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1. Einleitung

Das Instrumentarium eines romischen Chirurgen aus dem 2. Jahrhundert nach Chri-
stus lasst erkennen, dass romische Arzte zahlreiche Instrumente verwendeten die wir
heute in gleicher Form, nur aus anderem Material gebrauchen. Dazu gehdren Skalpel-
le mit auswechselbaren Stahlklingen, chirurgische und anatomische Pinzetten, Haken,
Sonden etc. Der romische Enzyklopddist A.C. Celsus beschreibt genau, wie Chirur-

gen damit unfallchirurgische als auch septische medizinische Eingriffe vornahmen.

Die im Laufe der Zeit zunehmende Technisierung flihrte zu neuen Untersuchungs-
methoden und -Geriten. Diagnostische Hilfsmittel wie das Dermatoskop, Mikro-
skope oder histologische Untersuchungen sind im klinischen Alltag nicht mehr
wegzudenken. Sie stellen fiir den Untersuchenden eine sinnvolle Ergdnzung bei der

Erhebung von Status und Diagnose dar.

Des Weiteren dienen derartige Gerédte und Untersuchungen nicht nur der Untersu-
chung und Sicherung einer Diagnose, sondern konnen in der Forschung und Ent-
wicklung richtungsweisend fiir neue Untersuchungsmoglichkeiten und Therapie-

konzepte sein.

Das konfokale Laser-Scan-Mikroskop zdhlt zu den technisch neuartigen Geréten.
Seit ca. einem Jahrzehnt wird die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie (kLSM) in
der Forschung und Diagnostik angewandt. Mit Hilfe der kLSM er6ffnen sich neue
Moglichkeiten der histologischen Untersuchung. Sie ermoglicht in vivo Aufnahmen
in Echtzeit und eréffnet neue Moglichkeiten u.a. in der Melanomfriiherkennung [1,
2], der histologischen Untersuchung von unklaren klinischen Befunden, der Basa-

liom- und Spinaliomdiagnostik sowie deren Nachsorge [3,4,5].

Durch die Moglichkeit in vivo Aufnahmen vom Patienten in Echtzeit machen zu
konnen eroffnet sich ein breites Einsatzspektrum. Erste Untersuchungen und Studi-
en liber die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie lieferte die Arbeitsgruppe um Ra-
jadhyaksha und Gonzales aus Harvard/Boston bereits 1995 [6]. Den in den An-
fangsjahren durchgefiihrten Untersuchungen iiber die normale Haut [7,8,9,10] folg-
te bald der Vergleich der Strukturen zwischen gesunder und kranker Haut mit her-
kommlichen Schnitten [11,12]. Es zeigte sich, dass mittels der konfokalen Laser-

Scan-Mikroskopie charakteristische histologische Befunde im Vergleich zur kon-
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ventionellen histologischen Untersuchung ebenso zu erkennen und diagnostizieren
waren [12, 13]. Dies wurde als Grundlage fiir Untersuchungen und Dokumentatio-
nen tiber verschiedenste Krankheitsbilder, z.B. Psoriasis [12], akute Kontaktdermi-
tis [13], aktinische Keratosen [14], Basaliome [11] und maligne Melanome [15] ge-

nutzt.

Es werden zwei Typen von konfokalen Laser-Scan-Mikroskopen unterschieden.
Zum einen das auf Reflektanz beruhende konfokale Laser-Scan-Mikroskop, zum

anderen das Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop.

Wihrend die Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie in der Medizin vorwiegend fiir
dynamische Verlaufsprozefe und biologsiche Fragestellungen einsetzt wird, findet
sich die reflektierende Laser-Scan-Mikroskope vielfach in der Medzin fiir klinische

sowie in der Industrie fiir materialkundliche Fragestellungen wieder.

Die vorliegende Arbeit soll die Einsatzmoglichkeiten der jeweiligen Mikroskopty-
pen in Bezug auf den klinischen Alltag und die medizinischen Forschungsmoglich-

keiten priifen und miteinander vergleichen.

Voraussetzung fiir die Uberpriifung der klinischen Einsatzfihigkeit der jeweiligen
konfokalen Laser-Scan-Geréte ist die Untersuchung eines ausgewdéhlten Krank-
heitsbildes. In dieser Arbeit wurde die Psoriasis vulgaris intensiv untersucht und be-
obachtet. Als chronisch entziindliche Hauterkrankung bietet dieses Krankheitsbild
typische histologische Merkmale, welche sich mit den Laser-Scan-Mikroskopen

untersuchen und vergleichen lassen.
1.1 Geschichte der Mikroskopie

Schon im Altertum wurden dermatologische Beobachtungen und Erfahrungen ge-

sammelt [16].

Erste Grundlagen der Mikroskopie wurden bereits vor 1000 Jahren gelegt. Die Ara-
ber sammelten damals bereits Erkenntnisse liber den Einsatz von Linsen. Die prak-
tische Verwendung von Linsen als Sehhilfen wurde im 13. Jahrhundert von Roger
Bacon (1214-1294) erstmals beschrieben. Die Entwicklung des ersten Mikroskops
geschah mit groBer Wahrscheinlichkeit um 1590. Hans Jansen und sein Sohn Za-

charias Jansen (1580-1638) bauten Mikroskope mit drei- bis sechsfacher Vergrof3e-
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rung. Weitere Grundlagen der Mikroskopie wurden von Galileo Galilei (1564-
1642) der sein Fernrohr als Mikroskop benutzte, Cornelius Drebbel (1572-1634)
und Rene Descartes (1596-1650) gelegt. Robert Hooke (1635-1703) konnte 1665
erste wissenschaftliche Beobachtungen machen und veroffentlichen. Er priagte den
heute iiblichen Begrift der Zelle.

Der Holldnder van Leeuwenhoek (1632-1723) baute erstmalig ein Mikroskop mit 266
facher VergroBerung. 1858 gelang Rudolph Virchow die Entdeckung der ,,Zellular Pa-
thologie*. Sein Vortrag an der Charité mit dem Titel ,,Die Zellularpathologie in ihrer
Begriindung und in ihrer Auswirkung auf physiologische und pathologische Gewebe-
lehre* sollte zum Meilenstein in der medizinischen Geschichte werden [17]. 1880 ge-
lang es Paul Ehrlich in seinem verdffentlichtem Beitrag ,,Methodologische Beitrige
zur Physiologie und Pathologie der Leukozyten sich dem Blutzellsytem auf neuarti-

ge Weise zu ndhern und wegweisende Entdeckungen zu machen [18].

Die Erfindung des ersten Elektronenmikroskops 1933 von Ernst Ruska, wurde 1986
mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Ebenso erhielten die Forscher Binning und
Rohrer in Ziirich fiir die Konstruktion des Raster-Tunnel-Mikroskops 1986 den No-
belpreis. Das Mikroskop dient auch heute noch als wichtiges diagnostisches Untersu-
chungsinstrument bei der Erkennung, Beurteilung und Differenzierung von Krank-

heiten und Symptomen.

1.2 Geschichte der Psoriasis

Die Haut ist mit einer Flache von 1,5-1,8 m? und einem Gewicht von ca. 7 kg das
grofte Organ des Menschen. Als duBBere Korperoberflache ist sie die unmittelbare
Verbindung zwischen dem Menschen und seiner Umwelt. Die Haut ist somit den di-
rekten Umwelteinfliissen ausgesetzt [19]. Pathologische Hautverdnderungen sind in
der Regel mit dem bloBem Auge erkennbar. Die typischen Verdnderungen der Pso-
riasis vulgaris sind zum Beispiel als rotlich schuppige Plaques auf der Hautoberfla-
che offensichtlich zu erkennen. Dies kann fiir die Patienten nicht nur eine physische

sondern auch eine psychische Belastung bedeuten.

Mit dem aus der Psoriasis resultierendem Leidensdruck der Patienten sehen sich
Dermatologen tédglich konfrontiert. Dauerhafte Therapicerfolge sind gerade bei

chronisch entziindlichen Hauterkrankungen kaum zu erzielen. Es gibt bis heute ge-
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gen Krankheiten wie Psoriasis und Neurodermitis keine Behandlungsmdoglichkei-
ten, die eine endgiiltige und somit kurative Heilung der Krankheit herbeifiihren.
Dennoch gibt es viele Moglichkeiten der Erzielung einer lokalen Abheilung. Hau-
fig verordnete Therapeutika sind Teerpraparate. Schon seit der Antike bekannt [16],
ist es fiir viele Kinder und Erwachsene dank der wenigen Nebenwirkungen eine
sinnvolle Option. In der Psoriasistherapie oft eingesetzt und bis heute das effizien-
teste Antipsoriatikum ist Cignolin, auch als Dithranol bekannt. Besonders bei
schweren Auspragungen der Psoriasis findet es seit ca. 90 Jahren Anwendung. 1916
durch Unna und Galewski eingefiihrt, ist es bis heute Standardtherapie [20]. Ebenso
sind seit mehreren Jahrzehnten Folsdureantagonisten in der Psoriasisbehandlung
auf dem Markt erhiltlich. Die Einfiihrung des Vitamin D mit ersten Anfdangen in
den dreiBiger Jahren, sowie der Einsatz von Fumarsédure seit 1959 als auch die Ent-
wicklung des Ciclosprins und der Retinoide in den siebziger Jahren gelten als Mei-

lensteine in der Psoriasistherapie [21].

Nach Jahrzehnten relativen Stillstands in der Erforschung und Entwicklung innovati-
ver Psoriasisprodukte, ergaben sich in den letzten Jahren neue Therapieansitze. Aktu-
elle Erkenntnisse zur Pathogenese der Psoriasis fiihrten zur Einfithrung pathogenese-
orientierter Therapeutika. So genannte ,,Biologicals* (groBmolekulare Proteine, Fusi-
onsproteine und Antikorper) [22,23] aber auch niedermolekulare Substanzen, wie
Makrolide und nichthyperkalzédmische Calcitriole [24] werden inzwischen in der Der-
matologie vielfach als Therapeutika eingesetzt. Die genauen Ursachen der Psoriasis
sind bis heute ungeklirt. Dennoch kann mit Hilfe der auf immunologischen Erkennt-

nissen basierenden Medikamente, Patienten geholfen werden.

Schwierigkeiten in der Anwendung einiger Medikamente, z.B Glukokortikoide, er-
geben sich oft aus der notwendigen Risiko-Nutzen Abschidtzung. So geht der lin-
gerfristige Einsatz von Steroiden bekanntermallen mit einer erheblichen Glukokor-
tikoid assoziierten Hautatrophie einher [25]. Aufgrund der hohen Effektivitdt und
dem schnellen Wirkungseintritt tiberwiegt die topische Anwendung von Steroidpra-

paraten weltweit im Vergleich mit anderen Antipsoriatika.

Der Einschatzung der Ausmafle von Hautdefekten kommt im Zuge der Entschei-

dung fiir oder gegen eine bestimmte Therapie eine grofle Bedeutung zu.

Konfokale Laser-Scan-Mikroskope stellen eine Moglichkeit der Untersuchungen
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dar, welche die Ausmalle von Hautdefekten und von histologischen Merkmalen ob-

jektiv und zeitnah erfassen.

Die konfokale Laser-Scan-Therapie bietet die Moglichkeit, angewandte Therapie-
konzepte im Verlauf zu beobachten. Daraus kdnnen Riickschliisse fiir die weitere

Therapieplanung und -dauer erfolgen.

1.3 Aufbau der Haut (Integumentum commune)

Voraussetzung fiir das Verstdndnis der Hautmikroskopie und der sich daraus erge-
benden klinischen Interpretation ist eine genaue Kenntnis der Strukturen und der

Anatomie der Haut.

Die Haut ldsst sich in drei Hauptschichten untergliedern: Epidermis (Oberhaut),
Dermis (Lederhaut) und Subcutis (Unterhautfettgewebe).

Die genannten Hauptschichten untergliedern sich in mehrere Unterschichten. Die Epi-
dermis besteht aus dem stratum corneum, dem stratum granulosum, stratum spinosum
und stratum basale. Die Dermis ( Lederhaut) unterteilt sich in das stratum papillare

und das stratum reticulare.

Weiterhin sind der Haut Hautanhangsorgane zuzuorden, z.B. Haarfollikel, Talgdri-

sen und Schweif3driisen.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum
Stratum spinosum

Langerhans-Zellen -

Epidermis
Merkel-Zellen

Melanozyten

Dermis
Blutgefale

Stratum basale

Abb. 1: Autbau der Haut
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1.3.1 Epidermis

Die oberste und duBlerste Hautschicht ist die Epidermis. Sie dient als Schutzschicht

und der Verbindung zur AuBlenwelt [19].

Die Epidermis wird von Epithelzellen, den Keratinozyten, gebildet. Sie besteht aus
einem mehrschichtig verhorntem Plattenepithel. Die Dicke variiert je nach Region
zwischen 50 pm- 100 um. Die Epidermis besteht von apikal nach basal aus folgen-
den Schichten: dem stratum corneum, dem stratum granulosum, dem stratum spino-

sum und dem stratum basale.

Die Neubildung von Epithelzellen erfolgt in den zwei untersten Schichten der Epi-
dermis, dem stratum basale und stratum spinosum. Die sich anschlieBende Verhor-
nung der Keratinozyten nimmt nach apikal immer mehr zu, so dass im stratum cor-
neum, der oberflachlich gelegensten Schicht, die Keratinozyten absterben und sich

somit als Schuppen darstellen [19].

Das oberfliachlich liegende stratum corneum besteht aus platten kernlosen Korneo-
zyten. Die ca. 10-20 um dicke Hornhautschicht besteht aus einer Vielzahl von
Schichten, wobei die Dicke je nach Kdrperregion variiert. So ist das Stratum cor-
neum an den Handinnenfldachen als auch an den Fullsohlen erheblich dicker als am
Augenlid [19].

Ausgelost durch lysosomale Enzyme gehen die Zellorganellen der Keratinozyten
zugrunde. Die Korneozyten, welche als Schuppen von der Haut abgelost werden,

bilden abgestorbenes Gewebe.

Das sich anschlieBende stratum granulosum zeigt stark abgeflachte Keratinozyten
mit degenerativen Kernverdnderungen und Verminderung der Organellen. Das rela-
tiv diinne stratum granulosum besteht aus 3-5 Schichten. Innerhalb der Zellen be-
finden sich viele stark verdichtete Tonofibrillen, die Keratohyalin und membranum-
schlossene Granula enthalten. Das Keratohyalin ist ein histidinreiches Protein, wel-
ches an den Ribosomen gebildet wird und die Zellen ganz ausfiillen kann. Diese

Granula besitzen keine Membran.

Das sich auf dem stratum basale befindliche stratum spinosum (Stachelzellschicht)
besteht aus mehreren Schichten und nimmt einen groB3en Teil der Epidermis ein.

Die aus meist polygonal kubisch geformten Keratinozyten bestehende Schicht ent-
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hilt an der Oberfldche eine grofle Anzahl von Zytoplasmaausldufern. An deren Spit-
ze befinden sich Desmosomen. Die Desmosomen haben ein stachelartiges Ausse-

hen und verbinden Nachbarzellen miteinander.

Die Basalmembran verbindet die Epidermis mit der Dermis. Das stratum basale ist
einschichtig und besteht aus hochprismatischen Epithelzellen. Deren Lingsachse
steht senkrecht zur Hautoberflache. Das Hautpigment Melanin wird in der Basal-
schicht von Melanozyten gebildet und durch Endozytose von den umgebenden Ba-
salzellen aufgenommen. Weiterhin finden sich hier Langerhans-Zellen (Makropha-
gen) und Merkel-Zellen (Tastzellen). Bei den Langerhans-Zellen handelt es sich um
antigenprasentierende Immunzellen. Diese konnen in der Haut wandern, konnen sie
aber ebenso wieder verlassen. Die als Merkel-Zellen bekannten Mechanorezeptoren
findet man vorwiegend in mechanisch stark beanspruchten Arealen der Haut, vor-

wiegend in Handfldchen und an Fullsohlen [19].

Die Grenzzone zwischen Epidermis und Dermis wird als dermoepidermale Junkti-
onszone bezeichnet. Hier finden hohe mechanische Beanspruchungen statt, denen
die anatomisch histologischen Gegebenheiten angepasst sind. Ein mehrgliedriges

Haltesystem sichert dieses sensible Gebilde.

Das Haltesystem besteht aus der Zellmembran der basalen Keratinozyten mit der la-
mina lucida (hier sind Adhdsionsmolekiile und Oberflichenmolekiile enthalten),
der Basallamina, auch lamina densa genannt und dem sogenannten sublamindrem

Raum unterhalb der lamina densa, der Ankerfibrillen enthalt.

Die mechanische Verankerung der Epidermis mit der Dermis erfolgt iiber die Hemi-

desmosomen, den Ankerfilamente und den Ankerfibrillen.

1.3.2 Dermis

Die ca. 1-2 mm dicke Dermis [19] schlieBt sich direkt der Epidermis an. In der Der-
mis verlaufen die hautversorgenden Gefdl3e und Nerven. Sie ist ein fibroelastisches
Gewebe. Es besteht aus lose ineinander vernetzten Kollagenfaserbiindeln. Dadurch
besitzt die Dermis eine hohe ReiB3festigkeit und Elastizitét. In der gesamten Dermis

finden sich ca. 10 Arten von Kollagenen, besonders Typ I und 1T [19].

Aufgrund der unterschiedlichen Dichte und Anordnung der Fasern 146t sich die Un-
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terhaut in zwei Schichten unterteilen. Zum einen in ein weiches stratum papillare,
das der Basalschicht direkt anliegt, die Papillen entstehen ldsst und die Versorgung
der Epidermis sichert, sowie zum anderen in die faserreiche Schicht, dem stratum

reticulare, in dem Blut- und Lymphgefaf3e sowie Nerveniste enthalten sind.

1.3.3 Subcutis

Die Dicke der Subcutis wird mit 1-2 mm angegeben [19]. Sie ist zum groften Teil
aus Fettgewebe aufgebaut. Die hauptsdchliche Funktion der subcutanen Haut-
schicht besteht in der Warmeisolierung. Des Weiteren dient sie als mechanisches
Schutzpolster und Energiespeicher. Bindegewebige Septen des Fettgewebes, in de-

nen Nerven und Gefidlle verlaufen, kommunizieren mit der Dermis.

1.3.4 Hautanhangsgebilde

Als Hautanhangsgebilde werden alle Strukturen bezeichnet, die aus der Dermis und
Epidermis entstehen. Zu ihnen zdhlen die Haare mit Haarfollikeln, Talg- und
Schweilldriisen sowie die Finger- und Zehndgel. Funktionell dienen diese vorwie-

gend der Thermoregulation und dem Schutz der Haut.

1.3.4.1 Haare

Die Behaarung des Menschen besteht aus sog. Terminalhaar (Kopthaare und Bart-
haare) sowie den sog. Vellushaaren (Haare die den restlichen Korper bedecken, mit
Ausnahme der Hand und der FuBBsohlen, die géinzlich ohne Haare ausgestattet sind)
[26].

Das Haar besteht aus dem Haarschaft (Scapus pili) , der Haarwurzel (Radix pili),
der epithelialen Haarzwiebel (Bulbus pili) und der bindegewebigen Haarpapille
(Papilla pili). Zusammen bilden Bulbus, Papille und das umgebende Bindegewebe
den Haarfollikel [26].

Der oberste Teil des Follikels ist erweitert und wird augrund dieser trichterformigen

Erweiterung als Infundibulum bezeichnet. In diesen miinden die Talg- bzw. apokri-
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Abb. 2: Aufbau eines Haarfol-
likels (nach Jung, 1991)

nen Driisen (siche Abb. 2) [27]. Der Haarmuskel, M. arrector pili, entspringt unter-

halb der Einmiindung der Talgdriise in die Wurzelscheide.
1.3.4.2 Talgdriisen (Glandulae sebaceae)

Talgdriisen kommen am gesamten Integument vor. Sie befinden sich ca. 0,5 mm un-
terhalb der Hautoberfliche und miinden in das Infundibulum des Haarfollikels. Als
Schutz vor Austrocknung der Haare und der Haut geben sie Talg (Sebum), ein Ge-
misch aus Triglyceriden, Fettsduren und Wachsestern, an den Haarfollikel. Sezer-
nierung erfolgt holokrin, d.h. die gesamte Zelle samt dem Sekret wird ausgeschie-
den [27].

1.3.4.3 Schweidriusen (Glandulae sudoriferae merocrinae)

Es wird zwischen den zu einem Drittel vorkommenden ekkrinen und den zu zwei
Dritteln vorkommenden apokrinen Schwei3driisen unterschieden. Die apokrinen
Driisen kommen vorwiegend in der Achsel- und Perigenitalgegend vor. Sie miinden
in Haarfollikel und sind adrenerg innerviert. Apokrine Driisen werden auch als
Duftdriisen bezeichnet, da sie bei Tieren Duftstoffe mit pheromonartiger Wirkung

produzieren [28].

Ekkrine Schwei3driisen finden sich am gesamten Korper, sind von Haarfollikeln
unabhdngig und werden cholinerg innerviert. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Erhaltung des Wairmegleichgewichts durch die Verdunstung des sezernierten

Schweilles, dienen durch Abgabe von Schweill und seinen Bestandteilen aus Protei-
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nen, Aminosduren, Immunglobulinen und harnpflichtigen Substanzen als Ausschei-
dungsorgan und erfiillen somit eine exkretorische Funktion. Zuséatzlich wird die

Hornschicht durch konstante Hydrierung geschmeidig gehalten [28].

Anatomisch lassen sich die Schweil3driisen, in der Grenzschicht zwischen Dermis
und Epidermis liegend, in einen aus zwei Schichten bestehenden Ausfithrungsgang
und ein sekretorisches Endstilick unterteilen. Sie sind zweischichtige tubuldre Drii-
sen. Die innere Schicht besteht aus sezernierenden Zellen und wird von einer duf3e-

ren Schicht mit kontraktilen Myoepithelzellen umgeben [28].

1.4 Durchblutung der Haut

Fiir die alleinige Blutversorgung der Haut ist die Dichte der Gefal3e iiberproportio-
nal grof3. Notwendig ist dies jedoch fiir die Anpassung an innere und duBere Bedin-
gungen. Bei Bedarf (z.B. Fieber) kann die Durchblutung auf das 10 bis 20fache ge-

steigert werden.

Die relativ komplizierte GefdaBversorgung der Haut besteht aus verschiedenen Ge-
faBanteilen. Zu diesen gehdren Arterien, Arteriolen und Kapillaren, als auch Veno-

len und Venen.

Das Blutgefa3system der Haut besteht aus einem Zu- und Ableitungssystem und
dem mikrovaskuldrem Gefalinetz. Letzteres ist in zwei horizontale Plexus, einen
oberflachlichlichen, den Rete arteriosum subpapillare und einen tiefen weitmaschi-
gen Plexus, den Plexus arteriosum dermidis profundus gegliedert. Vom an der
Grenzfliche zwischen papilldrer und retikuldrer Dermis befindlichen oberflachli-
chen Plexus, dem Rete arteriosum subpapillare, laufen vertikale Kapillarschlingen

und Arteriolen in die Papillenspitzen [29].

Der Plexus arteriosum dermidis profundus befindet sich an der Grenze zwischen
Dermis und Subkutis. Er versorgt v.a. die Hautanhangsorgane. Zwischen oberflach-
lichem und tiefem Plexus verlaufen kandelaberartig kleine Arterien, die als vertika-

le Verbindungsgefidlle zwischen beiden Plexus fungieren.

Ahnlich verhilt es sich bei der anatomischen Beschaffenheit der Venen. Unterhalb
der Papillen befindet sich der Plexus venosus subpapillaris und an der Grenze zwi-

schen Subcutis und Dermis, der Plexus venosus dermidis profundus [29].
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Abb.3: GetiBsystem der Haut (nach Ackermann, 1997)

Die arteriellen und vendsen Strukturen im oberen und im tieferen Plexus stehen

iber arteriovendse Anastomosen in Verbindung.

Chronisch krankhafte Verdnderungen der Haut, wie z.B. bei der Psoriasis vulgaris,
bedingen oft Verdnderungen der einzelnen GefdBkomponenten als auch im Gefal3-

system.

1992 untersuchten Barton et al. insgesamt 30 Patienten. 20 Probanden litten an Pso-
riasis vulgaris. 10 gesunde Probanden wurden als Kontrollgruppe untersucht. Es er-
folgten Biopsieentnahmen bei allen 30 Probanden. Die Arbeitsgruppe konnte signi-
fikante Unterschiede in der Durchblutung zwischen den gesunden Hautarealen und

den entziindlich verdnderten Arealen feststellen [30].

Auch Auer und Bacharach beschéftigten sich mit dieser Problematik und untersuch-
ten im Jahre 1994 zwanzig Psoriasis Patienten. Sie verglichen u.a. betroffene pso-
riatisch verdnderte Areale am Unterschenkel mit gesunder Haut mit Hilfe der Laser-
Doppler- Imaging Methode. Sie stellten fest, dass die papilliren Gefa3e in den pso-
riatisch verdnderten Arealen fast doppelt so grof3 waren, wie in den gesunden Hau-
tarealen. Sie konnten eine hohere Durchblutung in den erkrankten Arealen nachwei-
sen. Ebenso konnten sie einen erhdhten Blutfluss als auch eine Gefdf3dilatation als

Ursache fiir die erhohte Durchblutung nachweisen [31].
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1.5 Benigne Hautveranderungen

1.5.1 Narben (Cicatrix)

Narben entstehen durch Zerstérung des kollagenen Netzwerkes der retikuldren Der-
mis. Narbengewebe kann hypertroph, atroph oder nur als unregelmifBige Verhir-
tung tastbar sein. Atrophe Narben konnen einzelne Schichten oder die gesamte Dik-
ke der Haut betreffen. Eine atrophierte Epidermis zeigt sich durch zigarettenpapa-
pierartige Faltelung. Eine atrophierte Dermis ist durch Hervortreten der Hautgefal3e
gekennzeichnet. Ein muldenartiges Einsinken der Haut charakterisiert eine Atro-
phie der Subkutis [19].

1.5.2 Melanozytare Naevi

Schon in den ersten Lebensjahren entwickeln sich melanozytiare Naevi, deren An-
zahl kontinuierlich bis zum Erwachsenenalter ansteigt [32]. Es werden kongenitale
sowie erworbende melanozytiare Naevi unterschieden. Die Erworbenen lassen sich

noch in gewohnliche und atypische melanozytire Naevi untergliedern.

Melanozytire Naevi sind gutartige Tumoren, die durch Anhaufung von Melanin in
den Melanozyten und/oder Naevuszellen charakterisiert sind. Sie sind die hiufig-

sten gutartigen Neubildungen der Haut [33].

Atypische oder auch als dysplastische Naevi bezeichnete melanozytire Naevi wer-
den nach bestimmten Kriterien eingeteilt. Tabelle 1 zeigt in Gegentiberstellung die
klinischen Kriterien fiir die Einteilung eines atypischen melanozytdren Naevus und

die ABCD-Regeln fiir die Einteilung eines malignen Melanoms.

Néavus Dysplastischer Melanom
Néavus
Farbe rosa, braun, schwarz | braun, schwarz braun, blau, schwarz
homogen unterschiedl. Felder inhomogen
Kontur rund-oval bizarr unregelmaBig
Blutung keine keine leicht
Wachstum Pubertat Pubertat und nach der Pubertat
spater rasch
Arztliches Beratung Beratung und regel- Exzision mit
Vorgehen méBige Beobachtung | Sicherheitsabstand
Exzisionsbiopsie Tabelle 1
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Die Anzahl der melanozytidren Naevi gilt als der wichtigste Risikofaktor fiir die
Melanomentwicklung. Ab einer Anzahl von 50 Naevi erhoht sich das Melanomrisi-
ko um den Faktor 4 bis 5, ab 100 Naevi steigt der Faktor auf das 8- bis 10fache. Im
Vergleich mit Kontrollpersonen weisen Melanompatienten fast doppelt so viele me-

lanozytire Naevi auf [34].

Die friihzeitige Erkennung eines dysplastischen Naevus bzw. eines malignen Mela-
noms ist eines der grofBten Herausforderungen der Dermatologie [35]. Bereits Mil-
ler und Ackermann zeigten 1992 eine Sensitivitit fiir die klinische Erkennung von
dysplastischen Naevi von 65 % bis 80 % [36]. Die friihzeitige klinische Differenzie-
rung von benignen und malignen Hautverdnderungen ist Grundvoraussetzung fiir

eine optimale Therapie.

Melanozytdre Naevi konnen verschiedene Entwicklungsstadien durchlaufen. An-
fangs ist die Lentigo simplex zu erkennen — eine mittel-bis dunkelbraune rundovale
Makula von wenigen Millimetern Durchmesser. Histologisch zeigt sich eine basale

Melanozytenhyperplasie.

Im weiteren Verlauf entsteht der melanozytdre Naevus vom Junktionstyp, der durch
eine regelmifige runde oder ovale Makula mit mittel- bis dunkelbrauner Pigmen-
tierung gekennzeichnet ist. Histologisch finden sich an der dermoepidermalen

Grenzzone (Junktionszone) Naevuszellnester.

Der sich anschlieBend entwickelnde melanozytire Naevus vom Compound-Typ ist
eine runde bis ovale flache Papel, die hellbraun bis dunkelbraun pigmentiert ist. Ne-
ben den oben bereits genannten junktionalen Naevuszellnestern finden sich hier zu-

satzlich nestformig angeordnete Naevuszellformationen in der Dermis [37].

1.6 Malignes Melanom

Das maligne Melanom geht von den Melaninzellen aus und ist ein hochgradig mali-
gner Tumor. Die frithzeitige Metastasierung erfolgt auf lymphogenem und hamato-

genem Weg.

Die Morbiditét hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen. Waren es in den

30er Jahren noch 1-2/100.000 Einwohner, so waren es in den 80er Jahren schon
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7-8/100.000 Einwohner in Mitteleuropa, die erkrankten [38]. Die genauen Ursa-

chen fiir diese Entwicklung sind noch ungeklart.

Européer entwickeln Melanome vorwiegend am Stamm und den Extremitéiten, wihrend
sie bei den Afrikanern und Asiaten eher an den unpigmentierten Arealen (Fu3sohlen,

Handinnenflache) aufteten. Frauen sind doppelt so hdufig betroffen wie Ménner [38].

Es werden verschiedene Melanomtypen unterschieden. Das primar noduldre mali-
gne Melanom entsteht auf gesunder Haut oder aus einem pigmentierten Naevuszell-
naevus. Es macht ca.16% der malignen Melanome aus. Der Altersgipfel liegt zwi-
schen dem 20. und 40. Lebensjahr. Das noduldre Melanom vergrofert sich inner-
halb kurzer Zeit. Aufgrund des schnellen Wachstums hat das noduldre Melanom die

schlechteste Prognose aller Melanomtypen.

Mit ca. 70% hat das superfiziell spreitende Melanom den grof3ten Anteil an den mali-
gnen Melanomen in Europa. Der Altersgipfel liegt zwischen dem 40. und 60. Lebens-

jahr. Aufgrund des langsamen Wachstums hat es eine gute Prognose.

Etwa 5% der malignen Melanome sind Lentigo-Maligna-Melanome. Sie entwik-
keln sich auf dem Boden einer Lentigo maligna und kdnnen Jahre bis Jahrzehnte als
Prakanzerosen bestehen. Bevorzugte Lokalisationen sind sonnenexponierte Regio-
nen (Gesicht, Hals, Hiande). Der Altersgipfel liegt iiber dem 60. Lebensjahr.

Der verbleibende prozentuale Anteil der malignen Melanome entsteht im Bereich
der Phalangen, der Handinnenfldchen und Fuf3sohlen oder im Bereich der Schleim-
hiute. Diese Melanome fallen unter die akrolentigindsen malignen Melanome. Hi-
stologisch dem Lentigo-Maligna-Melanom &hnlich, ist es jedoch um ein vielfaches

aggressiver [38].

1.7 Psoriasis

Die Psoriasis, auch Schuppenflechte genannt, ist eine genetisch bedingte, schub-
weise verlaufende, chronisch rezidivierende Erkrankung, die die Haut und Gelenke

betreffen kann. Die genauen Ursachen sind bis heute nicht geklért.

Schon in Schriften vor Christi Geburt werden schuppenbildende Erkrankungen,

welche die Haut roten konnen, beschrieben.
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Die Bezeichnung Psoriasis kommt von dem griechischen Wort ,,psora®, was Kritze
oder Aussatz bedeutet. Bis ins 19. Jahrhundert wurde die Schuppenflechte mit der
Lepra gleichgesetzt. 1809 verfassten die Englédnder Robert Willan (1715-1812) und
Thomas Bateman (1778-1821) eine prizise Beschreibung iiber das klinische Er-
scheinungsbild der Schuppenflechte, klassifizierten sie jedoch als Psora Ieprosa und
Lepra graecorum. Erst der Osterreichische Dermatologe Ferdinand von Hebra
(1816-1880) beschrieb in der zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts erstmals den Un-
terschied zwischen Psoriasis und Lepra. Seitdem werden die beiden Dermatosen

klinisch klar voneinander getrennt [39].

Etwa 2-5% der Bevdlkerung haben die Disposition, auf bestimmte Reize mit Pso-
riasisherden zu reagieren. Auslosende Faktoren konnen z.B. Infekte, Medikamente,
Stre3, Alkohol oder eine Schwangerschaft sein. Bemerkenswerte Unterschiede gibt
es zwischen den geografischen Regionen und ethnischen Bevolkerungsgruppen. In
Europa und den USA geht man von einer Privalenz von ca. 2% und ca. 5 Millionen
Erkrankten aus, wobei die Variationsbreite zwischen den einzelnen europdischen
Landern gering ist (GroBbritannien 1,6%, Norwegen 1,4%, Kroatien 1,55 %). Siid-

liche Lander zeigen eine niedrigere Privalenz als nordlichere [40].

1.7.1 Einteilung der Psoriasis

Die Psoriasis lésst sich in 3 verschiedene Gruppen einteilen. Die Psoriasis vulgaris,

die Psoriasis pustulosa und die Psoriasis arthropathica.
Diese Arbeit beschiftigt sich verstiarkt mit der Psoriasis vulgaris.

Klinisch lésst sich die Psoriasis vulgaris in mehrere Untertypen gliedern:

* Plaque-Typ-Psoriasis, typisch fiir die chronisch stabile Psoriasis (die am hiufig-

sten auftretende Form der Psoriasis),

* Psoriasis guttata (eruptive Psoriasis), mit vorwiegender Ausprigung an Rumpf

und proximalen Extremitéten,
* Psoriasis vom seborrhoischen Typ auch ,,oberflachliche Psoriasis* genannt,

* Psoriasis inversa, mit Befall der sonst freien Intertrigostellen, Genitoanalregion,
Hand- und FulB3flichen,
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* Psoriasis der Kopthaut,
» chronisch-invertierte Psoriasis und

* die erythrodermische Psoriasis.

1.7.2 Epidemiologie der Psoriasis

Das Auftreten der Erkrankung erstreckt sich vom frithen Sauglingsalter bis zum ho-
hen Erwachsenenalter. Etwa % aller Psoriasis-Patienten zeigen erste psoriatische
Herde vor dem 40. Lebensjahr. Spater Erkrankte weisen einen Haufigkeitsgipfel um
die 6. Lebensdekade auf. Entscheidend fiir den Beginn und die Auspriagung ist die
genetische Disposition. Umso hdufiger Familienmitglieder erkrankt sind, desto fiii-

her beginnt das psoriatische Erscheinungsbild beim Betroffenen.

Die Psoriasis ldsst sich je nach Erkrankungsalter in einen Friih- und Spéttyp unter-
teilen. Der Friithtyp (Typ 1) zeigt einen schwerwiegenden Verlauf der Psoriasis mit
ausgedehnten Korperherden und haufigem Wiederauftritt nach Therapie. Im Gegen-
satz dazu ist die Psoriasis vom Spattyp (Typ 1) plaqueféormig konstant und ohne
grofle Rezidivneigung. Tabelle 2 zeigt eine Gegeniiberstellung der beiden Typen.

Typ | Typ Il
Alter Beginn vor dem Beginn nach dem
40. Lebensjahr 40. Lebensjahr
Familien- - .
positiv negativ
anamnese
Assozierte geneti- | besonders keine
sche Erkrankungen | HLA-Cw 6
Klinischer Verlauf ) . ..
der Psoriasis eher schwerwiegend | eher stabil Tabelle 2: Typen der Psoriasis (nach
Christopheres, 2003)

1.7.3 Pathogenese /Histologie der Psoriasis

Im Vordergrund der Hauterkrankung steht die Entziindung, die mit einer Rétung der
Haut einhergeht. Aktivierte Lymphozyten finden sich in der Epidermis und oberen
Dermis. Typisch fiir die Psoriasis ist die vermehrte Anzahl von Mastzellen und Ma-
krophagen sowie der Einstrom von neutrophilen Granulozyten in die Epidermis
[41].
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Die ausgeprigte Entziindungsreaktion fiihrt zu einer Verdickung der Epidermis. Hi-
stologisch finden sich lang ausgezogene Reteleisten, die den hyperplastisch verin-
derten Papillarkorpern aufsitzen (Abb. 4). Weiterhin kommt es zur Ausbildung ei-
ner Para- und Hyperkeratose mit Verlust des stratum granulosum. Die Keratinozy-
ten unterliegen einer hohen mitotischen Aktivitit. Die Zellneubildungsrate erhoht
sich um das 10fache. Die Folge ist eine Hyperkeratose und eine verstarkte Schup-

pung an der Oberfliche.

Retelleisten

Papillarkorper

Abb.4: Histologie Psoriasis (HE-Férbung)

Der genaue pathogenetische Mechanismus fiir die Entstehung der Psoriasis ist bis-

lang unklar.

Bisherige Erkenntnisse zeigen, dass dysregulierte T-Lymphozyten [42] sowie ande-
re Zellen des Immunsystems, wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
Mastzellen [43] sowie Wechselwirkungen zwischen 16slichen und gebundenen Zy-
tokinen und Chemokinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Psoriasis spie-
len [44]. Trotz der Umsetzung neuerster immunologischer Erkenntnisse in neue und
selektive Therapieverfahren bleibt offen, ob es sich um primér immunologisch ver-
mittelte oder eher primire kutane Verdnderungen handelt, die die Erkrankung her-

vorrufen [45].

1.7.4 Klinik und Diagnostik der Psoriasis

Klinisch zeigen sich drei wesentliche Merkmale: Erythembildung, Schuppung und
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Verdickung der Haut. Diagnostische Hilfen bieten kleine ,,Hauttests*. Exemplarisch

sind die drei wichtigsten Hauttests hier angefiihrt:

Das Auspitz-Phinomen wird als positiv bewertet, wenn es nach Abheben von mehre-
ren Schuppenlagen zu punktformigen Blutungen kommt. Diese auch als Phanomen
des letzten Hautchens bekannte Erscheinungsform, gibt Auskunft iiber die sehr ober-

flachlich gelegenen papilldren Gefal3e.

Das Kobner-Phdnomen wird als positiv bezeichnet bei Auftreten von Plaques auf-

grund exogener Reize.

Auch die Betrachtung der Fingernidgel kann dem Untersucher richtungsweisende
Informationen geben. Multiple kleine Eindellungen in der Nagelplatte (Tiipfelna-
gel), gelblich-briunliche Flecken (Olfleck) sowie eine subunguale Hyperkeratose

weisen ebenfalls auf eine Psoriasis-Erkrankung hin.

Abb.5: Klinisches Bild der Schuppenflechte

1.7.5 PASI-Psoriasis Area und Severity Index

Der PASI wurde 1978 von Frederiksson und Petterson 1978 [21] im Rahmen der
Studien lber synthetische Retinoide eingefiihrt. Mit dessen Hilfe lassen sich der
Schweregrad der Erkrankung und Veridnderungen wéhrend der Therapie feststellen.
Obwohl mehrfach diskutiert [46, 47, 48], ist der PASI der am haufigsten angewand-

te Index fiir die klinische Beurteilung der Psoriasis.
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Zur Berechnung der betroffenen Hautfliche werden Kopf und Stamm sowie obere
und untere Extremitdten herangezogen. Diese Korperareale entsprechen jeweils 10,
20, 30 bzw. 40% der Gesamtkdrperoberfldche. Je nach Hautverdnderung wird je-
dem Hautareal ein nummerischer Wert zwischen 0 und 9 zugeordnet. Um den
Schweregrad der Psoriasis zu erfassen, werden drei Zielsymptome beurteilt. Ery-
them, Infiltration und Desquamation. Entsprechend einer Skala von 0-4 werden die-
se bewertet. 0 bedeutet komplettes Fehlen von Hauterscheinungen, 4 schwere Be-
teiligung. Mit Hilfe der oben beschriebenen Werte wird der PASI-Score ermittelt
werden. Er kann sich zwischen einem Wert von 0,0 (keine Lésionen) bis 72,0

(komplette Erythrodermie schwerster Ausprigung) bewegen.

1.8 Untersuchungsmethoden zur Diagnostik von
Hauterkrankungen

1.8.1 Invasive Methoden

Die am hiufigsten genutzte invasive Methode in der Dermatologie ist die histologi-
sche Untersuchung. Grundvoraussetzung fiir histologische Untersuchungen ist die
Entnahme von Gewebeproben. Diese kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Je
nach GrofB3e und Lokalisation der Lésion kann dies als Hautstanzung bei kleiner La-
sion oder als ovaldre Exzision bei grolen Léisionen erfolgen. Die oben angefiihrten
Biopsieentnahmen finden unter sterilen Kautelen statt. Bei der Hautstanzung wird
mittels einer runden Stanze ein Hautzylinder durch sdmtliche Hautschichten bis in
die Subcutis ausgeschnitten. Der Vorteil liegt in der schnellen Durchfiihrung und ei-
nem kosmetisch guten Ergebnis. Ovaldre Exzisionen werden mit dem Skalpell
durchgefiihrt. Sie sind in der Durchfiihrung aufwendiger, jedoch besser histologisch

zu beurteilen.

Wichtige histologische Untersuchungsmethoden sind die Anfarbungen des Biopsats
mit Routine- und Spezialfarbungen, Immunfluoreszenz (direkt und indirekt) sowie

enzym- und immunhistochemische Methoden.

Zu den Routineanfarbungen gehoren u.a. die HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin Far-
bung) sowie die van Gieson-Farbung. Zellkerne werden mittels der HE-Farbung

blauschwarz bis violett angefarbt und zytoplasmatische Bestandteile rosa bis rot.
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Die van Gieson-Fiarbung zur Darstellung von Bindegewebe und Muskulatur ldsst
Zellkerne schwarzbraun, das Zytoplasma hellbraun, Muskelgewebe gelb und Kolla-

genfasern rot erscheinen.

Der histologische Nachweis einer Psoriais erfolgt grundsétzlich iiber die HE-Far-
bung. Abb. 4 zeigt das typische histologische Bild einer Psoriasis nach HE-Far-
bung.

1.8.2 Nichtinvasive Methoden

An erster und wichtigster Stelle zur Beurteilung von Hautzustédnden steht die senso-
rische Wahrnehmung des Untersuchers. Das Anschauen und Betasten von Hautver-
anderungen ist in der Dermatologie richtungsweisend. So konnen entziindliche
Hauterkrankungen wie Psoriasis und Neurodermitis oft durch gezielte Anamnese,
Beobachtung des Krankheitsverlauf und eine klinische Beurteilung diagnostiziert
werden. Die Qualitdt der Untersuchung héngt dabei entscheidend von der Erfah-
rung des Untersuchers ab. Quantitative und objektive Beschreibungen und Untersu-
chungsmethoden gewinnen im dermatologischen Alltag sowie in der experimentel-
len Forschung zunehmend an Bedeutung. Hier soll eine kurze Ubersicht iiber neue-

ste technische Untersuchungsméglichkeiten gegeben werden.

1.8.2.1 Korneometrie

Die Messung des Feuchtigkeitsgehalts der Hornschicht kann mittels Korneometrie
erfasst werden. Die Korneometrie basiert auf dem Prinzip des Kondensatorprinzips.
Ein Plattenkondensator wird mit konstantem Druck auf die Haut aufgebracht. Zwi-
schen Haut und Kondensator befindet sich eine diinne Folie. Das in der Hornhaut-
schicht befindliche Wasser beeinflusst die Kapazitit des Kondensators. Mit zuneh-
mender Hydratation der Epidermis zeigt das Korneometer eine proportionale Ver-
anderung. Die Messtiefe des Korneometers betridgt ca. 20-40 pm. Die Sensitivitit
ist bei trockener Haut hoher als bei feuchter Haut [49]. Besonderen Einsatz findet

die Korneometrie in der Testung von topisch aufgetragenen Substanzen.
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1.8.2.2 Optische Koharenztomografie (OCT)

Die Optische Kohdrenztomografie ermdglicht das Erfassen von morphologischen
Verdanderungen und basiert auf der Michelson-Interferometrie. Es wird die phasen-
gerechte Interaktion von kohérenten Lichtwellen in einem streuendem Medium ge-
messen. Die Eindringtiefe betrdgt ca. Imm und es konnen Strukturen dargestellt

werden, die kleiner als 10 pm sind [50].

1.8.2.3 Laser-Doppler-Fluxmetrie

Die Laser-Doppler-Fluxmetrie ermoglicht das Erfassen und Messen von vaskulidren
Verdanderungen in der Haut. Das Gewebe wird mit monochromatischen Laserlicht
bestrahlt und die reemitierte Strahlung durch einen Photodetektor erfasst. Das La-
serlicht wird von den in den Gefdllen sich bewegenden Erythrozyten mit einer ge-
schwindigkeitsabhdngigen Frequenzéinderung reflektiert. Dieses sogenannte ,,Flux-
Signal® wird durch die Erythrozytengeschwindigkeit und die Anzahl der Erythrozy-
ten beeinflusst. Es konnen relative Verdnderungen des Blutflusses im Zeitverlauf

gemessen werden [51].

1.8.2.4 Konfokale-Laser-Scan-Mikroskopie (kLSM)

Eine weitere nichtinvasive Untersuchungsmoglichkeit bietet wie eingangs schon
beschrieben seit einigen Jahren die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie. Seit Ein-
fiihrung der konfokalen Laser-Scan-Mikroskoie eréffnen sich neue diagnostische
wie auch experimentelle Moglichkeiten. Es entwickelten sich zwei verschiedene
Module der konfokalen Laser Scan-Mikroskopie. Zum einen die Fluoreszenz-La-
ser-Scan-Mikroskopie beruhend auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals wel-
ches von einem Fluoreszenzfarbstoff abgegeben wird, zum anderen die auf Reflek-

tion beruhende Laser-Scan-Mikroskopie.
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1.9 Ziel der Arbeit

Im Rahmen der hier dargestellten Untersuchungen sollte das konfokale Fluores-
zenz-Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum* mit dem auf Reflektanz beruhenden Laser-
Scan-Mikroskop ,,Vivascope® 1500 verglichen werden. Als Vergleichskriterium
wird die jeweilige Funktionsweise, die Anwenderfreundlichkeit, sowie die daraus

resultierende Darstellungsmoglichkeit der Gerite zugrunde gelegt.

Die Funktionsweise des konfokalen Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopes ,,Stra-
tum* unterscheidet sich gegeniiber dem auf Reflektanz beruhende Laser-Scan-Mi-
kroskop ,,Vivascope® 1500 u.a. dadurch, dass dem Patienten fiir die optimale Un-
tersuchung ein Fluoreszenzfarbstoff injiziert werden muss. Bei dem auf Reflektanz
beruhenden Laser-Scan-Mikroskop ,,Vivascope® 1500* ist die Injizierung eines

Fluoreszenzfarbstoffes nicht notwendig.

Die Anwendungsmethode des auf Reflektion beruhenden Laser-Scan-Mikroskops
,,Vivascope® 1500 unterscheidet sich grundsitzlich gegeniiber dem konfokalen
Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum®. Mit Hilfe eines Halteringes wird
der Mikroskopkopf auf dem Hautareal fixiert. Durch die Fixierung des Mikroskop-
kopfes wird eine optimale, punktuelle Untersuchung auf dem Hautareal sicherge-
stellt. Eine Fixierung bei dem konfokalen Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop
»Stratum* ist nicht moglich, so dass minimale Verschiebungen des Handstiickes auf

dem Hautareal zu Untersuchungswiederholungen fiihren kann.

Beide Gerite verfiigen iiber einen Laser in Kombination mit einer EDV-Einheit.
Die tiber den Laser ermittelten Daten werden direkt an die Computereinheit weiter-
geleitet und in Bilddaten umgewandelt. Auf den jeweiligen Monitor erscheint die
Darstellung der jeweiligen Hautareale in Bildform im schwarz-weill Modus. Die
unterschiedlichen Darstellungsweisen der Laser bedingen unterschiedliche Bildgro-

Ben, Unterschiede in der Tiefenschérfe als auch in der Qualitat der Bilder.

Ziel der Arbeit ist ein Vergleich beider Gerite nach oben bereits genannten Krite-
rien herbeizufiihren. Die Vor- und Nachteile beider Gerite sollen im klinischen All-
tag, in der Aussagekraft der Bilder sowie in der Bediener- sowie Probandenfreund-
lichkeit anhand von gesunden Probanden als auch anhand benigner und maligner

Hautverdnderungen sowie Psoriasis-Patienten dargestellt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Substanzen

2.1.1 Natriumfluoreszein

COO~ Na’

SN

Na® O 0 O CooH1oNa205

Abb. 6: Strukturformel Natriumfluoreszein

Das wasserlosliche Natriumsalz des Fluoreszeins (siehe Abb. 6) wird als Uranin be-
zeichnet. Es ist ein gelber Farbstoff, der unter UV- und Tageslicht gelblich griin
fluoresziert.

In der Medizin wird der relativ unbedenkliche Lebensmittelfarbstoff Natriumfluo-
reszein schon seit langem als Farbstoft-Diagnostikum eingesetzt. Wichtigstes Ein-

satzgebiet ist die Hornhautdiagnostik [52].

Natriumfluoreszein gehort zur Gruppe der Xanthenfarbstoffe. Bei grofer Verdiin-
nung mit Wasser findet eine Dissoziation in Natrium-Kationen und Fluoreszein-
Anionen statt. Letztere besitzen die stirksten fluoreszierenden Eigenschaften aller
bekannten Stoffe (z.B. Rhodamin, Chinin-Hydrogensulfat, Cumarine) [53].

Natriumfluoreszein hat ein Molekulargewicht von 376,27 g/mol. Das Absorptions-

maximum liegt nach Anregung mit Licht bei einer Wellenldnge von 490 nm.

Fiir die Untersuchungen der Haut wurde in diesen Studien eine 0,2%ige Natrium-
fluoreszeinlosung benutzt (Natriumfluoreszein SE®, Alcon, Frankreich). Bisher
sind mit Ausnahme seltener allergischer Reaktionen keine Neben- und Wechselwir-

kungen von Natriumfluoreszein bekannt [54, 55].



2 Material und Methoden 32

2.2 Studiendesign fur den Vergleich gesunder
Hautstrukturen

Die Studie wurde im Zeitraum von Januar 2006 bis August 2006 in dem Bereich fiir
Experimentelle und Angewandte Physiologie der Haut an der Klinik fiir Dermatolo-
gie, Venerologie und Allergologie der Medizinischen Fakultdt Charité, Berlin
durchgefiihrt.

Fiir die Teilnahme an der Studie galten folgende Ein- bzw. AusschluB3kriterien. Zu
den Einschlusskriterien zdhlten u.a. Alter tiber 18 Jahre, teilnehmende Personen
sind iiber Inhalt und Wesen der Studie informiert und eine schriftliche Einwilli-
gungserklarung liegt vor. Ausschlusskriterien waren u. a. Schwangerschaft, Still-
zeit, Kinder, nicht eigenverantwortlich handeln konnende Personen und Patienten,

deren Genesung durch die Untersuchung beeintrichtigt werden konnte.

Das Studiendesign und die Versuchsdurchfithrung wurden von der Ethikkomission

der Universitdtsklinik Charité genehmigt.

2.2.1 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv umfasste zwolf gesunde Probanden kaukasischer Abstam-
mung mit einem Durchschnittsalter von 33 Jahren (range 27 bis 54 Jahren). Davon
waren fiinf ménnlichen und sieben weiblichen Geschlechts. Alle Personen waren
zum Zeitpunkt der Untersuchung sowohl klinisch gesund als auch subjektiv be-
schwerdefrei. Es bestanden keine Hauterkrankungen und die zu untersuchenden

Areale waren nicht mit Pflegeprodukten vorbehandelt.

Es herrschten fiir alle Untersuchungen konstante Bedingungen. Sie wurden von der
Untersucherin immer am gleichen Ort mit identischen Gerédten und unter gleichen

Raumtemperaturen (21°C) durchgefiihrt.

Die Einteilung der Probanden in die entsprechenden Hauttypen erfolgte nach Fitz-
patrick [56].
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Hauttyp Sonnenbrand Braunung

I_ immer nie

| immer selten

m selten immer

1\ nie immer(Sud-Europa)
\' maBig pigmentiert (Stdamerika)

Vv stark pigmentiert (Afrika)

Tabelle 3:
Definition der Hauttypen
(nach Fitzpatrick, 1988)

Es wurden 12 gesunde Probanden an verschiedenen Korperstellen mit dem Laser-

Scan-Mikroskop ,,Stratum* als auch mit dem Vivascope® 1500 untersucht.

Hauttyp Geschlecht

Rechter Narbe
Unterarm

Pigmental

Proband 1

X X

X

Proband 2

X

X

Proband 3

X

Proband 4

Proband 5

Proband 6

Proband 7

Proband 8

Proband 9

Proband 10

x Tabelle 4:

Proband 11

« Ubersicht iiber die

Proband 12

untersuchten gesunden
Probanden

2.2.2 Versuchsdurchfiuhrung

2.2.2.1 kLSM ,,Stratum*

Der Versuchsablauf gestaltete sich bei allen Untersuchungsarealen (rechter Unter-

arm, Pigmentmal und/oder Narbe) in der gleichen Art und Weise.

Vor der Untersuchung wurde das zu untersuchende Areal mit Softasept N (Herstel-

ler B. Braun, Melsungen AG) desinfiziert. AnschlieBend wurden ca. 0,1 ml Natri-

umfluoreszein mit einer Sterican® Kaniile (Stiarke 20, Firma B. Braun, Melsungen
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AG) intradermal injiziert. Nach zusitzlicher topischer Natriumfluoreszein-Applika-
tion auf das Untersuchungsareal und einer Einwirkzeit von ca. 30 Sekunden, erfolg-
te das Aufsetzen des Laserstabs. Die Einstellung des Tiefenscan geschieht iiber ein

Réadchen am distalen Ende des Handstticks.

Mikroskopische Aufnahmen am rechten Unterarm sind vom stratum corneum bis
zum stratum papillare moglich. Es wurden alle Hautschichten des Untersuchungsar-

reals am rechten Unterarm bei jedem Probanden untersucht und dokumentiert.

2.2.2.2 Vivascope® 1500

Das Vivascope®1500 (Firma Lucid, Rochester, USA) ist ein auf Reflektanz beru-
hendes Infrarot A Laser-Scan-Mikrsokop. Eine spezielle Vorbereitung der Patienten

und der Untersuchungsareale ist nicht notig.

Es erfolgte zuerst das Auftragen einer ca. daumennagelgrof3en Menge Ultraschallgel
auf das zu untersuchende Areal. AnschlieBend wurde mittels doppelseitigem Klebe-
pflaster (3M, Neuss, Deutschland GmbH) der Haltering fixiert. Auf die Innenflache
des Halterings wurde erneut Ultraschallgel aufgetragen. Das Vivascope®1500 wurde
dann in den Haltering eingerastet, und per Rechner der Laser gestartet. Es wurde der
Nullpunkt definiert. AnschlieBend wurde auf Hohe des stratum corneums mittels Viv-
ablock®-Funktion eine Region ausgewahlt und diese dann per Vivastack® automa-
tisch in die Tiefe verfolgt. Der Abstand zwischen den einzelnen ,,Scans* betrug wih-

rend der gesamten Untersuchungsphase im Vivastack ®_Modus 3,17 pm.

2.3. Studiendesign fur die Untersuchung der
Psoriasis-Probanden

2.3.1 Probandenkollektiv

Es wurden 15 Patienten mit einer Psoriasis vulgaris untersucht. Die Gruppe umfasste

drei Frauen und zwolf Manner mit einem Durchschnittsalter von 48 Jahren (range 34
bis 66 Jahre).

Fiir die Teilnahme an der Studie galten folgende Ein- bzw. AusschluB3kriterien. Zu
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den Einschlusskriterien zdhlten u.a. Alter iiber 18 Jahre, teilnehmende Personen
sind iiber Inhalt und Wesen der Studie informiert und eine schriftliche Einwilli-
gungserkldrung liegt vor. Ausschlusskriterien waren u. a. Schwangerschaft, Still-
zeit, Kinder, nicht eigenverantwortlich handeln konnende Personen und Patienten,

deren Genesung durch die Untersuchung beeintrachtigt werden konnte.

Alle Probanden wurden mit dem Vivascope® 1500 untersucht. Das Einverstiandnis
zur Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop ,,Stratum* gaben sechs von den

Probanden.

Die Ethikkomission der Universitatsklinik Charité genehmigte das Studiendesign

und die Versuchsdurchfiihrung.

Unten angefiihrte Tabellen 5 und 6 geben einen Uberblick iiber die untersuchten Pa-
tienten mit Psoriasis vulgaris und deren untersuchten Areale mit dem Vivascope®

1500 und dem Fluoreszenzmikroskop ,,Stratum®.

Hauttyp | Ge- Alter in | PASI Betroffene Areale Untersuchte
schlecht|Jahren Areale
Patient 1 I M 55 18,5 Stamm, Kopf, Arme re. UA
. 1 M 65 21,5 Beine, Stamm, Kopf li. UA
Patient 2 Arme
Patient 3 | w 34 15,2 Unterarme li. UA
. 1 M 47 23,1 Beine, Stamm, Kopf li. UA
Patient 4 beide Arme
Patient 5 Il M 45 25,6 Arme I!. Ellenbogen
li. UA
Patient 6 Il M 46 16,7 | Beine, Arme li. UA
Patient 7 | W 35 23,5 Arme, Bein li. UA
Patient 8 Il M 48 12,4 Beine, Arme, Kopf li. UA
. I M 45 13,6 Arme, Beine, Stamm, li. UA/
Patient 9 Kopf Ellenbogen
Patient 10 Il M 49 25,2 Beine, Arme, Kopf re. UA
Kopf
Patient 11 I M 44 22,0 Arme, Beine, Stamm re. UA
Patient 12 | M 34 14,6 Qrme, Beine, Stamm li. UA
opf
Patient 13 | W 52 16,4 Arme, Kopf li. UA
Patient 14 1l M 56 35,3 Arme, Beine, Stamm re. UA
Kopf
Patient 15 Il M 62 18,5 Arme, Kopf re. UA

Tabelle 5: Psoriasis-Patienten, Vivascope® 1500
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Hauttyp | Ge- Alter in | PASI Untersuchte
schlecht|{Jahren Areale

Patient 1 1l M 55 18,5 re. UA

Patient 2 Il w 34 21,5 |li. UA

Patient 3 Il M 65 152 |li. UA

Patient 4 11 M 47 23,1 li. UA

Patient 5 I M 45 256  |li. UA Tabelle 6:
Psoriasis-Patienten,

Patient 6 Il W 52 16,4 |li. UA ¢
kLSM ,,Stratum

2.3.2 Versuchsdurchfiuhrung

Wichtigste Voraussetzung fiir mikroskopische Untersuchungen sind schuppenfreie
Hautoberflachen. Abgestorbene Korneozyten bilden eine undurchdringbare Barrie-

re, die Laser-Scan-mikroskopisch nicht durchdrungen werden kann.

Alle 15 an Psoriasis erkrankten Probanden wurden bereits ambulant vorbehandelt und
kamen mit fast schuppenfreien Psorias-Plaques zur Aufnahme in die Tagesklinik. Ei-
ne exzplizite Ablosung der Schuppen wurde somit nicht mehr notwendig. Die Erkran-
kung war bei allen Probanden mindestens seit 4 Jahren bekannt. Die erste Untersu-
chung fand am Aufnahmetag in der Tagesklinik statt. Weitere Untersuchungen fanden
in wochentlichen Abstdnden statt. Es wurden alle 15 Probanden iiber einen Zeitraum
von drei Wochen beobachtet und mittels Vivascope®1500 untersucht. Untersuchun-

gen mit dem kLSM ,,Stratum* erfolgten tiber einen Zeitraum von zwei Wochen.

Bei der Psoriasis handelt es sich um eine chronische Entziindung der Haut mit spezifi-
schen Charakteristiken. Dazu gehdren u.a. Hyperkeratosen, Parakeratosen, eine ver-
breiterte Epidermis und dilatierte Gefa3e. Ziel der Untersuchungen war die Beurtei-
lung beider konfokaler Laser-Scan-Methoden im Hinblick auf die qualitative und

quantitative Darstellbarkeit der genannten spezifischen Merkmale der Psoriasis.

2.3.2.1 kLSM ,Stratum*

Untersuchungen mit dem kLLSM ,,Stratum* konnten an sechs Probanden durchge-
fiihrt werden. Der Ablauf dhnelte dem der gesunden Probanden. Es wurden mikro-

skopische Aufnahmen nach topischer und intradermaler Injektion von NaF digital
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aufgezeichnet. Zunichst erfolgte die intradermale Injektion, anschlieend erfolgte
die Applikation von Natriumfluoreszein auf die zu untersuchende erkrankte Hautla-
sion. Nach einer Einwirkzeit von ca. 30 Sekunden und dem Abtupfen des Kontrast-
mittel-Tropfens wurde der Laserstab des Fluoreszenzmikroskops ,,Stratum* auf
dem Areal manuell fixiert. Uber das distal am Handstiick befindliche Réidchen

konnte die Eindringtiefe des Lasers verandert werden.

Die Injektion wurde von den Probanden gut toleriert.
2.3.2.2 Vivascope® 1500

Das Vivascope® 1500 ermoglicht Untersuchungen ohne Vorbereitungen des Patien-

ten und ohne zeitlichen Vorbereitungsaufwand.

Im Untersuchungsablauf gab es keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich zu
den gesunden Probanden. Nach Inbetriebnahme des Gerétes wurde nach Auftragen
von Ultraschallgel auf das betroffene Areal, der Haltering per doppelseitigem Kle-
bepflaster auf der Haut fixiert, das Vivascope® 1500 in diesen eingerastet und per
Rechner der Laser gestartet. Es wurde ebenso wie bei gesunden Probanden der
Nullpunkt definiert, per Vivablock® eine gezielte Region ausgewihlt und diese per
Vivastack® Funktion in der Z-Ebene verfolgt. Die manuell und individuell festleg-
baren Abstinde des Scannens im Vivablock® und Vivastack®-Modus entsprachen
denen der bei den Gesunden angewendeten Abstdnde (Vivab]ock® 2mm x 2 mm,
Vivastack ® 3,17 um).

2.4. Untersuchungsmethoden
2.4.1 Konfokale-Laser-Scan-Mikroskopie in vivo

Das Prinzip der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie entwickelte Marvin Minsky
bereits 1955 und meldete es 1957 als Patent an [57]. Jedoch erst mit dem Einsatz
leistungsfahiger Computer und der Entwicklung der digitalen Bildverarbeitung war
diese Technologie, ca. 30 Jahre spéter, in simtlichen Bereichen der Wissenschalft,
Forschung und Industrie nutzbar. Erste Aufnahmen konfokaler Bilder wurden 1979
verOffentlicht [58].
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Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie ermdglicht nicht invasive Untersuchungen
der Haut bis in die Dermis. Auf diese Weise konnen zelluldare und nukledre Mikro-
strukturen in diinnen Schichten in vivo abgebildet und eine sogenannte optische
Biopsie durchgefiihrt werden. Aufgrund der in Echtzeit ablaufenden Untersuchung

sind Beurteilungen dynamischer Prozesse, z.B. des Blutflusses, moglich.

2.4.1.1 Funktionsweise eines konventionellen Mikroskops

Zum besseren Verstidndnis sei hier zundchst das Grundprinzip der konventionellen
Mikroskopie erklart.

Lampe Kondensor- Objektiv- Okular
linse linse

Abb.7: Aufbau eines konventionellen Mikroskops

Beim konventionellen Lichtmikroskop wird Licht durch eine Kondensorlinse auf
das Objekt fokussiert. Das vom Objekt ausgehende Licht wird iiber eine Objektiv-
linse in eine Zwischenebene fokussiert und anschlieBend iiber die Okularlinse be-
trachtet. Dabei wird nicht nur Licht aus der Brennebene des Objektivs sondern auch
Licht aus Bereichen auf3erhalb der Brennebene sichtbar (blaue und griine Linien).
Ist bei der konventionellen Mikroskopie die z-Ausdehnung (Tiefenausdehnung)
groBer als die wellenoptische Tiefenschirfe angibt, kommt es zur Uberlagerung von
fokussiertem und unfokussiertem Licht und durch den dadurch erhéhten Streulicht-
anteil zu einer Kontrastabnahme. Es entstehen Unschirfen und eine rdumliche Auf-
16sung ist daher nur eingeschrankt moglich. Des Weiteren kommt es bei simultaner
Beobachtung von Mehrfachfarbungen zur farblichen Vermischung der Bildinforma-
tion aus den beteiligten Kanélen. So konnen mit der konventionellen Mikroskopie

nur diinne Schichten von Priparaten beurteilt werden.
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2.4.1.2 Grundprinzip der konfokalen Mikroskopie

Im Gegensatz zur herkdmmlichen Lichtmikroskopie wird bei der konfokalen Mi-
kroskopie das Licht, das nicht in der Brennebene fokussiert wurde, ausgeblendet.
Die Ausleuchtung des Objekts wird durch eine Lochblende (A) beschrankt (siehe
Abb. 8). Eine zweite Lochblende (C) beschriankt das Sichtfeld auf einen Punkt.
Durch diese Lochblende trifft das Licht auf einen Detektor. Dabei handelt es sich
meist um eine Photo-Multiplier-R6hre (PMT) oder Avalanche-Photo-Diode (APD).
Beide Blenden und der Punkt des Objektes liegen in der Brennebene konfokal. Die
Durchmesser der Blenden werden so klein gewéhlt, dass Licht, welches aus dem
Bereich des Objektes kommt, aber nicht in der Brennebene liegt, durch Lochblende
(C) ausgeblendet wird.

(A)- Lochblende (C) - Lochblende

Abb. 8: Aufbau eines konfokales Mikroskop

Aufgrund der Lochblende (C) kann mit dieser Methode nur ein Bildpunkt erfasst
werden. Um das gesamte Objekt zu untersuchen, muss es daher gerastert werden
(stage scanning). Je nach Art des konfokalen Mikroskops kann dieses Abtasten auf
zwel unterschiedlichen Wegen geschehen. Zum einen durch Strahlabtasten (beam
scanning). Das Objekt bleibt fixiert und das Beleuchtungslicht wird auf den zu
scannenden Punkt gelenkt. Wichtig ist, dass sich der Detektionsweg parallel zum
Beleuchtungsweg dndert. Zum anderen kann der Strahlengang fixiert und das Ob-
jekt verschoben werden (sample scanning). Es entstehen durch beiden Methoden
optische Schnitte, die aus verschiedenen Ebenen (Schichtdicken) des Préparates

aufgenommen werden konnen.

Aus dicken Proben konnen so diinne Schichten abgebildet werden. Die bei der kon-

ventionellen Mikroskopie durch dicke Praparate (Objekte) entstehenden Nachteile
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bleiben hier unberiicksichtigt. Die bei der konfokalen Mikroskopie erhaltenen und
gescannten Daten werden vom Rechner dann zu einem vollstindigem Bild zusam-
mengesetzt. Es entstehen Informationen die eine dreidimensionale Rekonstruktion

moglich machen.

Laser

Dichroischer

Spiegel Konfokale

‘/ Lochblenden

Detektor

Scan-
Spiegel

Okular %
K»”}l —
Objektiv —
Kontollsystem
Fokussierung

Objekt

Abb. 9: Aufbau eines konfokalen Laser-Scan-Mikroskops

Wie bereits aufgefiihrt, basiert das Prinzip der konfokalen Mikroskopie auf der An-
ordnung von zwei Lochblenden in einer Ebene, wodurch optische Informationen,
die nicht aus der Fokalebene kommen, zweifach unterdriickt und somit nicht detek-
tiert werden. Dies flihrt zu einem Bild mit nur noch minimalen Unschérfen. Abbil-
dung 9 stellt schematisch den Aufbau eines Laser-Scan-Mikroskops dar. Der in der
Abbildung vom Laser ausgehende griine Strahl muf} auf verschiedene Punkte des
Untersuchungsmaterials gerichtet werden konnen. Zwei Scan-Spiegel sind fiir die-
ses Abrasten notwendig, einer flir die Punkte innerhalb der X-Achse (Punkte in ei-
ner Zeile) und einer fiir die Y-Richtung (Zeilen des Bildes). Uber zwei Stellmotoren
im Rechner konnen die Positionen der Scan-Spiegel via Monitor gesteuert werden.
Vom untersuchten Objekt wird nun je nach Laser-Scan-Mikroskop die Emission des
fluoreszierenden Kontrastmittels oder die Reflektanz der untersuchenden Fliche

mittels Detektor gemessen und von der EDV-Station verarbeitet (rote Linie).
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Aus der gemessenen Fluoreszenz bzw. Reflektanz jedes Punktes errechnet der

Computer anschlielend ein Bild.

Es werden zwei verschiedene Systeme der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie un-
terschieden, zum einen die fluoreszierende und zum anderen die reflektierende Me-
thode. Reflektierende Laser-Scan-Mikroskope (z.B. Vivascope® 1500) nutzen die
vorhandenen unterschiedlichen Mikrostrukturen und deren unterschiedlichen Bre-

chungsindex.

Der Brechungsindex kennzeichnet die Brechung des Lichts beim Ubergang in ein
transparentes Medium und ist das Verhiltnis zwischen Phasengeschwindigkeit des
Lichtes ¢, im Vakuum und seiner Phasengeschwindigkeit ¢ im Medium. Diese phy-

sikalische Grof3e hat keine Einheit und ist somit dimensionslos [59].

Alle Substanzen besitzen einen eigenen Brechungsindex. Durch die Schwankungen

im Brechungsindex kommt es zu einer Kontrastierung.

Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskope basieren im Gegensatz zu Reflektanz-Mikro-
skopen auf Messung eines Fluoreszenzsignals, welches durch externe Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoffes produziert wird. Natriumfluoreszein als Kontrastmittel mit
einem Absorbtionsmaximum bei 490 nm Wellenlange wird durch den im Fluores-
zenz-Laser-Scan eingebauten Argon-Laser optimal angeregt und die dabei entste-

hende Emission kann gemessen werden.

Je nach Untersuchungsziel und ausgewdhltem konfokalem Laser-Scan-Mikroskop
sind unterschiedliche Strukturen in unterschiedlichen Qualitidten und Quantititen

beurteilbar (siehe auch unter Kapitel Ergebnisse).

2.4.2 kKLSM ,,Stratum*®

Das konfokale Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum* (Optiscan Ltd., Melbourne, Au-
stralien) kann fiir beide oben genannten Modi verwendet werden. Zur Darstellung

der Hautschichten ist jedoch nur der Fluoreszenzmodus einsetzbar.

Fiir die Entstehung von aussagekréftigen Bildern mit dem kLSM ,,Stratum® ist die
Applizierung eines Fluoreszenzfarbstoffes unerldsslich. Der mit einer Wellenldnge

von 488 nm strahlende eingebaute Argonlaser im Handstab regt den Fluoreszenz-
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farbstoff Natriumfluoreszein, der sein Absorptionsmaximum bei 490 nm hat, an.
Das dadurch entstehende Fluoreszenzsignal kann erfasst und in Bildsignale umge-

wandelt werden.

I. Argon-Laser lil. Spektrometer
R II. optische Fasern ®
—
IV. Handscanne
V. Computer
e\
fe——————\
Haut o\
Abb.10: kKLSM ,,Stratum* Abb.11: Funktionsschema des kLSM ,,Stratum*
Technische Daten Laser-Scan-Mikroskop ,Stratum*
Bildfeld: 250 pm x 250 pm (1024x1024 Pixel)
Wellenlange des 488 nm
Argon-Lasers
Laserleistung 3mw
Auflésung lateral: 2,5 pm, axial: 4um
Eindringtiefe 100-150 ym

Tabelle 7: Technische Daten des kLSM ,,Stratum**
2.4.2.1 Durchfuhrung der Messungen

Die Messungen zur Untersuchung der gesunden Hautschichten mit dem Fluores-
zenz-Laser-Scan-Mikroskop wurden standardméfBig am rechten Unterarm an der
Beugeseite in der Mitte zwischen Ellenbogen und Handgelenk durchgefiihrt. Nach
Inbetriebnahme des Argonlasers des Laser-Scan-Mikroskops braucht dieser ca. 5
min. bis die Arbeitstemperatur erreicht und der Laser einsatzbereit ist. Der Beginn
der Untersuchung erfolgte ca. 30 Sekunden nach der intradermalen Injektion von
Natriumfluoreszein. Das Scannen in die Tiefe geschah iiber das am Laserstab distal
angebrachte Riddchen. Ein gezieltes Scannen der Haut in Richtung X und Y Achse

ausgehend von einem auf dem Monitor sichtbaren Punkt gestaltete sich schwierig,
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da das Handstiick nur durch manuelle Fiihrung fixiert oder verschoben werden
kann. Manuelle Verschiebungen auf der Haut im um-Bereich sind nicht immer

durchfiihrbar und bediirfen daher einiger Ubung.

2.4.3 Vivascope® 1500

Fiir die Untersuchungen wurde das konfokale Laser-Scan-Mikroskop Vivascope®
1500 (Firma Lucid, Rochester, USA) eingesetzt.

(o
- 8 -
T o
Abb. 12 Vivascope® 1500 Abb. 13: Fixierung des Halteringes auf der Haut

Abb. 14: Anwendung des Vivascope® 1500
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Die Abbildungen 12 bis 14 zeigen einen visuellen Uberblick iiber Aussehen und
Anwendung des Vivascope® 1500.

Das Vivascope® 1500 ist mit einem im Infrarot-Bereich strahlenden Laser ausge-
stattet. Der Laser arbeitet mit einer Wellenldnge im nahen Infrarotbereich von 830
nm. Beruhend auf den unterschiedlichen Reflexindizes werden unterschiedliche
Strukturen verschieden stark kontrastiert. Wasser besitzt einen Brechungsindex von
~1,3 und Zytoplasma von ~1,4. Zytoplasma wird also mit wenig Kontrast darge-
stellt. Melanin mit einem signifikant hoherem Brechungsindex von ~1,7 wird mit
viel Kontrast dargestellt. Melanin und Keratin sind aufgrund ihrer Brechungsindice
stark reflektierende Strukturen und bilden wihrend der mikroskopischen Untersu-

chung einen starken Kontrast [6].

Das Vivascope® 1500 arbeitet nach dem sample scanning-Prinzip. Der Laserstrahl
bleibt fixiert und die Haut wird innerhalb des Halterings verschoben. Um ein voll-
standiges Bild vom untersuchten Objekt zu erhalten, mul3 es in drei Ebenen abgera-
stert werden, in vertikaler und horizontaler Ausrichtung sowie in Richtung der Z-
Achse. Die horizontale und vertikale Abtastung des Bildfeldes wird durch das Abra-

stern des Lasers in der jeweiligen Ausrichtung erzielt.

Fiir eine komfortableres Handling des Gerites steht dem Vivascope® 1500 eine Na-
vigierungseinheit per Computer zur Verfligung. Per Mausklick sind verschiedene
Funktionen wahlbar. So kann das sichtbare Bild auf dem Monitor manuell in alle
vier Richtungen verschoben werden. Es stehen mit Vivablock® und Vivastack®
geeignete Funktionen zur praktischen Umsetzung der Messungen in X, Y und Z-

Achse zur Verfiigung.

Vivablock®- Modus

Mit der Vivablock®-Funktion ist es moglich das zu untersuchende Areal innerhalb
der vertikalen Ebene abzurastern, und somit ein geeignetes Areal fiir die Untersu-
chung zu ermitteln. Das insgesamt 4 mm x 4 mm gro3e Untersuchungsareal kann
uber eine Fliche von 2mm x 2mm, 3 mm x 3 mm oder 4 mm x 4 mm per Vivab-
Iock® -Funktion abgerastert werden. Es entstehen 64 kleinere Bilder. Je nach Un-
tersuchungsziel kann ein geeignetes Areal ausgesucht, per PC-Maus angesteuert
und ausgewdhlt werden. Dies erleichtert u.a. das Auffinden bestimmter anatomi-

scher Strukturen, wie z.B. Haarfollikel oder Driisen.
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Die Abbildungen 15 und 16 zeigen Aufnahmen mit der Vivablock®-Funktion.

Abb. 15: Vivablock-Modus

Vivastack®-M0dus

Vivastack® ermoglicht ein nicht-manuelles Untersuchen eines Areals in verschie-
denen Hauttiefen. Es konnen fiir die Abrasterung in die Tiefe verschiedene Abstin-
de von 1,585 um bis 3,17 um gewihlt werden. Es entstehen automatisch 16 aufein-
anderfolgende Bilder. Diese werden gespeichert und konnen ebenso einzeln abgeru-

fen werden.

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die Abfolge eines Areals mit der Vivastack®-

Funktion.

500 ym
E

Abb. 18: Vvstack—Modus

Yo

Abb. 17: Vivastack-Modus
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Technische Daten des Vivascopes®1500

Einen zusammenfassenden Uberblick iiber die technischen Daten des Vivasco-
pes®1500 zeigt Tab. 8.

Technische Daten | V/ivascope® 1500

Bildfeld: 500 pm x 500 pm (1000 x1000 Pixel)

Z-Achse 16 Bilder

Makroskopische
Untersuchungsareale

Wellenlange

4 mm x4 mm

des Lasers e

Laserleistung 16 mW

Auflésung horizontal: 2,0 pm, vertikal: 5,0 ym
Bildfolge 10 Bilder/Sekunde

Eindringtiefe 200 pm-300 pm

Software Vivascope Ver. 3.0, (1000 x1000 Pixel)
Tabelle 8

2.4.3.1 Durchfuhrung der Messungen

Die Durchfithrung der Messungen erfolgte am rechten Unterarm Beugeseite, mittig
zwischen Ellenbogen und rechtem Handgelenk, entsprechend der Region beim
Fluoreszenzmikroskop. Nach Einstellung des Mikroskops und Vorbereitung der

EDV-Einheit, konnte mit den Messungen begonnen werden.

Zunichst wurde der Haltering als hell leuchtendendes ovales Objekt mit dunklem
Rand manuell eingestellt. Von dieser Position aus konnte mit der auf dem Rechner
befindlichen Navigierungseinheit bis zum Erscheinen der hell leuchtenden Korneo-
zyten manuell gerastert werden. Dieser Punkt wurde als Ausgangspunkt/Nullpunkt
eingestellt. Die auf dem Rechner nun angegeben Tiefeneinheiten in um konnen
vom Untersucher iibernommen werden. Fiir einen standardisierten Ablauf der Un-
tersuchungen wurde folgende Vorgehensweise stets in der gleichen Weise wieder-
holt. Zunéchst wurde der Haltering manuell eingestellt. Davon ausgehend wurde in
die Tiefe gerastert bis zum Erscheinen der obersten Hautschicht, den hell leuchten-
den Korneozytenverbianden. Mittels Vivablock® erfolgt ein Scannen des gesamten

Areals in der gleichen Ebene. Nach Auswahl eines Areals konnten mit der Viva-
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stack®-Funktion weitere Tiefenscans erfolgen. Mit einem in dieser Studie standard-
maBig durchgefiihrtem Abstand von 3,17um im Vivastack® -Modus wurden die

Schichten vom stratum corneum bis zum stratum papillare dokumentiert.

2.5 Statistische Auswertung

Es wurde bei allen untersuchten Probanden folgende MelBBwerte erhoben, minimale
Epidermisdicke (Emin), maximale Epidermisdicke (Emax) und die Dicke des Stra-
tum corneum (DSC). Mit dem Vivascope®1500 konnten zusitzlich noch die An-

zahl der Papillen und der Durchmesser der einzelnen Gefédlle erfallit werden.

Die Dicke des stratum corneums wurde definiert als der Abstand zwischen den er-
sten sichtbaren oberflachlichen Korneozyten und dem Auftreten der ersten Zellker-
ne als Beginn des stratum granulosums. Als visuelle Fixpunkte fiir die Messungen
der minimalen Epidermisdicke wurde der Beginn der Epidermis als das Auftreten
des stratum corneum mit seinen hell weill leuchtenden Korneozyten definiert und

das Ende als das Auftreten der ersten Papillen.

Die maximale Epidermisdicke (Emax) gibt den Abstand zwischen Hautoberfldche
und dem Ubergang zur Dermis wieder. Es wird somit das Ende der tiefen Retelei-

sten ermittelt.

Die Anzahl der Papillen wurde mit dem Vivascope® 1500 pro Bildausschnitt er-
fasst, d.h alle aufgefiihrten Daten beziiglich der Papillendichte beziehen sich auf ei-
nen Bildausschnitt von 500 um x 500 pum.

Die Anzahl der Papillen konnte mit dem Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop ,,Stra-
tum* nicht ermittelt werden. Der relativ kleine Bildausschnitt von 250 um x 250
um ermdglicht keinen Uberblick und somit konnen keine Aussagen beziiglich eines

Areals getroffen werden.

In der Probandengruppe der Psoriasis-Patienten wurden die Daten zur Ermittlung
der minimalen und maximalen Epidermisdicke, der Dicke des stratum corneums so-
wie der Papillendichte als auch der GefaBdurchmesser im stratum papillare, an drei

im wochentlichen Abstand stattfinden Untersuchungsterminen erhoben.

Es wurden je Untersuchung mehrere Bilder zur Auswertung herangezogen.
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2.5.1 Quantitative Auswertung

Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte iiber das Bildverarbeitungs-
programm Photoshop sowie das Statistikprogramm SPSS 15.0. Die ermittelten Da-
ten wurden zunéchst in Exel-Tabellen archiviert und fiir die weiteren statistischen
Auswertungen in das SPSS-Programm iibernommen. Es wurden pro ermittelten Pa-

rameter mehrere MeBwerte fiir einen Probanden erfasst.

Aus diesen wurde ein arithmetischer Mittelwert, ein Medianwert sowie die Stan-

dardabweichung errechnet.

Der arithmetische Mittelwert ist definiert als

X t+x,+..+x 1 &
MW =%=""22 L=—N'x,.
n n1=1

Die Standardabweichung errechnet sich aus

SA:s:\/(xl—)_c)z+(x2—)?)2+...+(xn—)?)2 :J -

n_l I’l—li=1

Mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS lieflen sich aus diesen Daten statistische Si-

gnifikanzen und Grafiken erstellen.

Die Auswahl von Boxplots als grafische Darstellungsform ermdéglicht das Aufzei-
gen mehrerer numerisch ermittelter Daten. Es konnen der Mittelwert, der Median-
wert als auch die Quantilen innerhalb einer grafischen Abbildung dokumentiert
werden. Innerhalb der Box liegen 50 % der Daten. Die Lange der Box gibt einen
Anhalt liber die Streuung der Daten. Ebenso wichtig fiir die Interpretation der Daten
in der Box ist der Median-Wert.
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3. Ergebnisse

3.1 Qualitative Auswertung

Der Einsatz von konfokalen Laser-Scan-Mikroskopen ermdglicht das nicht invasive

objektive Erfassen von morphologischen und funktionellen Parametern der Haut.

Bisherige histologische Untersuchungen der menschlichen Haut werden anhand
von Biopsien und/oder chirurgisch entnommenen Hautarealen vorgenommen. Die
so entnommenen Praparaten werden vertikal geschnitten und lichtmikroskopisch
untersucht (Abb. 19). Konfokale Laser-Scan-Mikroskope bieten die Moglichkeit
ohne chirurgische Eingriffe die menschliche Haut und deren dynamische Vorginge
in vivo und in Echtzeit zu betrachten. Im Gegensatz zur konventionellen Histologie
erfolgt die Aufsicht nicht vertikal sondern horizontal zur Oberfliche (Abb. 20-23).
So kénnen mit konfokalen Laser-Scan-Mikroskopen einzelne horizontale Schichten
per Video und digital aufgenommen werden. Augrund der horizontalen Schichtung

kann es bei Untersuchungen mit konfokalen Laser-Scan-Mikroskopen zu Uberlage-

rungen der einzelnen Schichten kommen.

Abb. 20:
4 Stratum corneum

Stratum granulosum

Abb. 22:
Léngsschnitt einer normalen Haut in Stratum spinosum

HE-Firbung

Abb. 23:
Stratum basale/

pappilare
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Fiir die Beurteilung der Bilder mittels Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop diirfen
Kenntnisse beziiglich der Verteilung bzw. Umverteilung des Natriumfluoreszeins in
der menschlichen Haut nicht unberiicksichtigt bleiben. Die Arbeitsgruppe um Prof.
Lademann konnte spezifische Verteilungsmuster des Natriumfluoreszeins im zeitli-

chen Verlauf nachweisen [60].

Zunichst sammelt sich der Farbstoff NaF im extrazelluldren Bereich. Die Morpho-
logie der einzelnen Zellen ist zu diesem Zeitpunkt besonders gut erkennbar. An-
schlieBend dringt das NaF durch die Zellmembran in das innere der Zelle und farbt
zundchst den Zellkern. Dieser kann nun als wei3er Punkt betrachtet werden. Nach
Anfarbung des Zellkerns wird das gesamte Zytoplasma der Keratinozyten vom NaF
durchdrungen. Mikroskopisch sind wihrend dieser Phase kaum noch morphologi-
sche Strukturen erkennbar. AbschlieBend wird der Farbstoff besonders durch die pa-

pillaren Kapillaren eliminiert [60].

3.1.1 Darstellung der gesunden Hautschichten
mittels kLSM ,,Stratum* und Vivascope® 1500

3.1.1.1 Stratum corneum

Das stratum corneum besteht aus ca. 10- 20 Schichten kernloser hexagonal ange-

ordneter Keratinozyten und besitzt eine Dicke von ca. 10-20 um [19].

Unter dem Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum® sind durch Anfarbung
mit Natriumfluoreszein die einzelnen Keratinozyten klar erkennbar und Zellgren-
zen deutlich voneinander abgrenzbar (Abb. 24). Die Zellgrenzen sind weilllich um-
randet. Das hell weill leuchtende Areal (Abb. 24, roter Pfeil) entsteht durch An-
sammlung von Natriumfluoreszein in den Hautfurchen. Mit den Aufnahmen des
kLSM ,,Stratums* sind Aussagen beziiglich des oberflachlichen Hautzustandes
moglich. Es kann z.B. trockene Haut (Abb. 25) mit zerkliifteten inhomogen erschei-
nende Korneozyten von normaler Haut (Abb. 24) mit geordneten Hornhautzellen

differenziert werden.
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. T
Abb. 24: Abb. 25:
stratum corneum, normale Haut, stratum corneum, trockene Haut,
kLSM ,,Stratum* kLSM , Stratum*

Darstellungen des stratum corneums mit dem Vivascope® 1500 sind weniger de-
tailgenau und zeigen eine homogene weill leuchtende Oberfliche. Einzelne
Korneozyten und detailierte Strukturen sind nicht erkennbar. Die Zellverbiande sind
bliitenformig angeordnet (Abb. 26 u. 27, gelbe Pfeile). Die sich zwischen den Zell-
verbinden befindlichen schwarzen Regionen sind Hautfurchen (Abb. 26 u. 27, roter
Pfeil), die sich - je weiter der Blick in die Tiefe kommt - verjlingen, bis sie im Be-
reich des stratum papillare ,,verschwinden®. Die Abbildungen 26 und 27 zeigen das

stratum corneum gesunder Haut mit dem Vivascope® 1500.

<> B<—
100 ym 4 E 100 um

Abb. 26: Abb. 27:
Stratum corneuin, Stratum corneuin,

Vivascope®1500 Vivascope®1500
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3.1.1.2 Stratum granulosum

Das sich unterhalb des stratum corneums befindliche stratum granulosum wird im
Fluoreszenzmikroskop durch das pflastersteinartige Aussehen der abgeflachten Ke-
ratinozyten gepragt (Abb. 28, 29 rote Pfeile). Die hell markierten Zellgrenzen sind
erkennbar. Die aus ca. 2-5 Lagen bestehende Kornerzellschicht ist diinn und nicht
bei jedem Probanden mit dem ,,Stratum*-Mikroskop erfassbar. Die mit dem gelben
Pfeil markierten Areale sind Hautfurchen (Abb. 29), die auch fiir die schattengeben-
den Veranderungen (rote Kreise) verantwortlich sind. Die bereits im stratum cor-
neum vorhandenen Hautfurchen werden durch das topisch aufgetragene Natrium-
fluoreszein ,,erhellt”. Diese Ansammlung von Natriumfluoreszein in den Hautfur-

chen sorgt fiir die Schattenbildung in den darunterliegenden Schichten und Arealen.

Abb. 28: Abb. 29:
stratum granulosum, stratum granulosum,
kLSM ,,Stratum** kLSM ,,Stratum*

Das Vivascope® 1500 14Bt kaum detailierte Informationen iiber diese Zellschicht zu
(Abb. 30, 31). Eine definitive Zuordnung der Zellschicht fillt aufgrund der gerin-
gen Schichtdicke und eher miBigen Auflosung schwer. Abgrenzungen zu den unte-
ren und oberen Zellschichten sind kaum nachvollziehbar. In Abbildung 30 und 31

sind bei genauer Betrachtung Zellgrenzen erkennbar (roter Pfeil).
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Abb. 30: Abb. 31:

stratum granulosum, stratum granulosum,
Vivascope®1500 Vivascope®1500

3.1.1.3 Stratum spinosum

Das stratum spinosum ist gekennzeichnet durch polygonal kubisch angeordnete Ke-
ratinozyten und das Vorhandensein von Basalzellen und Melanozyten. In Abb. 32
sind im Fluoreszenzmikroskop die aufeinanderfolgenden Schichten voneinander zu
unterscheiden. Im unteren linken Drittel sind Zellen des stratum granulosums er-
kenntlich (Abb. 32, roter Pfeil), wahrend sich dariiber die Korneozyten des stratum
spinosums etwas kleiner und z.T mit Zellkernen darstellen (Abb. 32, gelber Pfeil).
Wie bereits schon Gonzales et al. beschrieben, haben die Stachelzellen ein bienen-
wabenformiges Aussehen [68]. Die hell markierten Zellkerne der Korneozyten sind
in Abbildung 33 sichtbar (Abb. 33, roter Pfeil).

Abb. 32: stratum spinosum, Abb. 33: stratum spinosum,
kLSM “Stratum” kLSM ,,Stratum
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Aufnahmen mit dem Vivascope® 1500 (Abb. 34, 35) lassen nur schwer eine genaue
Zuordnung der einzelnen Zellschichten zu. Der Ubergang vom stratum spinosum
zum stratum basale und zur Dermis ist flieBend und nicht klar voneinander abgrenz-

bar. Stratum spinosum und stratum basale bilden die Regenerationsschicht. Abb. 33

zeigt das stratum spinosum mit dem stratum basale und beginnenden Papillen (roter
Kreis).

Abb. 34: Abb. 35.'

stratum spinosum/ stratum basale, stratum spinosum/ stratum basale,
Vi ®1500 ' ®
ivascope Vivascope™ 1500

3.1.1.4 Stratum basale/ stratum papillare

Zwischen Epidermis und Dermis kommt es zu iiberlappenden Ubergiingen zwi-
schen den einzelnen Hautschichten (stratum basale/stratum papillare) Diese Uber-

gangszone ist in beiden Modi geprigt von Papillen, Basalzellen und Melanozyten.

Ausgehend vom stratum basale in die Tiefe werden zunehmend hellweil3 leuchtende
runde Areale sichtbar. Dabei handelt es sich um Papillarkorper, die vom stratum pa-

pillare bis in die Epidermis in das stratum basale hineinreichen.

Die um die Papillen gelagerten Basalzellen und Melanozyten erscheinen im Fluo-
reszenz-Laser-Scan-Mikroskop als dunkler Saum um die Papillen. (Abb. 39, gelber
Pfeil). Das vom Laser ausgestrahlte Licht wird von den Basalzellen und den mit

Melanin angereicherten Basalzellen absorbiert und somit erscheint die Zelle dun-
kel.
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Je weiter mit dem Laser-Scan-Mikrsokop ,,Stratum* von oben in die Tiefe geschaut
wurde, umso mehr nahm die Papille an Umfang zu (Abb. 36-39, rote Pfeile). Aus-
gehend vom stratum spinosum, in dem schon erste weilllich verdnderte Regionen
erkennbar sind, d.h. schon die Spitzen der Papillen sind hier zu erkennen (Abb. 36),

bis hin zum stratum papillare, ist deren Auspriagung aufgrund des hell leuchtenden

Fluoreszenzsignals des Natriumfluoreszeins gut zu verfolgen und zu beobachten
(Abb. 36-39).

ADbb. 36: stratum basale/ stratum Abb. 37: stratum basale/ stratum
papillare, kKLSM ,,Stratum” papillare, KLSM ,,Stratum*

Abb. 38: stratum basale/ stratum Abb. 39: stratum basale/ stratum
spinosum, Papillen, kLSM ,,Stratum®  spinosum, Papillen, kLSM ,,Stratum*

Die in Abb. 36 erkennbaren Strukturen zeigen das bienenwabenformige Aussehen

des stratum spinosum (rotes Sternchen).
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In einigen Féllen konnten in den Papillen GefidBBe mit Blutflu gesehen werden
(Abb. 40, 41). In gesunder Haut sind diese kapillaren Gefa3e sehr klein und Gefille

mit BlutfluB} sind daher selten zu beobachten. Die Gefdlle in den Papillen sind in

beiden Aufnahmen als kleine schwarze Locher innerhalb der Papillen zu erkennen
(Abb 40, 41, rote Pfeile).

50 um

&

Abb. 40: Papillen mit Blutgetalen, Abb. 41:Papillen mit Blutgefilen,
kLSM ,,Stratum** kLSM , Stratum”

Im Vivascope® 1500 sind Melanozyten und Basalzellen dhnlich den Keratinozyten
als hellweifl leuchtende Zellen zu erkennen, da sie einen hohen Brechungsindex
aufweisen (Abb. 42, 43, rote Pfeile).

In Abbildung 42 und Abbildung 43 sind bei genauer Betrachtung Blutstrome die
sich ,,schlangenformig® durch die Gefdlle winden zu erkennen (Abb. 42, 43, rote
Pfeile).

Abb. 42: Abb. 43:
stratum basale/stratum spinosum, stratum basale/stratum spinosum,
Vivascope®1 500 Vivascope®1500
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3.1.1.5 Stratum reticulare

Eine visuelle Darstellung des stratum reticulare mittels des ,,Stratum*-Mikroskops
ist nicht bei jedem Probanden moglich. In Abhédngigkeit von der Lokalisation und
der Hautdicke waren gute Aufnahmen bis gar keine Aufnahmen moglich. Je diinner
die Epidermis ist, umso besser war das mikroskopische Eindringen in die Dermis.
Verfolgt man die in der Epidermis beginnenenden Papillen bis in die tiefe Dermis,
so kann man ein ineinanderiibergehen der Papillen in die Dermis beobachten. Mi-
kroskopisch zeigte sich ein faseriges, inhomogenes Bild. Klare Strukturen sind
nicht erkennbar. In Abbildung 45 kann man die zunehmende Tiefe anhand der sich
vermehrenden dunklen Areale erkennen. Diese stellen das nicht mehr zu erkennen-
de stratum reticulare dar. Das stratum reticulare kann nicht bis zum Ende verfolgt
werden. Abbildung 45 (roter Pfeil) zeigt noch vorhandene papilldre Strukturen, je-

doch eine zunehmender ,,Zerfaserung® des gesamten Bildes.

ADbb. 44: stratum reticulare, ADbb. 45: stratum reticulare,
kLSM , Stratum** kLSM ,,Stratum*

Ahnlich verhilt es sich mit den Aufnahmen vom Vivascope® 1500. Wie die Abbil-
dungen 46 und 47 sichtbar werden lassen, nehmen die Strukturen des stratum papil-
lare und stratum basale zunehmend unklare Umrisse an und ein ,,unscharfes* Bild

typisch fiir das stratum reticulare entsteht.

Die sich an das stratum papillare anschlieBende Hautschicht begrenzt die Dermis.

Das sich schon mit dem kLSM ,,Stratum*-Mikroskop gezeigte inhomogene zerfa-

serte Bild dieser untersten Epidermisschicht spiegelt sich auch im Vivascope®

1500 wider.
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o0 |
ADbb. 46: stratum reticulare, Abb. 47: stratum reticulare,
Vivascope® 1500 Vjvascope® 1500

3.1.2 Hautanhangsgebilde

3.1.2.1 Haare

Fiir die Untersuchungen wurde der rechte Unterarm mit Vellushaaren mikrosko-

pisch betrachtet.

Haare bestehen aus einem Haarschaft und einem Haarfollikel. In Abbildung 48 und
Abbildung 49 sind beide Strukturen zu erkennen (Abb. 48 u. 49, gelbe und rote
Pfeile). Im Gegensatz zum Vivascope® 1500 (Abb.49) sind in der fluoreszenzmi-
kroskopischen Aufnahme das trichterformige Aussehen des Haarfollikels sowie die
lamellenartige Struktur des Haarschaftes detailiert zu erkennen. Auftretende struk-
turelle Haarveranderngen sind somit mittels Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop vi-
sualisierbar. Das gezielte Auffinden eines solchen Haarfollikels ist mit dem Fluo-
reszenz-Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum* jedoch schwierig und mit viel Zeit und
Geduld verbunden. Wihrend dieser Untersuchung wurde der Haarfollikel zufillig
gesehen. Die Aufnahme mit dem Vivascope® 1500 lésst einen Haarschaft und Fol-
likel erkennen, weitere Aussagen sind jedoch aufgrund der schlechten mikroskopi-
schen Auflosung schwierig (Abb. 49). Gegensitzlich verhilt es sich mit dem Vivas-
cope 1500® beim Auffinden eines solchen Haarfollikels. Auch hier Bedarf es eini-
ger Zeit fiir das Auffinden von Haarfollikeln, jedoch ist das gezielte Aufsuchen
moglich. Mit den Funktionen Vivablock® und Vivastack® stehen erleichternde
technische Mittel zur Verfiigung.
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Abb. 49: Haarfollikel,
kLSM ,,Stratum* Vivascope® 1500

3.1.2.2 Talgdrisen (Glandulae sebaceae)

Die zum grofiten Teil aus dem Haarbalg hervorgehenden holokrinen Driisen finden
sich an allen Korperstellen an denen Haare wachsen. Da diese Driisen in das Infun-
dibulum des Haares miinden, sind diese weder mit dem kLLSM ,,Stratum‘ noch mit

dem Vivascope® 1500 erkennbar.

3.1.2.3 SchweiBdrusen (Glandulae sudoriferae merocrinae)

Schweilldriisen besitzen ein enges Lumen. Thr Endstiick ist stark geknéuelt. Der
Ausfiihrungsgang der Knéueldriise verldauft durch die Epidermis sehr geschliangelt .
Das geknduelte Endstiick ist mit dem Vivascope® 1500 als auch mit dem ,,Stratum*
Mikroskop sichtbar (Abb.50 u. 51, rote Pfeile).

2 o+ ) F

_ . E

Abb. 50: Schweildriise, Abb. 51: Schweilidriise,
kLSM ,,Stratum* Vjvascope@ 1500
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3.1.2.4 Narben (Cicatrix)

Abb. 52: Narbe, Abb. 53: Narbe,
kLSM ,,Stratum* Vivascope® 1500

Die oben angefiihrten Abbildungen 52 und 53 zeigen jeweils mit dem kLSM ,,Stra-
tum®, als auch mit dem Vivascope® 1500 narbiges Gewebe. Typischerweise kon-
nen keine weiteren Zellstrukturen als Bindegewebszellen beobachtet werden. Auch
bei ndher gehender Betrachtung sind keine weiteren Zellstrukturen sichtbar. Es
wachsen weder Haare, noch bilden sich Talg- oder Schweilldriisen. Ebenso sind
keine Melanozyten vorhanden. Der Versuch mikroskopisch in die Tiefe schauen zu
wollen, misslingt. Die Zerstorung des kollagenen Gewebes in der Dermis fiihrt zu
einer Neubildung von minderwertigem Ersatzgewebe. Narbengewebe sieht makro-
skopisch aufgrund der fehlenden Melanozyten heller aus als die Umgebung. In Ab-
bildung 52 sind die typischerweise auf der Haut vorkommenden Hefepilze zu er-
kennen (Abb. 52, roter Pfeil). Des Weiteren ist die fiir atrophe Narben charkteristi-
sche zigarettenpapierartige Filtelung sichtbar. Die mit dem Vivascope® 1500 auf-

genommene Abbildung ldsst kaum Aussagen zu.

3.1.3 Benigne Hautveranderungen
3.1.3.1 Melanozytare Naevi

Melanozytire Naevi werden je nach Threr Lage als Junktionsnaevus, als dermale

Naevi oder Compound-Naevi bezeichnet.
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Der hiufig auftretende melanozytire Naevus vom Compound-Typ liegt histolo-
gisch betrachtet in der Ubergangszone zwischen der Epidermis und der Dermis (so-
genannte Junktionszone) und vermehrt im dermalen Bindegewebe. Es wurde fiir
beide Aufnahmen ein Naevus vom Compound-Typ am rechten Unterarm, mit ei-
nem leicht erhabenen, dunkelbrdunlichem Aussehen und scharfer Begrenzung aus-
gewdhlt. Abbildung 54 zeigt das klinische Bild des untersuchten Pigmentmals. Ty-
pischerweise besteht ein melanozytarer Naevi aus einer Anhdufung von Naevuszell-
nestern. Mit dem Vivascope® 1500 sind die aneinander gelagerten Naevuszellnester
deutlich zu erkennen (Abb. 56, rote Pfeile). Die Réinder der Nester bestehen zum
groBBten Teil aus Melanozyten, die als hell leuchtende Rénder den Naevuszell-

nestern das typische Aussehen verleihen [6].

& R A =~ 2 LS 7 N
Abb. 54: Klinisches Bild eines Abb. 55: Naevus
Naevus vom Compound-Typ kLSM ,,Stratum*

Abb. 56: Naevus,
Vivascope® 1500
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Im Gegensatz zu Aufnahmen mit dem Vivascope® 1500 sind beim scannen in die

Tiefe mit dem Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum nur vereinzelte Naevuszellnester als
dunkle rundliche Gebilde (Abb. 55, roter Pfeil).

3.1.4 Maligne Hautveranderungen

3.1.4.1 Malignes Melanom

Abb. 57: klinisches Bild eines
malignen Melanoms

Aus medizinischen ethischen Griinden konnten vom malignen Melanom nur Auf-
nahmen mit dem Vivascope® 1500 aufgezeichnet werden. Aufnahmen mit dem
»otratum* Mikroskop hétten eine NaF Injektion vorausgesetzt. Bei dem Verdacht
einer malignen Erkrankung wére das Risiko der Zellverschleppung zu grof3 gewe-

Ssen.

Bei der zuniéchst klinisch durchgefiihrten Untersuchung féllt das duf3ere Bild dieser
Hautverdnderung auf. Es zeigt deutliche Merkmale der ABCD-Regel. Die Hautver-
anderung zeigt insgesamt ein asymmetrisches Bild. Der Rand ist unregelmifig be-
grenzt. Verschiedenste Farbtone dominieren das Aussehen dieser Hautverdnderung

und sie 1st sehr erhaben tiber der Hautoberflache.

Die mikroskopischen Abbildungen zeigen dhnlich einem ,,normalem* Naevus eine
Anhédufung von Naevuszellnestern. Bei genauer Betrachtungsweise sind jedoch Un-
terschiede deutlich zu erkennen. Zum einen sind die am Rand befindlichen hell
leuchtenden Melaninzellen in ihrer Anordnung unterbrochen (Abb. 58, roter Pfeil).
Zum anderen sind die Nester sehr ungeordnet. Abgrenzungen der einzelnen Nae-

vuszellnester sind z.T. nicht moglich (Abb. 58, rote Sternchen). In einigen Naevi
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finden sich weilllich geschliangelte Gebilde, die als Gefdlle interpretiert werden
konnen. Das Vorhandensein von Gefaf3en innerhalb eines Naevi ist untypisch und

am ehesten als Kriterium eines malignen Melanoms zu werten.

Abb. 58: malignes Melanom, Vivas- Abb. 59: benigner Naevus,
cope® 1500 Vivascope® 1500

3.1.5 Untersuchung der Psoriasis vulgaris mittels kLSM
yStratum® und dem Vivascope® 1500

3.1.5.1 Psoriasis vulgaris (Schuppenflechte)

Die Schuppenflechte wird durch mehrere Verdnderungen der histologischen Archi-
tektur der Haut gekennzeichnet. Besonders Verdnderungen in der Epidermis stehen
im Vordergrund. Typischerweise kommt es zur Verdickung der Epidermis mit Ver-
breiterung des stratum spinosums (Akanthose). Ebenfallls typisch fiir die Psoriasis
ist die liberstiirzte Differenzierung der Keratinozyten mit mangelhafter Verhornung
und Persistenz von Kernresten (Parakeratose) sowie eine extreme Verdickung des
stratum corneums (Hyperkeratose). Weitere Verdnderungen geschehen in der kuta-
nen Gefalversorgung. Es kommt zu einer Vermehrung des oberflichlichen Gefal3-
plexus und einer Papillomatose [61]. Bereits die Arbeitsgruppe um Salvador Gon-
zalez konnte 1999 mittels eines auf Reflektanz beruhenden Laser-Scan-Mikroskops

mehrere psoriatische Verdnderungen in der Histologie der Haut beobachten [12].
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Im folgenden sollen qualitative Aussagen iiber die Erkennung und das Vorhanden-
sein einer von der Norm abweichenden Histologie bei Psoriasis Patienten mittels

Vivascope 1500% und dem Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum® gemacht werden.

Zunichst geben die Abbildungen 60 bis 62 den histologischen Aufbau visualisert
mit dem Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum* wieder, sowie die Abbildungen 63-65
das identische Areal untersucht mit dem Vivascope® 1500. Die Abbildungen zeigen

die typischen histologischen Verdnderungen der Haut bei der Psoriasis-Erkrankung.

Die Abbildung 60 zeigt die oberfldchlich zerkliifteten Keratinozyten (gelber Pfeil).
Es ist keine einheitliche Struktur erkennbar. Vereinzelt sind Zellkerne sichtbar
(Abb. 60, roter Pfeil).

Abb. 60: stratum corneum, Abb. 61: stratum spinosum,
kLSM ,,Stratum” kLSM ,,Stratum”

Abb. 62: stratum spinosum/stratum basale,
kLSM ,,Stratum**
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Das anatomisch unter dem stratum corneum liegende stratum granulosum ist bei
der Psoriasiserkrankung nicht erkennbar. Die Abbildungen 62 und 65 zeigen das

stratum spinosum.

In die Tiefe weitergehend zeigen die Abbildungen 62 und 65 die untersten Schich-
ten der Epidermis mit dem Stratum basale und den Beginn der Dermis mit dem stra-
tum papillare. Sichtbar mit beiden Geréten sind die erweiterten Papillen und z.T die
dilatierten GefaB3e (Abb. 62 u. 65, rote Kreise).

Abb. 63: stratum corneum, Abb. 64: stratum corneum/stratum granu-
Psoriasis, Vivascope® 1500 losum, Psoriasis, Vivascope® 1500

Abb. 65: stratum spinosum/stratum basale,
Psoriasis, Vivascope® 1500
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3.1.5.2 Histologische Besonderheiten
Akanthose

Als Akanthose wird die Verbreiterung der Epidermis bezeichnet. Sie ist mit beiden
Geréten subjektiv erfassbar. Um dies exakt und objektiv nachzuweisen, wurde von

allen Probanden die minimale und maximale Epidermisdicke vermessen.

Parakeratose

Als Parakeratose wird die liberstiirzte Differenzierung der Keratinozyten bezeich-

net. Es sind abgestorbene Zellen sowie Zellen mit Zellkernen sichtbar.

Die Abbildungen 66 und 67 zeigen das nebeneinander Auftreten beider Entwick-
lungsstufen. Die Aufnahme mit dem Vivascope®1500 (Abb. 67) zeigt nur ungenau
und schwer zu differenzierende Zellverbdande. Die mit dem kLSM ,, Stratum* er-
folgte Aufnahme (Abb. 66), zeigt sehr detailiert die verschiedenen Zellen.

In den Abbildungen 66 und 67 sind bei genauer Betrachtung Zellkerne ersichtlich
(Abb. 66 u. 67, roter Pfeil). Wie schon erwéhnt ist die Detailgenauigkeit mit dem
Vivascope® 1500 (Abb. 67) nicht gegeben. Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 66,

aufgenommen mit dem kLLSM ,,Stratum®, Zellen mit Zellkernen und Zellen ohne

Zellkern eindeutig und klar.

Abb. 66: stratum corneum, Abb. 67: stratum corneum/stratum granu-
Psoriasis, kKLSM ,, Stratum* losum, Psoriasis, Vivascope® 1500
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Allen Abbildungen gemeinsam ist das Vorhandensein verschiedener Entwicklungs-

stufen der Keratinozyten sowie ein relativ ungeordnetes Erscheinungsbild.

Hyperkeratose

Die fiir die Psoriasis typische Verdickung des stratum corneums ist wéihrend der
Untersuchungen mit beiden Laser-Scan-Modi sichtbar. Fiir eine statistische Aus-
wertung wurde die Entfernung zwischen der obersten Hautschicht und dem ersten

Auftreten der lebenden Zellen gemessen.

GefaBveranderungen

Die normale Gefallversorgung der Haut geschieht {iber zwei GefaBBplexi. Einem
oberflichlich in der papilldren Dermis gelegenen und einem tiefen in der reticuldren
Dermis und Subcutis gelegenen. Die hier dargestellten GefaBBe befinden sich in der
oberen Dermis. Beobachtungen des tiefen Gefdl3plexus sind aufgrund der limitier-

ten Auflosung der Mikroskope nicht moglich.

Wie in Abb. 69 deutlich zu erkennen ist, sind die dilatierten Gefiaf3e und zirkulie-

rende Blutstrome mit dem Vivascope®1500 gut zu erkennen (Abb. 69, rote Pfeile).

Je nach Anschnitt der oberen Papillen kdnnen die GefdBlumen beobachtet werden.
In Abbildung 69 sind diese als kleine dunkle Punkte innerhalb der Papille sichtbar.

Da die kapilldren Gefdlle gerade bei Psoriasis einen gewundenen und geschldangel-

Abb. 68: stratum spinosum/stratum Abb. 69: stratum spinosum/stratum
basale, Psoriasis, kKLSM ,, Stratum* basale, Psoriasis, Vivascope® 1500
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ten Verlauf nehmen, konnen je nach Anschnitt ein oder mehrere Gefal3lumen beob-

achtet werden.

Abbildung 68 zeigt die Darstellung der GefaBBverdnderungen bei Psoriaisis mittels
des kLSM ,,Stratum®. Die Aufnahme zeigt ebenfalls die Papille mit den GefaBlu-

men und auch sichtbaren Gefal3en.

Therapieverlauf

Innerhalb der dreiwdchigen Untersuchungsphase konnte unter den verschiedensten
Therapieformen auf den ersten Blick eine klinische Besserung des stratum cor-

neums bei allen Patienten festgestellt werden.

Man darf nicht davon ausgehen, dass es sich hierbei grundsatzlich um einen opti-
malen Therapieerfolg handelt. Es wurde festgestellt, dass in der mikroskopischen
Untersuchung mit dem Vivascope®1500 in diesen Untersuchungsarealen weiterhin
ausgepragte histologische Veranderungen, wie z.B Epidermisverdickungen und Pa-

pillomatosen, ab dem stratum granulosum sichtbar sind.

3.2 Quantitative Auswertung
3.2.1 Auswertung der Daten der gesunden Probanden

3.2.1.1 kLSM ,,Stratum*

Es konnten mittels des ,,Stratum*“-Mikroskops der Beginn der Epidermis, das erste
Erscheinen von Zellkernen und Papillen mit Gefdl3en sowie der Beginn des stratum
reticulare optisch dargestellt werden. Das Ermitteln der Papillenanzahl war auf-

grund des kleinen Bildausschnittes von 250 pm x 250 um nicht moglich.

Somit konnten mit dem kLSM ,,Stratum* folgende Parameter statistisch erfasst und
bearbeitet werden: die minimale und maximale Epidermisdicke, die Dicke des stra-

tum corneums sowie der Durchmesser der Gefallumen in der papillaren Dermis.

Die Daten wurden an gesunden Probanden an einem Untersuchungstag erhoben. Ei-

ne Verlaufsbeobachtung wurde nicht durchgefiihrt.
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Es konnten die oben angefiihrten MeBwerte an zwolf gesunden Probanden erhoben
werden: minimale Epidermisdicke, maximale Epidermisdicke und Dicke des stra-
tum corneums. Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der untersuchten

Probanden und deren erhobenen und errechneten statistischen Werte beziiglich

Emin, Emax und der Dicke des stratum corneums.

MW Emin | MW Emax | MW DSC MW Emin | MW Emax | MW DSC
PIFg Bpng intrE+SD |inrE+SD |inrE+SD EaEhis inrE+SD |inrE+SD |inrE +SD

1 37,66 75,00 14,50 7 37,33 92,33 13,60
+12,50 +9,74 +3,57 +14,37 +8,61 +2,86

2 30,33 82,30 8,60 8 44,33 106,66 17,60
+10,57 +9,81 +1,85 +12,19 +852 +3,47

3 46,00 89,00 15,00 9 51,66 78,30 16,60
+15,71 +10,62 +2,90 +1375 +9,15 +2,57

4 44,00 81,00 14,60 10 80,00 85,66 17,00
+14,92 +851 +2,76 +10,90 +7,86 +3,19

5 37,60 78,60 21,00 11 66,00 82,30 15,50
18,12 £7,65 +5,84 +12,30 +10,51 + 442

6 44,60 85,30 18,00 12 51,66 92,00 17,80
+12,56 +10,53 + 3,89 +13,80 +8,70 + 245

Tabelle 9: gesunde Probanden, kLSM ,,Stratum®

Desweiteren konnten mit dem kLSM ,,Stratum* die GefaBBlumen im stratum papilla-
re erfalt werden. Abbildung 40 zeigt mehrere Papillen mit GefaBlumen (Abb.40,
rote Pfeile).

Alle gesunden Probanden konnten bezliglich der GefaBBlumina optisch dargestellt

und numerisch erfasst werden.

Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Probanden und erfassten

Werte beziiglich der GefaBlumen-Durchmesser.

Proband GefaBlumen- Proband GefaBlumen-
Durchmesser in rE Durchmesser in rE
1 5,1 7 8,1
£24 +3,10
7,9 10,5
2 = 1/ 8 +58
4.5 8,3
3 +23 9 £44
6,3 5,2
4 +3,0 1 0 +3,5
10,8 8,2
5 +5,6 1 1 +5,5
5,8
° o 12

Tabelle 10 : gesunde Probanden, kKLSM ,,Stratum**
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3.2.1.2 Vivascope®1500

Die mit dem kLSM erhobenen Parameter Emin, Emax, DSC sowie die Durchmes-
ser der Gefdlllumina wurden ebenso mit dem Vivascope® 1500 untersucht. Zusétz-
lich konnte mit dieser Methode die Anzahl der Papillen pro Bildausschnitt ermittelt

werden.

Tabelle 11 zeigt im Uberblick die erfassten und errechneten Daten der gesunden

Probanden hinsichtlich der minimalen und maximalen Epidermisdicke sowie der

GrofBe des stratum corneums.

Proband MW Emin MW Emax MW DSC Proband MW Emin MW Emax MW DSC
inpm + SD|inum = SD | in pm + SD in ym + SD| in pm + SD | in pm + SD
1 40,46 95,35 15,45 7 41,21 67,56 11,35
+ 4,38 +12,73 + 1,85 + 7,62 +13,3 + 2,71
) 41,21 79,25 8,45 8 47,55 87,98 10,45
+ 3,72 = 20,51 + 2,73 + 3,12 + 14,57 +1,73
3 43,40 81.44 12,56 9 50,23 100,24 12,00
+29 +10,83 + 1,57 + 3,44 +10,35 + 2,81
4 37,06  |86,31 16,76 10 4389 |7845 | 10,81
+ 7,83 +15,78 + 3,48 =78 +15,41 + 1,91
5 30,72 120,56 12,00 11 44,38 95,10 8,00
+ 2,61 +12,82 + 2,51 + 8,19 + 18,67 + 2,27
6 36,57 94,79 10,46 12 39,25 110,95 13,56
+ 52 + 9,64 + 2,81 + 5,7 + 20,36 + 5,6

Tabelle 11: gesunde Probanden, Vivascope® 1500

Die mittels des Vivascope® 1500 erfassten Daten beziiglich der Durchmesser der

GefdBlumina sowie der Papillenanzahl sind in Tabelle 12 wiedergegeben.

Pt o2 [ommmtie pobens 70 e
1 5 %% i 6 |2
0 I o | s
s |+ |o= o | 4 oo
|« = 0 | o |o
s | s | T A
o | v | 2 | o |on

Tabelle 12: gesunde Probanden, Vivascope® 1500



3 Ergebnisse 71

3.2.2 Auswertung der Daten der Psoriasis-Patienten

3.2.2.1 KLSM ,,Stratum*

In der Probandengruppe der Psoriasis-patienten wurden die Daten zur Ermittlung
der einzelnen Parameter an zwei im wdochentlich Abstand stattfinden Untersu-
chungsterminen ermittelt. Es konnten wie bei den gesunden Probanden, die mini-
male und maximale Epidermisdicke, die Dicke des stratum corneums sowie die

Durchmesser der Gefal3lumina ermittelt werden.

Tabelle 13 zeigt einen Uberblick iiber die ermittelte minimale und maximale Epi-

dermisdicke sowie die Dicke des stratum corneums im Verlauf von zwei Wochen.

Pro- |E min 1 E max 1 DSC 1 E min 2 Emax 2 DSC 2
band |, (£ + SD |intE+SD |infE+SD |inrE+SD |inrE+SD |inrE +SD

1 60 100 20 60 100 10

+ 8,51 +10,85 + 54 +541 +10,89 + 529

2 50 80 30 40 70 20

+10,37 +7,71 + 3,12 +8,13 + 14,41 + 581

3 65 90 20 60 85 10

+5,85 +14,13 + 7,95 +11,35 +10,73 + 3,51

4 65 110 13 60 100 10

+7,23 + 16,25 + 8,53 +12,48 +19,32 + 4,32

5 50 100 21 50 90 15

+5,87 +6,8 + 6,51 +10,27 +9,85 + 4,12

6 55 85 20 50 85 20

+7,61 +12,49 + 4,51 +5,81 +10,12 + 3,43

Tabelle 13: Psoriasis-Patienten, kKLSM ,,Stratum*

In den Grafiken 1 bis 3 ist der zeitliche Verlauf der minimalen und maximalen Epi-
dermisdicke sowie die Dicke des stratum corneums im Verlauf dargestellt sowie der

Vergleich mit der gesunden Probandengruppe sichtbar.
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Minimale Epidermisdicke
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Maximale Epidermisdicke
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Dicke des stratum corneums
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3.2.2.2 Vivascope® 1500

Die Untersuchungen der 15 Psoriasis-Patienten fanden an drei im wdchentlichen
Rhythmus stattfindenen Untersuchungsterminen statt. Die mit dem kLSM ,, Stra-
tum® erhobenen Daten fiir gesunde Probanden und Psoriasis-Patienten konnten
ebenso mit dem Vivascope®1500 ermittelt werden. Dies sind DSC, Emin, Emax,
und der Durchmesser der Gefa3lumina. Zusitzlich konnte die Anzahl der Papillen

erfal3t werden.
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Dicke des stratum corneums (DSC)

Die Dicke des stratum corneums im Verlauf spiegelt Tabelle 14 wider.

DSC 1 DSC 2 DSC 3 DSC 1 DSC 2 DSC 3
Proband inm = SD| in ym + SD |in ym = SD Proband in um + SD| in pm = SD |in pm = SD

1 17,56 15,50 15,00 9 10,5 9,70 9,50
+56 + 4,02 + 5,14 +3,24 + 3,89 +1,72

5 12,00 [12,00  |12,00 10 10,00  |8,50 8,00
+3,8 +5,71 + 2,78 +27 + 3,56 +3,91

3 20,00 20,00 20,00 11 12,60 11,40 8,50
+ 4,51 + 4,01 + 5,56 +4,45 +2,71 +343

4 22,50 20,50 15,00 12 14,80 14,00 15,00
+6,82 + 4,56 + 3,71 +3,8 + 2,51 +4,36

5 1750 [1542  [135 13 2057 | 155 12,5
+ 4,34 +4,12 + 3,62 +5,17 +3,91 +4,71

6 1500 |1500  |10,90 14 20,56 [18,40  [15,10
+ 3,61 +3,47 + 4,79 +7,61 +4,11 +4,78

- 15,00 12,50 10,5 ‘g 18,84 16,00 18,00
+2,6 +2,19 + 2,31 + 4,32 + 4,31 +3,45

8 25,00 22,8 20,8
+ 4,17 + 4,02 + 5,68

Tabelle 14: Psoriasis-Patienten, Vivascope® 1500
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Minimale und maximale Epidermisdicke (Emin und Emax)

Auch Emin und Emax konnten im Verlauf von drei Wochen in der Psoriasis-Gruppe

ermittelt werden.

Tabelle 15 zeigt die im Verlauf erhaltenen Mittelwerte und dazugehorigen Stan-

dardabweichungen der Probanden.

Emin 1 Emin 2 Emin 3 Emax 1 Emax 2 Emax 3
Proband inpm = SD | in pm = SD |in ym + SD | in pm = SD| in pm £ SD |in um = SD

1 63,46 57,06 50 100,36 95,36 90,8

+10,52 + 10,71 + 8,17 + 20,89 +13,8 +10,17
o 41,21 41,21 35,00 80,23 80,23 70,74

+ 871 +5,85 +13,28 + 35,67 +18,15 + 15,73
3 63,4 55,5 52,8 101,44 100,80 91,9

+ 15,45 + 10,13 + 10,69 + 49,38 + 2573 + 16,51
4 62,03 50,72 47,8 136,31 130,23 110

+ 12,78 + 5,87 + 8,26 + 2571 + 16,27 + 15,82
5 50,72 50,1 45 120,56 110,56 90,4

+ 9,42 + 6,94 +12,13 + 26,83 + 15,31 +15,79
6 66,57 44,38 40,90 134,79 120,78 100,56

+11,28 + 10,28 + 11,31 +20,72 + 13,61 + 18,94
7 47,55 40,3 35,4 167,56 120,5 110,6

+10,35 + 6,31 + 8,23 + 28,19 + 15,43 + 15,41
8 47,55 45 43,74 187,98 129,8 121,47

+ 8,32 + 10,42 + 5,87 +39,43 + 20,72 + 17,81
9 60,23 57 55,56 100,24 | 95,8 90,86

+ 5,91 + 971 + 10,33 + 4291 + 2513 = 20,16
10 57,06 55,1 53,48 178,45 130,7 115,78

+10,13 + 6,10 + 10,72 £30,14 18,01 = 1571
11 48,56 44,38 41,67 95,1 90,5 65,89

+ 8,57 + 12,49 + 7,51 + 20,57 = 17,95 + 16,82
12 79,25 75 70,4 114,12 110 100,12

+ 10,08 + 12,27 + 12,38 + 31,57 = 18,31 = 18,58
13 46,23 45,47 40,6 161,67 140,8 120,7

+ 6,52 + 6,83 + 4,97 + 4572 18,12 16,97
14 55,27 50 60,37 140,59 110,26 100,51

+ 11,92 + 4,36 + 7,62 + 42 86 +20,12 +18,78
15 50,64 45,29 50,83 115,38 135,24 114,42

+ 847 + 13,79 + 11,54 + 33 81 * 15,38 = 17,49

Tabelle 15: Psoriasis-Patienten, Vi vascope® 1500

Die Grafiken 5 und 6 (Seite 76) zeigen den zeitlichen Verlauf der minimalen und
maximalen Epidermisdicke innerhalb der drei Untersuchungswochen sowie den
Vergleich mit der Kontrollgruppe als auch mit den gesunden Arealen der Psoriaspa-

tienten.
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Papillenanzahl, GefaBRdurchmesser
Fiir alle Psoriasis-Patienten konnte die Anzahl der Papillen und der Durchmesser
der Gefdlle mit dem Vivascope® 1500 im Verlauf erhoben werden.

Tabelle 16 zeigt die erhobenen Daten der Anzahl der Papillen sowie der Gefal3-

durchmesser (GefaBlumina).

Proband Papillen- Papillen- Papillen- Durchmes- | Durchmes- | Durchmes-
Ank2th1 | AnzahP2 [AnzaHhl@ sd3, 19um | setL2Bum | sdiB361 um
+1,71 +1,71 + 1,91 +1,51 +172 + 2,21
1 8 7 5 8,65 8 7
+2,83 +1,91 + 1,51 +2,38 + 251 + 1,63
2 10 10 9 | 12,38 9,01 8,54
+1,91 +1,51 + 3,14 +1,73 +1,91 + 1,17
3 13 13 12 11,25 11 10
+1,87 +291 + 2,91 +2,89 +212 + 1,51
4 17 14 12 9,03 8 8
+249 +21 + 1,47 +1,17 +1,57 + 1,38
5 10,5 8,6 8 10,7 85 | 8
+ 257 +1,21 + 2,64 +1,23 +1,11 + 1,41
6 12,5 10 10 | 10,25 10 10
+2,91 +1,53 + 1,91 +1,58 +1,31 + 1,32
7 13 12 9 | 1344 10,05 0,46
+2,18 + 2,64 + 1,87 +1,57 +293 + 1,27
8 12 9,5 7 | 12,99 11,6 | 10,45
+1,47 +1,47 + 249 +1,87 +1,78 + 1,61
9 10 10 8 | 1033 9.42 8.27
+1,51 +1,64 + 1,72 +2,15 +2,28 + 1,71
10 10 10 9 | 1281 12 10
+147 +1,91 + 2,14 +1,36 +1,87 + 2,81
1 12 12 1 13.78 13.71 12,59
+2,38 +223 + 1,37 +1,61 +1,97 + 1,1
12
- 12 9 8 | 13,31 10,75 9
+291 +1,37 + 1,95 +1,53 +1,36 + 1,81
” 10,5 9 8 | 12,35 11,79 10,5
+3,14 +1,47 + 1,83 + 1,46 +218 + 1,16
15 8 9 7 | 1025 6,25 6,5
+2,37 +249 + 1,57 +1,26 +1,89 + 1,77

Tabelle 16: Psoriasis-Patienten, Vivascope® 1500

Die Grafiken 7 und 8 geben einen optischen Uberblick iiber den Verlauf der Papil-
lenanzahl sowie der GefiBldurchmesser im Vergleich mit der Kontrollgruppe (ge-

sunde Probanden) sowie mit den gesunden Arealen der Psoriasis-Probanden.
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Grafik 7: Papillenanzahl, Psoriasis, im Verlauf und im Vergleich mit der
Kontrollgruppe, Vivascopc® 1500
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Gratik 8: GefalBlumina, Psoriasis, im Verlauf und im Vergleich mit der Kon-
trollgruppe, Vivascope® 1500
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Gesunde Areale der Psoriasis-Patienten

Ebenso wie in den vorangegangen Untersuchungen konnten fiir die subjektiv duller-
lich gesund erscheinenden Areale der Psoriasis-Patienten folgende Parameter erho-
ben werden, DSC, Emin, Emax und sowie die Papillenanzahl als auch der Durch-

messer der GefalBlumen. Es konnten Daten von 15 Patienten erhoben werden.

Tabelle 17 gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen Daten.

Patient !Emin !Emax Papillen- _GeféBIumen F)SC
in ym in ym Anzahl in ym in ym

1 62,4 100,2 15,5 6,37 10,01
+10,14 + 30,81 + 581 +2.38 +1,87

2 - 40,5 80 11 9,91 18,73
+ 6,81 + 24,37 EERNIRS) +2,17 + 3,19

3 60 100,4 7 17,32 12,67
+12,73 + 35,47 +23 +1,93 + 5,67

4 60,48 130,45 10 15,02 13,49
+8,27 + 40,25 11 +2,18 + 3,61

5 50,7 115,61 13 8,79 19,71
+5,19 + 34,63 + 22 +1,59 +5,78

6 65,5 134,51 6 10,26 10,85
+10,34 +50,71 £ 17 +2,08 +2,34

7 40,5 165,28 12 15,43 16,74
+8,25 + 26,48 + 37 +1,49 +2,82

45,31 185,82 9 10,97 12,12

8 +5,49 +40,27 £ 23 +5,85 +3,18
9 58,49 90,57 7 8,16 15,69
+17,23 +38,12 + 18 +6,13 +1,79

10 55,62 170,21 18 7,53 11,76
+ 6,98 + 32,84 + 1,31 +2,10 +2,19

11 45,27 95 6 8,28 9,86
+543 +20,31 £ 12 +1,82 +5,36

. 70,24 | 110,83 9 8,36 18,78
+9,71 + 28,69 +58 1,41 +3,12

13 45,18 160,43 6 51 16,32
+7,65 +21,43 + 4,4 +2,78 +3,83

14 55 140,3 8 8,82 17,25
+ 8,31 + 41,57 £82,9 25 .28 1,59

45,5 110,28 5 6,64 20,13

15 +573 +19,81 +18 +2,49 +2,86

Tabelle 17: Psoriasis-Patienten,gesunde Areale,
Vivascope® 1500
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4. Diskussion
4.1 Allgemein

Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie (kLSM) ist eine Methode zur histologi-
schen Untersuchung von Hautschichten. Unter Ablauf dynamischer Prozesse kon-

nen in vivo Aufnahmen der einzelnen Hautschichten in Echtzeit gemacht werden.

Bisherige histologische Untersuchungen basieren auf der Entnahme von Gewebe.
Dieses wird seiner urspriinglichen Umgebung entnommen und z.T. durch Farbun-
gen und verschiedensten Formen der histologischen Untersuchung verdndert. Es
unterliegt als totes Gewebe steten Umformungen und Verdanderungen. Die bei der
histologischen Untersuchung entstehenden Ergebnisse spiegeln den Zustand des to-

ten Gewebes zu einem bestimmten Zeitpunkt wieder.

Durch die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie lassen sich morphologische Verande-
rungen auf zelluldarer Ebene objektiv erfassen. Diese Methode der Mikroskopie ba-
siert auf der optischen Darstellung der Hautareale in diinnen horizontalen Schnitten.
Diese werden dem Betrachter auf dem Monitor sichtbar gemacht. Die technischen
Gegebenheiten der Gerite ermdglichen die digitale Speicherung der Bilder auf ei-
nem externen Datentrager. Ferner konnen nachtragliche Wiederholungs- oder Kon-
trolluntersuchungen mit den urspriinglich ausgewerteten Original-/Voruntersu-

chungsdaten verglichen werden.

Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie bietet gegeniiber der klassischen Histologie
in bestimmten Fragestellungen einen entscheidenen Vorteil. Im Gegensatz zur kon-
ventionellen Lichtmikroskopie wird bei der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie
lebendes Gewebe in seiner natiirlichen Umgebung erfalit. Die Untersuchungsquali-
tat sowie der dadurch entstandene Zeitgewinn bis zur Diagnosestellung sind we-
sentliche Vorteile der kLSM.

Entscheidender limitierender Faktor der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie ist die
durch die horizontale Schnittdarstellung limitierte Tiefendarstellung. Das von
,oben daraufsehen® ist in die Tiefe begrenzt und macht nur Aussagen {iber ober-
flachlich gelegene Strukturen moglich. Aussagen iiber tiefer liegende Schichten wie

die retikuldre Dermis und die Subcutis sind kaum moglich.
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Des Weiteren sind Zellen und Zellkerne mit beiden Methoden darstellbar, jedoch
bleiben alle weiteren Zellbestandteile unerkannt (Abb. 26-29).

In dieser Arbeit blieb die Auswahl der einzelnen Therapiekonzepte der einzelnen
Psoriasis- Patienten unberiicksichtigt. Fiir klinische Aussagen beziiglich Effektivi-
tdat, Nutzen und Nebenwirkungen einzelner Therapieschematas wird derzeit eine
weiterfithrende Studie mit dem Vivascope® 1500 in unserer Arbeitsgruppe durchge-
fiihrt.

4.2 Qualitative Auswertung

Fiir die KLSM existieren zur Zeit zwei verschiedene Mikroskoptypen. Zum einen
das Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop und zum anderen das auf Reflektanz beru-
hende konfokale Laser-Scan-Mikroskop. Beiden gemeinsam ist die in vivo Unter-
suchung am Patienten in Echtzeit. Unterschiede gibt es jedoch beziiglich der Funk-

tionsweise, der Tiefenschérfe sowie der Anwendungsmodalitéten.

Im weiteren Verlauf soll auf die Gemeinsamkeiten und Unterschiede ndher einge-

gangen und im Zusammenhang mit den Ergebnissen diskutiert werden.

4.2.1 kKLSM ,,Stratum*

Mit dem Einsatz der Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie lassen sich morphologi-
sche Veranderungen der Haut feststellen. In unserer Studie mit gesunden Probanden
konnten zum Beispiel Unterschiede zwischen trockener und normaler Haut visuell
festgehalten werden (Abb. 24, 25). Des Weiteren lassen sich dynamischen Verande-

rungen des Natriumfluoreszeins in allen Stadien beobachten.

In unserer Forschungsgruppe konnten aufgrund der dynamischen Untersuchungs-
methode Studien tiber die Reservoirfunktion des stratum corneums sowie dessen

Beeinflussbarkeit mittels topisch applizierter Substanzen durchgefiihrt werden [62].

Das Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum‘ beruht auf dem Fluoreszenzprinzip. Uner-

lasslich ist daher der Einsatz eines Fluoreszenzfarbstoffes.

Der in diesem Gerit eingebaute Argon-Laser regt mit seiner Wellenldnge von 488

nm das wihrend dieser Untersuchungen eingesetzte Natriumfluoreszein an. Das
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entstehende Signal wird vom Laser gemessen und anschlie8end in Bilddaten umge-

wandelt.

Der entscheidende Vorteil dieser Methode liegt in der Méglichkeit dynamische Pro-
zesse und Verteilungsmuster des injizierten Natriumfluoreszeins sichtbar zu ma-
chen. Gerade fiir Untersuchungen von physiologischen Fragestellungen wie Pene-
trationswegen und Verteilungsmustern von z.B. epikutan aufgetragenen Substanzen
(die dann mit Natriumfluoreszein angereichert sind) ist diese Methode optimal ge-
eignet. Es konnten bisher verschiedenste Penetrationseigenschaften topisch aufge-
tragener Substanzen in vivo auf der menschlichen Haut untersucht werden [63] Die
Diffusionswege des Natriumfluoreszeins sind im zeitlichen Verlauf sehr gut sicht-
bar. Der zunichst stattfindenden Penetration in das Gewebe und der damit verbun-
denen Farbung der extrazelluldren Strukturen folgt die Diffusion mit Anfarbung in-
trazellularer Strukturen, wie zum Beispiel dem Zellkern um dann ,,grenzenlos® in
alle anatomischen Strukturen zu wandern. Wichtig zum Verstindnis und fiir die Be-
urteilung der Bilder ist das Wissen um diesen zeitlichen Umverteilungsprozef3 des
Natriumfluoreszeins wahrend der Untersuchung. Dieser zeitliche Wandel von Pene-
tration, Diffusion und Akkumulation erfordert eine schnelle und sichere Untersu-

chung sowie manuelles Geschick [60].

Was im oberen Abschnitt dieses Kapitels als enormer Vorteil dargestellt wird, kann
auch erhebliche Nachteile aufweisen. So konnen sich aus der notwendigen Injekti-
on des NaF sowie dem spezifischen Verteilungsmuster Einschrinkungen beziiglich
der Untersuchungsfiahigkeit der Patienten bzw. im zeitlichen Ablauf der Untersu-

chung ergeben.

Der Vorgang der intradermalen Injektion mufB fiir jedes zu untersuchende Areal neu
durchgefiihrt werden, so dass oft mehrere Injektionen fiir eine Untersuchung not-
wendig sind. Die Option der epikutanen Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes
lasst nur die obersten Schichten des stratum corneums sichtbar erfassen. Bereits die
untersten Schichten des stratum corneums und auch des beginnenden stratum gra-
nulosums sind nicht darstellbar. Gerade um die stratum corneum Barriere zu durch-
brechen, ist die Qualitidt der Untersuchung sehr von dem Einsatz eines geeigneten

Fluoreszenzfarbstoffes abhingig.

Das in den Studien eingesetzte Laser-Scan-Mikroskop ,,Stratum besitzt keine ge-
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eichte MeBskala. Zu Fragestellungen beziiglich bestimmter Hautschichtendicken
und direkt zum Vergleich mit anderen Studien, z.B. mit anderen MeBmethoden, ist

die vorhandene Einteilung in relative Einheiten keine gilinstige Alternative.

Die ungefiahre Eindringtiefe von ca 140 um ldsst nicht alle Hautstrukturen bis in die
Tiefe verfolgen. Hautanhangsgebilde konnen nicht bis zum Entstehungsort visuali-

siert werden.

Tiefere Hautschichten wie die retikuldre Dermis und die Subcutis sind trotz des

Einsatzes eines Fluoreszenzfarbstoffes nicht gut erkennbar (Abb. 44, 45).

Das mobile Handstiick ermdglicht ein abscannen an jedem beliebigen Hautareal des
Korpers, verhindert dadurch jedoch das erneute Wiederauffinden des zuvor unter-
suchten identischen Areals. Der Versuch, einen Gesamtiiberblick mittels manueller
Verschiebung des Handstiicks auf der Haut zu erhalten, ist meist mit einem frustra-

nen Ergebnis verbunden.

Durch den Einsatz des relativ kleinen Handstiicks, ist die Einhaltung von Fixpunk-

ten bei Nachfolgeuntersuchungen mit Schwierigkeiten verbunden.
Dies resultiert unter anderem aus dem kleinen Bildausschnitt von 250 x 250 pm.

Die auf dem Monitor abgebildeten histologischen Strukturen erscheinen im
schwarz-weill Modus. Es entstehen verschiedenste Graustufen, jedoch wird das
Fluoreszenzmittel als starkes weiles Signal abgebildet, so dass starke Kontraste

entstehen. Diese Kontraste lassen relativ sichere anatomische Aussagen zu.

Aufgrund der notwendigen intradermalen Injektion ist diese Untersuchungsmetho-
de nicht fiir alle Patienten geeignet. Patienten an denen keine invasiven Eingriffe
durchgefiihrt werden sollten, miilen von dieser Untersuchungsmethode ausge-
schlossen werden. Fiir Patienten mit z.B. malignem Melanom ist diese Methode un-

geeignet, da das Risiko der Verschleppung von malignen Zellen zu hoch wire.
4.2.1.1 Hautanhangsgebilde

Nachteilig wirkt sich der kleine Bildausschnitt von 250 x 250 um auf die Beurtei-
lung von Haarfollikeln, Haaren und Driisen aus. Sobald eine gewisse Grofie der
anatomischen Struktur tiberschritten wird, sind nur Ausschnitte zu beurteilen (Abb.

48). So ist es nicht moglich, ein Haar im gesamten Verlauf vom Follikel bis zum In-



4 Diskussion 84

fundibulum zu betrachten. Das Ermitteln der Anzahl der Haare wird ebenso unmog-
lich. Meist gelingt ein Anschnitt eines Follikels, jedoch sind keine Aussagen tiber
die Follikeldichte moglich. Gleiches gilt fiir die Betrachtung von Leberflecken. Die
Betrachtung der Anhaufung der im Ergebnissteil beschriebenen Naevuszellnester
(Abb. 55) ist nur in Ausschnitten moglich. Fiir die klinische Beurteilung wire die

Abbildung eines gesamten Pigmentmals unbedingt wiinschenswert.

Die quantitative Auswertung der einzelnen Hautschichten ist moglich, jedoch ist
das Abgrenzen der jeweiligen Schicht aufgrund der horizontalen Blickweise
schwierig. Die horizontale Betrachtungsweise fiithrt zu Uberlagerungen. Gerade
diinne Schichten, wie das stratum granulosum, sind zwar gut erkennbar aber relativ
schlecht in der horizontalen Ausdehnung messbar, d.h. die Abgrenzung zur dariiber
bzw darunter liegenden Schicht ist oft schwierig. Ebenso ist die Erfassung der An-
zahl der Lagen einer Hautschicht schwierig, da eine Zellage oft von anderen Zella-

gen iiberlagert wird.
4.2.1.2 Fluoreszenzfarbstoff ,,Natriumfluoreszein* (NaF)

Wie zuvor bereits erwédhnt, kann die Fluoreszenzmikroskopie ohne intradermale In-
jektion eines Fluoreszenzfarbstoffes keine qualitativ hochwertigen Aufnahmen her-

vorbringen.

Die Auswahl eines passenden Farbstoffes richtet sich nach der Wellenlidnge des La-
sers, den Erregungs- und Emissionseigenschaften des Farbstoffes und den pharma-
kologischen Eigenschaften der Substanz. Letztere sollten bekannt und durch Studi-

en fundiert sein.

Das in dieser Studie benutzte Natriumfluoreszein wird in der Augenheilkunde routi-
neméiBig zur Netzhautspiegelung verwendet. Bisher sind kaum Allergien oder ande-
re Nebenwirkungen durch Natriumfluoreszein beim Menschen beschrieben worden
[52].

Physikalisch passt es mit seinem Absorptionsmaximum von 490 nm ideal zur Wel-
lenldnge des Argon-Lasers. Es ist eine wéssrige Losung im sauren pH-Bereich. Eine
lipophile Losung hebt bei der Untersuchung andere Zellstrukturen hervor. Ergeb-

nisse von verschiedenen Untersuchungen belegen dieses [64, 65, 66].
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Auch der Lebensmittelfarbstoff Curcumin ist als Fluoreszenzfarbstoff einsetzbar.
Dieser kann ebenso wie Natriumfluoreszein vom ,,Stratum‘ Mikroskop sehr gut de-
dektiert werden [66].

Fiir das Verstindnis und fiir die Beurteilung der Bilder ist das Wissen um den zeitli-
chen Umverteilungsproze3 des Natriumfluoreszeins sowie Grundlagen der anato-

mischen und physiologischen Gegebenheiten der Haut wichtig [60, 66].

Die Untersuchung mit dem Laser-Scan-Mikroskop erfordert eine schnelle und si-

chere Untersuchung sowie manuelles Geschick.
4.2.1.3 Untersuchung der Psoriasis-Patienten

Vor Beginn der Untersuchung der Psoriasis-Patienten stellten sich zwei wichtige
Fragen: Ist das Injizieren des Natriumfluoreszeins bei schon geschiadigtem stratum
corneum und somit auch gestorter stratum corneum Barriere tatsdachlich notwendig?

Und wie verhilt sich das NaF in entzindlich veranderten Hautarealen?

Versuche mit epikutaner Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes auf das entziind-
lich veranderte Areal zeigten, dass je nach Beschaffenheit der obersten Zellschich-
ten einzelne oberflidchliche Zellen beurteilbar waren. Befinden sich noch starke Pla-
ques auf der Hautoberfldache, kann der Laser diese nicht durchdringen. Der einge-
baute Argon-Laser ist nicht in der Lage diese Barriere aus abgestorbenen Korneozy-
ten zu durchdringen. Das injizierte NaF sammelt sich in den Plaques und Hautfur-
chen (Abb. 66, 67). Es kann sich dadurch jedoch nicht in den tieferen Hautschichten
verteilen. Bei vorhandenen massiven abgestorbenen Korneozyten ist keine sinnvol-
le Untersuchung moglich. Bei vollstindig gereinigter Hautoberfldche sind die ver-
anderten Korneozyten mit teilweise vorhandenem Zellkern gut darstellbar. Das NaF
diffundiert jedoch sehr schnell in den intrazelluldren Raum und fiillt schnell die ge-
samte Zelle aus. Dies fiihrt zu einer Kontrastabnahme zwischen den einzelnen
Strukturen. Das gesamte Bild, einschlielich Zelle und intrazelluldrer Raum er-

scheinen in einem weil3en Schleier.

Eine mogliche Ursache kann in der Verdnderung der Permeabilitidt der Wandstruk-
turen der Zellen liegen. Wie schon erwéhnt, durchlduft das Natriumfluoreszeins bei
gesunder Haut verschiedene Stadien der Verteilung. Bei entziindlichen Verdnderun-

gen wie der Psoriasis ist der zeitliche physiologische Ablauf gestort. Aufgrund der
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Entziindung gelangt das Natriumfluoreszein um ein vielfaches schneller in den in-

trazellularen Bereich.

So kénnen mit epikutaner Vorgehensweise Ergebnisse beziiglich der Zerstorung des
stratum corneums erfasst werden. Das Ausmal} der Erkrankung in tieferen Haut-

schichten kann jedoch nicht beurteilt werden.

Mit Hilfe der intradermalen Injektion konnte der Mechanismus des schnellen intrazel-
luldren Durchdringens des Farbstoffes nicht verhindert werden, jedoch wurde ein

Blick auf das das stratum spinosum, das stratum basale und die papillire Dermis mog-
lich (Abb. 60-62).

Des Weiteren konnten die Psoriasis-typischen Verdnderungen der Para- und Hyper-
keratose mikroskopisch dargestellt werden. Neben Zellen mit Zellkernen sind
gleichzeitig abgestorbene Zellen und Zellreste sichtbar (Abb. 66, 67).

Das Vorhandensein von zerkliifteten Korneozyten, Schuppen sowie das gelegentli-
che Vorhandensein von Zellkernen bei Psoriasis-Erkrankten sind Zeichen eines we-
sentlich schneller ablaufenden Zellzyklusses der Keratinozyten als bei gesunden
Menschen. Im Normalfall betrdgt die Phase von Bildung der Zelle bis zur Apoptose
ca. 3-4 Wochen. Bei der Psoriasis lauft dieser Zyklus in 3 bis 4 Tagen ab [67].

4.2.1.4 Vergleich kLSM ,,Stratum* mit anderen Methoden

Die konfokale Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie kann mit der konventionellen
Histologie verglichen werden. Mit einer Tiefenausdehnung bis zur papilldaren Der-
mis ist diese Methode fiir Untersuchungen des stratum corneums und der Epidermis

zu bestimmten Fragestellungen sinnvoll.

Untersuchungen in denen die Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie mit der opti-
schen Kohérenztomografie (OCT) verglichen wurden, ergaben, dass sich das kLSM
»dtratum® wegen seiner Eindringtiefe von ca. 140 pm besonders fiir die Betrach-
tung der oberen Hautschichten eignet, sowie zur Untersuchung von kinetischen
Verdanderungen bei Einsatz verschiedener topisch applizierter oder intradermal inji-
zierter Substanzen. Die OCT Methode schafft es bis zu 2 mm tief in die Haut zu bli-
cken. Sie kann jedoch keine Aussagen zum kinetischen Ablauf aufzeigen und be-

sitzt eine schwachere Auflosung als das kLSM ,,Stratum* [68].
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4.2.2 Vivascope® 1500
4.2.2.1 Auswertung der Bilder der Psoriasis-Patienten

Das Laser-Scan-Mikroskop Vivascope® 1500 funktioniert im Gegensatz zum La-
ser-Scan-Mikrsokop ,,Stratum nicht mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, son-
dern liber die vom Laser gemessene Reflektanz. Der Laser rastert das gezielte Areal
ab und leitet die Signale an die EDV-Anlage weiter. Diese wandelt die Signale in
digitale Bilder um, die vom Untersucher auf dem Monitor betrachtet werden kon-

nen.

Die Untersuchung der Probanden mit dem Vivascope® 1500 erfolgte relativ unpro-
blematisch. Die wesentlichsten Vorteile des Vivascopes® 1500 gegentiber dem
kLSM ,,Stratum‘ bestehen zum einen in der Fixierung des Lasers auf der Haut mit-

tels Haltering, zum anderen in der Mdéglichkeit der nicht-invasiven Diagnostik.

Das komfortable Handling dieses Gerdtes wird durch eine leicht zu bedienende
Software am Monitor unterstiitzt. Mit Hilfe der in die Software eingebauten Funk-
tionen Vivastack® und Vivablock® ist das Auffinden eines geeigneten Hautaus-

schnitts sowie eines identischen Areals mit wenigen Schwierigkeiten verbunden.

Nachdem der Patient bequem gelagert wurde, der Haltering auf der Haut und der
Laser in dem Haltering fixiert wurden, kann sich der Untersucher dem Beobachten
des Hautareals via Monitor widmen. Der Patient sollte wihrend der Untersuchung

jedoch nicht aus den Augen gelassen werden.

Trotz Haltering kann es zu Verwacklungen, Verrutschungen oder gar Ablosungen
des Halterings von der Haut kommen. Das doppelseitige Klebepflaster zum befesti-
gen des Halterings auf der Haut, klebt auf planen Fldchen sehr gut, sobald jedoch
anatomische Wdélbungen oder Rundungen untersucht werden, ldsst die Starke der

Fixierung nach. So gestaltet sich die Untersuchung im Gelenkbereich schwierig.

Weiterhin muf3 die sehr hohe Sensibilitdt des Lasers in Bezug auf die Tiefeneinstel-
lung berticksichtigt werden. Schon kleine Druckveridnderungen auf das Lasergehdu-
se konnen die Tiefeneinstellung verdndern. Schnell ist ein Verrutschen vom stratum

corneum ins stratum basale moglich.

Auch bei dieser Untersuchungsmethode muf} der Patient eine ruhige Stellung be-
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wahren, da qualitative wie auch quantitative Aussagen, sehr von einem ruhigem

Untersuchungsambiente abhéngen.

Im Gegensatz zum Fluoreszenzmikroskop enthilt das Vivascope® 1500 eine ge-
eichte MeBskala, so dass Messungen verschiedener Hautschichten, wie z.B der Epi-

dermisdicke und der Dicke des stratum corneums, mikrometrisch abzulesen sind.

Ein groBer Nachteil des Vivascope® 1500 ist die schlechte Auflosung. Hervorzuhe-
ben ist dariiber hinaus die Aufldsung des stratum corneums. Der hohe Brechungsin-

dex der Korneozyten lasst keine detaillierte Betrachtung des stratum corneums zu.

Die histologischen Abbildungen des stratum corneum ermdglichen keine qualitati-

ven Aussagen iiber die ZellgroB3e, des Zellkernes sowie der Zellgrenzen.

Ab dem stratum granulosum bis zum stratum papillare sind Zellkerne und Zellgren-

zen sichtbar.

Die optische Darstellung tiefer gelegener Hautschichten wie der papilldren Dermis

und den Gefdlen ist positiv hervorzuheben.

Die groBere Schnitttiefe des Vivascope® 1500 bis ca 160 um lasst die papillare
Dermis mit Papillen und Gefid3e qualitativ, wie auch quantitativ, bewerten und mes-
sen. Auch ist das Erkennen von pathologischen Verdnderungen im Bereich des stra-
tum spinosum/basale und der papilldren Dermis mit dem Vivascope® 1500 mog-
lich.

Die digitale Speicherung der Daten und die Moglichkeit des Wiederauffindens des
fast identischen Hautareals sowie die guten quantitativen und qualitativen Auswer-
tungsmoglichkeiten pradestinieren diese Methode fiir Verlaufsbeobachtungen, z. B.
von Psoriasis-Patienten, Patienten nach Basaliom-Operationen oder von Patienten

mit Zustand nach Exzisionen von malignen Melanomen.

Da die Diagnostik ohne invasive Einwirkungen sowie ohne Einbeziehung externer

Substanzen moglich ist, kann eine Vielzahl von Patienten einbezogen werden.

Der Einsatz der Laser-Scan-Mikroskopie ohne Zusatz externer Substanzen, wie
z.B. Natriumfluoreszein, bietet kaum Moglichkeiten weitere Zellstrukturen bzw.
-organellen zu untersuchen. Es gibt keine Moglichkeit, spezifische anatomische

Strukturen gezielt zu untersuchen.

Die abgebildeten Ausschnitte auf dem Monitor werden im schwarz-wei3 Modus ab-
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gebildet. Die Bilder werden in Graustufen abgebildet. Der Untersuchende hat die
Schwierigkeit, die feinen Nuancen der Graustufen auf den Bildern korrekt zu inter-

pretieren.
4.2.2.2 Untersuchung der Psoriasis-Patienten

Die Durchfiihrung der Untersuchung gestaltete sich bei den erkrankten Probanden
ebenso reibungslos wie bei den Gesunden. Die mittels Vivascope® 1500 erhaltenen
Bilder ermdglichen eine qualitativ gute Auswertung. Die Abbildungen 63 bis 66
zeigen die von der Hautoberfldche bis in die Tiefe gehenden Hautschichten eines
psoriatisch entziindlich verdnderten Hautareals. Deutlich sichtbar sind hier die Hy-
per- und Parakeratose (Abb. 63-66, rote Pfeile) sowie die Papillomatose und Gefal3-
dilatation (Abb.69).

4.2.2.3 Vergleich Vivascope® 1500 mit anderen Methoden

Im Vergleich mit der herkommlichen Dermatoskopie bietet die konfokale Laser-
Scan-Mikroskopie mittels Vivascope eine deutlich hohere VergroBerung der Haut
als auch eine wesentlich bessere Betrachtung der Haut in die Tiefe. Die normale
Lichtmikroskopie als auch die konventionellen Histologie zeigen Gemeinsamkeiten
in der histologischen Auswertung, jedoch deutliche Unterschiede in der Anwen-
dung. In einer Untersuchungsreihe beziiglich der Spitz Naevi konnte die Arbeits-
gruppe um Pellacani deutliche Ubereinstimmungen in Bezug auf die Aussagekraft
zu ZellgroBen, Zellveranderungen und Hautschichten feststellen [69]. Vergleicht
man die nichtinvasive Methode der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie jedoch mit
der ebenso nicht invasiven OCT-Methode zeigen sich deutliche Unterschiede be-
ziiglich der Anwendung als auch der Aussagekraft. Die OCT-Methode kann Haut-
schichten bis in die Dermis beobachten, bietet jedoch eine schlechte Auflosung der
einzelnen Zelle. Fiir bestimmte Fragestellungen beziiglich der dermoepidermalen
Ubergangszone als auch des vaskuliren Systems ist diese Methode jedoch gut ge-
eignet [70].
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4.2.3 Melanozytare Naevi und maligne Melanome mittels
kLSM ,,Stratum* und Vivascope® 1500

Wie im Ergebnisteil schon beschrieben, bestehen die melanozytiren Naevi aus ei-
ner Anhdufung von sogenannten Naevuszellnestern. Die mit beiden Mikroskopen
untersuchten Areale zeigten je nach Untersuchungsmethode ein unterschiedliches
Ergebnis. So erschien das einzelne Naevuszellnest mit dem kLSM als ,,schwarzes
Loch* mit unauffilligen Zellgrenzen, wihrend die Bilder vom Vivascope® 1500
Naevuszellnester mit einem hellweill leuchtendem Rand zeigten. Die Ursache fiir
die Schwarzfarbung der Naevuszellnester im kLSM ,, Stratum* liegt in der hohen
Absorption des Lichtes durch die Melanozyten (Abb. 55). Wéahrend im Vivascope®
1500 das Licht des Infrarotlasers von den Melanozyten in entsprechender Weise zu-
rickreflektiert wird und somit die Melanozyten hell weil} leuchten (Abb. 56) wird
das Licht des Argonlasers des KLSM von den Melanozyten ,,verschluckt* und es er-

scheinen dunkle Locher.

Rajadhyaksha et al. untersuchten 1995 gesunde Probanden um die konfokale Laser-
Scan-Mikroskopie mit der konventionellen Histologie zu vergleichen. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurden auch Naevi untersucht. Es konnte fiir die auf Re-
flektanz beruhende konfokale Laser-Scan-Mikroskopie ein starker Kontrast der
Melaninzellen nachgewiesen werden. Bereits 1995 stellte diese Arbeitsgruppe die
starke Weilfarbung der Melaninzellen fest. Sie stellten fest, dass stark pigmentierte
Hautareale einen umso groBBeren Kontrast in den Melaninzellen erzeugen als weni-

ger stark pigmentierte Hautareale [6].

Eine weitere Studie der gleichen Autoren untersuchte 2001 zur Einschédtzung der
Qualitdt der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie in Bezug auf maligne und beni-
gne Hautverinderungen vierzig verschiedene Hautldsionen. Ahnlich der konventio-
nellen Histologie konnten die gleichen histologischen Merkmale verifiziert werden.
Melanozytire Naevi sind geprigt von einem hohen Kontrast der Melaninzellen, die
bei Untersuchungen mit dem Vivascope hellweil3 leuchten (Abb. 56). Ebenso konn-

te die nestformige Anordnung bildlich wiedergegeben werden.

Im Gegensatz dazu zeigten sich bei malignen Melanomen eine polymorphe zytolo-
gische Struktur. Atypische pleomorphe Zellen, irregulidre dendritische Zellen sowie

unterbrochen erscheinenden Zellgrenzen und uneinheitlich angeordneten Zellen
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waren hier die typischen histologischen Merkmale [2].

Die auf Reflektanz beruhende kLSM zeigte somit dhnliche histologische Merkmale
wie die konventionelle Histolgie und kann demzufolge als diagnostisches Mittel zur

Ermittlung der Malignitit einer Hautldsion eingesetzt werden.

4.2.4 Auswertung der Untersuchungen der Psoriasis-Patien-
ten mittels kLSM ,,Stratum® und dem Vivascope® 1500

Die Untersuchung der Psoriasis-Patienten zeigte aufféllige histologische Merkmale.
Es konnten mit beiden Untersuchungsmethoden typische psoriatische Verdnderun-
gen wie EpidermisdickenvergroBerung, verdicktes stratum corneum und Geféaldila-

tation sowohl qualitativ als auch quantitativ nachgewiesen werden.

Des Weiteren konnte bei qualitativer Betrachtung der Papillen mit beiden Untersu-
chungsmethoden ein Randsaum beobachtet werden. Die Ursache des Saumes ist nicht
eindeutig zu kliaren. Zum einen spricht eine chronische Entziindung der Haut fiir eine
odematose oder infiltrative VergroBBerung der Papillen, jedoch konnen auch Verdickun-

gen der GefiaBwand als Entziindungsreaktion nicht ausgeschlossen werden (Abb. 66).

Wichtige Erkenntnis und Feststellung war das Vorhandensein typischer psoriati-
schisch histologischer Verdnderungen in der Haut, trotz optisch duflerlich sichtbar
gesunder Hautareale. Die bisherige klinische Annahme bei deutlich verbesserten
Hauteraealen auch die eigentlichen psoriatischen Verdnderungen in den tiefen
Schichten der Haut verbessert zu haben, kann hier nicht bestatigt werden. In Folge-
studien wird der Therapieerfolg spezifisch festgelegter Therapiekonzepte mittels
der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie anhand des Vivascopes® 1500 unter-
sucht. Inwieweit das Ausmal} der histologischen Verinderungen und demzufolge
auch der Verbesserungen unter Therapie eine Rolle beim Wiederauftreten von Pla-
ques und Hautverdnderungen spielt, kann nach Auswertung dieser Untersuchungen

evtl. ermittelt werden.
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4.2.5 Zusammenfassender Vergleich zwischen dem kLSM
yotratum“ und dem Vivascope® 1500

Bei den beschriebenen Gerdten handelt es sich um lasergestiitzte Mikroskope. Die
konfokale Darstellung, in Verbindung mit der Laser-Mikroskopie, ldsst die Betrach-

tung eines beliebigen Fixpunktes auf der Hautschicht zu.

Die Hautschichten werden mit Hilfe spezieller Software in Bildform auf einem Mo-

nitor in Graustufen dargestellt.

Beide Gerite sind zur Diagnostik an Patienten ausgelegt. Die patientennahe Unter-
suchung in Echtzeit, ermoglicht die diagnostische Absicherung einer histologsichen
Diagnose zu jedem beliebigen Zeitpunkt. Mit beiden Geriten kann die Diagnostik

ohne bioptisches Material erfolgen. Operative Eingriffe werden somit unnétig.

Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie erfordert Erfahrung, Ubung und manuelles
Geschick im Umgang des Handlings beider Gerdte. Die Qualitit der Untersuchung
und die daraus resultierende Auswertung der Bilder nimmt mit Erfahrung des Un-

tersuchers zu.

Die Vorteile des ,,Stratum® Mikroskops liegen u.a in der klaren Darstellung vom
stratum corneum und stratum granulosum. Neben den Zellgrenzen und Zellkerne

sind ferner die Hautanhangsgebilde (Haare, Driisen) sehr detailliert zu erkennen.

Des Weiteren sind Verteilungsprozesse des Natriumfluoreszein zu beobachten. Fiir
pharmakologische Fragestellungen beziiglich der epikutanen Wirkung von Substan-

zen kann dieser Nebeneffekt genutzt werden.

Die visuelle Darstellung tieferer Epidermisschichten, des stratum papillare sowie
der GefiBBe ist mit dem Gerdt moglich. Die Auswertung der vom Gerét tibermittel-

ten Bildfolge ist stark von der Erfahrungen des Auszuwertenden abhiangig.

Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode liegt in der Anwendung eines Fluores-
zenzfarbstoffes der intradermal injiziert werden muss. Fiir Patienten mit z.B. mali-
gnem Melanom ist diese Methode ungeeignet, da das Risiko der Verschleppung von

malignen Zellen zu hoch wire.

Das Vivascope® 1500 ist vom Untersuchungsablauf komfortabler. Eine Injektion

wie beim Fluoreszenzmikroskop ,,Stratum* ist nicht notig, operative Biopsieent-
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nahmen entfallen ebenso. Dies macht diese Methode fiir fast alle Patientengruppen
zuginglich. Aufgrund der nicht-invasiven Untersuchungsmethode, gibt es grund-

satzlich keine Patienten die ausgeschlossen werden konnen.

Aufgrund des hohen Brechungsindex der Korneozyten, die bei Betrachtung mit
dem Vivascope®1500 hellweil} erscheinen, sind detaillierte Aussagen beziiglich des
stratum corneums und des stratum granulosums kaum moglich. Tiefere Hautschich-
ten sind deutlich zu erkennen. Mit einer Untersuchungstiefe von ca 160 um sind
Gefdlle im stratum papillare und ansatzweise auch das stratum reticulare zu sehen.

Die Subcutis ist jedoch auch mit dem Vivascope®1500 nicht visualisierbar.

4.3 Quantitative Auswertung der Untersuchungen

4.3.1 Probanden

Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden zunichst gesunde Probanden un-
tersucht. Es wurden 12 Personen eingeschlossen, die physisch wie psychisch nicht
auffillig waren. Die fiir die zweite Phase der Untersuchung benotigten Psoriasis-
Patienten wurden zum grof3ten Teil aus der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie
und Allergologie sowie aus der wdchentlich stattfindenden Psoriasis-Sprechstunde
rekrutiert. Entscheidend fiir die Auswahl der Patienten war das Vorhandensein von

psoriatischen Plaques und die eindeutige Diagnose einer Psoriasis vulgaris.

Etwas schwierig gestaltete sich das Aquirieren der Patienten fiir die Untersuchung
mit dem kLSM ,, Stratum®. Die Tatsache eine, wenn auch kleine und diinne Kaniile
in genau das Areal injiziert zu bekommen, welches zum Zeitpunkt der Untersu-

chung stark entziindlich verdandert war, sorgte zunéchst fiir Zuriickhaltung.

Allgemein: In allen Untersuchungsreihen wurden die gleichen quantitativen Para-
meter ermittelt. Es wurde die minimale und maximale Epidermisdicke, die Dicke
des stratum corneums, die Papillenanzahl sowie der Durchmesser der Gefafllumen

im stratum papillare als Standardmerkmale festgelegt.
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4.3.2 kLSM ,,Stratum*

4.3.2.1 Auswertung der Daten der gesunden Probanden

Epidermis

Die zu Beginn der Untersuchungen festgelegten quantitativen Parameter minimale
und maximale Epidermisdicke konnten mit dieser Methode nur relativ bestimmt
werden. Das in unserer Studie eingesetzte ,,Stratum* Mikroskop besitzt keine ge-

eichte MeBskale, sondern eine Skala in relativen Einheiten (rE).

Obwohl ein direkter Vergleich aufgrund der fehlenden Mal3einteilung des kLSM
»Stratum*® nicht moglich ist, konnen doch relative Betrachtungen zwischen den be-

reits durchgefiihrten Untersuchungen und diesen Studien gemacht werden.

Die mit gesunden Probanden ermittelten Werte fiir die minimale Epidermisdicke
von 45,38 rE und fiir die maximale Epidermisdicke von 85,7 rE liegen im Normbe-
reich im Vergleich zu anderen Studien (Tab. 9) . So wurde bereits 1973 von Whitten
und Everall mittels Biopsie und konventioneller Histologie ein Mittelwert der Epi-
dermisdicke von 60,9 um festgestellt [71]. Auch im Vergleich mit dem Lehrbuch
fiir Anatomie von Schiebler et al, der einen Mittelwert von 50 um angibt, sind diese
Werte wenn auch nur aus relativer Betrachtungsweise im Rahmen des Toleranzbe-
reiches [72].

Die Dicke des stratum corneums (DSC) mit einem Mittelwert von 15,65 tE ent-
spricht den bereits in mehreren Studien erhobenen Daten. Die Arbeitsgruppe von
Swindt et al. ermittelte einen Wert von 12,3 um +/-3,6 um [75]. Des Weiteren er-

mittelte Huzaira 2001 fiir das stratum corneum einen Wert von 9,58 um +/- 0,8 um

[8].

Stratum corneum

Der Diagnostik der obersten Hautschicht als duflere Begrenzung zur Umwelt wid-
meten sich bisher mehrere Arbeitsgruppen [73, 74, 75]. Mit seiner natiirlichen Bar-
riere gegen dullere Einfliisse stellt das stratum corneum ein interessantes und viel-

seitiges Forschungsgebiet dar.
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Bereits 1974 untersuchten Holbrook und Odland das stratum corneum mittels Elek-
tronenmikroskopie [74] 1998 widmeten sich Swindt et al. der Untersuchung des
stratum corneums und ermittelten per Tapestripping einen Mittelwert von 12,3 um
+/- 3,6 [75]. Der in unseren Untersuchungen vermessene Mittelwert von 15,84 um
+/- weicht nur gering von diesem Wert ab, was sicherlich auf die unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden zuriickzufiihren ist. 2004 wurde von Gambichler et al. die
konfokale Laser-Scan-Mikroskopie zur Messung des stratum corneums eingesetzt
[76]. Die Ergebnisse zeigten bereits, dass das quantitative Vermessen des stratum

corneums sehr gut moglich ist.

Mit dem Einsatz der Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie lassen sich morphologi-
sche Veranderungen der Haut feststellen. In unserer Studie mit gesunden Probanden
konnten zum Beispiel Unterschiede zwischen trockener und normaler Haut visuell
festgehalten werden (Abb. 24, 25). Des Weiteren waren die dynamischen Verande-

rungen des Natriumfluoreszeins in allen Stadien zu sehen.

In unserer Forschungsgruppe konnten aufgrund der dynamischen Untersuchungsme-
thode eine Studie iiber die Reservoirfunktion des stratum corneums sowie dessen Be-

einflussbarkeit mittels topisch applizierten Substanzen durchgefiihrt werden [77].
Stratum papillare

Der zu Beginn der Untersuchungen festgelegte Messwert der Papillenanzahl konnte
mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop nicht erfasst werden. Zum einen ist auch
hier der kleine Bildausschnitt von 250 um x 250 um des Hautareals ein entscheiden-
der Nachteil, so dass ein Uberblick iiber eine bestimmte ArealgroBe nicht beobachtet
werden kann, zum anderen Bedarf es bei der Darstellung des stratum papillare mit
dem kLLSM ,,Stratum* eines geeigneten Patienten und eines guten Zeitgefiihls auf-
grund der Verteilung des NaF in den einzelnen Hautschichten. Der relative Mittelwert
fiir den GefaBBdurchmesser der kapillaren Gefdl3e wurden mit 6,5 rE errechnet.

4.3.2.2 Auswertung der Daten der Psoriasis-Patienten

Da die Psoriasis-Erkrankung typische histologische Merkmale aufweist, sollten
auch diese in dieser Untersuchungsreihe mit einbezogen werden. Das Vorhanden-

sein von folgenden histologischen Kriterien konnte mit dem kLSM ,,Stratum* fest-
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gestellt werden, eine ausgepriagte Akanthose, der Verlust des stratum granulosums,

eine ausgeprigte Parakeratose sowie eine Dilatation der Kapillargefal3e.

Die am Anfang der Studien festgelegten quantitativen Parameter wie minimale Epi-
dermisdicke, maximale Epidermisdicke, Dicke des stratum corneums sowie die An-
zahl der Papillen und der Durchmesser der kapillaren Gefaf3e sollten auch hier er-
fasst werden. Ebenso sollte das Vorhandensein von Parakeratosen und Hyperkerato-

sen untersucht werden.

Die Ermittlung der Epidermisdicken mit dem Vivascope® 1500 ergab einen Mittel-
wert fiir Emin von 58,0 pm und fiir Emax von 96,0 um am Unterarm. Fiir die Dicke

des stratum corneums ergab sich ein Mittelwert von 20,8 um.

Die GroBe der kapillaren Gefdlle wurde mit 11,69 um (Durchmesser des Gefal3lu-

mens) ermittelt.

Gelegentlich konnte auch eine weille Verfarbung der Gefalle beobachtet werden.
Dies lasst darauf schlieflen, das die GefaBwande ebenso wie die Zellwinde fiir den

Farbstoff durchlédssig waren.

Aufgrund des schnellen dynamischen Proze3es des Fluoreszenzfarbstoffes muf3 die
durchgefiihrte Untersuchung schnell und effektiv durchgefiihrt werden. Ein mehr-
maliges Unterspritzen zur Betrachtung mehrer Hautareale sollte bei entziindlichen
Hautverdnderungen auf ein Minimum reduziert werden, da die Toleranzgrenze bei

Erkrankten etwas niedriger liegt als bei Gesunden.

Trotz der o.a. Schwierigkeiten flihlten sich die untersuchten Patienten vor, wahrend

und nach der Untersuchung gut.

Die quantitativen relativen Zahlen unterstiitzen die Diagnose einer Psoriasis. Die
weiteren quantitative Auswertungen der ermittelten Parameter bei Psoriasis-Patien-

ten bestétigen die bisherigen histologischen Kriterien.

Auch das deskriptiv ermittelte Vorhandensein der typischen Parakeratose und Hy-

perkeratose (Abb. 63-65) untermauern die klinische Diagnose der Psoriasis.

Die histologischen Merkmale einer Psoriasis konnen mit dem kLSM , Stratum*
ebenso dargestellt werden, wie mit herkommlicher Lichtmikroskopie. Die charakte-
ristischen Merkmale wie Parakeratose, Hyperkeratose, Dilatation der Gefdlle und

Epidermisverdnderungen sind mittels der in vivo Technik qualitativ gut darstellbar.
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4.3.3 Vivascope® 1500

4.3.3.1 Auswertung der Daten der gesunden Probanden
Epidermis

Die mit dem Vivascope erhobenen histologischen Befunde beim gesunden Men-
schen, entsprechen denen in der Literatur und Lehrbiichern. Die mittlere Epidermis-
dicke wird beim Gesunden von Schiebler und Schmidt mit 50 um angegeben [72].
Der Mittelwert in dieser Studie betrdagt ~ 90 um. Emin konnte mit 41,32 um berech-
net werden, sowie Emax mit 91,49 um. Bereits 2002 wurden von Sauermann et al
26 gesunde Probanden mit dem Vivascope® 1500 untersucht [78]. Es wurden dhn-
lich unserer Studie mehrere Parameter vermessen. Dazu gehorte u.a. auch die mini-
male Epidermisdicke. Die von der Arbeitsgruppe um Sauermann ermittelten Ergeb-
nisse von ca 40,0 um fiir die minimale Epidermisdicke weicht nur geringfiigig von

den von uns ermittelten 41,0 um ab.

Stratum corneum

Die in unseren Untersuchungen erhobene Dicke des stratum corneums konnte mit
11,81 wm im Durchschnitt gemessen werden. Verglichen mit der Studie von Sauer-
mann et al 2002, in der ebenfalls mit dem Vivascope die Dicke des stratum cor-
neums erfasst wurde, ergaben sich fast dhnliche Durchsschnittswerte, (11,2 pm. vs.
11,8 um) [78].

Stratum papillare

Es konnte fiir die durchsschnittliche Papillenanzahl pro Bildausschnitt ein Wert von

5,8 ermittelt werden.

Um die von uns ermittelte durchschnittliche Anzahl der Papillen direkt mit der oben
erwahnte Studie von Sauermann vergleichen zu konnen, mufite der ermittelte Wert

in mm? umgerechnet werden. Es ergibt sich somit eine Papillenanzahl von
23,2/mm?.
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In der von Sauermann et al publizierten Studie wurden zwei Probandengruppen un-
terschieden. Zum einen gab es die Gruppe der 18-25jdhrigen sowie die Probanden
ab dem 65. Lebensjahr. In der Untersuchung stellten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Altersgruppen beziiglich der Papillenanzahl heraus. Fiir die Gruppe
der jlingeren Probanden wurde ein Wert von 40,56/mm? errechnet, fiir die Gruppe
der alteren Probanden ein Wert von 13,82/mm?. Das Durchschnittsalter in unserer
Studie mit gesunden Probanden betrug 33,0 Jahre. Somit liegt das Durchschnittsal-
ter der hier durchgefiihrten Studie genau zwischen den zwei oben genannten Alters-
klassen. Der daraus ermittelte Durchschnittswert von 23,2/mm? liegt ebenso in dem
Bereich zwischen 13,82 und 40,56/ mm?.

Das stratum papillare zeigt sich bei gesunden Probanden relativ unverdnderbar. Ein-
zelne Papillen sind weitaus schwieriger vom umliegenden Gewebe zu differenzie-
ren als bei erkrankten Psoriasis-Patienten. Das Erkennen von einzelnen kapilldren
GeféBen ist moglich, die Zell- und Papillengrenzen verlaufen optisch jedoch sehr
verschwommen. Es ist wesentlich schwieriger diese Grenzen zu erfassen und somit
genaue quantitative Groflen wie GefaBdurchmesser und Papillengrée zu quantifi-

zieren.

Auch die Arbeitsgruppe von Gambichler beschiftigt sich in vielfaltiger Form mit
der Laser-Scan-Mikroskopie. In einem 2004 verdffentlichtem Paper wurden 8 Pro-
banden hinsichtlich der Hautverdnderungen unter UVA-Bestrahlung histologisch
mit dem Vivascope® 1500 vermessen [74]. Auch diese Untersuchungen bestitigen
die gute Durchfiihrbarkeit der histologischen Untersuchung und Vermessung der
Haut mittels des konfokalen Laser-Scan-Mikroskop Vivascope® 1500.

4.3.3.2 Auswertung der Daten der Psoriasis-Patienten

Um eine genaue Aussage dariiber treffen zu konnen, inwieweit das Vivascope®

1500 als Alternative zur konventionellen Histologie betrachtet werden kann und um
einen direkten Vergleich zwischen dem Vivascope® 1500 und dem kLSM ,,Stra-
tum* herstellen zu konnen, wurden in dieser Untersuchungsreihe 20 Psoriasis- Pa-
tienten im Abstand von drei Wochen mikroskopisch untersucht. Um eine genaue

Statistik zu ermoglichen wurden fiinf untersuchte Patienten aus den Berechnungen
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genommen. Sie hatten die typischen Plaques am Oberschenkel, dem Unterschenkel
sowie im Bauchbereich. Da unterschiedliche Hautregionen unterschiedliche Epi-
dermisdicken aufweisen, sollte keine statistische ,,Verfialschung der Daten auftre-
ten. Die 15 einbezogenen Patienten konnten am linken oder rechten Unterarm ver-

messen werden.

Ziel war es, zu beurteilen, wo Moglichkeiten und Beschrinkungen des
Vivascopes®1500 bestehen, ob die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie mittels Vi-
Vascope® 1500 dhnliche histologische Befunde aufzeigen kann, wie die konventio-
nelle Histologie. Und inwieweit Vor- und Nachteile beziiglich des kKLSM ,,Stratum*

bestehen.

Um einen direkten Vergleich anstellen zu kénnen, wurden auch bei dieser Untersu-
chung die klassischen histologischen Kriterien der Psoriais erfasst. Es wurden die
Dicke des stratum corneums, die minimale Epidermisdicke, die maximale Epider-
misdicke, die Papillendichte und die GefdaBlumendurchmesser der kapillaren Gefa-
e optisch dargestellt und anschlieend vermessen. Des weiteren wurde die Auspri-
gung einer Hyper- und Parakeratose deskriptiv ermittelt. Um eine Verdnderung der
histologischen Parameter im Verlauf zur ermitteln, wurden die Probanden in wo-

chentlichen Abstanden innerhalb von drei Wochen untersucht.

Epidermis

Die minimale Epidermisdicke von 55,98 um und die maximale Epidermisdicke von
128,98 um sind im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht.
Es konnte eine Zunahme der Epidermisdicken um 14,66 pm bzw. 37,49 um im Ver-
gleich mit dem gesunden Probanden festgestellt werden Im Verlauf unter verschie-
denen Therapieformen sanken die Werte auf 48,23 um bzw 99,65 um. In den Grafi-
ken 1 und 2 ist die zunehmende ,,Normalisierung* der Werte zu beobachten. Der
blaue Balken steht in der jweiligen Grafik fiir die erste Untersuchung, der griine

Balken fiir die zweite Untersuchung und der gelbe Balken fiir die 3. Untersuchung.

Die Dicke des stratum corneums ist mit 16,8 pm ebenfalls um 4,9 pm gréBer als bet
Nicht-Psoriatikern. Auch hier kann die unter Therapie einsetzende Verbesserung in

Grafik 4 abgelesen werden.
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Das Vorhandensein von Hyper- und Parakeratosen konnte trotz relativ schlechter
Auflosung des Mikroskops erkannt werden. Die Abbildungen 63 und 64 zeigen

sichtbare Schuppen sowie parallel dazu existierende Zellen mit Zellkernen.

Stratum papillare

Die typische Papillomatose konnte sehr gut mit dem Vivascope® 1500 betrachtet
werden. Die einzelnen, sehr ausgedehnten Papillen konnten mit den darin verlau-
fenden Kapillaren gut dargestellt und vermessen werden (Abb. 69). Die durch-
schnittliche Papillenanzahl pro Bild mit 500 x 500 um beim Gesunden betrigt ca.
6,0. Mit 12 Papillen pro Bildausschnitt bei den Psoriasis-Patienten ist dieser Wert
signifikant erhoht. Die Feststellung der Papillomatose untermauert die Diagnose
der Psoriasis. Die Dilatation der Gefial3e konnte ebenso quantitativ festgehalten wer-
den. Mit ca 12,0 um bei den Erkrankten, ist die Ausdehnung der Kapillaren um 4

um grofler als bei den gesunden Probanden.

Schon 1977 beschiftigten sich Bravermann und Yen mit der erh6hten Durchblutung
bei Patienten mit Psoriasis vulgaris und Patienten mit der Psoriasis pustulosa. Sie
untersuchten die kapilldren Gefdlle und deren schlingenformigen Verlauf [79]. Im
Jahre 1994 widmeten sich Auer et al der vermehrten Durchblutung bei Psoriasis Er-
krankten. Sie untersuchten 20 Psoriasis Patienten am Oberschenkel mit Hilfe eines
Laser-Doppler-Perfusions-Gerétes. Unter mehrwochiger Therapie mit Dithranol
wurden Parameter wie Anzahl der papilliren Gefdlle und deren Durchmesser sowie
die Anzahl der Papillen in wochentlichen Abstinden gemessen. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass die erhohte Durchblutung bei Psoriasis geschiadigter Haut durch eine
Dilatation der Gefifle und einen erhdhten BlutfluB3 durch die Geféal3e initiiert wird
[80].

Diese bereits in den 70er und 90er Jahren erhobenen Feststellungen kénnen in die-
ser Studie bestdtigt werden. Die Arbeitsgruppe von Gonzalez und Rjadhyaksha aus
Boston, untersuchte im Jahre 1999 fiinf Psoriaispatienten mit einem Laser-Scan-
Mikroskop. Sie verglichen die kLSM mit der konventionellen Histologie und stell-
ten schon damals fest, dass die kLSM eine geeignete Methode zur Untersuchung

der Psoriasis ist. Es wurden die betroffenen Areale, sowie nicht betroffenen Aeale
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untersucht. Es wurden alle untersuchten Areale beziiglich Epidermisdicke, Papillen-
dichte und Dicke des stratum corneums vermessen sowie Biopsien entnommen und

mit der konventionellen Histologie verglichen [12]

Zusitzlich zu den erkrankten Hautarealen wurden auch in unseren Untersuchungen
sichtbar gesunde Hautareale in unmittelbarer Ndahe zum erkrankten Areal unter-

sucht.

Dies fiihrte zu einem relativ unerwartetem Ergebnis. Auch in diesen Arealen fanden
sich histologische Verdnderungen. Mit einer minimalen Epidermisdicke von 53,37
um und einer maximalen Epidermisdicke von 125,99 um liegen diese Werte iiber
denen der gesunden Kontrollgruppe. Desweiteren konnten auch in diesen Arealen
eine Papillomatose sowie eine Gefdf3dilatation nachgewiesen werden. Mit 10,0 Pa-
pillen pro Bildausschnitt und einem Durchmesser von 9,93 um liegen diese Werte
unter denen der Psoriasis-Probanden, aber deutlich {iber denen der gesunden Pro-
banden. Im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten, stellte sich in den Untersu-
chungen von Gonzalez et al. kein signifikanter Unterschied beziiglich der minima-
len und maximalen Epidermisdicke von Gesunden und von gesunden Arealen bei
Psoriatikern da. Die in unserer Studie erhobenen Daten kénnen dies nicht bestéti-

gen.

In den Grafiken 1 bis 4 ist ein unmittelbarer Vergleich zwischen der gesunden Kon-
trollgruppe, den Psoriasis-Patienten sowie den gesunden Arealen bei den Psoriasis-

Patienten moglich.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war der Vergleich zwischen einem Laser-Scan-Mikro-
skop, welches mittels Fluoreszenzfarbstoff sichtbare Bilder erzeugt und einem auf
Reflektanz beruhendem Laser-Scan-Mikroskop. Im Hinblick auf Diagnsotik und
Therapie im dermatologischen Alltag, als auch zur Untersuchung der Hautphysiolo-

gie sollten beide Untersuchungsmoglichkeiten untersucht und bewertet werden.

Wissenschaftliche Arbeiten beziiglich des kLSM ,,Stratum* und des Vivascopes lie-
gen in zahlreicher Form vor. Eine vergleichende Arbeit existierte jedoch nicht.

Im letzten Jahrzehnt konnten sich das kLSM ,,Stratum* als auch das Vivascope®

1500 in der klinischen Forschung als auch im stationdren und ambulanten Alltag

der Dermatologie etablieren.

Beiden Untersuchungsmethoden gemeinsam ist die Darstellung der gesunden und
erkrankten Haut in vivo und in Echtzeit. Ebenso wird eine invasive Hautentnahme

durch beide Laser-Scan-Modi unnétig.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwei verschiedene Studiendesigns zur Anwen-
dung gebracht. Zunichst wurden zwolf gesunde Probanden untersucht und die Er-
gebnisse miteinander verglichen. Es wurden die einzelnen Hautschichten, Hautan-
hangsgebilde und gutartige Hautverdnderungen mittels kLSM ,,Stratum‘ und dem
Vivascope® 1500 untersucht. AnschlieBend wurden in Studie zwei 20 Psoriasis-Pa-
tienten untersucht. Es wurden in Studie eins quantitative gemeinsame Parameter
wie die Dicke der Hautschichten bei gesunden Probanden dokumentiert, sowie die
Sichttiefe (Eindringtiefe) der Mikroskope gemessen und die Qualitdt der entstande-
nen digitalen Bilder beurteilt.

Im zweiten Studiendesign wurden bei den an Psoriasis erkrankten Patienten ebenso
die Hautschichten und Tiefen gemessen, sowie zusétzlich die typisch psoriatischen
Veranderungen wie Plaquebildung, Verdickung der Epidermis, Papillomatose und
Dilatation der Gefdl3e unter quantitativen und qualitativen Gesichtspunkten unter-

sucht und ausgewertet.
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kLSM ,,Stratum*

Das konfokale Fluoreszenzmikroskop ,,Stratum‘ bietet Vorteile bei der Untersu-
chung des stratum corneum und der Beurteilung dynamischer Prozef3e (z.B. Unter-
suchung von Verteilungsmuster bei topischer Applikation von Salben, Gelen,
Cremes, intradermalen Injektionen). Mit einer Eindringtiefe von ca. 120-140 um ist
das ,,Stratum‘“-Mikroskop fiir Untersuchungen des stratum basale und der Dermis
nicht optimal geeignet. Einschrankungen der Anwendung ergeben sich auch durch
das Vorhandensein des Fluoreszenzfarbstoffes, der via intradermaler Injektion app-
liziert wird. So sollte bei Verdacht eines malignen Prozesses aufgrund der potentiel-
len Gefahr der Verschleppung von malignen Zellen, diese Methode nicht angewen-
det werden Das Auffinden und Wiederauffinden von anatomischen Strukturen

durch das Handstiick ist schwierig und bedarf vorheriger Ubung.

Vivascope® 1500

Das Vivascope® 1500 bietet klare Vorteile beziiglich der Eindringtiefe, der Repro-
duzierbarkeit des untersuchten Areals sowie in Bezug auf quantitative Aussagen
Mit einer Eindringtiefe von 150-160um ist eine Untersuchung des stratum basale,

stratum spinosum und der beginnenden Dermis sehr gut moglich.

Untersuchungen von kranken und gesunden Probanden sind gleichermaflen mog-

lich, da keine Injektionen und Fluoreszenzfarbstoffe notig sind.

Das Auffinden und Wiederauffinden von anatomischen Strukturen wird durch die
Funktionen Vivastack® und Vivablock® maligeblich erleichtert.

Nachteile des Vivascopes®1500 liegen in der eher schlechten Aufflosung, insbe-
sondere der oberen Epidermisschichten, da klare Zellgrenzen nicht optimal erkenn-

bar sind.

Fazit

Beide Systeme haben in der medizinischen Diagnostik ihre Berechtigung. Fiir die
Auswahl eines konfokalen Laser-Scan-Mikroskopes mufl3 vorher geklart werden
wer und was genau untersuchen werden soll und ob eher qualitative oder eher quan-

titative Aussagen getroffen werden soll.
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