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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die Unterscheidung eines allergischen (AKE) von einem toxisch-irritativen (IKE)
Kontaktekzem ist flr die weitere einzuleitende Diagnostik und Therapie von essentieller
Bedeutung fur den Patienten und den behandelnden Arzt. Neben der klinischen Beurteilung
stellt sich die klare Abgrenzung dieser Erkrankungen voneinander sowohl histologisch als auch
immunologisch auBerst schwierig dar. Eine Abgrenzung dieser epidemiologisch und
arbeitsmedizinisch hochrelevanten Erkrankungen ist jedoch nicht zuletzt fir den Patienten von
fundamentaler Konsequenz. Die Reflektanz-konfokale Mikroskopie (RCM) erlaubt die optische
Untersuchung von entziindlichen und proliferativen Hautveranderungen in-vivo und in Echtzeit,
wobei oberflachlich dermale und epidermale Strukturen in-vivo und in hoher Auflésung zur
Darstellung kommen.

Ziel: Die systematische Untersuchung des allergischen und toxisch-irritativen Kontaktekzems
mit dem RCM zur Untersuchung 1) des kinetischen Verlaufs 2) ethnischer Einflisse auf die
Entstehung des irritativen Kontaktekzems sowie 3) die Beurteilung der Sensitivitat und
Spezifitat einzelner RCM-Parameter.

Methodik: 44 Patienten mit der Voranamnese eines Kontaktekzems nahmen an der klinischen
Studie teil. Analog zur Routinehistologie wurden die folgenden Parameter definiert und
dokumentiert: Spongiose, Exozytose, Vesikelbildung und Nekrose der Epidermis;
Kohasionsverlust und Strukturdefekte des Stratum corneum; BlutgefaRerweiterung und das
Vorhandensein und Ausmalf eines superfiziellen, perivaskularen Infiltrats.

Ergebnisse: Das akute AKE ist durch die Ausbildung von Mikrovesikeln, Spongiose und
Exozytose definiert. Beim akuten IKE hingegen stehen exogen induzierte Strukturdefekte des
Stratum corneums, ausgedehnte intraepidermalen Nekrosen sowie eine regenerative
Hyperproliferation im Vordergrund. Die Untersuchung des kinetischen Verlaufs zeigte eine
raschere Regeneration des IKE im Vergleich zum AKE. Das Ergebnis dieser Studie ergab
Hinweise fir eine erhéhte Empfindlichkeit von Patienten mit Fitzpatrick Lichttyp I-Ill im Vergleich
zu Lichttyp V-VI fur die Entstehung eine IKE. Die statistische Analyse ergab eine Sensitivitat
von Uber 95% und eine Spezifitat von 90 % flir ausgesuchte RCM Parameter.
Zusammenfassung: Das RCM erlaubt die non-invasive Differenzierung des akuten
Kontaktekzems und stellt damit eine viel versprechende, ergdénzende Methode zur Diagnostik
des akuten Kontaktekzems dar. Im Gegensatz zur Routinehistologie ist mit Hilfe der RCM auch
die Darstellung dynamischer entziindlicher Prozesse moglich. Die klinische Anwendbarkeit und
der Routineeinsatz in der allergologischen Diagnostik bleiben derzeit jedoch noch Zustand
klinischer Studien.



EINLEITUNG

Dermatologische Erkrankungen gehoren zu den haufigsten berufsbedingten Erkrankungen. Das
Kontaktekzem ist die am haufigste gestellte berufsdermatologische Diagnose. Die hieraus
resultierende Morbiditat, und die damit verbundenen personellen und finanziellen Belastungen
haben weitreichende psychosoziale und versicherungsrechtliche Konsequenzen. Durch die
genaue Definition des auslosenden Agens konnen kausale Therapieansatze zu einer
Verbesserung der Lebensqualitit und Reduktion der Krankheitshaufigkeit flihren, und die
Fortsetzung der Arbeit im gewahlten Berufsfeld erfolgen.

Es werden zwei Formen des Kontaktekzems unterschieden: das allergische Kontaktekzem
(AKE) und das toxisch-irritative Kontaktekzem (IKE). Das AKE beruht auf einer initialen
Sensibilisierung gegeniber spezifischen Antigenen in daftr pradisponierten Individuen. Nach
Re-exposition kommt es zu einer Typ-IV Hyperimmunreaktion, bei der es meist
dosisunabhangig zu einer Reaktivierung des hauteigenen Immunsystems kommt. Die
haufigsten Kontaktallergene sind Nickel, Neomycin, Duftstoffmix, Perubalsam und Kobaltsulfat.
Das IKE stellt eine unspezifische, dosis-, und konzentrationsabhangige, kumulativ-toxische
Reaktion dar, die sich durch die exogene Zerstérung der Hautbarriere entwickelt und ohne das
hierfir notwendigerweise spezifische Ko-Faktoren vorliegen. Haufig implizierte toxisch-irritative
Substanzen sind Seifen, Detergenzien (Waschlosungen), S&auren, Laugen, Metallsalze und
Pflanzen. In beiden Fallen flhrt die entstehende Entziindungskaskade zur Entwicklung rétlicher,
scharf oder unscharf begrenzter Makeln, Papeln und infiltrierter Plaques, die in
unterschiedlicher Auspragung und Ausdehnung auftreten und in wechselnder Dynamik Uber
Tage und Wochen unter Ausbildung von Hyperkeratosen oder Schuppen schliellich zur
Abheilung kommen.

Der Goldstandard der Diagnose des allergischen (AKE) und toxisch-irritativen (IKE)
Kontaktekzems ist der Patch-Test (Epikutantest, ECT). Hierbei wird eine definierte, international
standardisierte Menge des vermuteten Antigens unter Okklusion auf die Haut aufgebracht, und
nach 48 Stunden Expositionszeit entfernt. Da es sich um eine Typ-IV Hyperimmunreaktion
(delayed-type of hypersensitivity) handelt, erfolgt die Ablesung 72 Stunden nach Exposition. Die
klinische Beurteilung beinhaltet das Vorhandensein eines Erythems, Odems, Blaschen oder
Blasen, bzw. einer umschriebenen Nekrose,. Im Falle einer ausgedehnten
Entziindungsreaktionen, oder des Vorliegens eines Mischbildes zwischen AKE und IKE ist
jedoch die Unterscheidung aufgrund rein klinischer Merkmale nicht immer sicher moglich. Auch
unter Zuhilfenahme histologischer Untersuchungen und aufgrund immunologischer
Charakteristika kann eine genaue Differenzierung nicht immer erfolgen. Zudem haben diese
invasiven Verfahren den Nachteil der damit verbundenen Schmerzen und Narbenbildung und
die nachfolgende Farbung und Fixierung des entnommenen Gewebepraparates kann zur

Entstehung von Artefakten fiihren.



In den letzten Jahren kam es zur Entwicklung einer Vielzahl nicht-invasiver
Untersuchungsmethoden in der Dermatologie. Bereits etablierte Verfahren sind z.B. die
Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes (,transepidermal water loss* TEWL).zur
Beurteilung der Integritéat des Stratum corneums. Dieses stellt ein indirektes Verfahren zum
Nachweis von Strukturdefekten im Stratum corneum dar: Eine Analyse des entzindlichen
Infiltrates sowie der epidermalen Veranderungen ist hierdurch jedoch nicht maéglich. Bislang
experimentell eingesetzte Verfahren wie die hochfrequente Ultraschall (HFUS) Diagnostik
erlauben ahnlich der histologischen Diagnostik die vertikale Beurteilung der Hautanatomie,
wobei auch hier mangels hinreichender Auflésung (unter 100 um) zellulare Elemente nicht
darstellbar sind.

Rajadhyaksha et al entwickelten 1995 den ersten Prototyp eines Reflektanz-konfokalen
Mikroskops (RCM) an der Harvard Medical School, mit dem Ziel die klinisch-dermatologische
Evaluation durch optisch-hochauflésende, in-vivo Mikroskopie zu ergdnzen. RCM erlaubt die
Untersuchung von entzindlichen und proliferativen Hautveranderungen non-invasiv und in
Echtzeit, wobei oberflachlich dermale und epidermale Strukturen in-vivo und in zellularer
Auflésung zur Darstellung kommen. Das allergische und toxisch-irritative Kontaktekzem wurde
bereit in mehreren Einzelstudien mit dem RCM untersucht, wobei die spezifischen RCM
Kriterien des allergischen und irritativen Kontaktekzems definiert wurden und die Basis unserer

Untersuchungen darstellen.

ZIELSTELLUNG

Ziel dieser Uber drei Jahre anberaumten und durch das National Institute of Health (NIH)
finanzierten Studie war die Untersuchung und Differenzierung des akuten Kontaktekzems mit
Hilfe non-invasiver Verfahren in seriellen Einzelstudien. In einer Pilotstudie erfolgte die
Optimierung der Untersuchungsbedingung und die Korrelation der RCM Parameter mit der

Routinehistologie wobei auch die Durchfihrbarkeit der Studie gepruft wurde.

Zielsetzungen:

I. Untersuchung der dynamischen pathophysiologischen Vorgange und kinetischen
Evolution des allergischen und irritativen Kontaktekzems in longitudinalen
Untersuchungsschritten

I. Untersuchung mdglicher ethnischer Einflisse auf die Entstehung des toxisch-irritativen
Kontaktekzems

I1l. Analyse der Sensitivitat und Spezifitat ausgesuchter RCM-Parameter in der Diagnose

des allergischen Kontaktekzems



METHODIK

Studienteilnehmer und Studienprotokoll

Eine Gesamtzahl von 44 Studienteiinehmern im Alter zwischen 29 und 69 Jahren
(Durchschnittsalter 49 Jahre) wurde in die klinische Studie eingeschlossen. Die Rekrutierung
der Patienten erfolgte aus der Abteilung flir Dermatologie und Allergologie am Massachusetts
General Hospital, Boston MA, USA. Alle untersuchten Patienten entsprachen dem Lichttyp I-llI
nach Fitzpatrick (Kaukasier). Zur Untersuchung ethnischer Einflisse wurden zusatzlich
Patienten mit den Lichttypen V und VI nach Fitzpatrick (Afroamerikaner) untersucht.
Durchfuhrung des Epikutantests (ECT)

Das Aufbringen der Testsubstanzen erfolgte in standardisierter Form und entsprechend den
Empfehlungen der North American Contact Dermatitis Research Group NACDG an den
ventralen Unterarmen bzw. den anterioren Oberschenkeln. Die Testsubstanzen wurden mit 10
mm Testkammern (Finn Chambers, Allerderm Laboratories, Inc., Petaluma, CA) und
Filterpapierscheiben fir die wéassrigen Losungen (Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland; Vertrieb
durch Allerderm) aufgebracht.

Die Zuteilung der Patienten in die einzelnen Studiengruppen wurde wie folgt durchgefuhrt:

l. Untersuchung des kinetischen Verlaufs des Kontaktekzems (n=18)

Bei allen Studienteilnehmern der Gruppe | war die Diagnose eines allergischen Kontaktekzems
bekannt und im ECT gesichert. Das spezifische Testallergen (Trolab, Hermal Kurt Herrmann,
Reinbeck, Deutschland) sowie jeweils 3,5 ml 4 Sodium Lauryl Sulfate (SLS) als toxisches
Irritanz wurden in 2 Testfeldern aufgebracht. Als Kontrolle dienten jeweils eine Kammer mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) sowie eine leere Testkammer. Als Testallergene
gelangten Nickelsulfat (n=4), Duftstoffmix (n=3), Perubalsam (n=3), Quaternium-15 (n=1),
Wollalkohole (n=1), Thiomersal (n=1), 4-para-tert-butylphenol Formaldehydresin (=1) und
Imidazolidinurea (n=1) zur Anwendung. Die einzelnen Testsubstanzen wurden fir 48 Stunden
unter Okklusion belassen und anschlieend entfernt. Die Studienteilnehmer erschienen zu drei
konsekutiven Zeitpunkten (72 Stunden, bzw. 3, 4, 7, 9, 14 oder 21 Tage nach Applikation der
Testsubstanz) zur Re-Evaluation (klinische Evaluation, Photodokumentation, RCM
Untersuchung).

Il Untersuchung ethnischer Einflusse auf die auf die Entstehung des toxisch-irritativen

Kontaktekzems (n=10)

In Gruppe 1l erfolgte bei 10 Studienteilnehmern (5 Afroamerikaner, 5 Kaukasier) mit einer
negativen Voranamnese fir eine signifikante Hauterkrankung die Applikation von ,lvory Soap*,
einem géangigen Haushaltsspulmittel (Procter & Gamble Inc., Cincinnati OH) in ansteigenden
wassrigen Konzentrationslésungen von 5-35%, in 5%igen Dosisinkrementen. Die

Testsubstanzen wurden nach 24-stindiger Applikationszeit entfernt, und die Studienteilnehmer



an 2 konsekutiven Tagen (24/48 Stunden) zur Re-evaluation (klinische Evaluation,
Photodokumentation, RCM Untersuchung) wiedereinbestellt.

. Analyse der Sensitivitat und Spezifitit ausgesuchter RCM-Parameter des AKE (n=16)

Bei allen Studienteilnehmern der Gruppe 1l war die Diagnose eines allergischen
Kontaktekzems bekannt und im ECT gesichert. Das ausgesuchte Testallergen wurde jeweils
auf mindestens 2 Testfeldern aufgebracht; als Testallergene dienten Nickelsulfat (n=6),
Duftstoffmix (n=2), Perubalsam (n=2), Quaternium-15 (n=1), Wollalkohole (n=1), Thiomersal
(n=2), Mercaptomix (n=2). phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) diente als Kontrollsubstanz
und wurde in zweifacher Ausfertigung aufgebracht. Die einzelnen Testsubstanzen wurden fir
48 Stunden unter Okklusion belassen, danach wurden die Testkammern entfernt und die
Studienteilnehmer erschienen nach 72 Stunden zur Endablesung. Bei jedem Studienbesuch
erfolgte die klinische Evaluation, Photodokumentation und RCM Untersuchung.

Die digitalen Bilder wurden zu einem spéateren Zeitpunkt drei unabh&ngigen Dermatologen
verblindet anhand der folgenden klinischen Kriterien beurteilt: Erythem, Randscharfe, Odem,
Blaschenbildung, Nekrosen. Die RCM Bilder wurden nach einer Unterweisung zur
Bildinterpretation verblindet anhand der RCM Kiriterien zur Diagnose eines Kontaktekzems
beurteilt.

Reflektanz konfokale Mikroskopie (RCM)

Zur Untersuchung des Kontaktekzems sowie der Kontroll-behandelten Haut wurde ein
kommerziell erhéltiches RCM System (Vivascope 1000, Lucid-Tech Inc, Henrietta, NY)
verwendet. Die Terminologie ,konfokal“ ist aus dem Englischen ,conjugated focal planes”
abgeleitet, und bezieht sich auf das optische Grundprinzip der RCM Technologie. Als
Lichtquelle dient ein 830nm Dioden Laser, dessen Strahl das Gewebe in horizontalen optischen
Schnittebenen abtastet. Der Laserstrahl wir auf die einzelnen Gewebsebenen fokussiert und
endogene Chromophore wie z.B. Hamoglobin, Melanin, Wasser und zellulare Mikrostrukturen
reflektieren, streuen oder absorbieren das auf die Gewebsstruktur auftreffende Licht in
Abhangigkeit vom jeweiligen Brechungsindex. Das reflektierte Licht wird dann Uber einen
Detektor aufgenommen, wodurch |virtuelle’ Schnittbilder entstehen, die auf einem
hochauflésenden Bildschirm optisch zur Darstellung kommen. Die BildgroRe liegt bei
250x200um, neuere Gerate (Vivascope 1500, Lucid-Tech Inc, Henrietta, NY und MAVIG
GmbH, Minchen Deutschland) haben bereits eine BildgroRe von 500x500um. Mit Hilfe der
integrierten Software kann ein Mapping der einzelnen Schnitteebenen erfolgen, wobei hier 16
Einzelbilder seriell aufgenommen werden und zu einer Bilddimension von 1000x800um &hnlich
einem Mosaik zusammengefligt werden. Die Eindringtiefe des optischen Systems liegt bei etwa
300pum. Die laterale (Punkt-fur-Punkt) Auflosung der Einzelbilder liegt bei 0.5-1um, die axiale
Auflosung (optische Schicht,- oder Schnittdicke) bei etwa 3-5um. Die Darstellung zellularer

Bestandteile erlaubt eine Analyse der Gewebsproben analog zur Routinehistologie. Der gro3te



Unterschied zur Routinehistologie ist die Schnittrichtung: mit der RCM erfolgt optische
Gewebsanalyse in der horizontalen Ebene, in der Routinehistologie ist die vertikale
Schnittflhrung etabliert. Die Analyse beginnt mit der obersten Hautschicht, dem Stratum
corneum. In der weiteren axialen SchnittfUhrung kommt darunter das Stratum granulosum, das
Stratum spinosum und die dermoepidermale Junktionszone zur Darstellung. Direkt darunter
liegt die oberflachliche Dermis, wo Gefalle und Kollagenfaserbiindel innerhalb der Papillen
sichtbar werden.

RCM Untersuchungsparameter

Entsprechend den Voruntersuchungen von Swindells et al (2003) wurden die Schnittebenen
aller Testareale auf die RCM-Parameter des Kontaktekzems untersucht: Stratum corneum:
Parakeratose,  Hyperkeratose  sowie @ Demarkation von  Keratinozyten.  Stratum
spinosum/granulosum: Exozytose, Spongiose, Vesikelbildung und/oder Nekrose. In der
papillaren Dermis wurden die Dilatation der Blutgefale und das Vorhandensein/Ausmali eines
superfiziellen perivaskularen Entziindungsinfiltrates beurteilt.

TEWL, FES Spektroskopie

Die Studienteilnehmer der Gruppe | und Ill wurden zusatzlich mit zwei weiteren nicht-invasiven
Testverfahren untersucht. TEWL Messungen (DermalLab, Cotrex Technologies, Cyber Derm,
Media Pennsylvania, USA) erfolgten zur Untersuchung des Strukturverlustes des Stratum
corneum. Die Ergebnisse wurden in [g/m?] ausgedriickt. Spektroskopische Messungen erfolgten
mit einem faseroptischen Fluorimeter (Skin Scan, Jobin-Yvon Spex, Edison, New Jersey, USA)
zur Untersuchung der mit der Hyperproliferation und dermalen und epidermalen Entzindung
verbundenen spektroskopischen Signale. Die jeweils erhobenen Wellenlangen der
Anregung/Emission wurden in [nm] ausgedriickt.

Statistische Analyse

Semi-quantitative, nicht-parametrische RCM Daten sowie die Ergebnisse des klinischen
Scorings wurden mit dem Mann-Whitney Test analysiert. Die Ergebnisse der seriellen
gquantitativen TEWL Messungen sowie FES Spektroskopie wurden mit Hilfe einer MANOVA
Analyse untersucht und als Mittelwert +/- der Standardabweichung angegeben. Die
Sensitivitats/Spezifitdtsanalyse fur alle RCM Parameter wurden in Referenz zum Goldstandard
(=klinische Evaluation/Scoring der ECT) erhoben, die respektiven p-Werte wurden mit dem Chi-
2-Test berechnet. Danach erfolgte ein logistische Regressionsanalyse aller RCM Parameter zur
Definition der fur die Diagnose des Kontaktekzems am relevantesten Kriterien. Mit Hilfe von
Kreuztabellen erfolgte schlie8lich eine Analyse der Beziehung der einzelnen RCM Parameter
zu- und untereinander. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde zur Bestimmung der
Korrelation zwischen der klinischem Beurteilung und RCM Scoring durchgefiihrt. Die
statistische Analyse wurde mit Hilfe der SPSS Software durchgefihrt (SPSS Inc., Chicago IL).

Ein p-Wert < 0.5 wurde als statistisch signifikant definiert.



ERGEBNISSE
|. Kinetischer Verlauf von AKE/IKE

1)

2)

3)

4)

5)

Die Dauer der Regeneration fur das AKE war signifikant l1anger im Vergleich zum IKE
(p<0.05)

AKE und IKE sind durch das Auftreten von Blaschen, Spongiose und Exozytose
charakterisiert, wohingegen das IKE signifikant haufiger mit dem Auftreten von
intraepidermaler und oberflachlicher Nekrosen assoziiert ist.

Das IKE ist in allen Féllen durch das Auftreten oberflachlicher Strukturdefekte im
Stratum corneum gekennzeichnet. In Abhangigkeit von dem klinischen Schweregrad der
Reaktion zeigten sich Parakeratose, Hyperkeratose und eine Demarkation der
Korneozyten als haufigste RCM Parameter des IKE.

Die durch oberflachliche Strukturdefekte ausgeloste, regenerative Hyperproliferation
kennzeichnete in der frihen Phase (Tag 1-9) inshesondere das IKE. In den spéteren,
subakuten Phasen des AKE waren an einzelnen Testarealen auch hier eine
Parakeratose und oberflachliche Demarkation der Korneozyten zu beobachten.

Die durch exogene Irritantien verursachten Strukturdefekte fuhren zu einem gesteigerten
transepidermalen Wasserverlust, wobei die TEWL Werte an allen Testarealen mit dem

Schweregrad der Strukturdefekte in der RCM Untersuchung korrelierten.

[l. Einfluss ethnischer Faktoren auf IKE

1)

2)

3)

4)

Die Schwellenkonzentration zur Induktion des IKE lag signifikant hoher fur die Patienten
der Studiengruppe mit einem Lichttyp V-VI (25%) im Vergleich zu Patienten mit einem
Lichttyp I-11l (10%).

Bei vergleichbaren Irritanz-Konzentrationen zeigten beide Studiengruppen die
charakteristischen Parameter des IKE (Parakeratose, Demarkation von Korneozyten,
oberflachliche Nekrosen) sowie eine ausgepragte regenerative Hyperproliferation der
Epidermis. Die RCM Scores fir die einzelnen Parameter lagen jedoch an allen
Testarealen mit vergleichbarer Irritanz-Konzentration signifikant Gber denen der
Studiengruppe mit Lichttyp I-111.

In den unterhalb der Schwellenkonzentration behandelten Testarealen (unterhalb derer
keine klinischen Zeichen eines IKE beobachtet werden konnte), gelang es mit Hilfe des
RCM, Hinweise fur das Vorliegen einer IKE zu erfassen: Es zeigte sich Parakeratose,
Demarkation von Korneozyten, Exozytose und Spongiose. Eine Vesikelbildung oder
Nekrose war jedoch bei diesen niedrigen Konzentrationen nicht ausgebildet.

Die erhobenen TEWL Werte korrelierten mit den erhobenen Strukturdefekten im Stratum

corneum.



Il. Sensitivitats-/Spezifitatsanalyse

1) RCM und Klinische Evaluation:
13 von 16 Patienten waren klinisch negativ in Bezug auf AKE an den Kontrollarealen.
Drei von 16 Patienten hatten eine fraglich positive Testreaktion (x) im Kontrollareal, in
der korrelierenden RCM Untersuchung konnten jedoch keine Zeichen eines AKE
erhoben werden (falsch positives Testergebnis). EIf von 16 Patienten zeigten eine
positive Klinische Testreaktion auf die Allergenexposition, die sich in der RCM
Untersuchung durch die charakteristischen RCM Parameter des AKE bestatigen lies.
Vier von 16 Patienten zeigten eine negative klinische Testreaktion auf die
Allergenexposition, die sich in der RCM Untersuchung durch das Fehlen der
charakteristischen RCM Parameter des AKE bestétigte. Einer von 16 Patienten zeigte
klinisch eine negative Testreaktion gegeniber den getesteten Allergenen; die RCM
Untersuchung zeigte jedoch charakteristische Merkmale einer AKE (Spongiose,
Blaschenbildung, Exozytose) (falsch negatives Testergebnis).

2) Statistische Analyse:
Die Analyse der Parameter hinsichtlich Ihrer Spezifitat und Sensitivitat ergab die hdchste
Signifikanz fir eine Spongiose des Stratum spinosum (100% Sensitivitat/92,6%
Spezifitdt , p<0,05), Spongiose des Stratum granulosum (95,8% Sensitivitat, 96,3 %
Spezifitét , p<0,05), und Exozytose (100% Sensitivitat/74,1% Spezifitat , p<0,05) . Nach
Durchfiihrung der logistischen Regressionsanalyse zeigte sich fur die Spongiose des
Stratum spinosum die héchste Sensitivitat eines Einzelparameters zum Aufzeigen eines
AKE. Die Berechnung der Korrelationskoeffizienten ergab, dass die Spongiose des
Stratum spongiosum mit dem Vorhandensein einer Spongiose und einer Exozytose des

Stratum granulosum korrelierte.

DISKUSSION

Die erschwerte Differenzierung eines allergischen und irritativen Kontaktekzems in der
klinischen oder histologischen Untersuchung stellt eine fortwdhrende Herausforderung in der
Dermatologie und Allergologie dar. Das Kontaktekzem gilt weiterhin als Ursache substantieller
Morbiditat in der Berufsdermatologie, mit weitreichenden finanziellen und psychosozialen
Folgen. Auch von Seiten der expandierenden kosmetischen Industrie besteht seit vielen Jahren
grol3es Interesse an der Untersuchung des Kontaktekzems, insbesondere zur Definition der
Pathogenese, Dynamik und friilhen Diagnose mdglicher subklinischer Verlaufsformen.

In diesem Zusammenhang ist die Durchfihrung der Epikutantests (ECT) ein wichtiges
allergologisches Vorgehen mit diagnostischer, therapeutischer und praventiver Dimension. Der
ECT ist der derzeitige Goldstandard in der Diagnose des Kontaktekzems und zahlreiche

Analysen mit Sensitivitats-, und Spezifitaitswerten von etwa 85 % zeigten die hohe Genauigkeit,



Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit dieses klinischen Tests. 10% bis 15% aller
Kontaktekzeme werden jedoch immer noch als falsch negativ beurteilt, und haufig ist
insbesondere die fehlende praktische Relevanz ein wichtiger Faktor in der Sinnhaftigkeit und
Verwertbarkeit der Untersuchung. Wahrend stark positive Reaktionen (+++) selten
Schwierigkeiten bei der Interpretation machen, wird die patientenspezifische Relevanz schwach
positiver (+/-) bis positiver (+) Reaktionen von verschiedenen Gruppen kontrovers diskutiert.
Gleichzeitig gilt dieser ,Bio-Essay* lediglich als Momentaufnahme eines dynamischen
immunologischen Ereignisses. Gleiches gqilt flir die Entnahme einer Hautprobe zur
histologischen Analyse: die Probeentnahme erfolgt unter Lokalanadsthesie, die Fixierung und
Farbung des Gewebes erlaubt dann eine mikroskopische Untersuchung. Hierbei kommt es
jedoch zu einer irreversiblen Gewebsschéadigung mit Narbenbildung, wodurch eine wiederholte
Probeentnahme z.B. zur Darstellung dynamischer Ereignisse meist praktisch nicht durchfiihrbar
ist.

Unter diesen Gesichtspunkten zielen neue Untersuchungsmethoden vor allem auf die
Optimierung und/oder Erganzung der bereits etablierten diagnostischen Méglichkeiten ab. RCM
erlaubt die Untersuchung epidermaler und oberflachlich dermaler Strukturen bis zu einer
Eindringtiefe von etwa 300 um. Die Methode ist non-invasiv, d.h. wiederholte Untersuchungen
desselben Haut-, oder Testareals ist mdglich, ohne dass sie eine Gewebsschadigung nach sich
zieht. Gleichzeitig kommt es zur Darstellung der entzindlichen Vorgénge unter intravitalen
Bedingungen, wodurch sich wertvolle Einblicke in die Immunohistopathologie der Haut ergeben.
Eine Fixierung oder Farbung des untersuchten Gewebes ist nicht notwendig, da die RCM
Mikroskopie auf der Reflektanz endogener Chromophore beruht. Basierend auf den fir die
einzelnen zellularen und subzellularen Bestandteile der Haut definierten Brechungsindices
koénnen diese sichtbar gemacht und analysiert werden.

In einem ersten Schritt wurden im Rahmen dieser Studie die kinetischen Ablaufe des
Kontaktekzems untersucht. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse erscheint eine
Differenzierung dieser beiden atiopathogenetisch heterogenen Ekzemreaktionen mit Hilfe des
RCM mdoglich. Wahrend das allergische Kontaktekzem vorwiegend durch Bléaschenbildung,
Spongiose und Exozytose gekennzeichnet ist, stehen beim IKE die oberflachlichen
Strukturdefekte im Stratum corneum, die Ausbildung epidermaler Nekrosen sowie eine
prominente epidermaler Hyperproliferation im Vordergrund. Das Ausmald der Spongiose in
beiden Reaktionstypen ist vergleichbar, so dass wie in vorangegangen histologischen Studien
beschrieben, dies nicht zur weiteren Differenzierung herangezogen werden kann.

Bei der Untersuchung der ethnischen Einfluisse auf die Entstehung des IKE ergab sich in
unserer Studie eine hohere Empfindlichkeit von Studienteilnehmern mit Lichttyp I-lll. Die
Schwellenkonzentrationen zur Induktion vergleichbarer IKE Reaktionen fur Lichttyp V-VI waren

ungleich hoher, woraus sich indirekt eine verbesserte Schutzfunktion ableiten I&sst. Auch hier
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korrelierten die RCM Daten der oberflachlichen Strukturdefekte mit den Ergebnissen des TEWL
Verfahrens. Unsere Ergebnisse bestatigen &hnliche Hinweise aus Vorstudien. Die Beurteilung
des Erythems ist kritischer Bestandteil des Epikutantestes. Dieser Parameter ist jedoch gerade
bei dunkler Hautfarbe schwierig zu erheben. Die Darstellbarkeit von zellular-morphologischen
Details mit Hilfe des RCM erschliel3t somit neue diagnostische Mdglichkeiten in ethnisch
heterogenen Patientengruppen.

In der Sensitivitat/Spezifitdtsanalyse konnte durch den Einsatz von RCM eine Sensitivitat von
Uber 95% fir ausgesuchte RCM Parameter erreicht werden (z.B. Spongiose des Stratum
spinosum). Dies kann als Hinweis daflr gewertet werden, dass die RCM insbesondere in Fallen
mit unklaren Testergebnissen zur Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit des ECT
beitragen kénnte. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen ergaben erste Hinweise fur die
Anwendbarkeit von RCM bei klinisch unklaren Testergebnissen. Mit der Darstellung
charakteristischer Parameter erlaubt die RCM die Differenzierung von negativen, fraglich
positiven, subklinischen oder maglicherweise auch irritativen Testreaktionen.

Insgesamt sind die Ergebnisse dieser Studien von vorlaufigem Charakter, und umfangreichere
klinische Studien sollten den Einsatz des RCM im taglichen Gebrauch weiter untersuchen. Seit
Jahren erfolgt der versuchsweise Einsatz des RCM in der kosmetischen Industrie, als
Routinediagnostik hat es die bisher angewandten in-vitro Tests jedoch bislang nicht abgeldst.
Hier liegt die Schlusselposition an den dermatologischen und allergologischen Kliniken um die
Standardisierung der Testverfahren in umfangreichen klinischen Untersuchungen zu etablieren.
Schlussfolgerung

Die Daten dieser Studie zeigen den moglichen Einsatz von RCM als erganzende Methodik zur
Evaluation von Kontaktekzemen. Der Vorteil gegenliber der rein klinischen Evaluation ist die
hohe Auflésung des Mikroskops, durch die sich neuartige, morphologische Einblicke in die
Ablaufe, Dynamik und Unterschiede des allergischen und irritativen Kontaktekzems ergeben.
Aus der Mdglichkeit zur nicht-invasiven Dokumentation des klinischen Verlaufs und des
therapeutische Ansprechens leiten sich eine Vielzahl potentieller Anwendungsmdglichkeiten in
der experimentellen und klinischen Dermatologie, der dermatologischen Therapie sowie der

kosmetischen Industrie ab.
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