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Abstract

Introduction: Psoriasis is a chronic recurring inflammatory skin disease with a major
impact on the quality of life of the afflicted patients. Several findings indicate that the
altered capillary loops in the papillary dermis of psoriatic skin play an essential role in
the pathogenesis and on the course of the disease. Microvascular changes in psoriasis
are caused by an elevated production of pro-angiogenetic factors in the basal cells
surrounding the enlarged dermal papilla. Biomarkers do not exist for a standardized
assessment of psoriasis. Clinical scores, which are commonly used in the praxis and

in clincal studies, lack uniformity and their validity is questionable.

Materials and Methods: Confocal laser scanning microscopy (CLSM) was used to
study the structures of the capillary loops and dermal papillae in 5 healthy volunteers
and 13 psoriasis patients. Additionally, lesional skin of 11 psoriasis patients was
investigated using CLSM prior to and after a modified Goeckerman therapy regimen.
Clinical response was assessed using the Psoriasis Area and Severity Index (PASI)
and self-administered PASI was conducted in regular intervals after the end of the

treatment.

Results: The capillary loops and the dermal papilla were significantly enlarged in the
psoriatic skin lesions (diameters: 24.3+2.3 ym and 146.4+28.5 ym, respectively) in
comparison to healthy skin (diameters: 9.5£1.8 and 69.4+17.1 pm, respectively).
Following a modified Goeckerman therapy regimen, a 30% - 90.4% reduction of PASI,
a 17 - 53.7% reduction of the feret capillary diameter and a 13.1 - 44.2% reduction of
the feret papillary diameter (p<0.0001) were measured. Capillary loops and dermal
papilla were still significantly enlarged after treatment when compared to those in
normal skin. Capillary and papillary diameter correlated with each other before
treatment (r= 0.63, p=0.014 ) and after treatment (r= 0.64, p=0.002). PASI values were
to a large extent independent of the capillary and papillary diameter values. Clinical
improvement (% reduction of PASI values) correlated more with the normalization of
the papillary structure (r= 0.63, p=0.03) and correlated less with the normalization of
the skin capillaries (r= 0.29, p=0.25). The predictability of a psoriasis recurrence within
one year after treatment was more reliable when based upon the capillary and

papillary diameters after treatment compared with the PASI values after treatment.



Conclusion: CLSM represents a promising non-invasive technique for evaluating
structural changes in psoriatic skin in vivo and for monitoring therapeutic response on
a cellular level. Subclinical changes in psoriatic skin after therapy represent a

legitimate goal for treatment.



Abstrakt

Einleitung: Psoriasis ist eine rezidivierende chronisch-entzindliche Erkrankung der
Haut, die mit einer deutlichen Beeintrachtigung der Lebensqualitat betroffener
Patienten einhergeht. Den typisch veranderten Kapillarschlingen der papillaren
Dermis in psoriatischer Haut wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Unterhaltung psoriatischer Hautlasionen zugeschrieben. Diese Veranderungen der
Hautgefalde werden durch die gesteigerte Sekretion proangiogenetischer Faktoren aus
den aktivierten Basalzellen, welche die vergrélierten dermalen Papillen in psoriatischer
Haut umgeben, hervorgerufen. Es existieren keine Biomarker fur ein standardisiertes
Monitoring der Psoriasis. Klinische Scores, die breite Anwendung im klinischen Alltag
und in klinischen Studien finden, sind sehr uneinheitlich und zeigen grof3e Schwachen

bezuglich ihrer Validitat.

Material und Methoden: Mithilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie (CLSM)
wurden die Strukturen der Kapillarschlingen und der dermalen Papillen bei 5 gesunden
Probanden mit denen bei 13 Psoriasispatienten verglichen. Aufierdem wurden
psoriatische Hautlasionen von 11 Patienten vor und nach einem modifizierten
Goeckerman-Therapieschema mithilfe der CLSM untersucht. Der klinische
Hautzustand wurde mit Hilfe von Psoriasis Area and Severity Index (PASI)
dokumentiert, in regelmaligen Abstanden wurde nach Therapieende der von den

Patienten ermittelte self-administered PASI erhoben.

Ergebnisse: Die Hautkapillaren und die dermalen Papillen waren signifikant erweitert in
der psoriatischen Haut (Kapillardurchmesser 24.3+2.3 um, Papillendurchmesser
146.46+£28.52 ym) im Vergleich zur gesunden Haut (Kapillardurchmesser 9.5£1.8 ym,
Papillendurchmesser 69.4+17.1 pm). Im Laufe eines modifizierten Goeckerman-
Therapieschemas konnte eine prozentuale PASI Reduktion von 30 bis 90,4 %, eine
17 - 53.7-prozentige Reduktion der Kapillardurchmesser und eine 13.1 - 44.2-
prozentige Reduktion der Papillendurchmesser gemessen werden.
Kapillardurchmesser und Papillendurchmesser am Ende der Therapie waren
signifikant hoher als die Kapillardurchmesser und Papillendurchmesser in gesunder
Haut. Kapillar- und Papillendurchmesser Kkorrelierten miteinander vor (r= 0.63,
p=0.014) und nach Therapie (r= 0.64, p=0.002). PASI-Werte waren weitgehend

unabhangig vom Kapillar- und Papillendurchmesser. Die klinische Besserung



(Reduktion PASI in %) korrelierte am besten mit der prozentualen Reduktion des
Papillendurchmessers (r= 0.63, p=0.03) und weniger mit der prozentualen Reduktion
des Kapillardurchmessers (r= 0.29, p=0.25). Die Vorhersage der
Rezidivwahrscheinlichkeit binnen eines Jahres nach Therapieende anhand der
Kapillardurchmesser und Papillendurchmesser nach Therapieende war der
Vorhersage der Rezidivwahrscheinlichkeit anhand des PASI am Therapieende

Uberlegen.

Schlussfolgerung: CLSM ist eine viel versprechende nicht-invasive Methode fur die
Evaluation der strukturellen Veranderungen in psoriatischer Haut in vivo und flir das
Monitoring des Therapieerfolges auf zellularer Ebene. Subklinische Veranderungen

der psoriatischen Haut nach klinischer Abheilung stellen ein legitimes Therapieziel dar.



1. Einleitung

Psoriasis ist eine haufige, durch charakteristisch schuppende roétliche Herde
gekennzeichnete entzundliche Erkrankung der Haut, die durch einen chronisch-
rezidivierenden Verlauf gekennzeichnet ist. Vieles an der Genese dieser Erkrankung
ist noch unklar. Im Wesentlichen handelt es sich um eine von CD4-positiven,
insbesondere TH17- und regulatorischen T-Zellen dominierte Entzindungsreaktion, die
von epidermaler Hyperproliferation und Differenzierungsstéorung sowie von
strukturellen Veranderungen der Kapillargefalle in der papillaren Dermis begleitet wird
2 Psoriatische Herde weisen typische Veranderungen der GefaRarchitektur mit
elongierten, erweiterten und gewundenen Kapillarschlingen auf °. Hinter diesen
Veranderungen der Gefalarchitektur steht eine erhdhte Expression einer ganzen
Reihe proangiogenetischer Faktoren, v. a. in den basalen Keratinozyten, welche die
dermalen Papillen umgeben *. Zahlreiche Untersuchungen deuten auf eine wichtige
und verlaufsbestimmende Rolle dieser GefalRveranderungen innerhalb der papillaren
Dermis bei der Entstehung und Unterhaltung von psoriatischen Hautlasionen sowie bei

der Abheilung der psoriatischen Haut hin (Kapitel 1.3.1 und 1.3.2).

In den letzten Jahren fihrte der Einsatz nicht-invasiver Mikroskopiemodalitaten,
insbesondere der konfokalen Laserscan-Mikroskopie und Videokapillaroskopie, die
eine Untersuchung der Hautstrukturen in-vivo ohne Biopsieentnahme ermdéglichen, zu
einem wesentlichen Fortschritt in dem Verstandnis der strukturellen Veranderungen
der psoriatischen Haut. Es zeigte sich eine groRe Ubereinstimmung der konfokalen
Laserscan-Mikroskopie mit der Lichhtmikroskopie, was die Erfassung der
Hyperkeratose, Parakeratose, des Fehlens bzw. der Ruckbildung des Stratum
granulosum, der Papillomatosis und der Erweiterung der BlutgefalRe bei Psoriasis
betrifft °. Eine hohere Kapillardichte in den befallenen im Vergleich zu den gesunden
Hautarealen konnte mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie dargestellt werden
. Die konfokale Laserscan-Mikroskopie wurde erfolgreich zur Messung der
Kapillarweite und des Blutflusses, v. a. in gesunder Haut eingesetzt ’. In einer weiteren
Studie wurde der konfokalen Laserscan-Mikroskopie eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat in der Abgrenzung von psoriatischen zu anderen erythematosquamodsen

Veranderungen zugeschrieben 8.



Um die beschriebene Rolle der Veranderungen der Hautgefalle und der dermalen
Papillen im Verlauf dieser Erkrankung besser zu verstehen, waren die Ziele dieser
Studie:

1) Mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie die Struktur der Hautkapillaren und

der dermalen Papillen in psoriatischer Haut mit der in gesunder Haut zu vergleichen.

2) Die Untersuchung der Veranderungen der Struktur der Hautkapillaren und der
dermalen Papillen in psoriatischer Haut unter Therapie nach einem modifizierten

Goeckerman-Therapieregime.

3) Die Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs zwischen dem Zustand der
Haut am Ende der Behandlung und dem Auftreten eines Krankheitsrezidivs und das
Erforschen des prognostischen Wertes der Kapillarweite und der PapillengroRe bei

Therapieende.

1.1. Aufbau der Haut

Die Haut lasst sich in drei Hauptschichten einteilen, die Epidermis (Oberhaut),
bestehend aus dem Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und
Stratum basale, die Dermis (Lederhaut), welche sich in die papillare und retikulare
Dermis unterteilen lasst, sowie das subkutane Fettgewebe, die Subcutis. Die Haut

besitzt Hautanhangsorgane wie Haarfollikel, Talgdrisen und Schweil3drisen.

1.1.1. Epidermis

Die Epidermis dient als Schutzschicht und stellt die Abgrenzung des Korpers zur
AuRenwelt dar. Sie besteht aus einem mehrschichtigen verhornendem Plattenepithel.
Die Dicke variiert je nach Region zwischen 50 und 100 um. Die die Epidermis
bildenden Epithelzellen, die sogenannten Keratinozyten, sind von apikal nach basal in
den folgenden Schichten angeordnet: Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum

spinosum und Stratum basale.
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Das Stratum corneum besitzt an den meisten Hautarealen eine Dicke von lediglich 15
pm, ist aber maldgeblich an der Wasserhomoostase der Haut beteiligt. Der Verlust des
Stratum corneum z.B. durch Abtragung mittels der Tape-Stripping-Methode fuhrt zu
ungehindertem Wasserverlust {iber die Haut °. Die Untersuchung der Haut durch
Transmissions-Elektronenmikroskopie nach subkutaner Injektion eines
wasserloslichen Markers zeigte, dass der Auswartsfluss des Markers durch die
hydrophile interzellulare Substanz an der Junktionszone zwischen Stratum corneum
und Stratum granulosum geblockt wird '°. Hier werden lipidreiche Komponenten und
Enzyme aus den lamellaren Korpern freigesetzt. Diese flllen den extrazellularen
Raum des unteren Stratum corneum aus und verleihen ihm hydrophobe
Eigenschaften. Die Korneozyten besitzen einen weitgehend hydrophilen Charakter,
was die Grundlage der Ziegel-und-Mortel-Organistation der Wasserbariere der Haut
darstellt °. Durch postsekretorische enzymatische Umwandlung glucosylceramid-
reicher Lipide entstehen aus den Lipidkomponenten der lamellaren Korper
multilamellare Blatter. Diese lagern sich zwischen die Desmosomen des Stratum
corneum und erlauben nur eine begrenzte Durchlassigkeit fur Wasser in der
Dampfphase, was der insensiblen Prespiration dient und einen groReren
Wasserverlust verhindert °. Einige Hauterkrankungen wie z.B. Psoriasis, atopische
Dermatitis und Epidermolysis bullosa sowie Verbrennungen der Haut gehen mit
enormem Wasserverlust Uber die Haut einher, bedingt durch Stérungen der

Lipidstruktur im Stratum corneum °.

Die Epidermis unterliegt einer standigen Regeneration durch Zellneubildung aus dem
Stratum basale und anschlieBende Zelldifferenzierung im Stratum spinosum. Die
neugebildeten Zellen unterliegen anschlieBend einer zunehmenden Verhornung

wahrend ihrer Wanderung in die apikalen Schichten .

1.1.2. Dermoepidermale Junktionszone

Die dermoepidermale Junktionszone bildet die Grenzzone zwischen Epidermis und
Dermis und verbindet beide miteinander. Entsprechend der hohen mechanischen
Beanspruchung dieser Region besitzt die dermoepidermale Junktionszone ein stabiles

Haltesystem, bestehend aus der Zellmembran der basalen Keratinozyten mit der
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Lamina lucida, der Lamina densa und dem sogenannten sublamindrem Raum

unterhalb der Lamina densa, welcher Ankerfibrillen enthalt.

Die Epidermis ist Uber Hemidesmosomen, Ankerfilamente und Ankerfibrillen mit der

Dermis mechanisch verankert .

1.1.3. Dermis

Die Dermis schlief3t sich direkt an die Epidermis an und besitzt eine Schichtdicke von
ca. 1-2 mm. Sie besitzt durch ihren gro3en Gehalt an vernetzten Kollagenfaserbindeln
eine fibroelastische Struktur mit hoher Reil3festigkeit. Insgesamt kénnen ca. 10 Arten
von Kollagenfasern, insbesondere Typ | und Ill, in der Dermis identifiziert werden.
Aulerdem beherbergt die Dermis das Durchblutungssystem der Haut und dient
dadurch auch der Thermoregulation. Die Dermis lasst sich in das direkt unter der
Epidermis liegende Stratum papillare mit dermalen Papillen und das darunter liegende

festere Stratum retikulare unterteilen .

1.1.4. Subcutis

Die Subcutis besteht zum groRen Teil aus Fettgewebe. Ihre Hauptaufgabe besteht in
der mechanischen Polsterung des Korpers, der Warmeisolation und dem Speichern
von Energie in Form von subkutanem Fett. |hre Dicke variiert stark nach Habitus und

Kérperregion .

1.2. Durchblutung der Haut

Die Haut gehort zu den bestdurchbluteten Organen. |hre Durchblutung hat nicht nur
eine nutritive Aufgabe. Die Haut ist vielmehr an der Thermoregulation des Korpers
beteiligt. Viele Kenntnisse Uber die Durchblutung der Haut sind Doppler-
Flussmessungen sowie lichtmikroskopischen und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zu verdanken, die in den letzten drei Dekaden durchgefuhrt wurden,
12-16

insbesondere im Rahmen der Studien von IM Braverman und A. Yen et al.

Insgesamt ist die intradermale Komponente der Hautdurchblutung in zwei, parallel zu

12



der Hautoberflache verlaufenden Gefaldplexus organisiert. Der tiefere Plexus liegt an
der Grenze zwischen Cutis und Subcutis und wird von GefalRen gebildet, welche aus
der Muskulatur und dem subkutanen Fett vertikal entspringen. Arteriolen und Venolen
aus dem tieferen Plexus versorgen durch laterale Aste die Haarbulbi und die
Schweildrisen und enden in der papillaren Dermis am oberflachlichen Plexus. In der
papilldren Dermis befindet sich eine besonders dichte GefaRversorgung . Von einer
terminalen Arteriole des oberflachlichen Plexus entspringen die Kapillarschlingen der
papillaren Dermis. Eine Kapillarschlinge besteht aus einem aufsteigenden Schenkel,
einer intrapapillaren, haarnadelférmigen Schlinge und einem absteigenden Schenkel,

der in eine postakapillére Venole im oberen horizontalen Plexus endet (Abbildung 1) '’.

Abbildung 1: GefaRsystem der Haut (Nach Irwin M. Braverman ™).

Schematische Darstellung der Mikrozirkulation in der menschlichen Haut. E-Epidermis;

A-Arteriole; V-Venole; F-subkutanes Fettgewebe.

Jede dermale Papille wird von einer einzelnen Kapillarschlinge versorgt. Eine
Kapillarschlinge kann in einen intra- und einen extrapapillaren Teil unterteil werden.

Der aufsteigende Schenkel der Kapillarschlinge hat in seinem gesamten extra- und

13



intrapapillaren Verlauf die Ultrastruktur eines arteriellen Kapillargefalles mit
homogener Basalmembran der GefaRwand und kontinuierlichem, nicht fenestriertem
Endothelschlauch und besitzt einen Aufliendiameter von 10-12 pm und einen
Innendiameter von 4-6 um '°. Die Kapillarschlinge behalt in der gesunden Haut die
Ultrastruktur eines arteriellen Kapillargefalles in ihrem gesamten intrapapillaren
Verlauf bei. Erst der extrapapillare Teil des absteigenden Schenkels weist
Eigenschaften eines vendsen KapillargefalRes mit Mehrschichtung der Basalmembran

und Fenestrierung des Endothelschlauches auf '’.

1.3.Psoriasis

Die Psoriasis, auch Schuppenflechte genannt, ist eine durch charakteristische
erythematosquamoése Effloreszenzen gekennzeichnete entzindliche Erkrankung der
Haut. Die Psoriasis geht mit einer gestorten Barrierefunktion der Haut einher.
Zusatzlich wird sie heute als Systemerkrankung aufgefasst und kann sich mit einer
Gelenkbeteiligung manifestieren %18 Die Pravalenz ist relativ hoch in der weltweiten
Bevélkerung und variiert je nach Bevélkerungsgruppe zwischen 0.6% und 4.8% *°. In
Europa wird von einer Pravalenz von ca. 2% und ca. 5 Millionen Erkrankten
ausgegangen, wobei die Variationsbreite zwischen den einzelnen europaischen
Landern gering ist (Grol3britannien 1,6%, Norwegen 1,4%, Kroatien 1,55 %), mit
insgesamt niedrigerer Pravalenz in slUdlichen Landern im Vergleich zu noérdlichen

Landern %°

. Die Erstmanifestation der Erkrankung ist in jedem Alter mdglich, mit
Erstmanifestationsgipfel wahrend der zweiten und dritten Lebensdekade. Je mehr

Familienmitglieder erkrankt sind, umso friiher beginnt die Erkrankung ™°.

Es gibt bis heute keine Mdglichkeit der Heilung von Psoriasis. Dennoch gibt es viele
Moglichkeiten der Behandlung und einer lokalen Abheilung der Hautveranderungen.
Die Psoriasis-Therapie beruht hierbei auf der Anwendung von Externa, Phototherapie
und systemischer Therapie. Alle drei Therapiesaulen zielen auf eine Drosselung der
Uberschielenden Keratinozytenproliferation und auf eine Entzindungshemmung ab.
Die Lokaltherapie besteht aus einer Keratinolyse z.B. mit Hilfe von
Salicylsaurepraparaten und der anschliellenden lokalen Anwendung antientzindlicher
und antiproliferativer Substanzen aus den Gruppen der Vitamin-D3-Analoga, Dithranol,

Teerpraparaten, Vitamin-A-Analoga, Retinoide und lokalen Steroiden ?2'. Die
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Lokaltherapie wird insbesondere bei schwereren Krankheitsverlaufen mit einer
Ultraviolett-Phototherapie kombiniert, dabei kommt u.a. eine UVB-Therapie in
Kombination mit Solebadern oder UVA, meist in Kombination mit dem
Wirkungsverstarker Psoralen (PUVA) zum Einsatz %, Reicht eine Lokaltherapie sowie
eine eventuell zusatzliche Phototherapie nicht aus, um die Erkrankung zu kontrollieren,
kommt eine systemische Therapie zur Anwendung. Hierflir stehen Substanzen wie
Methotrexate, systemische Calcineurin-Inhibitoren, Retinoide und Fumarsaureester

zur Verfugung %.

In den letzten 10-20 Jahren haben neue Erkenntnisse in der
Pathogenese zur Entwicklung neuer innovativer Therapieansatze gefuhrt, die gezielt
an den pathogenetischen Ablaufen ansetzen. Sogenannte Biologicals (grolRmolekulare
Proteine, Fusionsproteine und Antikorper), aber auch niedermolekulare Substanzen
(Makrolide, nichthyperkalzamische Calcitriole) finden immer mehr Anwendung im

klinischen Alltag 242

. Neben dem Kostenaspekt sind der zeitliche Aufwand und die
vielseitigen unerwlnschten Wirkungen der vorhandenen Psoriasistherapien
limitierende Faktoren fur die Langzeitbehandlung dieser Erkrankung. So fuhrt die
Langzeitanwendung lokaler Steroide zu Hautatrophie und seltener zu einer
Suppression der hypothalamische Achse, die aktuelle Datenlage empfiehlt daher eine
Begrenzung der Therapie auf 2 bis 4 Wochen " Der lokale Einsatz von Vitamin-D
Analoga kann zu Hautirritationen fiihren, seltener auch zu einer Hyperkalzamie ?°. Der
Einsatz von Teerpraparaten verfarbt die Haut, die Haare und die Kleidung. Die
Phototherapie beschleunigt bei langer Anwendung die Alterung der Haut, steigert das
Risiko fur Hautmalignome und kann zu sonnenbrandahnlichen Irritationen der Haut
fUhren. Stomattitis, pulmonale und hepatische Toxizitat sowie
Knochenmarksuppression sind mdgliche Nebenwirkungen einer Behandlung mit
Methotrexat. Eine Teratogenitat, Cheilitis sowie Haarausfall sind wesentliche
Nebenwirkungen einer Retinoidtherapie. Systemische Calcineurin-Inhibitoren wie z.B.
Cyclosporin  sind nephrotoxisch und koénnen aul’erdem arterielle Hypertonie
hervorrufen. Bei der Therapie mittels Biologicals besteht die Gefahr der Aktivierung
latenter Infektionen z.B. einer latenten Tuberkulose. Auflerdem kann ein erhOhtes

Risiko fiir bestimmte Neoplasien nicht sicher ausgeschlossen werden %°.

Eine effektive Therapie eines Krankheitsschubs fuhrt zum Abheilen der Hautlasionen
ohne Hinterlassen von Narben. Das Fehlen von Narben trotz der groRen Anzahl von

neutrophilen Granulozyten in psoriatischen Hautlasionen ist einzigartig bei dieser
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Erkrankung. Andere Hautkrankheiten, die durch neutrophile Granulozyten vermittelt
werden, wie z.B. das Pyoderma gangrenosum, hinterlassen schwere Vernarbungen 30
Die Therapie kann aber nicht verhindern, dass nach einem freien Intervall weitere
Psoriasisschube auftreten kdbnnen. Nach Beendigung der Therapie neigen psoriatische
Hautveranderungen zu Rezidiven, haufig an denselben Arealen, welche zuvor
betroffen waren. So scheint es, als ob subklinische strukturelle Veranderungen der
abgeheilten Hautareale diese markieren wurden. Dieses Krankheitsgedachtnis zu
verstehen und zu behandeln kdnnte zum Sprung von symptomatischer zu kurativer
Behandlung verhelfen. Der chronisch rezidivierende Verlauf und die damit verbundene
lange Therapiedauer fuhren oft zu einer starken psychischen Belastung und

zunehmender sozialer lIsolation der Patienten 3'.

Die Einschrankungen der
Lebensqualitat bei Psoriasispatienten sind vergleichbar mit denen von Patienten mit
schweren Systemerkrankungen wie zum Beispiel Arthritis oder Patienten mit

chronischen Lungenerkrankungen oder Myokardinfarkt *2.

Psoriasis lasst sich in 3 verschiedene Gruppen einteilen. Die Psoriasis vulgaris, die
Psoriasis pustulosa und die Psoriasis arthropathica. Die Krankheit fuhrt bei 60-80% der
Patienten zu Juckreiz und das Erscheinungsbild variiert in Form und Ausmal} der

Effloreszenzen erheblich. Insgesamt lassen sich klinisch unterscheiden:

» Plaque-Typ-Psoriasis: Dieser Typ ist typisch fir die chronisch stabile Psoriasis

und stellt das haufigste Erscheinungsbild der Erkrankung dar.

= Psoriasis guttata (eruptive Psoriasis): Auspragung vorwiegend am Rumpf und

an den proximalen Extremitaten, haufig infektassoziiert.

= Psoriasis vom seborrhoischen Typ: Diese Variante wird auch ,oberflachliche
Psoriasis“ genannt und zeigt eine geringe Infiltration der Haut und eine weniger

ausgepragte Schuppenbildung.

= Psoriasis inversa: Mit Befall von Intertrigostellen, Genitoanalregion, Hand- und
Fuldflachen.

= Psoriasis der Kopfhaut.
= Psoriasis inversa

= Erythrodermische Psoriasis: Beteiligung von > 90% der Kdérperoberflache
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1.3.1. Pathogenese der Psoriasis

Die Genese der Psoriasis ist multifaktoriell. Sowohl Umweltfaktoren als auch
genetische Faktoren sind an der Entstehung dieser Erkrankung beteiligt. Trotz neuer
Erkenntnisse in den letzten Dekaden ist die Pathogenese der Psoriasis bis heute nicht
komplett geklart.

In den letzten Jahrzehnten wurde immer wieder diskutiert, ob es sich bei Psoriasis
primar um eine Krankheit der Keratinozyten mit sekundarer Immunantwort handelt
oder ob sie eine primare Erkrankung des Immunsystems ist. Bis Anfang der 80’er
Jahre Uberwog die Annahme, es handele sich um eine Erkrankung der Keratinozyten.
Der erfolgreiche therapeutische Einsatz von Cyclosporin als pathomechanismus-
orientierte Behandlung stellte diese Annahme in Frage *°.

Zwillingsstudien zeigen eine Konkordanzrate von 35-72% bei eineiigen Zwillingen und
von 12-35% bei zweieiigen Zwillingen. Etwa 70% aller Patienten, die bereits in der
Kindheit an Psoriasis erkranken, haben eine positive Familienanamnese % Mithilfe
von Genomstudien (genome-wide association studies) konnten 20 mutmaliliche
Genloci, die an den Vererbungswegen der Erkrankung beteiligt sind, identifiziert
werden *°.

Einer der bestbekannten und meistreplizierten Psoriasis-assoziierten Loci ist der
PSORS1 Locus. Hier sind sowohl das HLA-C*06 Gen, das malgeblich am
Immunsystems beteiligt ist, als auch das CDSN Gen beherbergt, welches fiur die
Expression eines Proteins der differenzierten Keratinozyten verantwortlich ist %,
AuRerdem spielt die Alteration der GefaRarchitektur der Haut eine wichtige Rolle bei
der Entstehung und Unterhaltung der Hautveranderungen. Das histologische Bild der
Haut variiert stark abhangig vom Entstehungs- und Entwicklungsstadium einer
Psoriasislasion. Mikrovaskulare Veranderungen der Haut stellen eine der am friihesten
beobachteten histologischen Veranderungen wahrend der Entwicklung von
psoriatischen Plaques dar und sind in allen Phasen dieser Entwicklung zu beobachten
3 In den frilhen Phasen der Psoriasis sind die Kapillarschlingen erweitert und weisen
eine erhdhte Permeabilitét auf, begleitet von einem milden Odem der Dermis. Die fir

die Psoriasis typische Windung der GefalRe um die eigene Achse, die zu der
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unregelmafigen buschigen Schlingenmorphologie fuhrt, folgt in den spateren Phasen

einer psoriatischen Hautlasion .

Insgesamt sind erste psoriasistypische
Veranderungen der Kapillarschlingen nachweisbar, bevor Hautveranderungen zu
sehen sind ***'. Die Veranderung der Schlingenmorphologie wird bei der Psoriasis von
ultrastrukturellen Veranderungen der Gefal3kapillaren begleitet. Wahrend die
Kapillarschlingen in der gesunden Haut zum gréRten Teil aus arteriellen Kapillaren
bestehen, wandeln sie sich in psoriatischer Haut in vendse Kapillaren um. Eine
klinische Besserung des Hautzustandes unter Therapie geht eng mit einer
Normalisierung der GefaRarchitektur der Haut einher *'. Wird die psoriatische Haut
erfolgreich behandelt, nehmen die Schlingen ihre arterielle Struktur wieder an '’
Eine antiangiogenetische Wirkung konnte bei einer Vielzahl der gangigen
Antipsoriatika, wie z.B. Infliximab *4, Vitamin-D3-Analoga **, Retinoide **, Ciclosporin A

45 46

und Razaxone nachgewiesen werden. Die genannten Antipsoriatika besitzen

zusatzlich zur antiangiogenetischen Wirkung auch antiinflammatorische und
antiproliferative Wirkkomponenten *. Die Behandlung mit dem gefaRselektiven
Gelblicht-Laser wie dem “Pulsed dye laser” fihrt zu einer Uber Monate anhaltenden
Besserung, bis zur kompletten Heilung von psoriatischen Plaques **°. Die
therapeutische Wirkung von “Pulsed dye laser” wird allein auf dessen Wirkung auf die
oberflachlichen Hautkapillaren und die Verkleinerung dieser in psoriatischer Haut
zuriickgefiihrt “®°". Eine Reduktion der Endotheloberfliche pro Einheit Hautoberflache
wurde unter der Laserbehandlung innerhalb der dermalen Papillen beobachtet, die
Endotheloberflache tiefer gelegener Gefalle der retikularen Dermis blieb unverandert
2 Histologische Psoriasisstudien, die wahrend der Behandlung der Erkrankung
durchgefuhrt wurden, ergaben, dass GefalRveranderungen, die Uber die klinische
Abheilung der Hautlasionen hinaus persistierten, ein Rezidiv an derselben Hautstelle

begiinstigen

. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen eine fast vierfache
Erhohung der Endotheloberflache bei Psoriasis und betonen hiermit die wichtige
pathogenetische Rolle der GefaRverdnderungen bei dieser Erkrankung **. AuRerdem
haben mehrere Studien nachgewiesen, dass eine ganze Reihe proangiogenetischer
Faktoren bei Psoriatikern hochreguliert sind *. Die psoriasistypischen Veranderungen
der dermalen Kapillarschlinge werden in Kapitel 1.3.2 im Detail beschrieben. Unter
Phototherapie mit Psoralen und UVA (PUVA) ist eine Verklrzung der Kapillarschlinge
und eine Normalisierung der Ultrastruktur der Hautkapillaren zu arteriellen Kapillaren

das am frihesten beobachtete ultrastrukturelle Ereignis, das mit der klinischen
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Besserung einhergeht. Diese Reversion der kapillaren Struktur wird 3-7 Tage vor der
Normalisierung des abnorm erhdhten Teilungsindex (labeling index) der basalen

Keratinozyten sichtbar.

Keratinozyten sind der Hauptbildungsort wichtiger proangiogenetischer Faktoren, die
an den psoriatischen Gefaldveranderungen malfigeblich beteiligt sind, wie z.B. des
vascular endothelial growth factors (VEGF), endothelial cell stimulating angiogenesis
factors (ESAF), platelet-derived endothelial cell growth factors/thymidine
phosphorylase (PDECGE/TP), tumor necrosis factors (TNF-a), transforming growth
factors (TGF-a) und platelet derived epidermal growth factors (PDGF) . Eine
epidermale Hyperplasie mit gestorter Differenzierung der Keratinozyten gehoért zu dem
histologischen Erscheinungsbild von Psoriasis. Die proliferative Zellpopulation der
Keratinozyten ist in psoriatischer Haut bis auf das Zweifache gesteigert, der Zellzyklus
ist um das Achtfache kirzer (36 vs. 311 Stunden) und die Produktion von

Keratinozyten bis zu 28 mal gréRer im Vergleich zu normaler Haut *°.

Die oben aufgefuhrten Erkenntnisse lassen ein komplexes Zusammenspiel der
Keratinozyten mit den Endothelzellen und dem Immunsystem bei der Entstehung der

Psoriasis vermuten.

Die ausgepragte Entzindungsreaktion fuhrt zu einer Verdickung der Epidermis.
Histologisch finden sich lang ausgezogene Reteleisten, die den hyperplastisch
veranderten Papillarkdrpern aufsitzen. Weiterhin kommt es zur Ausbildung einer Para-
und Hyperkeratose mit Verlust des Stratum granulosum. Die Keratinozyten unterliegen
einer erhohten mitotischen Aktivitat. Die gesteigerte Zellneubildungsrate fuhrt zu

Akanthose und einer verstarkten Schuppung an der Hautoberflache.

1.3.2. GefaBveranderungen bei Psoriasis

In den erythematosquamésen psoriatischen Plagues kommt es zu einer erheblich
gesteigerten Durchblutung der Haut. Laser-Doppler Untersuchungen zeigten eine
Steigerung des Blutflusses um das 9 bis 13-fache im Vergleich zu gesunder Haut °°.
Die gesteigerte Durchblutung der Haut ist begleitet von erheblichen strukturellen

Veranderungen der Gefaldarchitektur, die fur Psoriasis pathognomisch sind.
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Gefalveranderungen treten in jeder Phase der Erkrankung auf und sind nachweisbar,
schon bevor klinische Veranderungen der Haut zu sehen sind **'. Auch in
psoriatischer Haut erhalt jede dermale Papille eine einzelne Kapillarschlinge aus dem
oberflachlichen Horizontalplexus der Haut. Die aufsteigenden und absteigenden
Schenkel verlaufen nicht mehr vertikal, sondern drehen sich in ihrem intrapapillaren
Verlauf ein oder zweimal umeinander. Zwischen dem auf- und absteigenden Schenkel
existieren keine zusatzlichen Anastomosen, die Kurve der Kapillarschlinge verliert ihre
Haarnadelform und bildet vielmehr einen verschlungenen Ubergang beider Schenkel
ineinander. So entstehen die typischen, elongierten, erweiterten und gewundenen
Kapillarschlingen . AuRerdem zeigte die elektronenmikroskopische Untersuchung eine
vendse Umwandlung der Schlingenkapillaren. Wahrend der aufsteigende Schenkel
und der komplette intrapapillare Anteil der Kapillarschlinge in der gesunden Haut aus
arteriellen Kapillaren mit homogener Basalmembran besteht, nehmen die Kapillaren
bei Psoriasis in unterschiedlichem Ausmal} vendsen Charakter an. So sind vendse
Kapillaren mit mehrschichtiger Basalmembran bereits auf halber Strecke des
aufsteigenden Schenkels, am Beginn der Schlingenspitze, nach der Schlingenspitze
oder spatestens im Bereich der oberen Halfte des absteigenden Schenkels anzutreffen
°. Die vendsen Kapillaren weisen auRerdem eine Fenestrierung des
Endothelschlauches des Gefalles auf, was zu einer erhdhten Permeabilitat fur Albumin
und weiterer Plasmaproteine fuhrt. Die Migration von inflammatorischen Zellen wird
beglnstigt und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Unterhaltung
psoriatischer Hautlasionen 3. Vendse Kapillaren sind aufer in den dermalen Papillen
psoriatischer Haut auch an den Haarbulbi und in dem umgebenden Bindegewebe

anzutreffen, was fiir ihre Rolle bei gesteigertem Zellumsatz spricht >.

1.3.3. Bewertung und Charakterisierung der Psoriasis

Da bisher keine Biomarker zur Verlaufskontrolle der Psoriasis zur Verfiugung stehen,
sind klinische Messungen sowohl fur Studienzwecke als auch fur den klinischen Alltag
unverzichtbar. Die existierenden Scores fur die Messung des Schweregrades und des
klinischen Outcomes von Psoriasis sind recht vielfaltig und uneinheitlich *”. In einem
systematischen Review der klinischen Psoriasis-Studien bis zum Jahr 2000 konnten

44 verschieden klinische Psoriasis-Scores identifiziert werden 8. Dies erschwert die
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Vergleichbarkeit der verschiedenen klinischen Studien und die Evidenz-basierte
Entscheidungsfindung. Der Psoriasis Area and Severity Index (PASI) ist der am
haufigsten verwendete Malistab in klinischen Studien und erlaubt so einen Vergleich

verschiedener Studienergebnisse.

1.4.Zielstellung

Ausgehend vom aktuellen Wissensstand und aufgrund der oben ausgefuhrten
Kenntnisse war das Ziel dieser Arbeit, die strukturellen Veranderungen der
psoriatischen Haut besser mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie zu
untersuchen, zu quantifizieren und mit der gesunden Hautstruktur zu vergleichen.
AuRerdem sollte der Zusammenhang zwischen Kklinischer Besserung und der
Normalisierung der Struktur der Hautkapillaren und der dermalen Papillen erforscht
werden. Auch der Einfluss nicht komplett abgeheilter Veranderungen der dermalen
Kapillaren und Papillen am Ende der Behandlung auf das rezidivfreie Intervall sollte
aufgeklart werden. Aufgrund der bekannten Schwachen der angewandten klinischen
Scores sollte der Stellenwert der Kapillar- und Papillengrof3e in der Verlaufskontrolle

der Psoriasis untersucht und mit dem Stellenwert vom PASI verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1.Probandenkollektiv

Fur den Vergleich des histologischen Bildes der psoriatischen mit dem der gesunden
Haut mit Hilfe des konfokalen Laserscan-Mikroskops wurden 13 Patienten mit seit
mindestens 5 Jahren bekannter Psoriasis Vulgaris rekrutiert. Die Patienten wurden vor
Beginn der Therapie eines aktuellen akuten Krankheitsschubes an der Tagesklinik der
Klinik fr Dermatologie und Venerologie, Charité - Universitdtsmedizin Berlin, in die
Studie eingeschlossen. Funf der Studienpatienten waren weiblich (Altersmedian 51
Jahre, Mittelwert 46.6 Jahre), acht waren mannlich (Altersmedian 60 Jahre, Mittelwert
55.7 Jahre). Als Referenzgruppe dienten 5 gesunde Probanden. Dabei handelte es
sich um eine weibliche Probandin und vier mannliche Probanden, (Altersmedian 28
Jahre, Mittelwert 29 Jahre). Alle Probanden der Psoriasisgruppe und der gesunden

Vergleichsgruppe wiesen Hauttyp I-11l auf >°.

Fur die Untersuchungen der histologischen Veranderungen der Psoriasishaut unter
externer Therapie im Rahmen des zweiten Teils dieser Studie konnten 11 der 13
Patienten rekrutiert werden (finf weiblich, sechs mannlich, Altersmedian 51 Jahre,
Mittelwert 47,8 Jahre).

Einschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie waren ein Mindestalter von 18
Jahren, uUber den Inhalt und das Wesen der Studie wurde die Patienten und die
gesunden Probanden aufgeklart. Ausgeschlossen wurden Personen, die nicht
eigenverantwortlich  handeln  kdénnen.  Weitere  Ausschlusskriterien  waren
Schwangerschaft, Stillzeit sowie Patienten mit anderen Hauterkrankungen und
schweren Systemerkrankungen sowie Patienten mit Krankheiten, die die Durchblutung
der Haut beeintrachtigen konnen, wie z.B. arterielle Hypertonie. Ein zusatzliches
Ausschlusskriterium fur die Psoriasisgruppe waren Patienten, die in den 2 Monaten vor
dem Untersuchungszeitpunkt eine systemische Therapie erhalten hatten, eine lokale
Psoriasis Therapie bis 2 Wochen vor Studienbeginn war erlaubt. Der hausliche Einsatz

externer Praparate war gestattet.

Der Durchfihrung der Untersuchungen wurde seitens der Ethikkomission der Charité,

Universitatsmedizin Berlin zugestimmt. Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung
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der Ethischen Grundsatze fur die medizinische Forschung am Menschen und der

Deklaration von Helsinki durchgeflhrt.

2.2. Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Die konfokale Laserscan-Mikroskopie (CLSM) stellt eine relativ neue nicht invasive
Methode zur in vivo Beurteilung der Hautstruktur dar. CLSM wurde in den letzten
Jahren in der dermatologischen Diagnostik von benignen und malignen
dermatologischen Krankheiten breit eingesetzt °*°’.

Die konfokale Laserscan-Mikroskopie ermdglicht eine nicht invasive Untersuchung der
Hauthistologie ohne Biopsieentnahme. Bei diesem bildgebenden Verfahren ist die
Durchfihrung einer sogenannten optischen Biopsie moglich. Aullerdem stellt die
konfokale Laserscan-Mikroskopie durch eine Echtzeit-Abbildung der Hautstrukturen
eine besonders effektive Methode dar, um dynamische Prozesse, wie z.B. die

Blutzirkulation der Haut, zu visualisieren.

2.21. Geschichte der konfokalen Laserscan-Mikroskopie

Das Grundprinzip der kofokalen Mikroskopie wurde Mitte der 1950er Jahre von Marvin
Minsky entwickelt und im Jahr 1961 patentiert, um neuronale Verbande im nicht
fixierten Hirngewebe zu visualisieren und biologische Prozesse im lebenden
Gewebesystem darzustellen. Mangels erforderlicher intensiver Lichtquellen und
leistungsfahiger Datenbearbeitungssysteme ergaben die Versuche von Minsky einen

méaRigen Erfolg ©%°°

. Im Laufe der kontinuierlichen Entwicklung im Bereich der
konfokalen Mikroskopie entwickelten P. Davidovits und M. D. Egger das erste
mechanisch scannende konfokale Mikroskop und lieferten Ende der 1970er Jahre die
ersten Zellabbildungen mit dieser Technik ®. Erste kommerziell verfiigbare konfokale
Mikroskope erschienen im Jahr 1987. 1995 entwickelten Rajadhyaksha et al. einen
Prototyp fur ein Video-konfokales Laserscan-Mikroskop und stellten mit dieser Technik

erstmals die Hautstruktur in vivo dar ©°.

Der Einsatz von Laserquellen im
Infrarotbereich erlaubte eine starkere Beleuchtungsleistung und eine tiefere
Penetration in die Hautschichten. Dies ermdglichte eine genaue Darstellung der

zellularen Bestandteile der Haut in hoher Auflosung und mit guter Korrelation zur
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konventionellen Histologie °°.

Die Technik wurde durch Rajadhyaksha et al.
weiterentwickelt, von einer Optimierung der Auflosung, des Bildkontrasts und der

Eindringtiefe in die Haut wurde im Jahr 1999 berichtet ®°.

2.2.2. Prinzip der konfokalen Laserscan-Mikroskopie

Grundvoraussetzung der konfokalen Mikroskopie ist das selektive Sammeln von Licht,
welches von optisch fokussierten Punkten im Gewebe reflektiert wird, um den
fokussierten Punkt anschlieRend darzustellen.

Um konfokale Bilder zu erzeugen, wird ein Laserstrahl im nahen Infrarotbereich sehr
genau auf einen spezifischen Hautpunkt durch eine kleine Lochblende, die zwischen
der Laserquelle und dem Untersuchungsobjekt eingeschaltet ist, fokussiert. Der von
dem Untersuchungsobjekt reflektierte oder gestreute Laserstrahl wandert zurtick durch
eine vor dem Detektor platzierte Lochblende mit einer winzigen Offnung und wird vom
Detektor erfasst. Die Lochblende vor dem Untersuchungsobjekt, der
Untersuchungspunkt auf dem Untersuchungsobjekt und die Lochblende vor dem
Photodetektor liegen auf optisch konjugierten Brennebenen, sie stehen konfokal
zueinander. Diese Konfiguration erlaubt das Sammeln von nur aus dem fokussierten
Punkt reflektiertem Licht (Abbildung 2). Durch die Anordnung von zwei Lochblenden in
einer Ebene werden optische Informationen, die nicht aus der Fokalebene kommen,
zweifach unterdrickt und somit ausgeblendet. Somit werden Unscharfen in dem

entstehenden Bild unterdriickt.

Die Eindringtiefe des Laserstrahls ins Gewebe (z.B. Haut) wird von Faktoren wie z.B.
Wellenlange der Lichtquelle, Laserleistung, Reflexionseigenschaften der
Hautschichten und insbesondere durch die lichtstreuenden Eigenschaften der Dermis
beeinflusst. Mit steigender Wellenlange des Lasers nimmt auch die Eindringtiefe in die
Haut zu, da die Laserstreuung durch die Hautstrukturen abnimmt. Mit steigender

Wellenldnge nimmt jedoch die Auflésung ab ©’.
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Abbildung 2: Grundprinzip der konfokalen Mikroskopie (nach KS Nehal 7).

Eine punktuelle Lichtquelle (A) wird auf die Hautoberflache gerichtet, ein punktueller
Detektor sammelt Licht nur von dem beleuchteten Punkt (durchgezogene Linien). Licht
von anderen Punkten (unterbrochene Linien) wird von der Lochblende abgewiesen.
Auf diese Weise ist die konfokale Untersuchung lediglich fir ein kleinstes punktuelles

Volumen innerhalb der Probe empfindlich.
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2.2.3. Das Scan-Prinzip

Im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie kann mit dieser Methode zu einem
bestimmten Zeitpunkt nur ein einzelner Bildpunkt erfasst werden. Um ein Bild von einer
Plane des Untersuchungsobjekts zu erfassen, muss die zu untersuchende Ebene
Punkt flr Punkt erfasst werden und aus den so gewonnen Daten ein Bild rekonstruiert
werden. Dies kann zum einen durch Strahlabtasten (beam scanning) geschehen
(Abbildung 3).

Lichtquelle A

Scannoptik

Scannendes Strahl < >

Nichtinvasive, optische
Schnittflache der Haut
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Strahlabtastens (nach KS Nehal ). Die
einzelnen gemessenen Punkte scannen eine parallel zur Hautoberflache liegende

optische Schnittflache °’.

Das Obijekt bleibt dabei fixiert und das Beleuchtungslicht wird auf den zu scannenden
Punkt gelenkt. Zum anderen kann dies durch sog. sample scanning geschehen, wenn
das Untersuchungsobjekt bei fixiertem Strahl entlang der x-, y- und z-Achse
verschoben wird . Mit diesen Scan-Verfahren entstehen Bilder aus einer diinnen
optischen Schicht innerhalb des Gewebes, die Bildebene der konfokalen Mikroskopie
ist im Gegensatz zu den aus der klassischen Histologie gewohnlichen sagittalen
Abschnitten parallel zur Hautoberflache. Es entstehen en face Aufnahmen der

Hautschichten.

2.2.4. Konfokale Fluoreszenz- und konfokale Reflexionsmikroskopie

Grundsatzlich werden zwei verschiedene Prinzipien der konfokalen Mikroskopie
unterschieden. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie basiert auf der Anregung
applizierter exogener Fluorophore durch eine entsprechende Laserlichtquelle mit
passender Wellenlange. Das dabei entstehende Fluoreszenzsignal wird detektiert und
abgebildet. Dabei hangt die Bildqualitat von den applizierten Fluorophoren, von deren

Diffusion, Loslichkeit und Clearance sowie vom pH-Wert des Untersuchungsmilieus ab
69

Reflektierende Laserscan-Mikroskope hingegen (z.B. Vivascope 1500%) nutzen die
vorhandenen unterschiedlichen Brechungsindices der Mikrostrukturen fur Licht als
natlrliches Kontrastmittel und bendtigen somit keine zusatzliche Gabe von externen
Farbstoffen oder Fluoreszinen °. Der Brechungsindex ist eine einheitslose
physikalische Eigenschaft eines Mediums und kennzeichnet die Brechung des Lichts
beim Ubergang in ein transparentes Medium. Brechungsindex fiir ein bestimmtes
Medium lasst sich aus dem Verhaltnis zwischen Phasengeschwindigkeit des Lichtes ¢
im Vakuum und seiner Phasengeschwindigkeit ¢ im Medium errechnen ’*. Durch die
natirliche Schwankung der Brechungsindices der Hautorganellen entsteht die
Kontrastierung bei der konfokalen Reflexions-Laserscan-Mikroskopie. Der

Brechungsindex von Wasser betragt ~1,3. Substanzen mit relativ niedrigen
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Brechungsindices wie z.B. Zytoplasma (Brechungsindex ~1,4) werden mit wenig
Kontrast dargestellt. Substenzen mit hohem Brechungsindex wie z.B. Keratin

(Brechungsindex ~1,7) kommen hingegen mit starkem Kontrast zur Darstellung ®>°.

2.2.5. Das Infrarot-Laserscan-Mikroskop Vivascope 1500°

Abbildung 4: Vivascope 1500° (Lucid, Rochester, NY, USA ).

FUr die Untersuchungen in dieser Studie wurde das konfokale Laserccan-Mikroskop
“Vivascope 1500 (Lucid, Rochester, NY, USA) eingesetzt (Abbildung 4). Das
Vivascope arbeitet mit der Technik der konfokalen Reflexionsmikroskopie mit einem
Laser im nahen Infrarotbereich mit einer Wellenlange von 830 nm. Das Vivascope
1500® nutzt das Sample-scanning-Prinzip, d.h. bei fixiertem Laserstrahl wird die Haut
unterhalb des Halterings gegen den Laserstrahl verschoben. Ein Hautareal wird
entlang der x- und y-Achse abgetastet, somit entsteht ein 500 ym x 500 ym grof3es

Bild der Untersuchungsebene. Entlang der z-Achse kdnnen unterschiedlich tiefe
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Hautschichten bis in die obersten Schichten des Stratum reticulare abgebildet werden.

Tabelle 1 zeigt einige technische Daten zum Vivascope 1500® "2,

Optische Aufldsung Horizontal: <1,25 ym im Zentrum des Bildfelds;

vertikal: <5,0 yum im Zentrum des Bildfelds

Eindringtiefe Oberste Schichten des Stratum reticulare

Ansichtsbereich Einzelbild | 500 ym x 500 ym

x- & y-Achsenbewegung +/- 4,0 mm

Bildauflosung 1000 x 1000 Pixel

Bildgebende Wellenlange | 830 nm

Tabelle 1: technische Daten Vivascope 1500° 2.

2.3.Psoriasis Area and Severity Index (PASI)

Der Psoriasis Area and Severity Index (PASI) wurde im Jahr 1978 von Fredriksson
und Pettersson entwickelt, um den therapeutischen Effekt von Retinoiden bei
Psoriasispatienten zu monitoren ">, Der PASI beinhaltet sowohl die Dokumentation
der von der Krankheit betroffenen Flache der Haut als auch des Schweregrades der
Hautlasionen. Die betroffene Flache der befallenen Haut wird getrennt fur Kopf,
Stamm, obere und untere Extremitaten bestimmt. Dabei wird eine numerische Skala
verwendet (0 = keine Beteiligung, 1 = < 10%, 2 = 10 bis < 30%, 3 = 30 bis < 50%, 4 =
50 bis < 70%, 5 = 70 bis < 90% und 6 = 90-100%). Fur die Dokumentation des
Schweregrades der Hautlasionen werden Erythem-, Infiltrations- und Schuppungsgrad
mit einer Skala von 0 bis 4 bewertet. Der Kopf (K = Kopf) wird mit 0,1, der Stamm (R =
Rumpf;) mit 0,3, die obere Extremitat (A = Arme) mit 0,2 und die untere Extremitat (B =
Beine) mit 0,4 gewichtet. Der PASI kann Werte von 0 bis 72 annehmen. Die Formel
zur Berechnung des PASI wird unter Tabelle 2. angegeben ™. PASI findet eine breite
klinische  Anwendung und wird sehr oft zur Dokumentation des
Krankheitsschweregrades und des Grades der Besserung in Studien angewandt. Der
Stellenwert und die Validitdt von PASI zur Anwendung in der Klinik und in

wissenschaftlichen Studien wird zunehmend in Frage gestellt. Der PASI zeigt eine
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ausgepragt schiefe Verteilung, was fir methodische Einschrankungen in der
Evaluierung von Studienergebnissen sorgt ”°. Eine Therapieindikation wird oft bei PASI
groler als 12 gestellt, in diesem Bereich zeigt ein Simulationsmodell eine Diskrepanz

von 30% zwischen zwei Untersuchern °.

Der PASI weist auRerdem gewisse
Schwachen darin auf, insbesondere bei milder Krankheitsauspragung einen

Therapieerfolg widerzuspiegeln °’.

Berechnung der Kopf (K)=0,1x(E+1+S)xA
Indices fiur die Arme (A)=02x(E+1+S)xA
einzelnen Rumpf (R)=0,3x(E+1+S)xA
Korperabschnitte Beine (B)=04x (E+1+S)xA

PASI=K+A+R+B

Tabelle 2: Berechnungsformel fiir PASI (modifiziert nach Altmeyer '*): Der PASI
errechnet sich aus der Summe der Indices fUr die einzelnen Kdrperabschnitte. Die
Indices lassen sich aus Wichtungskoeffizient, Erythemgrad (E), Indurationsgrad (l) und
Schuppungsgrad (S), welche Werte von 0-4 annehmen kdnnen, sowie aus dem Anteil
der befallenen Hautpartie (A), welcher auf einer numerischen Skala von 0-6

angegeben wird, errechnen.

2.4. Studiendesign fiir den Vergleich der Haut von Psoriasispatienten mit der

Haut von gesunden Probanden

Fir den Vergleich der Struktur der dermalen Kapillarschlingen und der dermalen
Papillen der Psoriasisplaques mit denen in der Haut gesunder Probanden wurde ein
reprasentativer psoriatischer Plaque bei jedem der 13 Psoriasispatienten am Unterarm
u./o. am Unterschenkel mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop Vivascope 1500°
untersucht. Die Untersuchung fand am Aufnahmetag in der Tagesklinik statt. Eine
wichtige Voraussetzung fur mikroskopische Untersuchungen mit dem konfokalen
Laserscan-Mikroskop sind schuppenfreie Hautoberflachen aufgrund des hohen

Brechungsindexes von Keratin. Vor der Untersuchung wurden die psoriatischen
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Hautareale mit keratinolytischen Externa (Salicylate) behandelt, die Untersuchung
wurde vor Beginn der antipsoriatischen Therapie durchgefihrt.

Entsprechende Hautareale am Unterarm u./o. am Unterschenkel der hautgesunden
Vergleichsgruppe wurden untersucht. Die Untersuchungen beider Gruppen wurden
unter standardisierten Bedingungen bei Raumtemperatur von 20°C-24°C am
liegenden Patienten und nach einer korperlichen Ruhezeit von mindestens 5 Minuten
durchgefuhrt. Die konfokalen Bilder wurden entsprechend dem unten aufgeflhrten
Untersuchungsprotokoll aufgenommen (Kapitel 2.7) und entsprechend dem unten

aufgefuhrten Bilder-Analyseprotokoll ausgewertet (Kapitel 2.8).

2.5. Studiendesign fur die Untersuchung der Dynamik der Hautveranderungen

bei Psoriasispatienten unter modifiziertem Goeckerman-Therapieregime

Fur die die Untersuchung der Dynamik der Hautveranderung bei Psoriasispatienten im
Verlauf der Therapie nach einem modifizierten Goeckerman-Therapieregime (Kapitel
2.6) wurden die Patienten der Psoriasisgruppe - zusatzlich zur Untersuchung am
Aufnahmetag - am Entlassungstag nach Beendigung der Behandlung in der
Tagesklinik erneut mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop untersucht. Nur 11 der 13
initial in die Studie eingeschlossenen und untersuchten Patienten haben an der
zweiten Untersuchung teilgenommen und konnten so in diesen Teil der Studie
eingeschlossen werden. Bei der abschlieBenden Untersuchung wurde die
Untersuchung mit dem Vivascope 1500° am selben psoriatischen Plaque am
Unterarm u./o. am Unterschenkel wie bei der Aufnahmeuntersuchung durchgefuhrt.
Mittels Photodokumentation war die korrekte Lokalisierung der untersuchten Plaques
ermoglicht. Die Untersuchungen wurden auch in diesem Teil der Studie unter
standardisierten Bedingungen, bei Raumtemperatur von 20°C-24°C am liegenden
Patienten und nach einer korperlichen Ruhezeit von mindestens 5 Minuten
durchgefuhrt. Die Bilder wurden entsprechend dem unten aufgeflhrten
Untersuchungsprotokoll aufgenommen (Kapitel 2.7) und entsprechend dem unten
aufgefuhrten Bilder-Analyseprotokoll ausgewertet (Kapitel 2.8). Die klinische
Veranderung des Hautzustandes im Laufe der Therapie wurde durch Erhebung des
Psoriasis Area und Severity Index PASI zu Therapiebeginn sowie zu Therapieende

dokumentiert.
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2.6. Therapieschema

Die 11 Patienten des zweiten Teils der Studie wurden fur 3-8 Wochen an der
Tagesklinik der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie, Charité-
Universitatsmedizin Berlin nach einem modifizierten Goeckerman-Therapieregime
behandelt. Die Therapie wurde ambulant auf einer funf Tage pro Woche Basis (Mo.-
Fr.) durchgefuhrt. Die Therapie bestand in der taglichen UVB-Phototherapie in
Kombination mit 5-10% Solebadern und der externen Applikation von
Dithranolvaseline in aufsteigender Dosierung (0,25%-4% Maximalkonzentration fur 1-2
Stunden) in Wechsel mit Steinkohlenteer (Liquor Carbonis detergens 5-8%) mit oder
ohne Applikation von bis zu 5%iger Salizylsaure, bis zu 8% Rizinusdl. Initial wurde die
Dithranolvaseline mit einer 0,125-0,25%igen Konzentration auf die Haut aufgetragen.
Wenn dies mit einer minimalen Irritation der Haut und ohne weitere unerwinschte
Wirkungen toleriert wurde, wurde die Konzentration schrittweise erhoht. Salizylsdure
wurde bei deutlich schuppenden Lasionen zur Keratolyse eingesetzt. Die tagliche
UVB-Phototherapie erfolgte vor dem Einsatz von Kohlenteer und Dithranolpraparaten.
Abhangig vom Hauttyp wurde mit einer Bestrahlungsintensitat von 20-40 mJ/cm?
angefangen, die Bestrahlungsintensitat wurde ebenfalls je nach Tolerierbarkeit und bei
fehlenden Hautirritationen taglich schrittweise gesteigert. Die Maximal-UVB-

Strahlendosis betrug bei den einzelnen Patienten 500-1500 mJ/cm?.

2.7.Untersuchungsprotokoll fur die konfokale Laserscan-Mikroskopie

Nach Inbetriebnahme des Gerates wurde der Haltering (3M, Neuss, Deutschland
GmbH) nach Auftragen von Ultraschallgel auf das zu untersuchende Hautareal per
doppelseitigem Klebepflaster fixiert, auf die Innenflache des Halterings wurde erneut
Ultraschallgel aufgetragen, das Vivascope in diesen eingerastet und per Rechner der
Laser gestartet. Die Ebene der Oberflache des Stratum corneum wurde als Nullpunkt
definiert.

Einzelne CLSM-Bilder (500 x 500 um) wurden im Zentrum der zu untersuchenden
Hautregion in Schritten von 5um Tiefe, beginnend am Stratum corneum bis in die Tiefe

der papillaren Dermis, aufgenommen. Die Laserintensitat wurde vom
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Steuerungscomputer aus individuell justiert, so dass Aufnahmen mit dem
bestmdglichen Kontrast entstanden. Auf Ebene der papillaren Dermis, wo die
wichtigen Strukturen der Kapillarschlingen der dermalen Papillen zu sehen waren,
wurden mindestens 5 Einzelbilder durch horizontales Scannen der Haut entlang der x-

und y-Achse aufgenommen.

2.8. Analyseprotokoll der Bilder der konfokalen Laserscan-Mikroskopie

Hauptziel dieser Studie war es, die Struktur der Kapillarschlingen und der dermalen
Papillen der gesunden Haut mit der der psoriatischen Haut zu vergleichen, sowie die
Veranderung derer Abnormalitaten in der psoriatischen Haut im Laufe der Therapie zu
untersuchen. Es erfolgte eine direkt morphologische Auswertung der Bilder der
verschiedenen Hautschichten und -strukturen. Strukturelle Unterschiede der
Kapillarschlingen der verschiedenen Probandengruppen wurden durch Verfolgung der
Kapillarschlingen in Abstanden von 5 ym entlang der z-Achse in die Tiefe der Haut
ermittelt. Alle identifizierten Kapillaren der Kapillarschlingen sowie alle identifizierten
Papillae in den aufgenommen CLSM-Bildern wurden in ihrem Maximaldurchmesser
gemessen. FuUr die genaue Durchfuhrung der Messungen wurde die Software
AutoCAD 2010® (Autodesk Inc., San Rafael, CA) benutzt. Mit dieser Software ist nach
Kalibrierung der Bilder eine genaue Identifizierung der zu messenden Strukturen und
eine exakte Platzierung der Messpunkte dank der Zoomfunktion maoglich. Die in das
Vivascope integrierte Messfunktion erlaubt keine genaue Platzierung der Messpunkte.
Gemessen wurde der Aullendiameter der Kapillaren. Hierfur wurde ein diinner Saum,
der das GefalBlumen umschlieft und die Gefallwand reprasentiert, in die Messung
eingeschlossen. Ahnlich wurde fir die Messung der Papillendurchmesser ein aus

Basalzellen und Melanozyten bestehender Randsaum in die Messung eingeschlossen.

2.9. Statistik

Eine Untersuchung der Normalverteilung wurde durchgefuhrt. Sowohl Kapillar- und
Papillendurchmesser der Psoriasispatienten, als auch die PASI-Werte zeigten eine
schiefe Verteilung. Deshalb wurde eine logarithmische Transformation der genannten

Werte  durchgefuhrt. Daraus  wurden logarithmische Mittelwerte  und
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Standardabweichungen errechnet, zur Vereinfachung der Darstellung wurden diese
Werte an gegebenen Stellen delogarithmiert. Die Kapillar- und Papillendurchmesser
der Gesunden und der Psoriasispatienten sind als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt.

Einstichproben-t-Tests  wurden  fir den  Vergleich der Kapillar- und
Papillendurchmesser bei Psoriasispatienten mit denen von gesunden Probanden
durchgefuhrt. Fur den Vergleich der GroRen der Kapillar- und Papillendurchmesser vor
und nach Behandlung wurden Einstichproben t-Tests der Differenz der Parameter (vor
Behandlung minus nach Behandlung) gegen Null durchgefuhrt. Fur den Vergleich der
Grollen der Kapillar- und Papillendurchmesser nach Behandlung mit denen bei
gesunden Probanden wurden Einstichproben t-Tests der Parameter nach Behandlung

gegenuber den bei gesunden Probanden gemessenen Parametern durchgefuhrt.

Zwischen den log-transformierten PASI-Werten, Papillen- und Kapillardurchmessern
vor und nach der Therapie wurden Korrelationsanalysen durchgefuhrt. Es wurde eine
Rang-Korrelationsanalyse zwischen den prozentualen Reduktionen von PASI,
Papillen- und Kapillardurchmessern im Laufe der Behandlung vorgenommen, um eine

log-Transformation der prozentualen Reduktionen zu vermeiden.

Der Einfluss von Kapillar- und Papillendurchmesser nach Therapie, PASI nach
Behandlungsende sowie der prozentualen PASI-Reduktion im Laufe der Therapie auf
das Auftreten eines Krankheitsrezidivs wurde mittels logistischer Regressionsanalyse

ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1.Vergleich der gesunden und psoriatischen Haut

3.1.1. Allgemeine Beobachtungen

3.1.1.1. Beobachtungen in gesunder Haut

Die Untersuchungen der normalen Haut mit der konfokalen Laserscan-Mikroskopie
erlaubten eine gute Darstellung der Hautschichten beginnend vom Stratum corneum
bis in die obersten Schichten der dermalen Papillen. Das Stratum corneum besteht
aus 10-20 Schichten kernloser Korneozyten mit polygonalen Zellgrenzen und erscheint
unter dem Vivascope 1500 als eine homogene weilke Oberflache (Abbildung 5a). Dies
ist bedingt durch den hohen Brechungsindex von Keratin. Unmittelbar unterhalb des
Stratum corneum erscheint das relativ dinne, aus 3-5 Zellschichten bestehende
Stratum granulosum mit klar identifizierbaren Zellgrenzen und einer ZellgroRe von 25-
35 um (Abbildung 5a). Das Stratum spinosum erscheint unter dem Vivascope
wabenférmig, was auf seine monomorphen, polygonalen Zellen mit einer Zellgréf3e von
15-25 pm (Abbildung 5b) zurtckzufuhren ist.

Abbildung 5 (a-c): Konfokales Bild eines horizontalen (en face) optischen Schnittes
der Epidermis beim gesunden Probanden (500 x 500 ym). Zu sehen sind das Stratum
corneum (SC) und das Stratum granulosum (SG) (a); Das Stratum spinosum zeigt ein
typisches wabenartiges Aussehen (b); die in die Dermis hineinragenden dermalen
Papillae erscheinen als dunkle Areale, umgeben von hell erscheinenden Keratinozyten

und Melanozyten (c). (Archid et al. ’®)
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Die dermalen Papillen ragen in die Epidermis hinein und erscheinen als dunkle Areale,
umgeben von hell erscheinenden Keratinozyten und Melanozyten. Die starke
Kontrastierung von Keratinozyten und Melanozyten ist bedingt durch ihren Gehalt an
Keratin und Melanin, beide Substanzen besitzen einen hohen Brechungsindex
(Abbildung 5 c).

3.1.1.2. Beobachtungen in psoriatischer Haut

Bei Untersuchung der befallenen Areale in der Psoriasisgruppe mit dem Vivascope
konnte eine Zunahme der Dicke des Stratum corneum als Zeichen der Hyperkeratose
beobachtet werden. Das Stratum granulosum war nur schwierig zu identifizieren bzw.
hat vollig gefehlt, die Epidermis war jedoch insgesamt verdickt, mit Zunahme des
Anteils des Stratum spinosum als Zeichen der Akanthose. Die dermalen Papillae

erschienen erweitert und elongiert, was mit der Papillomatose vereinbar ist.

Abbildung 6: Konfokaler Bildscan eines horizontalen (en face) optischen Schnittes
der dermo-epidermalen Junktionszone der befallenen Haut beim Psoriasispatienten (2
x 2 mm), zu erkennen sind die erweiterten dermalen Papillae als Zeichen der

Papillomatose. (Archid et al. °)
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3.1.2. Blutzirkulation

Mittels Echtzeit-in-vivo-Beobachtung der Hautstruktur konnten wir mit Hilfe des
Vivascops die Blutzirkulation der Haut beobachten. Wahrend in der gesunden Haut
innerhalb der kapillaren Schlingen der papillaren Dermis eine homogene
Blutzirkulation zu sehen war, war der Blutfluss in der psoriatischen Haut deutlich

gesteigert. Prominente blutgeftillte Kapillaren waren zu sehen.

3.1.3. Struktur der kapillaren Schlingen

3.1.3.1. Struktur der kapillaren Schlingen der gesunden Haut

(@)

Abbildung 7: Kapillarschlinge der gesunden Haut. (a) Schematische Darstellung der
normalen dermalen Papille, versorgt mit einer einzelnen Kapillarschlinge mit
Haarnadelstruktur. (b) Konfokales Bild eines horizontalen (en face) optischen Schnittes
(500 x 500 pm) einer gesunden dermalen Papille mit zwei Schnitten der
Kapillarschlinge, entsprechend dem aufsteigenden und absteigenden Schenkel der
Kapillarschlinge (Pfeil). (Archid et al. °)

In der gesunden Haut wird jede dermale Papille mit einer einzelnen Kapillarschlinge
versorgt, welche aus einem aufsteigenden und einem absteigenden Schenkel besteht.
Die Kapillarschlinge der gesunden Haut zeigte eine einfache Haarnadelstruktur. Wenn
die optische Schnittebene des Vivascops die dermalen Papillae horizontal schneidet,
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sieht man zwei Schnittflachen einer Kapillarschlinge, entsprechend dem aufsteigenden
und dem absteigenden Gefaldschenkel. Im oberen Bereich der dermalen Papillae, am
Ubergang des aufsteigenden in den absteigenden Schenkel sieht man eine einzelne
Schnittflache des Gefalllumens innerhalb einer dermalen Papille. Diese entspricht

einem Schnitt durch die Spitze der Kapillarschlinge (Abbildung 7).

3.1.3.2. Struktur der kapillaren Schlingen der psoriatischen Haut

In den Dbefallenen Hautarealen bei Psoriasispatienten war die einfache
Haarnadelstruktur nicht mehr zu sehen. Zu sehen waren vielmehr erweiterte,
gewundene und verschlungene Kapillaren innerhalb der erweiterten dermalen
Papillen. Konfokale Bilder der oberen Dermis zeigen mehrere Schnitte der
Kapillarschlinge innerhalb einer dermalen Papille. Dies entspricht dem verschlungenen

Aussehen der Kapillarschlinge bei Psoriasis (Abbildung 8).

(@) (b)

Abbildung 8: (a) Kapillarschlinge der psoriatischen Haut. (a) Schematische
Darstellung der dermalen Papille in Psoriasis, versorgt mit einer einzelnen, elongierten
und gewundenen Kapillarschlinge. (b) Konfokales Bild eines horizontalen (en face)
optischen Schnittes (500 x 500 pm) einer psoriatischen Lasion mit mehreren

Schnittflachen der Kapillarschlinge innerhalb eine Papille (Pfeile). (Archid et al. ™°).
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3.1.4. Kapillar- und Papillardurchmesser

Die AuBendurchmesser aller klar identifizierbaren KapillargefaRe und dermalen
Papillae der gesunden und der psoriatischen Haut wurden gemessen. In der gesunden
Haut betrug der Mittelwert des AuRendurchmessers der Kapillarschlinge 9.53 £ 1.8 um
und der Mittelwert des Aullendurchmessers der dermalen Papillen 69.48 + 17.16 pm.
Die Hautkapillaren und die dermalen Papillen waren signifikant erweitert in der
psoriatischen Haut im Vergleich zur gesunden Haut (P < 0.001), der Mittelwert des
Aulendurchmessers der Kapillarschlinge betrug hier 24.39 + 2.34 uym und der
Mittelwert des Auliendurchmessers der dermalen Papillae 146.46 + 28.52 um.

3.2.Untersuchung der Psoriasispatienten vor und nach Therapie

3.21. Klinisches Ansprechen

Die 11 Patienten, die an dem zweiten Teil der Studie teilgenommen haben, wurden 19-
55 Tage lang (Mittelwert 30 Tage, median 26 Tage) an der Tagesklinik der Charité -
Universitatsmedizin Berlin behandelt. Bei den einzelnen Patienten kam es zu einer
unterschiedlich ausgepragten klinischen Besserung, gemessen an der prozentualen
PASI-Reduktion im Laufe der Behandlung (siehe Tabelle 3). Die bei Entlassung
ermittelten PASI-Werte betrugen 2 bis 12, es konnte eine prozentuale PASI Reduktion
von 30% bis 90,4%, gemessen in Bezug zum Ausgangs-PASI erreicht werden.
Insgesamt fuhrte die Behandlung zu einer signifikanten PASI-Reduktion (p<0.0001) im
Bezug zum Ausgangswert. Der PASI-Mittelwert betrug vor der Behandlung 19,3+8,2,
nach der Behandlung betrug dieser 6,3+2,8. Eine komplette Remission wurde bei

keinem der Patienten erreicht.

3.2.1. Veranderung der Kapillardurchmesser im Laufe der Therapie

Mithilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie wurden fur die einzelnen Patienten die
Kapillardurchmesser vor und nach der Therapie gemessen. Aufgrund der schiefen

Verteilung der gemessenen Werte wurde eine logarithmische Transformation
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durchgefuhrt und die logarithmischen Mittelwerte der Kapillardurchmesser flir die
einzelnen Patienten errechnet. Zur besseren Ubersicht werden in Tabelle 3 die
delogarithmierten Werte in ym angegeben, in Abbildung 9 werden Mittelwerte und
Standardabweichungen der Kapillar- und Papillendurchmesser der einzelnen
Patienten dargestellt. Insgesamt ging die klinische Abheilung der psoriatischen
Hautveranderungen bei allen in unserer Studie behandelten Patienten mit einer
Reduktion der Kapillardurchmesser um 17 - 53.7 %, gemessen im Bezug zum

Kapillardurchmesser vor der Therapie, einher.

Pat | PASI post E’é& %red PASI | K* pre | K* post %red K | P* pre P* post | %red P
01 | 21 2 90.4 27.2 16.0 41.0 156.3 72.3 53.7
02 |10 7 30 25.8 19.4 24.8 193.9 142.3 26.5
03 | 14 5 64.2 26.4 20.2 23.5 132.1 106.1 19.7
04 | 19.1 6.2 67.5 25.1 17.2 31.3 126.2 104 17.5
05 |19 12 36.8 26.2 18.8 27.9 192.7 165.4 14.1
06 |15 4 73.3 19.4 16.8 13.1 114.3 86.3 24.4
07 |16 6 62.5 26.9 20.9 224 150.7 107 .4 28.6
08 |10 4 60 24.2 17.7 26.7 118.1 98 17
09 |40 10 75 24 13.4 44.2 136.2 92.7 31.9
10 | 21 6 714 22 16.1 26.6 131.2 92.2 29.7
11 |25 8 68 224 14.2 36.3 117.5 68.6 41.5

Tabelle 3: Dargestellt werden fur die einzelnen Patienten die ermittelten PASI-Werte,
die Kapillardurchmesser, die Papillardurchmesser vor und nach der Therapie.
AuRerdem werden jeweils die prozentualen Reduktionen der genannten Parameter im
Laufe der Therapie, gemessen im Bezug zum Ausgangswert, angegeben. (%red PASI:
prozentuale Reduktion des PASI im Laufe der Therapie, K: Kapillardurchmesser in uym,
%red K: prozentuale Reduktion des Kapillardurchmessers im Laufe der Therapie, P:
Papillendurchmesser in um, %red P: prozentuale Reduktion des Papillendurchmessers
im Laufe der Therapie, pre: vor Therapie, post. nach Therapie). * Bei den
angegebenen Werten der Kapillar- und der Pappillendurchmesser handelt es sich um

delogarithmierte Werte aus dem jeweils errechneten logarithmischen Mittelwert.
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Der Mittelwert der Kapillardurchmesser war nach der Therapie mit 17,3t2,3 ym
signifikant reduziert im Vergleich zum Kapillardurchmesser vor der Therapie (24,51+2,4
pum, p<0,0001). Der Mittelwert der Kapillardurchmesser am Ende der Therapie war
signifikant hoher als die Kapillardurchmesser der gesunden Haut (9,5+1,8 pm,
p<0,0001).
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um eine logarithmische Skala, Angabe in um).

42




3.2.2. Veranderung der Papillendurchmesser im Laufe der Therapie

Die Papillendurchmesser wurden fur die einzelnen Patienten vor und nach der
Therapie gemessen. Aufgrund der schiefen Verteilung der gemessenen Werte wurde
eine logarithmische Transformation durchgefuhrt und die logarithmischen Mittelwerte
der Papillendurchmesser fur die einzelnen Patienten errechnet. Zur besseren
Ubersicht sind in Tabelle 3. die delogarithmierten Werte in ym angegeben, in
Abbildung 9. sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Kapillar- und
Papillendurchmesser der einzelnen Patienten dargestellt. Insgesamt ging die klinische
Abheilung der psoriatischen Hautveranderungen bei allen in der Studie behandelten
Patienten mit einer Reduktion der Papillendurchmesser einher. Eine Reduktion der
Kapillardurchmesser um 13.1 - 44.2 %, gemessen im Bezug zum Kapillardurchmesser
vor der Therapie, konnte bei den 11 Patienten dieses Teils unserer Studie beobachtet
werden. Der Mittelwert der Papillendurchmesser war nach der Therapie mit
103,2+28,2 signifikant reduziert im Vergleich zum Papillendurchmesser vor der
Therapie (142,7+28,2, p<0,0001). Der Mittelwert der Papillendurchmesser nach
Therapieende war immer noch signifikant hoher als die Papillendurchmesser der
gesunden Haut (69,4£17,1 um, p=0,0009).

3.2.3. Beziehung zwischen PASI und Papillen- und
Kapillardurchmesser

Eine Analyse der Korrelationen zwischen PASI-Wert, Papillendurchmesser und
Kapillardurchmesser vor und nach der Therapie wurde durchgefuhrt (Abbildung 10).
Der ermittelte PASI zeigte sich weitgehend unabhangig vom Papillendurchmesser vor
und nach der Therapie (Korrelationskoeffizient r= -0.16 vor Therapie, r= 0.52 nach
Therapie). Der PASI zeigte auch eine weitgehende Unabhangigkeit vom
Kapillendurchmesser vor und nach der Therapie (Korrelationskoeffizient r= -0.09 vor
Therapie, r= -0.07 nach Therapie). Hingegen korrelierten die bei den einzelnen
Patienten gemessenen Kapillardurchmesser und Papillendurchmesser vor und nach
Therapie gut miteinander, (Korrelationskoeffizient r= 0.63, p=0.014 vor Therapie, r=
0.64, p=0.002 nach Therapie).
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3.2.4. Zusammenhang zwischen klinischer Besserung und
Normalisierung der Kapillar- und Papillenstruktur

Die klinische Besserung, gemessen an der prozentualen Reduktion von PASI im
Bezug zum Ausgangs-PASI, sowie die prozentuale Reduktion der Papillen- und
Kapillardurchmesser im Bezug zum Ausgangswert wurden errechnet. Eine Rang-
Korrelationsanalyse der prozentualen Reduktionen der drei Parameter wurde
durchgefuhrt. Die klinische Besserung (% Reduktion PASI) korrelierte am besten mit
der prozentualen Reduktion des Papillendurchmessers (r= 0.63, p=0.03) und weniger
mit der prozentualen Reduktion des Kapillardurchmessers (r= 0.29, p=0.25). Die
prozentualen Reduktionen der drei Parameter wurden jeweils errechnet aus dem Wert

vor Therapie minus Wert nach Therapie durch Wert vor Therapie.
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Abbildung 11: Korrelationsmatrix der prozentualen Reduktionen von PASI,
Papillendurchmesser (P) und Kapillardurchmesser (K) im Laufe der Therapie (Die
Prozentreduktionen wurden aus der Differenz vor Therapie-nach Therapie / Wert vor
Therapie x100 errechnet). Die Verteilung der Werte ist in der Hauptdiagonale
dargestellt, die Korrelationskoeffizienten sind in den entsprechenden Graphen
angegeben. Daten werden zusammen mit der Regressionsgerade und ihrem 95%

Konfidenzbereich gezeigt.
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3.2.5. Zusammenhang zwischen Krankheitsrezidiv und
Hautzustand am Ende der Behandlung

Die 11 Psoriasispatienten des zweiten Teils der Studie wurden in die PASI-Ermittlung
eingewiesen und wurden in 8-wochigen Abstanden bis zum Ende des 12. Monats nach
Therapieende bezuglich des Auftretens eines Krankheitsrezidivs befragt. Als
Krankheitsrezidiv definierten wir eine Ehéhung des PASI um mehr als 50% im Bezug
zum PASI am Ende der Behandlung und/oder eine klinische Verschlechterung, die die
Wiederaufnahme einer intensivierten Psoriasistherapie erforderte. Die lokale

Applikation von Antipsoriatika wurde hiervon ausgeschlossen.

Eine logistische Regressionsanalyse wurde durchgefuhrt, um den Einfluss des zum
Therapieende ermittelten bzw. gemessenen PASI, Kapillardurchmessers,
Papillendurchmessers und der PASI Reduktion im Laufe der Therapie hinsichtlich des

Auftretens eines Krankheitsrezidiv zu untersuchen (Abildung 12 a-d).

Die Kurve der logistischen Regression zeigt die Wahrscheinlichkeit eines
Krankheitsrezidivs binnen eines Jahres nach Therapieende (y-Achse) jeweils in
Abhangigkeit von einem der untersuchten Parameter (z-Achse). Aul3erdem sind die
einzelnen Patienten in den Diagrammen dargestellt. Interessanterweise zeigt sich die
Analyse der Rezidivwahrscheinlichkeit anhand der Kapillardurchmesser und
Papillendurchmesser nach Therapieende (jeweils eine falsch positive und eine falsch
negative Aussage) Uberlegen gegenuber der logistischen Regressionsanalyse anhand
des PASI am Therapieende (zwei falsch positive und eine falsch negative Aussage).
Die Analyse der Rezidivwahrscheinlichkeit anhand der PASI-Reduktion im Laufe der
Therapie zeigte wiederum eine bessere Aussagekraft als die PASI-Kurve und eine
ahnliche Aussagekraft wie die Kurven der Kapillar und Papillendurchmesser (eine
falsch positive und eine falsch negative Aussage). Durch den kleinen
Stichprobenumfang konnte bei diesem Modell keine statistische Signifikanz
demonstriert werden (p=0.12-0.22).
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Abbildung 12 : Logistische Regressionsanalyse, (y-Achse): Wahrscheinlichkeit eines
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Achse): (a) PASI nach Therapie, (b) Kapillardurchmesser nach Therapie, (c)
Papillendurchmesser nach Therapie, (d) %Reduktion von PASI im Laufe der Therapie.

Die Patienten mit einem Psoriasisrezidiv sind rot eingezeichnet und unterhalb der
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Kurve dargestellt. Die rezidivfreien Patienten sind blau eingezeichnet und oberhalb der
Kurve dargestellt. Die roten gestrichelten Linien unterteilen die Patienten in vier

Gruppen: RN: richtig negativ, FN: falsch negativ, RP: richtig positiv, FP: falsch positiv.
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4. Diskussion

Bereits frUhere Untersuchungen zeigten die wichtige Rolle der GefalRveranderungen
fur die Pathogenese, den Verlauf und die Prognose der Psoriasis. Die venose
Umwandlung und Erweiterung der Hautkapillaren tragt mafRgeblich zu einer erhdhten
Permeabilitdt far Albumin und weitere Plasmaproteine bei, die Migration von
inflammatorischen Zellen wird begunstigt und spielt somit eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Unterhaltung psoriatischer Hautlasionen 3, Diese
GefalRveranderungen sind v.a. durch die erhohte Expression einer ganzen Reihe
proangiogenetischer Faktoren, v.a. in den basalen Keratinozyten von Psoriatikern

bedingt *.

In dieser Studie konnten mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie die
Hautstrukturen in gesunder und psoriatischer Haut gut visualisiert werden. In der
gesunden Haut waren normale Kapillarschlingen mit einer einfachen Haarnadelstruktur
zu sehen. Die typischen Veranderungen der Kapillarschlingen in der psoriatischen
Haut konnten bei allen Psoriasispatienten nachgewiesen und dargestellt werden.
AuRerdem konnten anhand der gewonnenen konfokalen Bilder die Aullendiameter der
Kapillaren und der Papillen in der gesunden und psoriatischen Haut gemessen
werden. Die Gruppen der gesunden Probanden und der Psoriasispatienten, die an
dieser Studie teilgenommen haben, variierten stark in ihrer Zusammensetzung
bezlglich Alter und Geschlecht der Studienteilnehmer. Frihere Studien mit der
konfokalen Laserscan-Mikroskopie zeigten, dass Unterschiede im Alter, Geschlecht
und in den untersuchten Hautarealen keinen Einfluss auf die gemessenen
Kapillardurchmesser haben . Die Messung der Kapillardurchmesser und der
Papillendurchmesser und ihre statistische Auswertung zeigte eine signifikante
VergroRerung beider Strukturen in psoriatischer Haut im Vergleich zur gesunden Haut
(p < 0.001). Interessanterweise zeigten unsere Messungen - z.B. der
Aulendurchmesser gesunder Kapillaren (9.53 +1.8 ym) - eine deutliche Abweichung
von den in-vivo Messungen anderer Studien, dort wurden Mittelwerte zwischen 17 pm
"und 30 pym °' fiir die AuRendurchmesser gesunder Kapillaren angegeben. Allerdings
liegen unsere Ergebnisse sehr nah bei den elektronenmikroskopischen Messungen
von Braverman et al., dort wurden AuBendiameter von 7.5-10 ym angegeben ™.

Dieser Diskrepanz konnten verschieden Erklarungen zugrunde liegen. Zum einen
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spielt die Auswahl der Messpunkte eine grole Rolle, die konfokalen Bilder des
Vivascopes 1500 erschweren zum Teil die Identifikation der AuRengrenze der
Kapillaren. Fur die Messungen der Kapillaren in unserer Studie wurde ein dunner
Saum, der das GefalBlumen umschliet und die Gefalwand reprasentiert, in die
Messung eingeschlossen. Ahnlich wurde fir die Messung der Papillendurchmesser
ein aus Basalzellen und Melanozyten bestehender Randsaum in die Messung
eingeschlossen. Die Software des Vivascopes 1500 erlaubt keine sichere und genaue
Platzierung der Messpunkte und somit keine genaue Messung der Hautstrukturen, wir
verwendeten deshalb fur die Messung in dieser Studie eine Software, mit dessen Hilfe
eine genauere Messung mdglich ist (siehe Kap 2.8.). Eine weitere Ursache fur die
Diskrepanz der Messung konnte in der Auswahl der Hautebene der Messung liegen.
Hegyi et al. beschreiben weitgehend unveranderte Kapillardurchmesser in
unterschiedlich tiefen Abschnitten der Haut ”. Dies kann aber nur fiir die oberen Anteile
der dermalen Papillen zutreffen, in tieferen Schichten hingegen kommen weitere
Anteile der Hautgefalle =zur Darstellung, welche in ihrem Kaliber von den

Hautkapillaren abweichen .

Dies kann bei der gestdorten Gefalarchitektur in
psoriatischer Haut eine noch groliere Rolle spielen. Aus diesem Grund beschrankten
wir unsere Messungen auf die oberen Anteile der dermalen Papillen, um diese
Fehlerquelle auszuschalten. Wenn man diese Fehlerquellen bericksichtigt, lassen sich
mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie die Kaliber der dermalen

Kapillarschlingen und der dermalen Papillen gut quantifizieren.

Eine klinische Besserung im Laufe der Therapie ging bei allen Patienten dieser Studie
mit einer Reduktion des Kapillardurchmessers einher. Dies wurde auch in friheren in-
vivo Untersuchungen der psoriatischen Haut nachgewiesen °"’’. Hinzu konnten wir
eine mit der klinischen Abheilung einhergehende signifikante Verminderung der

Papillendurchmesser messen.

Aufgrund des Fehlens von Biomarkern zum Messen der Krankheitsaktivitat werden
diverse klinische Scores zum Krankheitsmanagement bei Psoriasis eingesetzt.
Insgesamt werden mindestens 53 verschiedene klinische Messmethoden angewandt
" Die Genauigkeit der existierenden Methoden zur Erfassung des Kklinischen
Schweregrades von Psoriasis wurde in zwei rezenten systematischen Analysen
untersucht °""8. Es gab auBerdem zahlreiche Diskussionen (iber die Giiltigkeit der in
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der Klinik angewandten Scores "°. Obwohl ein standarisierter MaRstab fiir ein Evidenz-
basiertes Management der Psoriasis und zum Monitoren der Erkrankung in
wissenschaftlichen Studien wichtig ist, erfullt keiner der vorhandenen klinischen
Scores fur Psoriasis die erforderlichen Genauigkeitskriterien. Auch inwiefern die
Scores die Auspragung der Psoriasis tatsachlich widerspiegeln, wird diskutiert °. Der
PASI-Score ist der am haufigsten angewandte klinische Psoriasis-Score in der Klinik
und in der wissenschaftlichen Literatur. Der PASI wird haufig zur Einstufung der
Psoriasispatienten in  Schweregradkategorien und zum  Monitoring des
Therapieeffektes herangezogen. Die bisherige Datenlage lasst viele Fragen bezuglich
Stellenwert und Validitdt des PASI in der Klinik und in wissenschaftlichen Studien
offen. Wahrend der PASI Werte zwischen 0 und 72 einnehmen kann, weisen 50-
75,8% der Patienten einen PASI kleiner als 20 auf °. Diese ausgepragte schiefe
Verteilung sorgt fur methodische Einschrankungen in der Evaluierung des PASI. Zum
Beispiel Uberschatzen haufig angewandte Methoden die ,inter-rater agreement” beim
PASI, insbesondere in dem relevantesten Bereich kleiner als 20. Wenn die
Therapieindikation, wie in den meisten Studien bei PASI groRer als 12 gestellt wird,
zeigte ein Simulationsmodell eine Diskrepanz von 30% zwischen zwei Untersuchern in
der Indikationsstellung "°. Der PASI weist auRerdem gewisse Schwachen darin auf,
einen Therapieerfolg widerzuspiegeln, wenn weniger als 10% der Hautoberflache
eines Korperteils betroffen ist, da hier der PASI v.a. von der Plaque-Intensitat abhangt.
Dies stellt einen bedeutenden Nachteil fur den Einsatz von PASI in interventionellen
Studien dar °’. Interessanterweise zeigen diverse Untersuchungen nur eine schwache
Korrelation (r=0.1-0.3) zwischen dem PASI und dem HRQoL" health-related quality of
life“ ®® In unserer Studie zeigte sich der PASI weitgehend unabhidngig vom
miroskopischen Zustand der Hautkapillaren und Papillen. Hingegen scheinen der
Zustand der Hautkapillaren und der der dermalen Papillen sehr gut miteinander zu

korrelieren, sowohl vor als auch nach Therapie (Abbildung 10).

Eine frihere Studie, in der Psoriasispatienten mit dem gefaliselektiven pulsed dye
laser behandelt wurden, ergab eine signifikante Korrelation zwischen Kklinischer
Besserung eines einzelnen Plaques und der Reduktion der Kapillaroberflache pro
Hautoberflacheneinheit °'. Die klinische Besserung gemessen an der prozentualen
Reduktion des PASI im Bezug zum Ausgangs-PASI (% Reduktion PASI) korrelierte in

unserer Studie am besten mit der prozentualen Reduktion des Papillendurchmessers
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(r= 0.63) und weniger mit der prozentualen Reduktion des Kapillardurchmessers (r=
0.29). Dies kann an den unterschiedlichen Therapiemodalitaten liegen. Wahrend in
den genannten Studien die gefal3selektive pulsed dye Laserbehandlung angewandt
wurde, deren therapeutische Wirkung allein auf deren Effekte auf die oberflachlichen
Hautkapillaren zuriickgefiihrt wird “®*' wurden die Patienten in unserer Studie mit
einer multimodalen Therapie, u.a. mit antiinflammatorischen und antiproliferativen
Therapiekomponenten, behandelt. Hier beruht die klinische Abheilung nicht allein auf

eine Normalisierung der Gefalarchitektur.

Der Einfluss des Zustandes der Hautkapillaren, der dermalen Papillen und des
gesamten klinischen Hautzustandes, dargestellt durch den PASI vor Entlassung auf
das Aufreten eines Psoriasisrezidivs wurde mit Hilfe der logistischen
Regressionsanalyse untersucht. Papillendurchmesser und Kapillardurchmesser
zeigten sich Uberlegen in ihrer Aussagekraft im Vergleich zum PASI. Mithilfe von
Papillen- und Kapillardurchmesser konnte bis auf eine falsch positive und eine falsch
negative Aussage bei neun von elf Patienten eine richtige Vorhersage bezuglich des
Auftretens eines Rezidivs getroffen werden. Eine Prognose allein auf der Grundlage
des PASI ergab 3 Fehlvoraussagen. Wurde die PASI-Reduktion zugrunde gelegt,
waren nur 2 Voraussagen unrichtig. Die logistische Regressionsanalyse ergab in
unserer Studie keine statistische Signifikanz, dies kann in erster Linie durch die kleine
Patientenzahl in dieser Studie bedingt sein. Verschiedene Faktoren, wie z.B. eine
Infektion oder eine psyschiche Belastung, konnen das Auftreten eines
Krankheitsrezidivs bei Psoriatikern beglnstigen. Bei kleinem Stichprobenumfang
konnen diese Storaktoren eine besonders grolie Rolle spielen. Aus diesem Grund
kann aus der logistischen Regressionsanalyse in dieser Studie nur eine Tendenz
gelesen werden. So zeigen die Ergebnisse eine zumindest gleiche, wenn nicht
bessere Aussagekraft der Papillen- und Kapillardurchmesser am Ende der
Behandlung im Vergleich zum PASI bezlglich des rezidivfreien Intervalls. Die
konfokal gemessenen Kapillar- und Papillendurchmesser waren in unserer Stichprobe
nicht schlechter als der PASI zur Therapiekontrolle, sie sind sogar tendenziell besser.

Wir sehen auf’erdem, dass eine PASI Reduktion tendenziell dem PASI Uberlegen ist.

Der Zusammenhang zwischen Kapillar- und Papillendurchmesser und dem
Krankheitsverlauf sowie die Rolle der subklinischen Veranderungen der Kapillaren und
der dermalen Papillen als Krankheitsgedachtnis in psoriatischer Haut missen in
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weiteren Untersuchungen mit groRerer Patientenzahl weiter erforscht werden. In der
Praxis wird die Psoriasistherapie aus Kostengrinden und aufgrund der
Nebenwirkungen der eingesetzten Antipsoriatika oft nur bis zum Erreichen einer
gewissen Besserung des Hautzustandes fortgefuhrt. Subklinische pathologische
Veranderungen bleiben dabei am Ende der Behandlung bestehen und kdnnen ein
Psoriasis-Rezidiv begunstigen. Mit Hilfe der CLSM kann der Zustand der
Hautkapillaren und der dermalen Papillen ohne Biopsieentnahme wahrend der
Behandlung kontrolliert werden. Eine FortfUhrung der Therapie unter CLSM Kontrolle
bis zur kompletten Normalisierung der Gefal3struktur der Haut kdnnte ein besseres
outcome und eine Verlangerung des rezidivfreien Intervalls bedeuten und sollte

deshalb in Erwagung gezogen werden.

So kdnnen ggf. die Kapillar- und Papillendurchmesser den PASI sowohl als Kriterium
fur Therapieaufnahme und -dauer als auch zum Therapiemonitoring in

wissenschaftlichen Studien ersetzen bzw. komplementar dazu eingestzt werden.
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