15-25 Bildern pro Sekunde in Echtzeit aufzunehmen.

3.2 Studienteilnehmer und Studienprotokoll

Eine Gesamtzahl von 15 Patienten (n=15) im Alter zwischen 32 und 76 Jahren
(Durchschnittsalter 62 Jahre) mit einer vorab histologisch gesicherten Diagnose einer
MF, Parapsoriasis, Sézary-Syndrom oder Lymphomatoiden Papulose wurde in die
klinische Studie eingeschlossen, deren Eigenschaften in Tabelle 3.1 zu sehen sind. Von
diesem Kollektiv waren 11 Patienten mannlich und vier weiblich. Die Rekrutierung der
Patienten erfolgte aus dem Hauttumorcentrum (HTCC) und der allgemeinen
Hochschulambulanz der Charité Universitdtsmedizin Berlin, Deutschland. Die
Richtlinien der Ethikkommission (Ethikantrag Nummer EA1/020/09) wurden beachtet
und alle klinischen Untersuchungen in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki durchgefihrt. Einschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie waren das

Vorliegen einer der untersuchten Hauterkrankungen und das Unterschreiben der
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Einverstandniserklarung. Ausschlusskriterien waren das  Ablehnen der
Einverstandniserklarung, schwere korperlich oder geistige Behinderung sowie
Kontaktallergie gegen Pflastermaterial. Es durften mannliche und weibliche Personen
Uber 18 Jahre sowie Minderjahrige mit Einverstandnis der Erziehungsberechtigten
teilnehmen. Belastungen fur die Studienteilnehmer ergaben sich lediglich aus dem
Zeitaufwand fur die Untersuchung von ca. 15 Minuten. Das normale diagnostische
sowie therapeutische Vorgehen wurde durch die Untersuchung nicht beeinflusst, sie
wurde lediglich als diagnostische Methode zusétzlich zur Probebiopsie und kérperlichen
Untersuchung eingesetzt. Die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes fanden in der
Verschlisselung der Daten mit numerischem System ohne Namen oder Geburtsdatum
Anwendung.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die Patienten bereits vorbehandelt oder
nahmen an therapeutischen Studien teil. Die bei dem Patientenkollektiv zur Anwendung
gekommenen Therapien beinhalteten  Steroide, PUVA, Retinoide, lokale

Zytostaktikatherapie sowie Radiatio.

Tabelle 3.1: Eigenschaften der in die Studie eingeschlossenen Patienten: Alter (Geburtsjahr) und
Geschlecht (w = weiblich, m = mannlich), diagnostizierte Krankheiten und Lokalisation (UA = Unterarm,
OA = Oberarm, US = Unterschenkel, OS = Oberschenkel) der konfokalmikroskopisch untersuchten
Lasionen sowie der untersuchten gesunden Hautstellen (Normal).

Patient Nr. Geburtsjahr/ Diagnose/Stadium Lasion
Geschlecht
1 1937/w Sézary Syndrom Arm links
Brust
Gesunde Kontrolle Arm links
2 1934/m MF, Ekzemstadium UA rechts
OA rechts
Gesunde Kontrolle Bauch
3 1933/w MF, Plaquestadium Knie rechts
Gesunde Kontrolle Knie
4 1935/m MF, Plaquestadium Bauch
Unterarm
Gesunde Kontrolle Bauch
5 1962/m MF, Ekzemstadium Handgelenk
Bauch
Gesunde Kontrolle Bauch
6 | 1938/m | Parapsoriasis | Oberschenkel
7 1954/m MF, Plaguestadium, in Therapie Unterarm
Oberarm
Lymphomatoide Papulose Handgelenk
Oberarm
8 | 1935/m | Lymphomatoide Papulose Unterschenkel
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9 1977/m MF, Tumorstadium Knoten OS
Plague OS
10 1937/w Parapsoriasis US links
US rechts
11 1960/w MF, Ekzemstadium Ricken links
OS links
Lymphomatoide Papulose Arm
Gesunde Kontrolle Oberschenkel
12 1933/m MF, Plaquestadium OArechts
Gesunde Kontrolle UA rechts
13 1964/m MF, Tumorstadium Plague Taille
Knoten UA
Ohr
14 1960/m MF, Ekzemstadium Brust links
Brust rechts
Gesunde Kontrolle Brust
15 1943/m Parapsoriasis OS links
OS links hinten
Gesunde Kontrolle OS links normal

w = weiblich, m = méannlich, UA = Unterarm, OA = Oberarm, US = Unterschenkel, OS = Oberschenkel

3.3 Morphologische Analyse
Innerhalb  jeder Hautebene  (Stratum  corneum, granulosum,  spinosum,

dermoepidermale Junktionszone und Dermis) wurden jeweils ca. 6 Einzelbilder
(Dimensionen 500x500 um), 1-2 XYZ Mappen von Gréf3e (Dimensionen mm) und in
Einzelfallen sogenannte VivaStacks in der Z-Ebene angefertigt, wodurch die einzelnen
Parameter fur den jeweiligen Patienten dokumentiert wurden.

Aus diesem Bildmaterial wurde vom Untersucher eine Auswahl von jeweils 10
reprasentativen Bildern von jeder Hautstelle zusammengestellt und so einer
verblindeten Beurteilung durch zwei unabhangige Untersucher, die bereits Uber
Erfahrung mit der konfokalen Lasermikroskopie verfugten, zugefuhrt. Davor erhielten
diese anhand eines Bild-Trainings eine Einfuhrung in die Bildinterpretation des
konfokalen Mikroskops unter Einbezug aller bislang beschriebenen Merkmale der
Mycosis fungoides. Die Verblindung erfolgte in Bezug auf die Diagnose, den
Untersuchungszeitpunkt, vorangegangene Therapien, Alter und Geschlecht des
Patienten. Das Scoring der Einzelbilder erfolgte mit Hilfe eines binaren
Klassifikationssystems (vorhanden/ nicht vorhanden). Wahrend der Untersuchung
wurden die Bilder nach allen Parametern gemustert, die zuvor in der Studie von Agero

et al. postuliert worden waren [40]. Tabelle 3.2 zeigt das benutzte Studienprotokoll mit
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den untersuchten Parametern, unterteilt nach epidermalen und dermalen Befunden

sowie Befunden in der dermoepidermalen Junktionszone.

Tabelle 3.2: Das angewendete Studienprotokoll mit den konfokalmikroskopischen Parametern, bewertet
nach einem binaren Klassifikationssystem.

Konfokalmikroskopische Parameter Fehlend | Vorhanden
- +

Epidermale Befunde

Epidermotrope atypische Lymphozyten

Epidermale Unordnung

Spongiose

Verschwommene interzellulédre Abgrenzungen

Vesikelartige Strukturen (Pautrier'sche Mikroabszesse)

Keratinozyten mit langlichen Zellkernen

Dendritische Zellen

Befunde in der dermatoepidermalen Junktionszone

Blasse Basalzellen/ Schwach reflektierende Ringe

Atypische Lymphozyten

Befunde in der Dermis

Schwach reflektierende Strukturen (Atypische
Lymphozyten)

Dilatierte GefalRe

Kollagen/ Fibrose

3.4 Statistische Analyse

Nach  Abschluss der klinischen  Untersuchungen wurden  ausgesuchte
konfokalmikroskopische Bilder einer verblindeten Analyse durch zwei unabhéangige
Untersucher zugefiihrt. Die Ergebnisse des verblindeten Scorings wurden mithilfe des
Chi2-Tests und des Cochran-Tests statistisch ausgewertet und anschlieRend einer
Sensitivitats- und Spezifitditsanalyse zugefiihrt. Die Datenanalyse erfolgte mithilfe

entsprechender Software (SPSS Inc., Chicago, lllinois).

3.4.1 Cochran-Test

Der Cochran-Test wird eingesetzt, um die Homogenitat der Varianzen bei mehreren
Stichproben zu Uberprufen. Wird ein Alternativmerkmal mehr als zweifach gemessen,
lasst sich mithilfe des Q-Tests nach Cochran (1950) prifen, ob die Haufigkeiten flr die

Merkmalskategorien konstant bleiben oder ob Ver&nderungen eintreten. Im Rahmen
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dieser Studie wurde auf diese Weise die Konkordanz zwischen den verschiedenen
Untersuchern analysiert.

Die fur diese Studie formulierte Nullhypothese lautet, dass alle Untersucher zur gleichen
Diagnose kommen. Die Alternativhypothese lautete dementsprechend, dass
mindestens ein Untersucher zu einem anderen Ergebnis kommt. Bei einem p-Wert
>0,05 muss die Nullhypothese nicht verworfen werden, in diesem Fall besteht also eine

signifikante Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der Untersucher.

3.4.2 Chi*-Test

Mit dem Chi-Test konnen Verteilungseigenschaften einer  statistischen
Grundgesamtheit untersucht werden. Es erfolgt eine Priifung, wie gut die beobachtete
Verteilung von Alternativdaten mit der gemald der Nullhypothese HO erwarteten
Verteilung Ubereinstimmt. Er wird insbesondere bei grof3eren Stichproben eingesetzt. In
dieser Studie wurde der Chi2-Test zur Analyse der Verteilung der einzelnen Parameter
bei den verschiedenen Erkrankungen (MF, Parapsoriasis, Sézary Syndrom,
Lymphomatoide Papulose, normale Haut) benutzt. Dabei wurde das Vorhandensein/ die
Abwesenheit eines Merkmals in kranker Haut in Beziehung zu dessen Auftreten in
gesunder Haut gesetzt.

Die fur diese Studie formulierte Nullhypothese HO ging davon aus, dass die einzelnen
konfokalmikroskopischen Parameter in normaler und kranker Haut zu gleichen Anteilen
vorhanden sind. Die Alternativhypothese H1 behauptete dementsprechend, dass die
Parameter in normaler und kranker Haut unterschiedlich oft vorkommen.

Bei errechneten p-Werten <0,05 kann die Nullhypothese verworfen werden und es ist
wahrscheinlich, dass das Merkmal nicht gleich verteilt ist. Fur einen diagnostischen Test
(konfokalmikroskopische Lasermikroskopie) ist dies ein positives Merkmal, weil es
bedeutet, dass der Parameter in gesunder und in kranker Haut unterschiedlich oft

entdeckt wird.

3.4.3 Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse
Sensitivitat und Spezifitat sind MalRe zur Beschreibung der Gulte eines diagnostischen

Tests. Die Sensitivitdt eines diagnostischen Tests bezeichnet die Wahrscheinlichkeit,
eine tatséchlich positive Diagnose auch durch ein positives Testergebnis zu erkennen.
Sie gibt also den Anteil der richtig als positiv erkannten Erkrankten an der Gesamtheit
der in Wirklichkeit Erkrankten an. Umgekehrt gibt die Spezifitat die Wahrscheinlichkeit
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an, bei einer tatsachlich negativen Diagnose auch ein negatives Testergebnis zu
erhalten. Sie bezeichnet also den Anteil der richtig als gesund Erkannten an allen
tatsachlich Gesunden. In der vorliegenden Studie wurden diese Analysen im Vergleich
zum Goldstandard der histologischen auf ihre Sensitivitdt und Spezifitat hin analysiert.
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4. Ergebnisse
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der vorliegenden Studie dargestellt. Nach

klinischer und konfokalmikroskopischer Auswertung konnten 15 Patienten mit
insgesamt 39 erfassten Lasionen (n=39) in die endgultige Analyse eingeschlossen
werden. Die im Rahmen der Untersuchung erfassten Bilder wurden zunéchst einer rein
deskriptiv-morphologischen Analyse unterzogen, danach erfolgte die statistische
Berechnung der Konkordanz zwischen den Untersuchern. Die Merkmale, die eine
relevante Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern erbrachten, wurden schlieBlich
in die Chi2- sowie die Sensitivitats- und Spezifitatsanalysen miteinbezogen.

Die Diagnose der MF anhand der konfokalmikroskopischen Bilder wurde durch die zwei
verblindeten Untersucher insgesamt in 84% bzw. 90% richtig gestellt. Die Untersucher
diagnostizierten insgesamt lediglich funf L&sionen falsch: in vier Fallen wurde das
Vorliegen einer Parapsoriasis vermutet. In einem Fall wurde eine MF féalschlicherweise

als normale Haut eingestuft.

4.1. Studienpopulation

Die Eigenschaften der in die Studie eingeschlossenen Patienten sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Es wurden zehn Patienten mit vorab histologisch gesicherter
Mycosis fungoides, drei mit Parapsoriasis en plaque, drei mit lymphomatoider Papulose
und ein Patient mit Sézary-Syndrom eingeschlossen. Hiervon wiesen zwei Patienten
das gleichzeitige Bestehen von Mycosis fungoides und Lymphomatoider Papulose auf.
Von allen Patienten wurden je nach klinischer Auspragung mehrere Teststellen
konfokalmikroskopisch untersucht, so dass insgesamt fur die MF 19 L&sionen, fir die
Parapsoriasis funf Lasionen, flir das Sézary-Syndrom zwei Lasionen sowie fir die
lymphomatoide Papulose vier L&sionen in die Analyse einbezogen wurden. Des

Weiteren wurden insgesamt neun Teststellen normaler Haut untersucht.

4.2 Morphologische konfokalmikroskopische Analyse der MF

Die wahrend unserer Analyse erhobenen Bilder waren weitestgehend in
Ubereinstimmung mit den vorab publizierten Daten zur konfokalen Lasermikroskopie
der MF. Die Einzelparameter werden im folgenden Abschnitt im Detail beschrieben, in
der Reihenfolge der laut Chi-Analyse am haufigsten beobachteten Veranderungen.
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4.2.1 Spongiose
Spongiose konnte mithilfe der konfokalmikroskopischen Analyse dargestellt werden.

Hierbei stellten sich die interzellularen Abgrenzungen im Vergleich zur normalen Haut
heller und verbreitert dar (siehe Abbildung 4.1). Dies lasst sich am ehesten dadurch

erklaren, dass die interzellulare Odembildung die Zell-Zellgrenzen mit hoherer Reflexion

zur Darstellung bringt.

Abb. 4.1: Konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene des
Stratum spinosums: die
interzellularen Abgrenzungen
erscheinen als Zeichen der
Spongiose heller und verbreitert
(gelbe Pfeile).

Abb. 4.1

4.2.2 Epidermale Unordnung

Das Merkmal der epidermalen Unordnung war in der mikroskopischen Untersuchung
charakterisiert durch den Verlust des typischen Honigwabenmusters (siehe Abbildung
4.4). Die Zellen des Stratum spinosums und granulosums zeigten unterschiedlich
ausgepragte Kernpolymorphie bzw. ZellgroBen, wodurch die regelhafte epidermale

Architektur aufgehoben scheint.

4.2.3 Verschwommene interzelluldre Abgrenzungen

Als weiteres Merkmal wurden verschwommene interzellulare Abgrenzungen
beobachtet. Hierbei waren Zellgrenzen erschwert zu erkennen und es konnte zwischen

fokaler, multifokaler und diffuser Verteilung unterschieden werden. (Abbildung 4.7)
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4.2.4 Schwach reflektierende Papillen

Die Basalzellen konnten konfokalmikroskopisch als schwach reflektierende, also
weniger hell erscheinende Ringe, die den Papillenspitzen entsprechen, dargestellt
werden (Abbildung 4.2). Die abgeschwéachte Reflexion wird mit einer Infiltration der
Basalzellen mit Lymphozyten und Entzindungszellen erklart. Innerhalb der

Papillenspitzen konnte oftmals Blutfluss beobachtet werden.

Abb. 4.2:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme auf Hohe der
dermoepidermalen Junktionszone
mit ringformig um die dunkel
erscheinenden  Papillen  (roter
Kreis) angeordneten Basalzellen,
die im Vergleich zur Kklinisch
gesunden Haut des gleichen
Patienten (Abb. 4.3) signalarm,
d.h. dunkel erscheinen.

Abb. 4.2
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Abb. 4.3:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene der
dermoepidermalen Junktionszone.
In der klinisch gesunden Haut
desselben Patienten kommen die
Basalzellen deutlich heller und
z.T. voneinander abgrenzbar zur
Darstellung (gelbe Pfeile).

Abb. 4.3

4.2.5 Atypische Lymphozyten

Atypische Lymphozyten stellten sich im konfokalen Lasermikroskop als schwach
reflektierende, ovale bis runde Zellen mit einem Durchmesser von 4 bis 8 um dar (siehe
Abbildungen 4.4 und 4.5, 4.13). Sie konnten in Gruppen oder einzeln verteilt entdeckt
werden und wurden des Weiteren nach ihrer Lokalisation in epidermale (EAL),
junktionale (JAL) und dermale (DAL) atypische Lymphozyten unterschieden. In der
Epidermis wurden die Zellen im Stratum spinosum und granulosum vorgefunden
(Abbildung 4.4), in der dermoepidermalen Junktionszone erschienen sie am Rande der
Papillenspitzen (Abbildung 4.5) und in der Dermis waren sie in der bindegewebigen
Matrix zu erkennen. Typische Veranderungen wie cerebriforme Zellkerne und Zellen mit
einem hellen Randsaum, wie sie charakteristischerweise in der Histologie beschrieben

werden, konnten mit dem konfokalen Lasermikroskop nicht dargestellt werden.
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Abb. 4.4:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme auf der Ebene des
Stratum spinosums:
Lymphozyten, die sich als
rundliche, helle Zellen darstellen,
sind in der Epidermis verteilt
(gelbe Pfeile). Des Weiteren ist
eine deutliche epidermale
Unordnung zu erkennen, das
Ubliche Honigwabenmuster des
Stratum spinosum ist nahezu
aufgehoben und ersetzt durch
unregelmalig grolRe Zellen mit
unterschiedlicher
Kernmorphologie (roter Kasten).

Abb. 4.4

Abb. 4.5:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene der
dermoepidermalen Junktionszone.
Die Papillen lassen sich als runde
Strukturen (rote Kreise) von der
epidermalen Umgebung
abgrenzen. Es sind Lymphozyten
erkennbar (gelbe Pfeile).

Abb. 4.5

4.2.6 Vesikelartige Strukturen
In einigen Teststellen stellten sich konfokalmikroskopisch vesikelartige Strukturen dar,

von denen angenommen wird, dass sie den Pautrier'schen Mikroabszessen
entsprechen. Diese kamen in den oberen Epidermisschichten, also subcorneal, als

dunkle, polyzyklisch begrenzte Strukturen zur Darstellung, in denen sich diskrete
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Ansammlungen ovaler bis rundlicher, schwach bis maRig reflektierender Zellen

befinden, die atypischen Lymphozyten entsprechen (Abbildungen 4.6 und 4.7). lhre

Ausdehnung reichte von den subcornealen Zellschichten bis in die Basalzellschicht.

Teilweise konnten nur einzelne vesikelartige Strukturen entdeckt werden, in anderen

Abb. 4.6

Abb. 4.7

; Sl v

Fallen waren sie multipel in der Epidermis verteilt.

*

Abb. 4.6:

Die konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene des
Stratum spinosums zeigt das
charakteristische Bild eines
Pautrier'schen  Mikroabszesses.
Diese sind als vesikel- oder
mikrovesikelartige dunkle
Hohlraume mit unscharfer
Abgrenzung zur Umgebung zu
erkennen (auf der Abb. durch rote
Kreise markiert), in deren Lumen
sich rundliche bis ovale schwach
reflektierende  Zellen befinden
(gelbe Pfeile). Letztere
entsprechen moglicherweise
Entztindungszellen oder
apoptotischen Keratinozyten.

Abb. 4.7:

Die konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene des
Stratum granulosums zeigt
Lymphozyten als schwach
reflektierende rundliche Zellen
(gelbe Pfeile) innerhalb der
polyzyklisch begrenzten dunklen
Hohlrdume (roter Kreis).

Des Weiteren stellen sich die
interzellularen Abgrenzungen
deutlich verschwommen dar. Die
epidermale  Architektur  wirkt
unordentlich.
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4.2.7 Keratinozyten mit ldnglichen Zellkernen
Die in der Studie von Agero et al. beschriebenen Keratinozyten mit -im Vergleich zu den

charakteristischerweise polygonalen dunklen Zellkernen- langlichen Zellkernen konnten
ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 4.8). Die Morphologie der Keratinozyten
kanneinerseits als mdgliches Korrelat fiir atypische Lymphozyten gewertet werden oder

ebenfalls als Ausdruck der deutlichen Spongiose mit Aufhebung der nomalen

epidermalen Architektur.

Abb. 4.8:

Die konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene des
Stratum granulosums zeigt
Keratinozyten  mit  langlichen
Zellkernen, die sich als dunkle,
langlich- ovale Strukturen
darstellen (gelbe Pfeile). Im
Vergleich dazu stellen sich die
Zellkerne der benachbarten
Keratinozyten rundlicher dar (rote

Pfeile).
Als weitere Aufféalligkeiten stellt
sich die Epidermis

verschwommen und ungeordnet
dar. Am oberen Bildrand sind
siebartige Perforationen zu sehen
(roter Kreis).

Abb. 4.8

4.2.8 Dilatierte Geféd3e

Dilatierte GefalRe konnten konfokalmikroskopisch ebenfalls beobachtet werden. Sie

stellten sich innerhalb der Papillenspitzen als schleifenformige, U-férmige oder
kanalikulare Strukturen dar (Abbildungen 4.9 und 4.10). Wéhrend der Untersuchung
konnten sich im Blutstrom bewegende Erythrozyten beobachtet werden. Ein Gefal3
wurde als dilatiert eingestuft, wenn sich das Gefal3slumen im Vergleich zur gesunden

Haut verbreitert darstellte, bzw. einen beschleunigten Blutfluss aufwies.

28



Abb. 4.9:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme auf Hohe der
dermoepidermalen Junktionszone
zeigt hell erscheinende,
halomondférmige Strukturen, die
innerhalb schwach reflektierenden
Papillen (roter Kreis) zur
Darstellung kommen wund den
Anschnitten von Kapillaren mit
verdickten GefalRwanden
entsprechen. Die GefalR3lumina
selbst kommen dunkel zur
Darstellung (roter Pfeil).
AulRerdem kommen Lymphozyten
zur Darstellung (gelbe Pfeile).

Abb. 4.9

Abb. 4.10:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme auf Hohe der
dermoepidermalen Junktionszone
zeigt langlich-kanalikulare
Strukturen (gelbe Pfeile/ rote
Kreise), die elongierten und
dilatierten GefalRen entsprechen.
In der in-vivo-Untersuchung ist
hier Blutfluss zu erkennen, durch
den Gehalt an erythrozytarem

Hamoglobin kommen die
Gefal3strukturen hell zur
Darstellung.

Abb. 4.10

4.2.9 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen stellten sich in der konfokalmikroskopischen Analyse als hell
erscheinende Zellen mit feingliedrig verzweigten Zellfortsdtzen dar (Abbildungen 4.11
und 4.12). Oft konnten nur einzelne dendritische Zellen in der Epidermis entdeckt
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werden. In einem Fall waren die dendritischen Zellen in deutlicher 6rtlicher Beziehung

zu den Papillenspitzen in Héhe der dermoepidermalen Junktionszone zu finden.

Abb. 4.11

Abb. 4.12

Abb. 411 und 4.12: Die
konfokalmikroskopischen

Aufnahmen in der Ebene des
Stratum  granulosums  zeigen
mehrere  stark  reflektierende
Zellen mit feingliedrig verzweigten
Dendriten (gelbe Pfeile).

In Abb. 11 kommen diese
randstdndig im Bereich eines
unregelmanig begrenzten, dunkel
erscheinenden Hohlraums  zur
Darstellung, welcher am ehesten
einem Pautrier'schen
Mikroabszess entspricht.
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4.2.10 Fibrose/ Kollagenbindel
Auch das Merkmal des fibrotischen Umbaus der oberen Dermis kam mithilfe der

konfokalen Lasermikroskopie zur Darstellung. Die zu BlUndeln angeordneten
Kollagenfasern stellen sich konfokalmikroskopisch als in eine Richtung ziehende,
schwach reflektierende, helle Strukturen dar (Abbildung 4.13).

Abb. 4.13:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme auf Hohe der
dermoepidermalen Junktionszone
mit  Anschnitten der oberen
Dermis. Es stellen sich hell
erscheinende und in eine
bestimmte Richtung ziehende
Strukturen dar, die am ehesten
einem fibrotischen Umbau der
oberen Dermis entsprechen (rote
Kreise, rechter oberer Bildrand).
Des Weiteren sind zahlreiche
Lymphozyten zu sehen (gelbe
Pfeile).

Abb. 4.13

4.2.11 Siebartige Perforationen

Wahrend der Untersuchungen im Rahmen dieser Studie wurde als weiteres, in
bisherigen Arbeiten noch nicht beschriebenes Merkmal, das Vorhandensein siebartiger,
schwarzer Perforationen innerhalb der Epidermis entdeckt und in die statistische
Analyse miteinbezogen. Diese stellen sich als kleine, dunkle Lécher im Stratum
granulosum und spinosum dar, die teils einzeln, meist jedoch gruppiert zu finden sind
(Abbildung 4.14). Als histomorphologisches Korrelat hierzu kommen sowohl frithe

Pautrier'sche Mikroabszesse sowie eine ausgepragte Spongiose in Frage.
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Abb. 4.14

4.3 Ergebnisse der statistischen Analyse

4.3.1 Konkordanzbestimmung

Abb. 4.14:
Konfokalmikroskopische
Aufnahme in der Ebene des
Stratum granulosums zeigt
zahlreiche dunkle, runde,
lochartige  Strukturen innerhalb
der Epidermis, deren Architektur
mit verschwommenen Zellgrenzen
ungeordnet wirkt.

Mithilfe des Cochran-Tests wurde die Homogenitat unter den einzelnen Untersuchern

analysiert. FuUr einige Merkmale konnten mit p-Werten zwischen 0,867 und 0,069

signifikante Konkordanzwerte, also eine Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern

gezeigt werden. Bei p-Werten unter 0,05 wurde keine Konkordanz angenommen, dies

war bei den Merkmalen der ,siebartigen Perforationen®, der ,vesikelartigen Strukturen®,

der ,Fibrose“, der ,dermalen atypischen Lymphozyten“ und der ,Keratinozyten mit

langlichen Zellkernen® der Fall. Tabelle 4.1 zeigt die Ergebnisse der Cochran-Analyse.
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Tabelle 4.1: Ergebnis der Cochran-Analyse, in absteigender Reihenfolge der p-Werte. Bei p-Werten

<0,05 wurde keine Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern angenommen (n.k.= nicht konkordant)

Rang Konfokalmikroskopischer Parameter p-Wert
1 Junktionale atypische Lymphozyten 0,867

2 Epidermale Unordnung 0,848

3 Spongiose 0,811

4 Hyporeflexion der Papillen 0,670

5 Dilatierte BlutgefalRe 0,420

6 Epidermale atypische Lymphozyten 0,156

7 Verschwommene Zellgrenzen 0,093

8 Dendritische Zellen 0,069

9 Siebartige Perforationen 0,039, n.k.
10 Vesikelartige Strukturen 0,030, n.k.
11 Fibrose 0,017, n.k.
12 Dermale atypische Lymphozyten 0,002, n.k.
13 Keratinozyten mit langlichem Zellkern 0,0001, n.k.

n.k.= nicht konkordant

4.3.2 Chi?-Analyse

Mit der Chi2-Analyse wurden die Verteilungseigenschaften der einzelnen Parameter in

den verschiedenen Krankheiten erfasst. Bis auf die Merkmale der ,siebartigen
Perforationen“ und der ,Fibrose” erreichten in den Beobachtungen von Untersucher 1
(UNT 1I) alle Parameter Signifikanzniveau, was bedeutet, dass ihre Verteilung in den
verschiedenen Erkrankungen bzw. gesunder Haut nicht gleich ist. In den
Beobachtungen des zweiten verblindeten Untersuchers (UNT 1) konnten fir die
Merkmale der ,dendritischen Zellen® und der ,Fibrose® kein Signifikanzniveau erreicht
werden. Fir ausgewahlte Parameter konnten exzellente Signifikanzniveaus mit p-
Werten <0,0001 erreicht werden. (Tabelle 4.2)

Im folgenden Text sind exemplarisch die Untersuchungsergebnisse des ersten

Untersuchers (UNT 1) beschrieben und in einer Rangliste nach deren Haufigkeit sortiert,

die Ergebnisse beider Untersucher sind in der Tabelle zu finden.

33



Tabelle 4.2: p-Werte der einzelnen Parameter in der Chiz-Analyse beider Untersucher. Bei einem p-Wert

>0,05 wurde keine Signifikanz angenommen.

Konfokalmikroskopischer Parameter p-Wert UNT | p-Wert UNT Il
Spongiose 0,0001 0,0001
Verschwommene Zellgrenzen 0,0001 0,0001
Junktionale atypische Lymphozyten 0,0001 0,0001
Epidermale atypische Lymphozyten 0,0001 0,001
Vesikelartige Strukturen 0,0001 0,023
Epidermale Unordnung 0,001 0,0001
Dermale atypische Lymphozyten 0,001 0,0001
Keratinozyten mit l&nglichem ZK 0,003 0,032
Hyporeflexion der Papillen 0,004 0,0001
Dendritische Zellen 0,007 0,094*
Dilatierte GefalRe 0,044 0,0001
Siebartige Perforationen 0,273* 0,039
Fibrose/ Kollagenbindel 0,376* 0,115*

*= nicht signifikant

4.3.2.1 Mycosis fungoides

Bei der Mycosis fungoides wurden Spongiose und verschwommene Zellgrenzen mit

94,7% am haufigsten beobachtet, gefolgt von epidermaler Unordnung (89,5%) und

schwach reflektierenden Papillen (78,9%). Vesikelartige Strukturen, epidermale sowie

junktionale atypische Lymphozyten wurden in 73,7% der MF-Lasionen als ,vorhanden®

beschrieben. In lediglich drei Lasionen (16%) konnte in der verblindeten Analyse kein

Epidermotropismus, egal ob in Form Pautrier'scher Mikroabszesse, epidermaler oder

junktionaler Lymphozyten beobachtet werden. Etwa gleich oft als vorhanden wie als

nicht vorhanden erkannt wurden dermale Lymphozyten (63,2%), Keratinozyten mit
langlichen Zellkernen (63,2%), dilatierte BlutgefalRe (57,9%), Fibrose (52,6%) und

dendritische Zellen (52,6%). Siebartige Perforationen wurden nur in 21,1% der Falle

beschrieben, ihr Vorhandensein erreichte zudem kein Signifikanzniveau. (Tabelle 4.3)
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Tabelle 4.3: Ergebnis der Chi2-Analyse fiir die Mycosis fungoides, sortiert nach den Parametern, die von
Untersucher 1 (UNT I) am haufigsten beobachtet wurden.

Rang | Konfokalmikroskopischer Parameter UNT | UNT Il
1 Spongiose 94,7 100
Verschwommene Zellgrenzen 94,7 94,7
2 Epidermale Unordnung 89,5 100
3 Hyporeflexion der Papillen 78,9 84,2
4 Epidermale atypische Lymphozyten 73,7 68,4
Vesikelartige Strukturen 73,7 52,6
Junktionale atypische Lymphozyten 73,7 84,2
5 Dermale atypische Lymphozyten 63,2 73,7
Keratinozyten mit langlichem Zellkern 63,2 42,1
6 Dilatierte Blutgefal3e 57,9 78,9
7 Dendritische Zellen 52,6 36,8*
Fibrose/ Kollagenbiindel 52,6* 57,9*
8 Siebartige Perforationen 21,1* 47,4

*= nicht signifikant

4.3.2.2 Parapsoriasis

Bei der Parapsoriasis konnten nur wenige Merkmale mit dem konfokalen
Lasermikroskop beschrieben werden. Dies waren die Merkmale der epidermalen
Unordnung und der Fibrose, zudem wurden Spongiose und schwach reflektierende
Papillen beobachtet. Bei insgesamt nur 5 Gesamtproben entféllt eine statistische

Analyse.

4.3.2.3 Sézary-Syndrom

Im Falle des Sézary-Syndrom konnten beinahe alle untersuchten Parameter

beschrieben werden. Lediglich Keratinozyten mit langlichen Zellkernen konnten in
keiner der Lasionen entdeckt werden. Da lediglich zwei Lasionen von Patienten mit

Sézary-Syndrom untersucht wurden entfallt eine statistische Analyse.

4.3.2.4 Lymphomatoide Papulose
Bei der Lymphomatoiden Papulose wurden in jeder der Lasionen die Merkmale

Spongiose, verschwommene Zellgrenzen, junktionale und dermale atypische
Lymphozyten, epidermale Unordnung sowie schwach reflektierende Papillen
beobachtet. Epidermale atypische Lymphozyten sowie Fibrose, vesikelartige Strukturen
und dendritische Zellen wurden hingegen seltener entdeckt. Eine statistische Analyse
entfallt bei insgesamt nur vier Gesamtlasionen. Ungewohnliche Gefal3strukturen und
GefalRwandveranderungen, die wahrend der Untersuchung beschrieben wurden,

fanden keinen Eingang in die Analyse. Dies begrindet sich damit, dass diese wéahrend
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der Analyse erstmalig beobachtet wurden und sich zudem sehr von den MF-typischen

Wandveranderungen unterscheiden.

4.3.3 Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse

Mit Hilfe der Sensitivitat und Spezifitat kann die Wertigkeit der einzelnen Parameter fur
die Diagnosestellung beschrieben werden. In diese Analyse wurden nur Parameter
einbezogen, die sich in der Konkordanzbestimmung als relevant erwiesen haben bzw.
in vorangegangenen Studien als diagnostisches Hauptkriterium fur die Diagnose der
MF beschrieben wurden. Aufgrund der geringen Konkordanz in der vorangegangenen
Analyse fanden die Parameter Fibrose (FIB), dermale atypische Lymphozyten (DAL)
sowie Keratinozyten mit langlichen Zellkernen (KEN) in dieser Analyse keinen Eingang.
Fur das Merkmal der vesikelartigen Strukturen konnte zwar keine Konkordanz
nachgewiesen werden, da in dieser Studie jedoch angenommen wurde, dass es sich
hierbei um die pathognomonischen Pautrier'schen Mikroabszesse handelt und diese
ein diagnostisches Hauptkriterium darstellen, nahm es dennoch Einzug in die Analyse.
Da im Falle des Sézary-Syndroms, der Parapsoriasis und der lymphomatoiden
Papulose nur mit sehr kleinen Gesamtproben gearbeitet wurde, entféllt hier eine
Errechnung der Sensitivitat und Spezifitat, lediglich fur die Mycosis fungoides war ein
ausreichend groRer Gesamtprobenumfang gegeben.

Im folgenden Text werden exemplarisch die Ergebnisse von Untersucher 1 beschrieben.

Die Ergebnisse beider Untersucher sind in den darauffolgenden Tabellen zu sehen.

4.3.3.1 Mycosis fungoides

Bei der Mycosis fungoides zeigte sich, dass verschwommene Zellgrenzen sowie
Spongiose mit je 95% die hochste Sensitivitdt aufweisen, gefolgt von epidermaler
Unordnung (90%) und schwach reflektierenden Papillen (80%). Als weniger sensitiv
jedoch hochspezifisch erwiesen sich die vesikelartigen Strukturen, epidermalen und
junktionalen atypischen Lymphozyten. Fir diese Merkmale wurden jeweils eine
Sensitivitat von 74% und eine Spezifitdt von 100% erreicht. Eine untergeordnete Rolle
in der konfokalmikroskopischen Diagnostik der MF spielt hingegen die Erweiterung der
BlutgefalRe mit nur maRigen Werten sowohl fur die Sensitivitat (58%) als auch fur die
Spezifitat (78%). Die Merkmale der dendritischen Zellen sowie der siebartigen
Perforationen erreichten mit 53% bzw. 22% nur schlechte Sensitivitdtswerte, jedoch
hdchste Spezifitat. (Tabellen 4.4 und 4.5)
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Tabelle 4.4: Ergebnisse der Sensitivitats- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher 1 fur die einzelnen
Merkmale bei der Mycosis fungoides. Die Zuordnung von Rangplatzen erfolgte nach der Sensitivitat.

Rang Konfokalmikroskopischer Sensitivitat | Spezifitat p-Wert
Parameter
1 Spongiose 94,7 88,9 0,0001
Verschwommene Zellgrenzen 94,7 88,9 0,0001
2 Epidermale Unordnung 89,5 77,8 0,0001
3 Schwach reflektierende Papillen 78,9 88,9 0,001
4 Junktionale atypische Lymphozyten | 73,7 100 0,0001
Epidermale atypische Lymphozyten | 73,7 100 0,0001
Vesikelartige Strukturen 73,7 100 0,0001
5 Dilatierte Gefal3e 57,9 77,8 0,077
6 Dendritische Zellen 52,6 100 0,007

Tabelle 4.5: Ergebnisse der Sensitivitats- und Spezifitatsanalyse von Untersucher 2 fir die einzelnen
Merkmale bei der Mycosis fungoides. Die Zuordnung von Rangplatzen erfolgte nach der Sensitivitat.

Rang Konfokalmikroskopischer Sensitivitat | Spezifitat p-Wert
Parameter
1 Spongiose 100 77,8 0,0001
Epidermale Unordnung 100 77,8 0,0001
2 Verschwommene Zellgrenzen 94,7 77,8 0,0001
3 Schwach reflektierende Papillen 84,2 100 0,0001
Junktionale atypische Lymphozyten | 84,2 100 0,0001
4 Dilatierte Gefal3e 78,9 100 0,0001
5 Epidermale atypische Lymphozyten | 68,4 100 0,001
6 Vesikelartige Strukturen 52,6 88,9 0,036
7 Dendritische Zellen 36,8 100 0,035
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Studie untersuchten wir die Reproduzierbarkeit, Verteilung,
Konkordanz sowie die Sensitivitat und Spezifitat verschiedener
konfokalmikroskopischer Parameter, die bereits 2007 in einer Pilotstudie von Agero et
al. definiert worden waren [42].

In der morphologischen Analyse konnten zunachst alle konfokalmikroskopischen
Parameter dargestellt und ein zusatzliches neues Merkmal definiert werden. Auch die
Konkordanzanalyse erbrachte Uberwiegend positive Ergebnisse, da fir einen Grol3teil
der Parameter eine signifikante Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern
nachgewiesen werden konnte.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der statistischen Analyse in Bezug auf die
einzelnen konfokalmikroskopischen Merkmale nacheinander diskutiert und mit den
Ergebnissen anderer Studien verglichen. Dem folgen eine kritische Auseinandersetzung
mit den Limitationen der vorliegenden Studie sowie ein Ausblick auf mdgliche
Zielsetzungen zukunftiger Studien.

In der Konkordanzanalyse konnte fir das konfokalmikroskopisch beobachtete Merkmal
der Spongiose eine signifikante Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der
Untersucher nachgewiesen werden. Spongiose wurde in der Bildanalyse der MF mit
95% (UNT 1) bzw. 100% (UNT II) betroffenen Lasionen am haufigsten beobachtet. In
anhand retrospektiver Analysen grof3er Stichproben durchgefuhrten histologischen
Studien wurde Spongiose mit Werten zwischen 4% und 55% als weniger haufig
beobachtetes Kriterium beschrieben [15, 53, 54]. Widerspriuchlich hierzu wird in
Studien, die sich mit der Anwendbarkeit der histologischen Parameter beschaftigen, das
Merkmal der Spongiose stets als haufig beobachtet jedoch wenig spezifisch
beschrieben [55, 56, 57]. So war es beispielsweise in der Studie von Inchara et al. in
88% der Proben zu finden, jedoch ebenfalls in 67% der inflammatorischen
Kontrollproben [57].

Da die in histologischen Studien beschriebenen Haufigkeiten sich teilweise sehr von
denen in dieser Studie beobachteten Haufigkeiten unterscheiden, ist es vorstellbar,
dass einige Veranderungen féalschlicherweise als Spongiose gewertet wurden.
Histologisches Korrelat der im konfokalmikroskopischen Bild als Spongiose gewerteten
Auffalligkeiten kdonnte mdoglicherweise auch eine bandférmige Aufreihung atypischer
Lymphozyten entlang der dermoepidermalen Junktionszone sein. Mittels der

horizontalen Bilder, die mit dem konfokalen Lasermikroskop entstehen, ist
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-insbesondere bei einer retrospektiv durchgefiihrten Bildanalyse- teilweise keine
genaue Beurteilung mdglich, in welcher Hautebene sich die beobachteten
Veranderungen befinden, wie dies bei vertikaler Schnittfihrung moéglich ware.

In der Pilotstudie von Agero et al. wurden die Merkmale der verschwommenen
epidermalen Zellgrenzen und der epidermalen Unordnung ebenfalls als Ausdruck
spongiotischer Schadigung diskutiert [42]. Auch Ardigo et al. postulierten in ihrer Studie
zum diskoiden Lupus erythematodes ahnliche Annahmen [58]. Beide Parameter wurden
in der vorliegenden Studie oft nachgewiesen. Bemerkenswert ist, dass sie bisher nicht
fur die Kontaktdermatitis beschrieben wurden und somit zur Differenzierung von dieser
entscheidend beitragen kénnten. Bei Kontaktdermatitiden ist im Gegensatz zur MF
eher eine Verbreiterung der Zellgrenzen und eine Verstarkung derer Konturen aufgrund
des interzellularen Odems anzutreffen [33-36]. Ein weiteres Merkmal, das
maoglicherweise mit spongiotischen Veranderungen in der Histologie korreliert, sind die
siebartigen Perforationen, die in spateren Abschnitten weiterfihrend diskutiert werden
sollen. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass all diese Veranderungen verschiedenen
Schweregraden von Spongiose entsprechen und auf einem kontinuierlichen Spektrum
angefangen von milder Spongiose bis hin zur fortgeschrittenen Zerstérung der
Adhasionen zwischen den Keratinozyten und somit der epidermalen Architektur
eingeordnet werden konnen. AufRerdem kodnnten sie einer spezifischen Variante der
Spongiose entsprechen, was kinftig ndher gehend zu untersuchen ist.

Der konfokalmikroskopische Parameter der schwach reflektierenden Papillen wurde in
79% (UNT 1) bzw. 84% (UNT II) der MF-Falle als vorhanden beschrieben und weist
signifikante Konkordanz- sowie gute Sensitivitdts- und Spezifitatswerte auf. Wie von
Agero et al. 2007 postuliert, erklart sich die dunkle Darstellung der Papillen am ehesten
mit einer lymphozytéren Infiltration der Basalzellschicht und oberen Dermis [42]. Eine
lineare Anordnung von Lymphozyten im Stratum basale wird ebenfalls in vielen
histologischen Studien als wichtiges Merkmal einer MF beschrieben [15, 16, 53-57]. Im
Rahmen der an 228 histologischen Schnitten durchgefihrten Studie von Nickoloff et al.
konnte dieser Parameter in 87% der Proben beschrieben werden und wurde sogar als
wichtigstes Kennzeichen zur Diagnosestellung einer frihen MF postuliert [53].
Kontroverse Daten zeigten sich in der Studie von Massone et al., die eine basale
Infiltration durch Lymphozyten lediglich in 23% und eine oberflachlich dermale

perivaskulare Infiltration nur in 3% beschrieben [54].
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Bei den schwach reflektierenden Papillen handelt es sich jedoch um eine Eigenschatft,
die stets fallspezifisch beurteilt werden muss: bei hellen Hauttypen stellen sich die
Basalzellen der dermoepidermalen Junktionszone aufgrund des mangelnden
Melaningehalts ebenfalls als schwach reflektierende, also dunkle Ringe um die Papillen
dar. Somit ist eine Beurteilung der Hyporeflexion als pathologisch oder physiologisch
nur unter Beachtung des jeweiligen Hauttyps maoglich.

In diesem Zusammenhang kann sich die Untersuchung im Falle von Patienten mit
hellem Hauttyp schwierig gestalten, wobei dieser Parameter als nicht beurteilbar
gewertet werden muss. Bei der verblindeten Beurteilung der konfokalmikroskopischen
Bilder im Rahmen dieser Studie kannten die Untersucher den Hauttyp der Patienten
nicht, es ist daher moglich, dass aufgrund des Fehlens klinischer Informationen einige
Lasionen zwar richtigerweise als positiv beurteilt wurden, dies jedoch keinen
pathologischen Wert hat. Dies ist ein Nachteil der konfokalen Lasermikroskopie
gegenuber der Standardhistologie, in der sich die Infiltration mit Lymphozyten klar von
den pigmentierten Basalzellen differenzieren lasst.

Die lymphozytaren Infiltrate waren ein weiteres untersuchtes Merkmal. Die Bilder
wurden von den Untersuchern auf epidermale, junktionale sowie dermale Lymphozyten
analysiert. In der Konkordanzanalyse konnten signifikante Ubereinstimmungen
zwischen den Untersuchern lediglich fir die Merkmale der junktionalen und
epidermalen Lymphozyten gezeigt werden. Beide Merkmale wurden in je 74% (UNT 1)
der MF-Lasionen beobachtet. In vier MF-Lasionen (21%) konnte keiner der beiden
Parameter nachgewiesen werden, in einem dieser Félle wurden daflr Lymphozyten in
Form Pautrier’'scher Mikroabszesse beschrieben. Insgesamt liegt die Haufigkeit eines
beobachteten lymphozytaren Epidermotropismus in jeglicher Form bei 89% und erweist
sich somit in der vorliegenden Studie als wichtiges und sensitives Merkmal. Als solches
wurde es auch in zahlreichen histologischen Studien diskutiert [15, 16, 53-57, 59]. Auch
Koller et al. postulierten den atypischen epidermotropen Lymphozyten in ihrer
konfokalmikroskopisch durchgefiihrten Studie eine hohe Spezifitat [43].

Wie bereits in der Pilotstudie beschrieben, konnten auch in dieser Studie keine
morphologischen Besonderheiten der Lymphozyten entdeckt werden [42]. Dennoch
wurde der Begriff der ,atypischen Lymphozyten® aus dieser vorangegangen Studie
Ubernommen. In zahlreichen histologischen Studien sind als wichtiges Merkmal
Lymphozyten mit hellem zytoplasmatischen Randsaum sowie Lymphozyten mit stark

gefaltetem Zellkern beschrieben [15, 16, 54-57]. Diese Phanomene wurden 1994 von
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Smith am ehesten als Schrumpfungs-Artefakt im Rahmen der Fixierung erklart [60].
Dies erklart, warum es nicht mit dem konfokalen Lasermikroskop beobachtet werden
konnte, da hier das Gewebe in vivo untersucht wird. Atypische Lymphozyten sowie
pleomorphe Tumorzellen wie in der konfokalmikroskopischen Studie von Koller et al.
beschrieben, konnten in dieser Studie nicht dargestellt werden [43]. In mehreren
histologischen Studien, die sich mit den Diagnosekriterien in frihen MF-Stadien
befassen, wird das Kriterium der atypischen Lymphozyten als nicht signifikant eingestuft
[15, 53, 54, 59]. Massone et al. konnten in der 2005 an 745 histologischen Schnitten
durchgefuhrten Studie in lediglich 9% atypische Zellen nachweisen und schlossen sich
den Ergebnissen von Smoller et al. an, der 1995 postuliert, dass die Beurteilung v.a.
leichter Atypien sehr subjektiv ist [15, 54].

Ebenfalls ein Ausdruck lymphozytarer Infiltration ist das Merkmal der vesikelartigen
Strukturen, das auch in vorangegangenen korrelativen Studien am ehesten dem
Vorliegen Pautrier’'scher Mikroabszesse entspricht [42, 43]. In der Cochran-Analyse
konnte keine Konkordanz zwischen den Untersuchern festgestellt werden: bei zwei
Untersuchungen, darunter die vor der Verblindung unter Kenntnis Kklinischer
Informationen durchgefiihrte Analyse, zeigte sich eine Haufigkeitsverteilung von 53%. In
der dritten verblindeten Analyse wurden vesikelartige Strukturen in 74% der MF-Félle
beschrieben. Dieser Unterschied zwischen den postulierten Haufigkeiten der
vesikelartigen Strukturen konnte damit zusammenhangen, dass im Vorhinein keine
genaue morphologische Definition des Merkmals wie z.B. Anzahl der im Vesikel
vorhandenen Lymphozyten, Beschaffenheit der Begrenzung oder Gro3e der
Ausdehnung festgelegt worden war. So konnte die Differenzierung zwischen
ausgepragter, lokalisierter Spongiose und initialer Formierung der Mikroabszesse den
Untersuchern Schwierigkeiten bereitet haben. Wie Santucci et al. in ihrer 2000
durchgefuhrten Studie zur Konkordanz sowie Reproduzierbarkeit der histologischen
Diagnosestellung kutaner T-Zelllymphome postulierten, kann die Reproduzierbarkeit
eingeschrankt sein, wenn die Kriterien zur Diagnosestellung nicht genau festgelegt sind
[55].

Dennoch ist es bemerkenswert, dass konfokalmikroskopisch beobachtete vesikelartige
Strukturen, die als das Pendant zu Pautrier'schen Mikroabszessen eingestuft wurden,
in dieser Studie in der Mehrheit der MF-Féalle beobachtet werden konnten. Denn
Pautrier'sche Mikroabszesse gelten als sehr spezifisches, jedoch auch seltenes

Merkmal der MF, insbesondere in frihen Stadien der Erkrankung. In fortgeschrittenen
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Stadien konnen sie dagegen haufiger beobachtet werden. Ihr Vorkommen wird in der
Literatur mit Werten zwischen 4% [16] und 41% [57] angegeben. Im Rahmen dieser
Studie wurden vesikelartige Strukturen in 53 bzw. 74% der MF-L&sionen gesehen,
aulBerdem in Sézary-Syndrom-Lasionen sowie in untersuchten L&sionen eines
Studienteilnehmers mit Lymphomatoider Papulose. Dies ist jedoch nicht als negativ in
Bezug auf die Spezifitdt des Parameters zu werten, da das Sézary-Syndrom sich durch
die gleichen histologischen Merkmale kennzeichnet wie die MF, zuséatzlich jedoch noch
extrakutane Manifestationen aufweist. Unter Anbetracht des typischen klinischen Bildes
der Lymphomatoiden Papulose ist anzunehmen, dass die vesikelartigen Strukturen
zwar beschrieben worden waren, jedoch nicht als Pautrier'sche Mikroabszesse
gewertet worden waren. Diese Differenzierung war durch die Verblindung nicht
gewahrleistet.

Dass im Rahmen dieser Studie die Pravalenz der Pautrier'schen Mikroabszesse hoher
ist als in histologischen Studien beschrieben, koénnte einerseits damit
zusammenhangen, dass mit dem konfokalen Lasermikroskop wahrend der
Untersuchung ein grol3eres Hautareal (8 x 8 mm) untersucht wird als bei der durch
Biopsie gewonnenen Histologie (3 - 5 mm Biopsatdurchmesser). Bereits einzelne
vesikelartige Strukturen koénnen konfokalmikroskopisch bemerkt werden, deren
Detektion durch technische Grinde wie Schnittfihrung und Fixierung versdumt werden
kann.

Andererseits muss kritischerweise bemerkt werden, dass in die Studie nur Patienten mit
histologisch  eindeutig diagnostizierter MF und bestehenden Hautlasionen
eingeschlossen wurden. Dieser Patientenbestand kann mdglicherweise nicht als
reprasentativ fir den Groldteil der MF-Erkrankungen, auch in Bezug auf das
Vorhandensein von Pautrier'schen Mikroabszessen bei der Erstdiagnose, gewertet
werden.

Als weiteres Merkmal wurde der Parameter der dendritischen Zellen beschrieben und
untersucht. Er wurde nur in etwa der Halfte der MF-L&asionen beschrieben, zeichnete
sich jedoch durch hochste Spezifitdt aus. In einem Fall konnten dendritische Zellen
beobachtet werden, die sich um die Papillen der dermoepidermalen Junktionszone
befanden. Sollte diese Besonderheit in kinftigen Studien erneut auffallen, wére es
maoglicherweise sinnvoll, mit Hilfe von Histologie und Immunphéanotypisierung nach

einem erkennbaren Muster der korrelierenden Zellen zu suchen.

42



Des Weiteren wurden in der morphologischen Analyse erweiterte BlutgefalRe
untersucht. Das Merkmal erreichte in der Konkordanzanalyse Signifikanzniveau,
zeichnete sich in der weiteren statistischen Analyse jedoch durch nur maflige Werte
sowohl beziglich der Sensitivitat als auch der Spezifitat aus. Da konfokalmikroskopisch
auch in gesunder Haut Blutfluss und Blutgefal3e beobachtet werden kdnnen, ist eine
Beurteilung ob ein GefaR erweitert ist oder nicht, moglicherweise subjektiven
Schwankungen unterlegen. Zudem handelt es sich um dynamische Prozesse, die
wahrend der Untersuchung besser beurteilt werden kdnnen als anhand stehender
Bilder, die den Untersuchern unter der Verblindung zur Verfliigung standen.

Das Merkmal der siebartigen Perforationen wurde im Rahmen dieser Studie erstmalig
beschrieben und erreichte weder in der Konkordanz- noch in der Chi>-Analyse
signifikante Werte. Welchen histopathologischen Veranderungen diese Auffalligkeiten
entsprechen, ist bisher unklar. Es wurden hypothetisch drei Mdglichkeiten diskutiert:
einerseits konnte es sich um eine Vorstufe Pautrier'scher Mikroabszesse handeln.
HierfUr spricht, dass diese sich ebenfalls als ,Locher” in der Epidermis darstellen, in
denen sich Lymphozyten befinden. Die beschriebenen siebartigen Perforationen stellen
sich als sehr kleine Hohlraume dar, die sich in einigen Bildern gruppiert in der Epidermis
liegend darstellen. Es ist also vorstellbar, dass sie sich zu gro3eren Mikroabszessen
zusammenschlieBen. Es ist aber auch mdglich, dass es sich um die in zahlreichen
histologischen Studien als wichtiges Kriterium beschriebenen Lymphozyten mit hellem
Randsaum handelt, die in der englischen Literatur als ,haloed lymphocytes" bezeichnet
werden. Wie bereits erwahnt, entspricht dies zwar am ehesten einem
Schrumpfungsartefakt grof3er Lymphozyten, jedoch wird hypothetisch angenommen,
dass die Zellen trotzdem zytologische Besonderheiten aufweisen missen, um sich
entsprechend histologisch darzustellen [60]. Fur diese Hypothese spricht, dass dieses
Merkmal in vielen histologischen Studien beschrieben wird ohne dass ein
konfokalmikroskopisches Korrelat gefunden werden kann. Andererseits lassen sich
keine stark reflektierenden Strukturen in Beziehung zu diesen HohlrAumen darstellen,
die als Zellkern gewertet werden kénnten. Schlie3lich ware es noch mdglich, dass die
siebartigen Perforationen einer Maximalform der Spongiose entsprechen. Dieses
Merkmal sollte in Studien mit korrelierender Histopathologie untersucht werden.

Fiar die im Folgenden diskutierten konfokalmikroskopischen Parameter konnte in der
Konkordanzanalyse keine Ubereinstimmung erreicht werden, sie fanden daher keinen

Eingang in die Sensitivitats- und Spezifitatsanalyse. Dies war fur die Merkmale der

43



Keratinozyten mit langlichen Zellkernen, der dermalen Lymphozyten und der Fibrose
der Fall.

Die Keratinozyten mit langlichen Zellkernen wurden in 63% (UNT 1) bzw. 42% (UNT II)
der Falle gesehen. Es konnte jedoch keine signifikante Ubereinstimmung zwischen den
Untersuchern erreicht werden, was madglicherweise damit zu begriinden ist, dass es
sich um ein Merkmal handelt, das leicht Ubersehen werden kann und dessen Analyse
somit starken subjektiven Schwankungen unterlegen ist. Es ist noch zu analysieren,
welchem histopathologischen Korrelat dieser Parameter entspricht. Agero et al.
diskutierten ihn in ihrer Pilotstudie als Ausdruck einer spongiotisch veranderten
Epidermis [42].

Fur den Parameter der dermal gelegenen Lymphozyten zeigte sich in der
Konkordanzanalyse ebenfalls keine Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern. Das
schlechte Ergebnis fur diesen Parameter lasst sich am ehesten mit der begrenzten
optischen Auflosung des konfokalen Lasermikroskops in tieferen Hautschichten
erklaren.

Auch fir das Merkmal der dermalen Fibrose und Kollagenbindel konnte in der
Cochran-Analyse keine Reproduzierbarkeit gezeigt werden. Die schlechten Ergebnisse
fur diesen Parameter sind moglicherweise ebenfalls der geringen optischen Auflésung
des konfokalen Lasermikroskops in tieferen Hautschichten geschuldet. Dies steht im
Einklang mit der Pilotstudie von Agero et al., in der in lediglich einer L&sion Fibrose
nachgewiesen werden konnte [42]. Da sich Fibrose und Kollagen
konfokalmikroskopisch als in eine Richtung oder durcheinander verlaufende stark
reflektierende, also helle Strange und Bundel darstellen und sich das Bild bei schlechter
werdender Auflosung oftmals aufhellt, kann eine Unterscheidung zwischen Parameter
und Bildartefakt fir den Untersucher problematisch sein. In der 2009 durchgefuhrten
Studie von Koller et al. wurde Fibrose ebenfalls nicht als wichtiges Merkmal zur
konfokalmikroskopischen Diagnosestellung der MF erwéhnt [43].

Die diagnostische Wichtigkeit der Fibrose wird in histopathologischen Studie kontrovers
diskutiert. In rein deskriptiven Studien wird Fibrose stets als sehr haufig beobachtetes
und wichtiges Merkmal der MF angegeben [53, 54]. In Studien, in die jedoch auch
Kontrollen miteinbezogen wurden, wurde stets nachgewiesen, dass es sich bei dem
Parameter der Fibrose um ein h&aufiges jedoch wenig spezifisches Merkmal handelt.
Teilweise konnte kein Signifikanzniveau erreicht werden [15, 16, 56]. Lediglich Inchara

et al. errechneten 2008 in ihrer Analyse eine hohe Spezifitat von 90% [57]. Im
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Widerspruch hierzu stehen die Ergebnisse von Santucci et al., die die Abwesenheit
dermaler Fibrose als hochspezifisches und mafig sensitives Merkmal postulierten [16].
Es ist anzumerken, dass die Studien teils nur bedingt miteinander zu vergleichen sind,
da ihr inhaltlicher Fokus auf unterschiedliche Stadien der MF gerichtet ist. AuRerdem ist
es durchaus moglich, dass unterschiedliche Definitionen der Parameter verwendet

wurden, was einen Vergleich ebenfalls erschwert.

Insgesamt stellten die Untersucher anhand der konfokalmikroskopischen Bilder die
Diagnose einer MF in 84% bzw. 90% richtig. Lediglich funf MF-L&sionen wurden
insgesamt falsch diagnostiziert: in vier Fallen wurde das Vorliegen einer Parapsoriasis
vermutet. In einem Fall wurde eine MF félschlicherweise als normale Haut eingestulft.
Dass die L&sionen als Parapsoriasis fehldiagnostiziert wurden, zeigt, dass zwar
Veranderungen vorhanden waren, diese jedoch nicht als pragnant genug gewertet
wurden. Es ist denkbar, dass wahrend der dynamischen Untersuchung am konfokalen
Lasermikroskop noch mehr Verdnderungen aufgefallen waren. Dies war bei der
verblindeten Demonstration einzelner, stehender Bilder nicht gewahrleistet.

Die Untersucher diagnostizierten falschlicherweise vier Nicht-MF-Lasionen als MF. Zwei
davon waren Lasionen eines Patienten mit Sézary Syndrom sowie zweier Patienten mit
Lymphomatoider Papulose. Da das Sézary-Syndrom auch anhand histologischer
Merkmale nicht sicher von einer MF zu unterscheiden ist [12], ist diese Fehldiagnose
also nicht negativ zu werten, insbesondere weil die Bildanalyse ohne weitere klinische
Informationen erfolgte. Auf der anderen Seite befand sich die Erkrankung der Patienten
mit Lymphomatoider Papulose zum Zeitpunkt der Untersuchung in einem inaktiven
Zustand, so dass den Lasionen maglicherweise charakteristische Merkmale fehlten.

Im Folgenden werden die Limitationen der vorliegenden Studie und derer Ergebnisse
kritisch diskutiert.

Zu allgemeinen technischen Limitationen des Mikroskops lasst sich sagen, dass die
konfokale Lasermikroskopie eine rein morphologische Beurteilung der epidermalen
Vorgange erlaubt und keine genaue Typisierung der einzelnen Zellen mdglich ist. So ist
eine genaue Differenzierung z.B. der infiltrierenden Lymphozyten oder der dendritischen
Zellen ausschlieBlich mit invasiven Malinahmen wie der Biopsieentnahme mit

anschlielBender Immunhistologie und/oder Genotypisierung moglich. Insbesondere in

45



frihen Krankheitsstadien der MF haben jedoch auch diese Methoden wenig
Aussagekraft [15, 53].

Weitere technische Grenzen des Gerates bestehen in der optischen Eindringtiefe.
Dieser ist es geschuldet, dass bestimmte Merkmale wie dermal gelegene Lymphozyten
und dermale Fibrose nicht ausreichend und tbereinstimmend beurteilt werden kdnnen.

Als Hauptlimitation dieser Studie ist es anzumerken, dass akut bzw. chronisch
inflammatorische Dermatosen wie das Kontaktekzem, die in der histopathologischen
Differentialdiagnostik zur MF eine grofe Rolle spielen, nicht in die Studie
eingeschlossen wurden. Dies lag zum einen an der fehlenden Rekrutierung geeigneter
Patienten, zum anderen an der eigentlichen Zielsetzung der Studie, bei der die
Reproduzierbarkeit der konfokalmikroskopischen Parameter der MF mehr im
Vordergrund stand als die tatsachliche Differenzierung von anderen entzindlichen
Krankheitsbildern.

Als begrenzender Faktor fur die Gultigkeit der hier diskutierten Ergebnisse wirkt sich
des Weiteren die geringe Patientenanzahl von 15 Studienteilnehmern aus. Zwar wurden
pro Patient mehrere Hautlasionen konfokalmikroskopisch untersucht und meist auch
statistisch relevante Werte erzielt, dennoch ist bei einer kritischen Beurteilung der
Ergebnisse zu beachten, dass insgesamt mit einem kleinen Probenumfang gearbeitet
wurde, so dass die Aussagekraft der Ergebnisse denen einer vorlaufigen Studie
entspricht.

Fur den Entwurf einer allgemein giltigen Leitlinie sind noch weitere Studien mit
grolBeren Patientenkollektiven noétig. Insbesondere sollten in kinftige Studien auch
Patienten mit entziindlichen Dermatosen miteinbezogen werden. Des Weiteren sollte
auch besonderes Augenmerk auf das Merkmal der Spongiose gelegt werden, da in der
vorliegenden Studie die drei Parameter der verbreiterten Zellgrenzen (,normale”
Spongiose), der verschwommenen Zellgrenzen und der epidermalen Unordnung
hypothetisch mit ihr gleichgesetzt wurden. Dies sollte in histokorrelativen Studien néher
gehend untersucht werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die konfokale Lasermikroskopie ein
vielversprechendes Werkzeug zur Diagnostik der MF darstellt. Dies gilt insbesondere
unter der Annahme, dass dem Untersucher im klinischen Alltag weitere Informationen
wie das Erscheinungsbild und die Beschwerden des Patienten zur Verfligung stehen.
Alle in der Pilotstudie postulierten Merkmale konnten in der vorliegenden Studie

reproduziert werden, zusatzlich wurden siebartige Perforationen neu beschrieben. Die
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Untersucher kamen in Bezug auf fast alle Parameter zu Ubereinstimmenden
Ergebnissen. In der Chi2-Analyse erlangten lediglich die Merkmale der dermalen
Fibrose sowie der siebartigen Perforationen kein Signifikanzniveau. Am haufigsten
wurden relativ unspezifische Merkmale wie Spongiose, verschwommene Zellgrenzen
und epidermale Unordnung beschrieben. Dies kann eine Abgrenzung zu anderen
Hauterkrankungen wie z.B. entzindlichen Dermatosen nicht erleichtern, da solche
Veranderungen bei diesen auch zu finden sind. Das gleiche Problem zeigt sich
allerdings auch in der standardmaflig durchgefihrten Histologie, weshalb man sagen
kann, dass die konfokale Lasermikroskopie in diesem Punkt nicht unterlegen ist. Als
hoch spezifische Merkmale erwiesen sich die vesikelartigen Strukturen, epidermale und
junktionale Lymphozyten sowie dendritische Zellen. Diese Parameter konnten bei relativ
haufiger Beschreibung auch hohe Spezifitatswerte erzielen und konnten fir eine

konfokalmikroskopische Diagnosestellung in Zukunft besonders niitzlich sein.
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6. Zusammenfassung
Die Mycosis fungoides gehort zur Gruppe der T-Zell-Lymphome und ist der haufigste

Vertreter der primar kutanen T-Zell-Lymphome. Goldstandard zur Diagnosestellung ist
die Histologie, die durch immunologische und molekulargenetische Untersuchungen
erganzt werden kann. Insbesondere in frihen Stadien der Krankheit erweist sich eine
Diagnosestellung jedoch als schwierig, da sowohl Klinik als auch Histologie relativ
unspezifisch sein kénnen und Krankheitsbildern wie der Psoriasis, dem Kontaktekzem,
lichenoiden sowie spongiotischen Dermatosen ahneln konnen. Oftmals sind daher
multiple Biopsieentnahmen notwendig, was aufgrund der Invasivitat des Verfahrens
einen Nachteil fur den Patienten darstellt. In einer Pilotstudie wurde die konfokale
Lasermikroskopie als non-invasives Verfahren zur Untersuchung der MF benutzt und
charakteristische Merkmale beschrieben. Ziel der vorliegenden Studie ist es, diese
Parameter  auf ihre Reproduzierbarkeit, Inter-Observer-Reproduzierbarkeit
(Konkordanz), Sensitivitat sowie Spezifitat hin zu beurteilen. Dazu wurden insgesamt 39
Hautlasionen untersucht, davon 19 L&sionen von MF-Patienten. Zur vergleichenden
Beurteilung wurden des Weiteren Hautareale von Patienten mit Parapsoriasis, Sézary-
Syndrom sowie Lymphomatoider Papulose und neun gesunde Hautstellen in die
statistische Analyse eingeschlossen.

Insgesamt zeigten die postulierten Merkmale der MF eine hohe Reproduzierbarkeit, die
sich auch in der Konkordanzanalyse zwischen den Untersuchern fir ausgesuchte
Parameter darstellte. Flr die Merkmale der vesikelartigen Strukturen, der Fibrose, der
siebartigen Perforationen, der dermalen atypischen Lymphozyten und der Keratinozyten
mit langlichen Zellkernen wurden keine Ubereinstimmenden Ergebnisse unter den
Untersuchern gefunden.

In der Chi2-Analyse erwiesen sich die Merkmale der Spongiose sowie die ebenfalls auf
spongiotische Veranderungen hindeutenden verschwommenen Zellgrenzen und die
epidermale Unordnung als am héaufigsten beobachtete Verdnderungen. Die Parameter
der schwach reflektierenden Papillen, der vesikelartigen Strukturen sowie der
epidermalen und junktionalen Lymphozyten -allesamt Ausdruck eines lymphozytaren
Epidermotropismus- wurden ebenfalls haufig gesehen und erwiesen sich
dementsprechend als sensitive Merkmale. Als im hdchsten Mal3e spezifische Parameter
erwiesen sich epidermale und junktionale Lymphozyten, vesikelartige Strukturen sowie

dendritische Zellen. Die auf spongiotische Verédnderungen hindeutenden Merkmale
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sowie das Merkmal der schwach reflektierenden Papillen zeigten in der
Spezifitatsanalyse nur mafige Werte.

Hauptlimitation dieser Studie stellt die Tatsache dar, dass keine chronisch
inflammatorischen Erkrankungen wie beispielsweise das Kontaktekzem in die Studie
eingeschlossen wurden. Ein weiterer begrenzender Faktor ist die relativ geringe Zahl
der Studienteilnehmer.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die konfokale Lasermikroskopie ein
vielversprechendes Verfahren zur non-invasiven Diagnostik der MF ist. In Zukunft
koénnte sie insbesondere bei der Auswahl geeigneter Biopsie-Entnahmestellen hilfreich
sein und somit die Zeit bis zur Diagnosestellung verkirzen sowie dem Patienten weitere
Biopsien ersparen. Daruber hinaus ware ein Einsatz der konfokalen Lasermikroskopie
zum non-invasiven Monitoring des Therapieverlaufs denkbar. Insgesamt sind die
Ergebnisse dieser Studie jedoch von vorlaufigem Charakter und es sollten weitere
Studien mit groBerer Patientenzahl und unter Einbezug inflammatorischer Dermatosen

durchgefuhrt werden.
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