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Abkiurzungsverzeichnis

A.E. Atopisches Ekzem. [0]

AMP Antimikrobielle Peptide. [9]
BSA Body Surface Area.

CCL27 Chemokine (C-C motif) Ligand 27.
cDNA Complementary DNA.
CT Cycle-Threshold.

CXCL9 C-X-C Motif Chemokine Ligand 9.

DEPC Diethylpyrocarbonate.
DLQI Dermatology Life Quality Index. [6]

DNA Deoxyribonucleic acid.

EASI Eczema Area and Severity Index.

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

IFN Interferon. [16]
IgE Immunglobulin E.
IL Interleukin. [0l

ILC2 Typ-2 innate Lymphozyten.

JAK Janus Kinase. 201



MC Molecular Classifier.

NOS2 Inducible Nitric Oxidase Synthase 2.

NRS Numerische Rating Skala.

PASI Psoriasis Area Severity Index.
PCA Principal Component Analysis.
PCR Polymerase chain reaction.
PDE Phophdiesterase.

PGA Physician Global Assessment.

RIN RNA Integrety Number.
RNA Ribonucleic acid. 4]

rt-PCR Real-time polymerase chain reaction.
SCORAD Scoring Atopic Dermatits.

TNF Tumor Nekrose Faktor. 1T
TPMT Thiopurinmethyltranferase.

TSLP Thymic stromal lymphopoietin.



1 Einleitung

1.1 Psoriasis und atopisches Ekzem

1.1.1 Epidemiologie

Psoriasis und atopisches Ekzem gehoren zu den am héufigsten vorkommenden
chronisch entziindlichen Hauterkrankungen. Weltweit sind in etwa 125 Millionen Perso-
nen an Psoriasis erkrankt (Armstrong & Read, 2020), in Europa liegt die Préavalenz bei
1,9% (Parisi et al., 2020). Es gibt starke regionale Abweichungen, so liegt zum Beispiel
die Prévalenz im asiatischen Raum bei 0,5% und in Norwegen bei 8% (Armstrong &
Read, 2020).

Vor allem in entwickelten Landern tritt das A.E. sehr hiufig auf. Die Préivalenz stieg
in den letzten 30 Jahren stetig und scheint nun ein Plateau zwischen 10-20% erreicht
zu haben (Deckers et al., 2012; Weidinger & Novak, 2016). Mit einer Pravalenz von 15-
38% sind Kinder héufiger betroffen (Ballardini et al., 2013). Einige Autoren (Schmitt,
Schmitt, Kirch, & Meurer, 2009) geben das A.E. als haufigste chronische Erkrankung

im Kindesalter iiberhaupt an.

1.1.2 Belastung fiir die Patienten

Fiir Betroffene kommt es héufig zu zusétzlichen psychosozialen Beeintréachtigungen. Meh-
rere Studien zeigen, dass die Lebensqualitédt von Psoriasis und A.E. betroffene Personen
deutlich reduziert ist (Eckert et al., 2018; Patel et al., 2017). Dies wirkt sich auf sémtliche
Lebensbereiche wie Arbeit, Familie, sexuelle Beziehungen oder korperliches und emotio-
nales Wohlbefinden aus (Weiss et al., 2002). Zudem zeigte eine Studie von Schuster und
Kollegen (Schuster et al., 2021), dass Psoriasis-Patienten im Gegensatz zu gesunden Per-
sonen insgesamt weniger gliicklich und unzufriedener mit ihrem Leben sind.

Der Dermatology Life Quality Index (DLQI)) ist ein hilfreiches Tool, um die Auswir-
kungen chronischer Hauterkrankungen auf die Lebensqualitéit betroffener Personen zu

bewerten. Der Fragebogen besteht aus 10 Fragen und die Gesamtpunktzahl reicht von



0-30. Eine Punktzahl von 0-1 bedeutet keine Beeintrédchtigung, 2-5 Punkte eine kleine
und 6-10 Punkte eine méflige Beeintrachtigung. Ab einer Punktzahl von 10 wird von
einem starken Einfluss und ab 20 von einem sehr starken Einfluss der Lebensqualitét
ausgegangen. (Basra, Fenech, Gatt, Salek, & Finlay, 2008).

Interessanterweise korreliert letzterer nicht immer mit dem Schweregrad der Hautverdnderungen,
bei Psoriasis meistens am (Psoriasis Area Severity Index) gemessen, mit der erleb-
ten psychischen Belastung (Kimball, Jacobson, Weiss, Vreeland, & Wu, 2005). Haufig
werden die Symptome wie Juckreiz, Schuppung etc. belastender als die erhohten Hauts-
cores erlebt, die oftmals als Endpunkt vieler Studien definiert werden (Barrett, Hahn-
Pedersen, Kragh, Evans, & Gnanasakthy, 2019).

Zudem kommt es durch die Sichtbarkeit der Lasionen zur Stigmatisierung von Patienten,
was haufig zum sozialen Riickzug der Patienten fiihrt und somit automatisch zur Ver-
schlechterung der Lebensqualitiat (Misery, 2017; Schmid-Ott, Jaeger, Kuensebeck, Ott,
& Lamprecht, 1996).

Nicht nur durch die Erkrankung selbst, sondern auch durch assoziierte Komorbiditéaten
kommt es zur Verschlechterung der Lebensqualitét. Bekannt ist, dass Patienten mit A.E.
ein erhohtes Risiko fiir Asthma oder Rhinokonjunktivitis allergica aufweisen (Eckert et
al., 2018). Weiter sind Assoziationen mit chronischer Rhinitis, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen und auch psychischen Erkrankungen wie Depression oder Angststorungen
bekannt (Gandhi, Pirozzi, & Graham, 2017; Paller et al., 2018).

Psoriasis wird immer mehr als Systemerkrankung erkannt. Es gibt eine starke Assozia-
tion mit dem metabolischen Syndrom (Gisondi, Fostini, Fossa, Girolomoni, & Targher,
2018; Nestle, Kaplan, & Barker, 2009). Im Rahmen der Psoriasis-Arthritis sind die Ge-
lenke mitbetroffen. Auch die Rate an Alkoholabusus ist bei Psoriasis Patienten deutlich
erhoht (Brenaut et al., 2013).

Zudem gibt es Hinweise, dass Psoriasis-Patienten ein leicht erhdhtes Risiko fiir maligne
Tumorerkrankungen aufweisen, insbesondere fiir Lymphome oder Karzinome der Haut
(Vaengebjerg, Skov, Egeberg, & Loft, 2020). Eines der Hauptsymptome iiber welche Pa-
tienten sowohl bei Psoriasis als auch bei A.E. klagen ist starker Juckreiz. Schon ldnger
ist eine starke Korrelation zwischen dem Schweregrad des Juckreizes und Depression
bekannt (Gupta, Gupta, Schork, & Ellis, 1994).



1.1.3 Kosten

Zusétzlich zu den psychosozialen Beeintriachtigungen, erleben die Betroffene auch eine
zusétzliche finanzielle Belastung.

Nicht nur durch die hohe Prévalenz, sondern auch durch den chronischen Verlauf sowie
hohe assoziierte Therapiekosten stellen die zwei Erkrankungen eine hohe wirtschaftliche
Belastung fiir die Gesellschaft dar. Man unterscheidet zwischen direkten Kosten, ver-
ursacht durch Therapiekosten, zum Bespiel Arzneimittel oder Krankenhausaufenthalte,
und indirekten Kosten, verursacht durch Produktivitatsverlust und damit verbundene
Arbeitsausfille oder Arbeitsreduzierung. Zudem verursachen die assoziierten Begleiter-
krankungen ebenfalls hohe Kosten. Eine genaue Kostenberechnung gestaltet sich schwie-
rig, jedoch wurden die jéhrlichen Therapiekosten in Deutschland pro Patient pro Jahr
fiir das atopische Ekzem von 2017 bis 2019 auf 3616 € +/- 6452 € (Mohr et al., 2021)
und fiir Psoriasis von 2013 bis 2014 auf 5543 € +/- 8044 € (Jungen et al., 2018) be-
rechnet.

Zudem fallen patientenseitige Kosten an, zum Beispiel in Form von Zuzahlungen von
drztlichen Leistungen oder durch rezeptfreie Medikamente und Hilfsmittel. 2007 gaben
Befragte an, die von Psoriasis betroffen sind, jahrliche Zusatzkosten in Hohe von 988 €
bis 2785 € zu haben. Im Gegensatz dazu gaben Nichtbetroffene an, jahrlich 464 € bis
735 € fiir medizinische Zuzahlungen auszugeben (Augustin et al., 2011).

1.1.4 Klinik und Athiopathogenese
Psoriasis

Die klassische Psoriasis Lésion ist eine scharf begrenzte, rundliche, erythematose infil-
trierte Plaque mit silbrig-groblamelldrer Schuppung siche Abbildung [I.1} Typische Lo-
kalisationen fiir die Plaque-Psoriasis sind die Ellenbogen [1.1]A), Knie[L.1B), Bauchnabel
[L.IC), Rima ani und auch Kopthaut [I.1ID) (Schon & Boehncke, 2005). Im Gegensatz
dazu ist die Psoriasis inversa ), wie der Name nahelegt an intertriginosen Arealen
lokalisiert. Hier steht die Schuppung im Hintergrund, und es zeigen sich oft schmerz-
hafte erythematose néssende scharf begrenzte Plaques. Eine weitere Verlaufsform ist
die Psoriasis guttata ), die oft durch einen Streptokokken-Infekt getriggert wird
und einen disseminierten punktformigen meist einmaligen Verlauf aufweist. Die Négel
konnen in Form von Tiipfelnigel, Olflecken oder subunguale Hyperkeratosen ebenfalls
betroffen sein [1.1(G). Eine besondere Verlaufsform ist die Psoriasis palmoplantaris, die
ausschlieflich Hand- und Fufflichen betrifft. Es zeigen sich stark hyperkeratotische,



oft schmerzhafte Plaques mit tiefen Rhagaden. Eine duflerst schwere Verlaufsform ist
die erythrodermische Psoriasis, die das gesamte Integument betrifft und aufgrund ihres
hohen Energieverbrauchs potenziell lebensbedrohlich ist (Fritsch & Schwarz, 2018). Bei
circa 5-20% sind ebenfalls die Gelenke im Rahmen der Psoriasisarthritis betroffen (Schon
& Boehncke, 2005). Am héufigsten sind die Gelenke der Héinde und Fiile betroffen mit

klassischerweise asymmetrischer Lokalisation, morgendlichen Schwellungen sowie Bewe-

gungseinschrinkung. Der Verlauf kann destruktiv bis zur Arthritis mutilans sein. Bei
dieser Form sind die Né#gel haufiger mitbetroffen (Fritsch & Schwarz, 2018).

Abbildung 1.1: Psoriasis Abbildungen (Archiv Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie am Biederstein
— TUM) A) Psoriasis Plaque am Ellenbogen B) Psoriasis Plaque am Knie C) Psoriasis Plaque am

Bauchnabel D) Psoriasis capitis E) Psoriasis inversa F) Psoriasis guttata G) Nagelpsoriasis mit Olflecken
und Hyperkeratosen

Die Athiopathogenese ist bis heute nicht vollsténdig geklirt, sie gilt jedoch als multifak-
toriell. Man geht von einer genetischen Pradisposition aus, jedoch spielen auch Umwelt,
Geschlecht sowie Alter eine grofie Rolle (Chandra, Ray, Senapati, & Chatterjee, 2015).
Auch Trigger Faktoren wie mechanische Reize im Sinne von Kobnerisierung, Infekte
oder Medikamente scheinen in der Initiierung von psoriasiformen Plaques relevant zu
sein (Rendon & Schakel, 2019). Eine maBgebliche Rolle scheint jedoch eine Dysregu-
lation des Immunsystems mit Erhchung bestimmter Zytokine zu spielen. Sowohl das
angeborene Immunsystem, unter anderem durch Aktivierung von dendritischen Zellen
durch antimikrobielle Peptide als auch das erworbene Immunsystem unter ande-



rem durch Umwandlung von naiven T-Zellen in Th-17 Zellen (Fritsch & Schwarz, 2018;
Rendon & Schakel, 2019) fiihren letztendlich zu Hochregulierung verschiedener Zytoki-
ne wie [[L}17 (Lauffer et al., 2020) und IL-23 (Hawkes, Yan, Chan, & Krueger, 2018).
Dadurch kommt es unter anderem zur epidermalen Hyperproliferation sowie gestorte

Differenzierung von Keratinozyten und somit zum klinischen Bild der Psoriasis.

Atopisches Ekzem

Das klinische Bild des A.E. definiert sich durch eine Abfolge verschiedener Hautveréinderungen
oder auch ,Stadien“, sieche Abbildung )—F): zuerst bildet sich ein Erythem durch
ein intraepidermales Odem aus: ,,Stadium erythematodes®, folglich kommt es zur Aus-
bildung von spongiotischen Bléschen: ,Stadium vesiculosum®, diese sind mit klarer
Fliissigkeit gefiillt und jucken meist stark. Letztere platzen leicht und es kommt zum
yotadium madidans® mit serésen nédssenden Plaques, wobei das eiweifireiche Exsudat im
sotadium crustosum® verkrustet. Die Lésionen heilen schuppig im ,,Stadium squamo-
sum“ ab. Bei chronischem Verlauf bilden sich Lichenifikationen aus (Fritsch & Schwarz,
2018). Als prominenteste Form in der Ekzem-Gruppe wird hier vor allem das atopische
Ekzem behandelt. Der Verlauf ist chronisch rezidivierend und beginnt meistens zwischen
dem ersten und dritten Lebensjahr. Die Morphologie sowie die Lokalisationen wandeln
mit dem Lebensalter, beim Sadugling/Kleinkind sind typischerweise das Gesicht, Kopf
sowie Streckseiten der Extremitdten betroffen, spéter sind vorzugsweise die Beugen be-
fallen. Nicht selten sind Hals und Nacken im Rahmen der ,Head and Neck Dermatitis“
betroffen [1.2(G).

Gefiirchtete Komplikationen sind Superinfektionen durch Bakterien (Impetiginisierung
durch Staphylococcus aureus), Viren (Eczema herpeticatum durch Herpes simplex Virus
oder Eczema molluscatum durch Molluscum contagiosum) oder seltener, Pilzen. Wei-
terhin zéhlen zur Gruppe der Ekzeme das nummulére, seborrhoische, dyshidrosiforme,

prurigoforme, Kontaktekzem und hyperkeratotisch-rhagadiforme Hand- und Fuflekzem.
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Abbildung 1.2: A.E. Abbildungen (Archiv Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie am Biederstein -TUM)
A) Stadium erythematodes B) Stadium vesiculosum/madidans C) Stadium madidans/crustosum D)
Stadium crustosum E) Stadium squamosum F) Lichenifikationen G) Head and Neck Dermatitis

Die Athiopathogenese ist auch hier nicht vollsténdig geklért, eine multifaktorielle Genese
wird angenommen. Durch viele Zwillings- und Familien Studien konnte die genetische
Pradisposition als einer der Entstehungsfaktoren des A.E. erkannt werden (Van Eerde-
wegh et al., 2002). Zudem wurden zwei loss-of-function-Mutationen im Filaggrin Gen als
Risikofaktor zur Entstehung des A.E. identifiziert (Palmer et al., 2006). Circa 10-30%
der Patienten mit A.E. weisen die Mutation auf (Otsuka et al., 2017). Das Filaggrin
Protein spielt eine Schliisselrolle in der Bildung der Hautbarriere. Durch Filaggrin Man-
gel kommt es zur verminderten Hydratation des Stratum corneums. Durch geringeren
Filaggrinabbau und daraus resultierenden verminderten Polycarboxylsduren kommt es
zum erhohten Oberflichen-pH-Wert der Haut sowie zum gestorten Zytoskelett der Ke-
ratinozyten (Fritsch & Schwarz, 2018). Zu der gestorten Hautbarriere zeigt sich eine
Dysbiose im Hautmikrobiom mit Staphlococcus aureus Kolonisation (Arikawa et al.,
2002). Sowohl das innate als auch das adaptive Immunsystem spielen eine ganz mafigeb-
liche Rolle in der Entstehung der Erkrankung. Durch die gestérte Hautbarriere werden
zelleigene Molekiilstrukturen wie Alarmine freigesetzt, die inflammatorische dendritische
epidermale Zellen aktivieren, welche eine Th2 vermittele Immunantwort auslosen. Ke-
ratinozyten werden ebenfalls zur Freisetzung von Chemokinen wie CCL17, CCL22 aber
auch IL-1beta, IL-33 oder [TSLP| stimuliert. Dadurch werden hautresidente akti-
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viert und eine Th-2 vermittelte Immunantwort ausgelost. Aktivierte Th2 Zellen setzen
u.a. [L-4, IL-5 und IL-31 frei. IL-4 und IL-31 férdern auch den IgE Klassenwechsel in
B-Zellen. ILC2 produzieren ebenfalls IL-5 und IL-31 welche die Typ-2 Immunreakti-
on und Produktion verstarkt. Zudem konnen Typ-2 Zytokine wie I1L-4, IL-13 oder
IL-31 direkt sensorische Nerven aktivieren, was eine grofle Rolle bei der Juckreiz Entste-
hung und Aufrechterhaltung spielt. Diese unterschiedlichen Pathomechanismen verlaufen
nicht parallel zueinander, sondern beeinflussen sich gegenseitig. Zum Beispiel beeinflus-
sen Typ-2 Zytokine durch die Inhibition der Filaggrin Expression die Ausbildung einer
epithelialen Barriere und férdern so die Mikrobiom Dysbiose (Koberle & Biedermann,
2018; Langan, Irvine, & Weidinger, 2020; Weidinger, Beck, Bieber, Kabashima, & Ir-
vine, 2018). Zudem fiithren viele Umweltfaktoren zur Verschlechterung des Ekzems, wie

Allergene, psychischer oder physischer Stress, Irritantien (Fritsch & Schwarz, 2018).

1.1.5 Diagnostik

Bis heute gilt die klinische sowie histologische Untersuchung als Gold-Standard zur Dia-

gnosestellung der Psoriasis und des A.E.

Psoriasis

Bei der klassischen Prisentation der Psoriasis mit, wie in Abschnitt genannten pa-
thognomonischen scharf abgrenzbaren erythematos-silbrig-groblamellédr-schuppigen Plaques,
ist die Diagnose mit geschultem Blick in manchen Féllen schon klinisch zu stellen. Jedoch
stellt sich das klinische Bild nicht immer so typisch dar und weitere diagnostische Tools
werden benétigt. Hilfreich kann zum Beispiel die Anamnese sein: Familienpréidisposition,
Gelenksbeschwerden, Nagelbeteiligung etc.

In den meisten Fiéllen wird zur richtigen Diagnosestellung eine Probebiopsie herangezo-
gen. Histologische Merkmale in der Epidermis wie Akanthose (Verbreitung des Stratum
spinosum), tief ausgezogene Reteleisten, Parakeratose (Verhornungsstérung mit Ver-
bleib der Zellkerne im Stratum corneum) und Verlust des Stratum granulosum, aber
auch Munro-Mikroabszesse (subkorneale neutrophile Granulozyten Ansammlung) sind
typisch. In der Dermis findet sich ein Infiltrat aus Lymphozyten, Makrophagen und
Mastzellen (U. Mrowietz & Prinz, 2018).

Der Schweregrad der Erkrankung kann durch verschiedene Scores erhoben werden, zum
Beispiel: Body Surface Area , hier wird das Ausmaf} der betroffenen Kérperoberflache
ermittelt, hierbei gilt eine Handfliche als 1% der Korperoberfliche. Der Physician Glo-
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bal Assessment erfasst die Stéarke des Erythems, Schuppung und Infiltration und
reicht auf einer Skala von 0 bis 6. Der am weitesten verbreiteten Score: PASI erfasst pro
Korperteil den prozentualen Anteil der betroffenen Haut. In jedem Areal wird die Stérke
(von 0 bis 4) von Erythem, Schuppung sowie Infiltration gemessen. Insgesamt reicht die
Punktzahl von 0-72 (Bozek & Reich, 2017).

Wenn der BSA <10 und PASI <10 und DLQI <10 sind, wird die Psoriasis als leicht be-
wertet. Bei PSA >10 oder PASI >10 und DLQI >10, wird die Psoriasis als mittelschwer
bis schwer bewertet (U. Mrowietz et al., 2011).

Atopisches Ekzem

Bei typischem Krankheitsbild, Patienten- sowie Familienanamnese kann die Diagnose
ebenfalls in manchen Féllen klinisch gestellt werden.

Zur besseren Objektivierung der Diagnosestellung haben sich die Diagnosekriterien nach
Hanifin und Rajka bis heute durchgesetzt. 3 Hauptkriterien sowie 3 Nebenkriterien
miissen erfiillt sein, siche Tabelle (Hanifin & Rajka, 1980).

Zur Abgrenzung anderer Hauterkrankungen wird héufig eine Probebiopsie entnommen.
Das histologische Bild verédndert sich je nach klinischem Stadium. In der akuten Phase
sind meist Spongiose, Orthokeratose, serése Krusten sowie ein perivaskulédres lympho-
zytéres Infiltrat in der Dermis zu sehen. Im chronischen Stadium zeigen sich histologisch
eine Parakeratose, vermehrt Mastzellen und eosinophile Zellen im entziindlichen Infiltrat
(Homey, Ruzicka, & Wollenberg, 2018).

Zur Beurteilung des Schweregrades der Erkrankung wurden auch hier viele verschiedene
Scores entwickelt. Vor allem zwei Scoringsysteme haben sich bewéhrt: Eczema Area and
Severity Index sowie Scoring Atopic Dermatits (SCORAD). Der EASI misst,
angelehnt an den PASI zum einen, den Anteil (in %) der betroffenen Kérperoberflache
pro Koérperteil und zum anderen die Intensivitédt auf einer Skala von 0-3 von Erythem,
Lichenifikation, Exkoriation sowie Infiltration. Werte von 0 bis 72 kénnen erreicht wer-
den. Im SCORAD werden einerseits, das Ausmafl von betroffener Haut sowie Intensitét
von Erythem, Odem, Krustenbildung, Exkoriation, Lichenifikation sowie Trockenheit
erfasst. Andererseits werden subjektive Symptome wie Juckreiz und Schlaflosigkeit mit

einberechnet. Die maximale Punktzahl betréagt 103.
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Tabelle 1.1: Diagnostische Kriterien des atopischen Ekzems nach Hanifin und Rajka

‘ Majorkriterien Minorkriterien
Juckreiz Ichthyosis, Hyperlinearitét
Typische Morphologie Soforttyp-Sensibilisierungen
Chronisch-rezidivierender Verlauf Erhohter Gesamt-IgE-Spiegel

Positive Eigen- oder Familienanamnese Frither Krankheitsbeginn
Neigung zu kutanen Infektionen
Neigung zu Hand- und Fufiekzem
Mamillenekzem
Cheilitis
Rezidivierende Konjunktivitis
Dennie-Morgan-Falte
Keratokonus
Anteriorer subkapsuldrer Katarakt
Halonierung
Gesichtsblésse oder Gesichtserythem
Pityriasis alba
Féltelung des Nackens
Juckreiz bei Schwitzen
Unvertréaglichkeit von Wolle oder Losemitteln
Perifollikuldre Akzentuierung
Nahrungsmitteliiberempfindlichkeit
Abhéngigkeit von Umwelt- und psychischen Faktoren
Keratosis follicularis
Weiler Dermographismus
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Jedoch kann die Diagnosestellung in manchen Fiéllen zu einer wahren Herausforderung
werden, wie zum Beispiel in Abbildung [1.3] zu sehen ist. Vor allem in Arealen wie Kopf
oder Hénde zeigen sich die zwei Erkrankungen sehr dhnlich und sind klinisch nicht
voneinander zu unterscheiden. Selbst histologisch kann in diesen Féllen die Diagnose oft
nicht klar zugeordnet werden. Es zeigen sich dhnliche Charakteristika wie Parakeratose,
Akanthose, Spongiose oder dilatierte Kapillare in der Dermis (Aydin, Engin, Oguz, Ilvan,
& Demirkesen, 2008).

A C

Abbildung 1.3: Unklare Phinotypen (Archiv Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie am Biederstein
-TUM) A) Handekzem DD Psoriasis palmaris B) und C) A.E. DD Psoriasis Plaque-Typ

1.1.6 Therapie
Psoriasis

Insgesamt sollte das Therapieziel die komplette Erscheinungsfreiheit sein. Jedoch scheint
dies oft unrealistisch zu sein, weswegen das Ziel des PASI-75 eingefiihrt worden ist. Dies
bedeutet, dass die Therapie erfolgreich ist, wenn eine Verbesserung um 75% des ur-
spriinglichen PASI Werts erreicht ist. Zudem gehort die Verbesserung der Lebensqua-
litdt ebenfalls zu den Therapiezielen, hier soll eine DLQI Punktzahl von maximal zwei
erreicht werden (Nast et al., 2021).

Bei immer spezifischeren und effektiveren Therapie-Entwicklungen wird zunehmend das
Ziel PASI-90 oder PASI<3 gefiihrt.

Das nach der aktuellen Leitlinie empfohlene Therapieregime ist nach Schweregrad der
Erkrankung zu wéhlen, siehe Abbildung (Nast et al., 2021):

Bei leichter Psoriasis ist in der Regel eine topische Therapie ausreichend. Zur Auswahl
stehen die am weitesten verbreiteten topischen Kortikosteroide. Es existieren vier ver-

schiedene Potenzklassen, die Topika konnen in der akuten Phase bis zu zweimal téglich
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appliziert werden. Bei Besserung des Befundes wird eine proaktive Therapie empfohlen,
mit ein bis zwei Applikationen pro Woche. Nebenwirkungen bei langfristiger Anwendung
konnen unter anderem Hautatrophie, Teleangiektasien oder Striae sein (Armstrong &
Read, 2020).

Alleine oder in Kombination mit letzteren, kénnen Vitamin D3 Analoga verwendet wer-
den. Durch Bindung an Vitamin D Rezeptoren von T-Lymphozyten sowie Keratinozyten
wird die Keratinozyten Proliferation blockiert und die Differenzierung geférdert (Arm-
strong & Read, 2020). Irritationen sowie Juckreiz kénnen auftreten, bei Niereninsuffizi-
enz wird die Verwendung allerdings nicht empfohlen.

Off-label kénnen auch topische Calcineurin-Inhibitoren verwendet werden. Durch Hem-
mung von IL-2 und [FN}gamma Bildung wird die T-Lymphozyten Aktivierung inhibiert
(Armstrong & Read, 2020). Hautirritationen kénnen als Nebenwirkung auftreten.
Dithranol wird seit langer Zeit bei Psoriasis eingesetzt, nach Irritation der Lésion kommt
es zur Abheilung. Hier kann es zu starken Verfarbungen kommen.

Die anderen in der Leitlinie genannten topischen Therapien haben im heutigen klini-

schen Alltag kaum Verwendung.

Bei mittel- bis schwerer Psoriasis wird die Einleitung einer Systemtherapie empfohlen.
Wenn von einer konventionellen Therapie kein Erfolg zu erwarten ist, also bei sehr star-
ker Auspriagung oder Beteiligung sichtbarer Areale wie zum Beispiel Kopfhaut, Négel
aber auch Genitalregion, werden die konventionellen Systemtherapeutika schon als first
line Therapie empfohlen.

Dazu zahlen die Lichttherapie aber auch Acitretin. Als synthetisches Retinoid fordert es
die Differenzierung von Keratinozyten, wirkt antiproliferativ, antiinflammatorisch und
inhibiert neutrophile Chemotaxis (Lee & Li, 2009). Aufgrund des erhhten Nebenwir-
kungsprofils (unter anderem Erhohung der Blutfettwerte, Haut- und Schleimhauttro-
ckenheit) findet es im klinischen Alltag kaum Verwendung,.

Ciclosporin, als Calcineurin-Inhibitor wirkt immunsuppressiv durch Hemmung von T-
Lymphozyten. Langzeitverwendungen werden aufgrund der zahlreichen Nebenwirkun-
gen, vor allem arterielle Hypertonie und Nephrotoxizitét aber auch Blutbild Verdanderungen
oder erhohtes Lymphom Risiko, nicht empfohlen (Berth-Jones, 2005).

Methotrexat wurde schon 1958 bei Psoriasis eingesetzt. Durch irreversible Hemmung
der Dihydrofolsdure-Reduktase kénnen keine Purine und Pyrimidine synthetisiert wer-
den, somit wird die DNA}Synthese gehemmt. Nebenwirkungen wie gastrointestinale Be-

schwerden, Leukopenie und Lebertoxizitdt konnen auftreten.
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Zur Gruppe der small molecules zahlt man Apremilast als[PDEY-Hemmer. Die Wirkung
ist der, der Biologika deutlich unterlegen. Das Sicherheitsprofil ist bei diesem Praparat
besonders gut (Fritsch & Schwarz, 2018).

Als sehr spezifische, sehr wirksame und nebenwirkungsarme Arzneimittel, haben Biolo-
gika die Therapie der Psoriasis revolutioniert. Zusammengefasst kann man die Biologika
in 4 Gruppen aufteilen:

Die als erste verwendeten Priparate sind aus der [[NF}alpha Inhibitoren Gruppe. Infli-
ximab, welches intravencs alle 8 Wochen verabreicht wird und Adalimumab, welches als
subkutane Injektion alle 2 Wochen verwendet wird, sind die zwei am hiufigsten ange-
wandten Vertreter dieser Gruppe.

Zur Gruppe der Anti-IL-17 Antikorper zdhlen Secukinumab und Ixekizumab, diese bin-
den am Subtyp IL-17A, Bimekizumab an den Subtypen IL-17A und IL-17F, Brodalumab
ist gegen den IL-17-Rezeptor gerichtet.

Zur Gruppe der Anti-IL-12/23 Antikorper zahlt Ustekinumab. Die Applikation erfolgt
subkutan alle 3 Monate.

Zur Gruppe der IL-23 Inhibitoren zdhlen Guselkumab, Tildrakizumab sowie Risankizu-
mab. Durch IL-23 Blockierung wird der TH17 Pathway inhibiert, die Anwendungsfre-
quenz dieser Gruppe ist seltener als bei anderen (Armstrong & Read, 2020).
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hohe Beeintrachtigung der
Lebensqgualitdt (z.B. DLQI 215).

+ ggf. TOPISCHE THERAPIE

Abbildung 1.4: Therapieoptionen bei Psoriasis (Nast et al., 2021)
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Atopisches Ekzem

Nach aktuellen internationalen Empfehlungen, soll die Neurodermitis Therapie ange-
passt an den klinischen Befund in verschiedenen Stufen erfolgen (Akdis et al., 2006).
Das Stufentherapie-Prinzip wurde in der aktuellen deutschen Leitlinie fiir das atopische
Ekzem tibernommen (Werfel et al., 2016) (Abbildung |1.5):

Stufe 4: Erforderliche MaRnahmen der
Persistierende, schwer vorherigen Stufen+
ausgepragte Ekzeme Systemische immunmodulierende

Therapie (z.B. Ciclosporin A ) *

T

Stufe 3: Erforderliche Maltnahmen der vorherigen

Moderate Ekzeme Stufen + héher potente topische
Glukokortikosteroide und/oder topische
Calcineurininhibitoren**

Hkk

i

Stufe 2: Erforderliche MalRnahmen der vorherigen Stufe
Leichte Ekzeme +
Niedriger potente topische Glukokortikosteroide
und/oder topische Calcineurininhibitoren**

Rk

i

Stufe 1: Topische Basistherapie
Trockene Haut
Vermeidung oder Reduktion von Triggerfaktoren

Abbildung 1.5: Stufentherapie des Atopischen Ekzems (Werfel et al., 2016) *Eine UV- Therapie ist
hiufig ab Stufe 2 unter Beriicksichtigung der Altersbeschrinkung (nicht im Kindesalter) indiziert. Ca-
ve: keine Kombination mit Ciclosporin A und topischen Calcineurininhibitoren **First-line Therapie:
In der Regel topische Glukokortikosteroide, bei Unvertriiglichkeit /Nichtwirksamkeit und an besonderen
Lokalisationen (z.B. Gesicht, intertriginése Hautareale, Genitalbereich, Capillitium bei Sduglingen) to-
pische Calcineurininhibitoren ***Die zusiitzliche Anwendung von antipruriginésen und antiseptischen
Wirkstoffen kénnen erwogen werden.

Bei jeder Form des A.E. sollte eine konsequente Basispflege mit riickfettenden Topika
erfolgen. Ziel ist es, die Hautbarriere zu stédrken. Zur Basistherapie gehort ebenfalls die

Vermeidung von Provokationsfaktoren wie Irritantien, bestimmte Allergene etc.

Auf Stufe 2 und 3 wird die Applikation von topischen Glukokortikosteroiden sowie Cal-

19



cineurininhibitoren in unterschiedlicher Stiarke empfohlen (siehe Abbildung . Durch
Okklusiv-Verwendung kann die Wirksamkeit der Topika deutlich erhht werden. Nach
Abheilung konnen weitere Schiibe durch eine , proaktive Therapie“ vorgebeugt werden
(Peserico et al., 2008). Die entziindungshemmenden Praparate sollen hierfiir weiterhin
1 bis 2 Mal pro Woche verwendet werden.

Ab Stufe 2 kann auch zusétzlich eine Phototherapie vor allem mit UV-B und UV-A er-
folgen. Aufgrund der vorzeitigen Hautalterung sowie des erhéhten kanzerogenen Risikos

ist diese Form der Therapie nicht als Langzeittherapie vorgesehen.

Ab Stufe 4 wird eine Systemtherapie empfohlen. Zur Auswahl stehen verschiedene Praparate.
Orale Glukokortikoide konnen bei akuter Exazerbation des Ekzems durchaus wirksam
sein. Aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen wie Hyperglykdmie, Fettumverteilung,
Cushing-Syndrom, Osteoporose, etc. aber auch des Risikos eines erneuten Ausbruchs
(relapse) nach Absetzen, soll keine Langzeittherapie erfolgen (Biedermann & Werfel,
2015).

Von den ,klassischen* Systemtherapeutika ist als einziges Ciclosporin zugelassen. Auf-
grund der potenziell schweren Nebenwirkungen, sieche Absatz wird auch dieses
kaum mehr zur Langzeittherapie verwendet (siehe Abbildung . Off-label wird haufig
Methotrexat verwendet. Alternativ werden Azathioprin sowie Mycophenolatmofetil in
der Leitlinie genannt. Als gefiirchtete Nebenwirkung von Azathioprin gilt eine erhéhte
Myelotoxizitét, vor allem bei verédnderter Aktivitét.

Die Zulassung des spezifischen monoklonalen Antiképers Dupilumab gilt als wahre Re-
volution in der Therapie des mittel- bis schweren atopischen Ekzems. Der Antikorper
richtet sich gegen den I1.-4 Rezeptor alpha und hemmt somit die Wirkung von zwei wich-
tigen Typ-2 Zytokinen: IL-4 und IL-13. Zwei parallel durchgefiihrte Phase IIT Studien
konnten die gute Wirksamkeit von Dupilumab belegen, die Hautscores sowie der Juckreiz
zeigten sich signifikant reduziert unter der Therapie. Als unerwiinschte Nebenwirkung
wird bei einem geringen Prozentsatz der Patienten Konjunktivitis genannt (Simpson et
al., 2016). Als selektiver IL-13 Inhibitor wurde erst kiirzlich Tralokinumab fiir die The-
rapie des atopischen Ekzems zugelassen. Es konnte ebenfalls eine sehr gute Wirksamkeit
sowie Sicherheitsprofil des Priaparates gezeigt werden (Wollenberg et al., 2021).

Als sehr wirksam zeigten sich auch die erst kiirzlich zugelassenen [JAK}Inhibitoren wie
zum Beispiel Baricitinib oder Upadacitinib (Guttman-Yassky et al., 2021; Simpson et
al., 2020). Die orale Verabreichung stellt einen groflen Vorteil dar. Zu den héaufigen

Nebenwirkung zdhlen Infektion der oberen Atemwege, Kopfschmerzen und Akne. Vor-
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angegangene Thrombosen, erhchte Blutfettwerte, Nieren- oder Leberinsuffizienz sowie

Blutbildanomalien sollten vor der Therapie ausgeschlossen werden.

Trotz der steigenden Entwicklung von zielgerichteten Therapeutika, bleibt in vielen
Fillen die Therapie der Psoriasis sowie des A.E. eine Herausforderung im klinischen
Alltag.

Zum einen kann der Therapieerfolg an der falschen Diagnosestellung scheitern. Wie be-
reits erdrtert kann sich die richtige Diagnosestellung in manchen Fiéllen sehr schwierig
gestalten. Zum Beispiel zeigen TNF alpha Inhibitoren, die erfolgreich bei Psoriasis ein-
gesetzt werden, bei Ekzem Patienten keine signifikante Wirksamkeit, zum Teil kommt es
sogar zu einer Verschlechterung des klinischen Bildes (Jacobi, Antoni, Manger, Schuler,
& Hertl, 2005).

Zum anderen, basieren die meisten Erfolge der Therapien auf empirische Daten, jedoch
fehlt es noch an Versténdnis der genauen Athiopathogenese der chronisch entziindlichen
Hauterkrankungen. Daher spielt die molekulare Diagnostik und fiir den Weg zur perso-

nalisierten Medizin eine immer grofiere Rolle.

1.2 Molekulare Diagnostik

1.2.1 Entwicklung der molekularen Diagnostik

Watson und Crick legten letztendlich den Grundbaustein fiir die molekulare Diagnostik
fest. Als 1953 die DNA entschliisselt wurde (Watson & Crick, 1953), konnten weitere
Techniken wie zum Beispiel DNA-Sequenzierung oder [PCR] zur Vervielfiltigung von Ge-
nen entwickelt werden, ohne die die Molekularbiologie heute nicht existieren wiirde.
Nicht nur im medizinischen Bereich haben molekulare Verfahren an Wichtigkeit gewon-
nen, sie spielen beispielsweise auch im Bereich der Kriminalistik eine ganz wesentliche
Rolle. In der Medizin, insbesondere in der Onkologie, wurde die molekulare Diagnostik
weiterentwickelt. So werden viele Marker zur Diagnostik oder zur Prognosebestimmung
verwendet. Zudem konnten dadurch viele zielgerichtete Therapien entwickelt werden.
Zum Beispiel werden zur Therapie des fortgeschrittenen malignen Melanoms bei nach-
gewiesener BRAF V600 Mutation erfolgreich BRAF-Inhibitoren (zum Beispiel Dabrafe-
nib oder Trametinib) eingesetzt. Bei Vorliegen des BRAF Wildtyps konnen diese nicht
verwendet werden.

Jedoch gibt es aktuell noch aufler im Bereich der Dermatoonkologie kaum Anwendungs-
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bereiche der molekularbasierten personalisierten Medizin in der Dermatologie (Garzorz-
Stark & Eyerich, 2019).

Bei chronisch entziindlichen Hauterkrankungen wurden fiir Psoriasis oder A.E., wie in
Absatz erwihnt, in den letzten Jahren viele Biologika zugelassen. Auch bei insge-
samt sehr gutem Ansprechen auf diese Arzneistoffe, gibt es bis zu 10-15% Therapiever-
sager. Bei Therapiekosten von bis zu 20.000€ pro Jahr kénnten spezifische diagnostische
und prognostische Marker unter anderem helfen diese Therapieversagerquote zu senken
(Garzorz-Stark & Eyerich, 2019).

1.2.2 Molekulare Signatur von Psoriasis und atopisches Ekzem

NOS2/CCL27

Durch spezifische genetische Untersuchungen konnten Unterschiede in der molekula-
ren Signatur zwischen Psoriasis und Ekzem erforscht werden. Zum Beispiel konnten
Guttman-Yassky und Kollegen zeigen, dass manche Gene in der Keratinozyten Dif-
ferenzierung entgegengesetzt exprimiert sind (Guttman-Yassky et al., 2009). Jedoch
konnen diese Ergebnisse durch hohe interindividuelle Variabilitdt (Alter, Geschlecht,
Umwelteinfliisse) beeinflusst werden. 2014 konnten durch intraindividuale Genom Ex-
pressionsanalyse krankheitsspezifische Gene identifiziert werden (Quaranta et al., 2014).
Die molekulare Signatur von Psoriasis und Ekzem wurde bei Patienten, die von bei-
den Erkrankungen betroffen waren, anhand von ,whole genome® Genexpressionsarrays
verglichen. Insgesamt konnten 15 Gene ermittelt werden, die signifikant unterschiedlich
zwischen beiden Erkrankungen exprimiert waren. Die zwei am signifikantesten unter-
schiedlich regulierten Gene waren NOS2 und CCL27. Diese eignen sich als perfektes
Paar zur Differenzierung von Psoriasis und Ekzem (Garzorz & Eyerich, 2015; Quaranta
et al., 2014).

steht fiir Inducible Nitric Oxidase Synthase 2 und ist fiir die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) zusténdig, welches eine grofie Rolle in inflammatorischen aber
auch metabolischen Prozessen spielt (Kanwar, Kanwar, Burrow, & Baratchi, 2009).
CCL27| steht fiir Chemokine (C-C motif) Ligand 27, bindet an Chemokine Rezeptor 10
und spielt eine Rolle in der Chemotaxis von hautassoziierten T-Lymphozyten (Mildner
et al., 2014).

Basierend auf der entgegensetzten Expression dieser zwei Gene konnte durch logarith-

mische Transformation der relativen Quantifizierungswerte von NOS2 und CCL27 ein

Molecular Classifier (MC)) entwickelt werden, welcher die Wahrscheinlichkeit (in %)
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der vorliegenden Erkrankungen vorhersagen kann. Die Sensitivitdt und Spezifitat lie-
gen bei iiber 95% (Garzorz-Stark et al., 2016). In manchen Féllen konnte sogar eine
Uberlegenheit gegeniiber den standardmifig verwendeten diagnostischen Tools gezeigt
werden (Garzorz-Stark et al., 2016).

IL36G

Auch andere Biomarker konnten zur Differenzierung der beiden Erkrankungen hervor-
gehoben werden.

(D’Erme et al., 2015) fiihrten in iiber 150 von chronisch entziindlichen Erkrankungen
betroffene Hautproben Cluster Analysen von Genexpressionsprofile durch. 11.-17/TNF-
alpha assoziierte Gene zeigten sich in Psoriasis Proben signifikant iiberexprimiert im
Gegensatz zu anderen chronisch entziindlichen Hauterkrankungen. IL36G ragte beson-
ders heraus und zeigte sich als signifikantestes und unterschiedlichstes exprimiertes Gen
in Psoriasis.

[L-36G gehort zur Familie der 1L-1 Zytokine. Es scheint eine besondere Rolle in Haut-
entziindungsreaktionen zu spielen, indem es die dendritischen Zellen und Keratinozyten
Entwicklung und Proliferation beeinflusst (D’Erme et al., 2015).

Von besonderem Interesse ist IL-36G auch, da in nicht invasiven Tape-stripping Proben
aus Psoriasis Lésionen signifikant erhdhte 1L-36G Levels gegeniiber Ekzem Lé&sionen
durch ELISA quantifiziert werden konnten (Berekmeri et al., 2018).

IL36G scheint sich als Marker fiir Psoriasis behaupten zu kénnen.
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2 Zielsetzung

Die Notwendigkeit neue diagnostische Methoden zu entwickeln, um chronisch entziindliche
Hauterkrankungen besser voneinander abgrenzen zu konnen; insbesondere Psoriasis von
A.E., wird immer wesentlicher.

Bisher wurden fiir molekulare Diagnostik, Hautbiopsien mit einer Groéfle von 4-6 mm
verwendet. Diese werden unter Lokalanédsthesie entnommen, sind mit einem grofien Zeit-
aufwand verbunden und kénnen mit Komplikationen wie Schmerzen, Blutungen, Supe-
rinfektionen, Wundheilungsstérungen oder kosmetisch stérenden Narben einhergehen.
Jedoch ist das Ziel der modernen und patientenorientierten Medizin, qualitative aber
auch immer weniger invasive Untersuchungsmethoden im klinischen Alltag einzusetzen.
Ein Ansatz hierfiir ist, die konventionell verwendeten ,, Macrobiopsien “ mit einem Durch-
messer von 4-6 mm durch ,,Microbiopsien “ mit einem Durchmesser von 1 mm zu ersetzen.

Letztere benotigen weder Lokalanésthesie noch Naht.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues minimal invasives Biopsieverfahren im Ver-
gleich zu bisher standardméflig verwendeten grofleren Biopsien zur Erprobung moleku-
larer Diagnostik zur Unterscheidung von Psoriasis und A.E. untersucht.

Als konkrete Aufgaben beziehungsweise Fragestellungen wurden festgelegt:

- Sind Microbiopsien zur histologischen Diagnosestellung geeignet?

- Welche Menge an kann von einer Microbiopsie extrahiert werden? Ist die
mRNA-Konzentration in Microbiopsien suffizient fiir Messungen?

- Wie ist die mRNA Qualitéit in Microbiopsien im Gegensatz zu Macrobiopsien?

- Zeigt sich ein Informationsverlust in der molekularen Signatur zwischen Macro- und
Microbiopsien?

- Vergleich der Genexpressionsanalyse von NOS2, CCL27 und IL36G zwischen Macro-
und Microbiopsien mittels rt-PCR.

- Molecular Classifier Berechnung und Vergleich der Ergebnisse zwischen Macro- und
Microbiopsien.

- Welche Vorteile/Nachteile bringen Microbiopsien im Vergleich zu Macrobiopsien fiir
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Patienten aber auch fiir Kliniker? Erklaren sich Patienten eher fiir eine Macro- oder

Microbiopsie Entnahme bereit?
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3 Material,Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probenentnahme

Tabelle 3.1: Probenentnahme Material

‘ Reagenzien

Firma

Octeniderm farblos Losung
Xylocain 1% Injektionslosung
Octenisept Losung

Schiilke & Mayr GmbH
Aspen Pharma Trading Limited
Schiilke & Mayr GmbH

Ustensilien

Firma

Einweghandschuhe Nitril 3000
Einmalspritze Injekt Luer Solo Hml
Injektionskaniile Sterican Grosse 18
Sterile Handschuhe sempermed supre-
me

Lochtuch Raucodrape Pro 50x60cm

Tupfer Gazin Grosse 3

Steriles Biopsie-Set inklusive Scheere
und Nadelhalter

Einmal Biopsiestanze 1mm

Biopsy Punch 6mm

Feather disposable scalpel Nr 10
Nahtmaterial Dafilon 4/0
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Meditrade GmbH

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

Semperit Technische Produkte GmbH

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG

standard chirurgische Ustensilien, un-
terschiedliche Firmen

Kai Europe GmbH

Stiefel GmbH & Co. KG

Feather Safety Razor Co., Ltd.

B. Braun Melsungen AG



3.1.2 RNA-Isolation

Tabelle 3.2: RNA-Isolation Material

‘ Reagenzien Firma

RNAlater RNA Stbilization Reagent Qiagen

RNAse ZAP Sigma-Aldrich
miRNeasy Mini KIT Qiagen

QIAzol Lysis Qiagen
Chloroform 99,8% Sigma-Aldrich
Ethanol absolut Merck KGaA
RNase-free DNase Set Qiagen
UltraPure DEPC-treated water Thermo Scientific
Gerite Firma
Tissuelyser 11 Qiagen

Heraeus Fresco 21 Mikrozentrifuge Thermo Scientific
NanoPhotometer N60/N50 Implen GmbH
Ustensilien ‘ Firma

Latex Micro-touch Einweg Handschuhe Ansell

Sterile Handschuhe sempermed supre- Semperit Technische Produkte GmbH
me

Eppendorf research plus Pipetten 10, FEppendorf AG

100, 200 und 1000

Safe Seal SurPhob Spitzen, steril Biozym Scientific GmbH
Reagiergefisse SafeSeal 1,5ml 2ml Sarstedt AG & Co. KG
Standard sterile chirurgische Schere Unterschiedliche Firmen

Standard sterile chirurgische Pinzette = Unterschiedliche Firmen

Stahlkugeln stainless steel Beads bmm  Qiagen
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3.1.3 Bioanalyzer

Tabelle 3.3: Bioanalyzer Material

‘ Reagenzien

Firma

RNA 6000 Nano Kit
RNAse ZAP
RNase-free DNase Set

Agilent
Sigma-Aldrich
Qiagen

‘ Gerite

Firma

Bioanalyzer 2100

Agilent

Mikrozentrifuge Thermo Scientific
‘ Ustensilien Firma

Chip Priming Station Agilent

Eppendorf research plus Pipetten 10, FEppendorf AG

100, 1000

Latex Micro-touch Einweg Handschuhe Ansell
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3.1.4 cDNA-Synthese

Tabelle 3.4: cDNA-Synthese Material

‘ Reagenzien Firma

High Capacity ¢cDNA Reverse Trans- Applied Biosystems
cription Kit

UltraPure DEPC-treated water Thermo Scientific
RNAse ZAP Sigma-Aldrich

‘ Gerite Firma
Techne TC-412 Thermal Cycler Keison Products

‘ Ustensilien Firma

Quali-PCR-Tube-Streifen a 8 x 0,2ml Kisker Biotech GmbH & Co. KG
Eppendorf research plus Pipetten 10, FEppendorf AG

100, 200 and 1000

Safe Seal SurPhob Spitzen, steril Biozym Scientific GmbH

Latex Micro-touch Einweg Handschuhe Ansell
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3.1.5 rt-PCR

Tabelle 3.5: rt-PCR Material

‘ Reagenzien

Firma

Primer 18S_short forward GTAACCCGTTGAACCC-
CATTC

Primer 18S_short reverse CGCACTTACTGGGAATT-
CCTC

Primer GAPDH short forward CTCCTCCTGTTCGA-
CAGTCA

Primer GAPDH _short reverse GATGTGGCTCGGCTGG
Primer NOS2_shortl forward ATCTGCAGACACGTG-
CGTTA

Primer NOS2.shortl reverse TGATGGCCGACCT-
GATGTTG

Primer CCL27_shortl forward CCCTACAGCAGCATT-
CCTAC

Primer CCL27_shortl reverse GTAGAGCTGAGTA-
CAGCAGGC

Primer IL36G forward AGGAAGGGCCGTCTAT-
CAATC

Primer IL36G reverse CACTGTCACTTCGTGGAACTG
Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox)
UltraPure DEPC-treated water

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG

Metabion international AG
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3.2 Methoden

3.2.1 Patientenkohorte

Insgesamt wurden 51 Patienten in die Studie eingeschlossen: 27 mit A.E., 19 mit Psoria-
sis und 5 mit unklarer Diagnose. Nur Patienten mit einer jeweilig vorhandenen Macro-
und Microbiopsie konnten mit eingeschlossen werden. Die Diagnosen wurden anhand
klinischer sowie histologischen Merkmalen gestellt. Aulerdem wurden bei 10 gesunden
Teilnehmern Microbiopsien entnommen. Alle Patienten stammten aus der dermatolo-
gischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar — Technische Universitdat Miinchen. Eine
schriftliche Einverstdndniserkldrung wurde vor Einschluss in die Biobank sowie vor der
Probenentnahme unterschrieben. Die Studie wurde von der Ethikkommission der me-
dizinischen Fakultét des Klinikums Rechts der Isar — Technische Universitdat Miinchen
(44/16S) genehmigt.

3.2.2 Methodik

Probenentnahme

Nach griindlicher Desinfektion des zu entnehmenden Areals erfolgte eine lokale Anésthesie
mit Xylocain 1% (zwischen 1 ml und 5 ml). Nach erneuter Desinfektion und Abdeckung
mithilfe eines Lochtuchs, erfolgte die Hautprobeentnahme mit einer 6 mm Biopsie Stan-
ze. Anschliefend wurde die Wunde mit 1-2 Einzelknopfnahten verschlossen, erneut des-
infiziert und mit einem sterilen Verband versorgt. Die Gewebsprobe wurde mit einem
Skalpell in drei gleiche Teile geteilt. Ein Drittel konnte fiir die Routinediagnostik (z.B.
Histologie) verwendet werden, ein Drittel wurde kryo-konserviert und das restliche Drit-
tel war fiir die RNA-Isolation bestimmt. Zur Stabilisierung der RNA, konservierte man
die Hautprobe in einer RNAprotect Tissue Losung. Zunichst fiir 24-48H bei 4°C, an-
schlieBend bei -80°C.

Analog dazu erfolgte im gleichen Areal die 1 mm Probebiopsie Entnahme und Konser-
vierung in RNAprotect Tissue Losung. Eine Lokalandsthesie sowie Hautnaht waren hier

allerdings nicht erforderlich.

RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe des miRNeasy Mini Kits (Qiagen), die Vorgehens-
weise war dem dazugehorigen Protokoll zu entnehmen.

Zusammenfassend wurden die Gewebsproben, nachdem sie aufgetaut waren, mit einer
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Schere in 700 pl Qiazol Lysis (Qiagen) zerkleinert. Zur kompletten Homogenisierung der
Losung kam der Tissuelyser (Qiagen) zum Einsatz. 140 pl Chloroform (Sigma-Aldrich)
wurden hinzugefiigt. Nachdem die Proben fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert wur-
den, konnte die wéssrige Phase (mit der darin enthaltenen RNA) abpipettiert werden
und 525 pl Ethanol (Merck KGa) wurden hinzugefiigt. Nach mehreren Waschetappen
(350 pl Buffer RWT, 500 pl Buffer RPE) und DNAse (Qiagen) Verwendung erfolgte die
DNA-Verdauung. Letztendlich konnte die RNA in 28 ul RNase-freiem Wasser (Qiagen)
eluiert werden.

Uber Photometrie konnte mit NanoPhotometer N60/N50 (Implen GmbH) die RNA Kon-
zentration gemessen werden. Bei einer Konzentration von iiber 500 ng/ul, wurde die

Losung weiter mit RNase-freiem Wasser diluiert.

Bioanalyzer

Probeweise wurden bei jeweils 14 Macro- und Microbiopsien die RNA-Qualitét im Bio-
analyzer (Agilent) auf einem RNA Chip mittels des Agi- lent RNA 6000 Nano Kits
protokollgerecht tiberpriift. Zusammengefasst wurde als erstes die RNA Ladder vorbe-
reitet, diese wurde bei 70°C fiir 2 Minuten denaturiert. Als néchstes wurde das Gel
angefertigt indem 550 ul Gel Matrix pipettiert und zentrifugiert wurden. Dazu wurde
1 pl RNA Dye concentrate hinzugefiigt, nachdem letzteres bei Raumtemperatur fiir 30
Minuten geruht hatte und das Gemisch wurde zentrifugiert. Das Gel-Dye Mix wurde
in das vorgesehene Well auf den Chip mithilfe der Chip Prime Station angebracht. In
weitere Wells wurden jeweils 5 ul RNA-Marker platziert. Als letztes wurde 1 ul RNA
Ladder in das vorgesehene Well angebracht. Schlieflich konnte der Mikrochip im 2100
Bioanalyzer analysiert werden und die und die RNA Integrity Number errechnet

werden. Die Qualitdt von Proben mit einem RIN gréfler 8 kann als gut bewertet werden.

RNA-Sequencing

Die Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Men-
den — Computational Biomedicine — Menden Lab — Helmholtz Zentrum Miinchen.
Insgesamt erfolgten bei n = 24 Proben eine RNA Sequenzierung: bei 5 diagnostizierten
Psoriasis mit jeweils einer Macro- und dazugehoriger Microbiopsie (n = 10), 5 A.E. mit
ebenfalls jeweils einer Macro- und Microbiopsie (n = 10) sowie jeweils eine Macro- und
Microbiopsie von zwei unklaren Phénotypen (n = 4).

Zur FErstellung der Sequenzierungsbibliothek wurde das TruSeq Stranded Total RNA
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Kit (Illumina) mit dem zugehorigen Protokoll verwendet. Die Sequenzierung erfolg-
te mittels des Illumina HiSeq4000. Anhand des DESeq?2 package von Bioconductor
(www.bioconducto.org) konnten die unterschiedlich exprimierten Gene untersucht wer-
den. Ab padj < 0,05, log2 fold change > 1 galten die Gene als signifikant unterschiedlich

exprimiert.

cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurde das High Capacity Reverse Transcription Kit (Life
Technologies) mit dem dazugehorigen Protokoll genutzt.

Insgesamt wurden maximal 500 ng in 14,2 pul RNA transkribiert (bei Bedarf wurde
die Losung mit behandeltem Wasser (Life Technologies) verdiinnt). Zur RNA
wurde der cDNA synthese Mix dazugemischt. Dieser bestand aus jeweils pro Probe 2
wl Buffer, 2 pl Random Primers, 0,8 pl ANTP Mix und 1 pl MultiScribeTM Reverse
Transcriptase. AnschlieBend wurden die Proben mit dem Techne TC-412 Thermal Cycler
(Keison Products) im ¢cDNA Programm fiir 10 Minuten bei 25°C, im néchsten Schritt
fiir 120 Minuten bei 37°C und im letzten Schritt fiir 5 Minuten bei 85°C erhitzt. Folglich
wurden die Proben auf 4°C heruntergekiihlt und anschliefend erneut bei -80°konserviert
bis bis die rt-PCR erfolgte.

rt-PCR

Unter Verwendung des Fast Start Universal SYBR® Green Masters (Rox) (Roche Life
Science) konnten die PCR-Reaktionen in 384-Well Reaction Plates stattfinden.

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut.

In 10ul pro Well fanden sich jeweils 3,4 pul ¢cDNA-Mastermix (mit einer maximalen
DNA Konzentration von 25 ng/ul) und 6,6 ul SYBR® Green-Mastermix. Der SYBR®)
Green Mastermix enthielt jeweils 1,6 ul SYBR®) Green mit dem darin enthaltenen DNA-
Fluoreszenz Farbstoff und 5 pl Primer Mastermix fiir die jeweiligen Primer .

Die Fluoreszenz Detektion erfolgte iiber das ViiA TM 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems).

Im ersten Abschnitt wurden die Proben initial fiir 2 Minuten auf 50°C, dann fiir 10
Minuten auf 95°C erhitzt. AnschlieBend begann der PCR-Abschnitt. Dieser bestand aus
40 Zyklen mit jeweils 2 Etappen: erstens wurden die Proben auf 95°C fiir 15 Sekunden
erhitzt, hier fand die DNA-Denaturierung statt. Zweitens wurden sie auf 60°C erwérmt,
hier fand die DNA-Amplifikation statt. Am Ende dieser Etappe konnte das Fluoreszenz

Signal registriert werden.
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Molecular Classifier

Die Vorgehensweise zur Berechnung des Classifiers wurde der Publikation (Garzorz-
Stark et al., 2016) entnommen.

Relativ zu gesunden Hautproben konnten die relativen Genexpressionen von NOS2 und
CCL27 errechnet werden. Dafiir wurde der jeweilige DeltaC'T Mittelwert von iiber 100
gesunden Hautproben errechnet. Die Werte wurden transformiert mittels des Logarith-
mus mit Basis 10. Anhand der linearen Model Funktion in R (R Program, R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria) konnte der Classifier gebildet werden und
die Wahrscheinlichkeit (%) der Diagnose von Ekzem oder Psoriasis abgeschiitzt werden

(Garzorz-Stark et al., 2016).

Fragebogen

Um die Auswirkungen der verschiedenen Biopsie Techniken zu erfassen, wurde ein Fra-
geboden erstellt. Die Patienten erhielten den identischen Fragebogen fiir, die bei ihnen
durchgefiihrten Macro- und Microbiopsie. Die Lokalisation der Biopsiestelle wurde er-
fasst. Mit einer numerischen Skala von 0-10 sollten die Patienten 5 unterschiedliche Kri-
terien bewerten: Schmerzen am Tag der Biopsie sowie wahrend der 30 Folgetage nach
der Biopsie, Zufriedenheit des kosmetischen Ergebnis nach 7 Tagen sowie nach 30 Tagen
und wie hoch der zeitliche Aufwand durch die Biopsie war. Auflerdem wurden potenzielle
Komplikationen wie Blutung, Infektion, allergische Reaktion auf das Betdubungsmittel,
notige arztliche Behandlung sowie die Dauer bis zur kompletten Wundheilung erfasst.

Zuletzt wurde erfasst, ob die Teilnehmer eine erneute Probeentnahme zugelassen hétten.

Histologie

Nachdem die Proben entnommen waren, wurden sie in Formaldehydlésung fixiert. Dar-
aufhin erfolgte die Einbettung in Paraffin. Im folgenden Schritt konnten die Blocke ge-
schnitten werden und die feinen Schnitte auf Objekttréager aufgebracht werden. Nach der
Entparaffinierung konnten sie schliefflich mit Hamotoxylin-Eosin gefarbt werden. Unter
dem Mikroskop konnten die Schnitte in verschiedenen Vergrofierungen analysiert und
fotografiert werden. Mit der Software Adobe-Photoshop wurde ein Weifl Abgleich der
Bilder durchgefiihrt.

34



3.2.3 Datenauswertung

Die Daten wurden pseudonymisiert ausgewertet. Die Auswertung der Daten und Be-
rechnungen erfolgten mit Microsoft Excel Version 16.16.27 (201012). Um statistisch si-
gnifikante Unterschiede zu priifen, wurde der t-Test verwendet, das Signifikanzniveau
wurde auf a=0,05 gesetzt. Grafiken wurden mittels Python Bilbliothek Seaborn Versi-
on 0.10.1 (Python Version 3.8.3) erzeugt. Fiir die Niederschrift der Dissertation wurde
LaTeX verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten Population

Insgesamt wurden 61 Patienten fiir die Studie eingeschlossen, 19 mit Psoriasis, 27 mit
Ekzem, 5 mit unklarem Phinotyp und 10 mit gesunder Haut. In Tabelle sind die

klinischen Charakteristika der Teilnehmer zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Patienten Charakteristika

Psoriasis Ekzem Unklar Gesund
Alter M=524 SD=157 M=572 SD=18,9 M=61,6 SD=18,2 M=30,9 SD=8.5
Geschlecht
Minnlich 13 (68,4%) 16 (59,3%) 2 (40%) 6 (60%)
Weiblich 6 (31,6%) 11 (40,7%) 3 (60%) 4 (40%)
Entnahmestelle
Riicken 8 (42,1%) 5 (18,5%) 0 0
Abdomen 2 (10,5%) 3 (11,1%) 1 (20%) 0
Oberschenkel 2 (10,5%) 3 (11,1%) 0 0
Unterschenkel 3 (15,8%) 2 (7,4%) 0 0
Oberarm 0 4 (14,8%) 2 (40%) 5 (50%)
Unterarm 2 (10,5%) 1 (3,7%) 1 (20%) 5 (50%)
Gesaly 0 2 (7,4%) 1 (20%) 0
Ellenbogen 1 (5,3%) 1 (3,7%) 0 0
Ellenbeuge 0 2 (7,4%) 0 0
Handfléche 0 2 (7,4%) 0 0
Fufisohle 1 (5,3%) 0 0 0
Kopf 0 1 (3,7%) 0 0
Schulter 0 1 (3,7%) 0 0
PGA M=416 SD=121 M=4,19 SD=147 M=3 SD=1,87 M=0 SD=0

Das Alter der Probanden lag zwischen 19 und 81 Jahren. In der Psoriasis Kohorte waren
die Patienten im Schnitt 52,4 Jahre alt (SD=15,7), in der Ekzem Kohorte 57,2 Jahre
alt (SD=18,9), in der unklaren Gruppe 61,6 Jahre alt (SD=18,2) und in der gesunden
Gruppe 30,9 Jahre alt (SD=8,5). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
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Psoriasis-, Ekzem- und unklaren Kohorte (p>0,05) erkannt werden. Die gesunden Teil-

nehmer waren im Schnitt ca 25 Jahre jinger (p=2,6E-5).

Sowohl ménnliche als auch weibliche Patienten wurden eingeschlossen, mit leichter Prddominanz

fiir Méanner in der Psoriasis, Ekzem und gesunden Gruppe (zwischen 59-68%).

Die Macro- und Microbiopsien wurden stets aus der gleichen oder aus direkt neben-
einanderstehenden Lésionen entnommen, sodass die Lokalisation zwischen Macro- und
Microbiopsie nicht abwich. Bei den gesunden Patienten wurde ausschliellich eine Micro-
biopsie entnommen. Es wurden aus jeder Korperpartie bis auf das Genital, Gesicht und
Schleimh#ute Proben entnommen: Rumpf (n=19), obere Extremitét (n=27), untere Ex-
tremitdt (n=14), Kopf (n=1). Am héaufigsten stammten die Proben vom Riicken (n=13)
gefolgt von Oberarm (n=11), Unterarm (n=9), Abdomen (n=6), Oberschenkel (n=>5),
Unterschenkel (n=>5), Gesafl (n=3), Ellenbogen (n=2), Ellenbeuge (n=2), Handfliche
(n=2), Fuisohle (n=1), Kopf (n=1) und Schulter (n=1).

Die Verteilung der Probenentnahmestellen war demnach sehr heterogen. Zwischen der
Psoriasis und Ekzem Kohorte waren die Biopsie Lokalisationen &hnlich verteilt, am

haufigsten wurden Biopsien aus dem Riicken gefolgt von den Beinen entnommen.

Zur Beurteilung des Schweregrads der Erkrankung wurde zum besseren Vergleich zwi-
schen Psoriasis und Ekzem der PGA Score herangezogen. Der Score reicht von 0 bis 6,
wobei 0 fiir Hauterscheinungsfreiheit und 6 fiir schwer betroffene Haut steht. Insgesamt
lagen die PGA Scores zwischen 1 und 6, der PGA Mittelwert bei Psoriasis Patienten lag
bei 4,16 mit einer Standardabweichung von 1,21, in der Ekzem Kohorte lag der mittlere
PGA Wert bei 4,19 (SD=1,47).

Die Patienten der beiden Gruppen waren in etwa gleich moderat betroffen, es konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,47). Es zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zu den Patienten mit unklarer Diagnose (p>0,05).

Insgesamt zeigte sich eine relativ homogene Verteilung der eben genannten Kriterien

zwischen den unterschiedlichen Gruppen.
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4.2 Vergleich der Histologie von Macro- und
Microbiopsie

Zur Diagnosesicherung von Psoriasis und Ekzem werden im klinischen Alltag histologi-
sche Untersuchungen herangezogen. Zur Uberpriifung ob Microbiopsien hierfiir ebenfalls
geeignet sind, untersuchten wir jeweils eine Macro- und Microbiopsie einer Ekzem- sowie

Psoriasis-Plaque.

Ubersicht

W P s 0
—_— LA B =
= 4 5 =

Abbildung 4.1: HE-Féarbung von Micro- und Macrobiopsien — Ubersichtsaufnahmen a] Psoriasis Micro-
biopsie b] Psoriasis Macrobiopsie ¢] Ekzem Microbiopsie d] Ekzem Macrobiopsie

In der Ubersicht ist durch den unterschiedlichen MaBstab der Gréfenunterschied zwi-

schen Micro- (Abbildung [4.1h] und [4.1k]) und Macrobiopsien (Abbildung und [4.1d)

deutlich zu sehen. Zudem ist zusehen, dass sowohl die Macro- als auch die Microbiopsie
bis tiefdermal reichen, in Abbildung [4.1] beziehungsweise Abbildung [4.2(d] sind subku-

tane Fettzellen vorzufinden. So waren die Epidermis und Dermis gut beurteilbar, hier
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finden sich wesentliche diagnostische histologische Kriterien um Psoriasis von Ekzem zu

unterscheiden.

Histologisches Bild der Psoriasis Microbiopsie

Abbildung 4.2: HE-Firbung Psoriasis Microbiospie (Vergrofierung 40- bzw. 100-fach) a] Stratum cor-
neum mit Hyperparakeratose und Munro-Mikroabszess b] Epidermis mit Akanthose c¢| Dermis mit
lymphozytéirem Iinfiltrat d] Subkutane Fettzellen

Auf Abbildung (40- beziehungsweise 100-fach VergroBerung) sind im Bereich der
Microbiopsie typische typische diagnostische Merkmale fiir die Psoriasis vorzufinden.
Wie in Abb a] zu sehen ist, zeigt sich im Stratum corneum eine Hyperparakeratose,
im Sinne einer Verbreitung des Stratum corneum unter Erhalt der Zellkerne aufgrund
einer fehlerhaften Reifung der Keratinozyten. Zudem ist eine abszessartige Ansammlung
von neutrophilen Leukozyten im Sinne eines Munro-Mikroabszess zu erkennen. Weitere
Merkmale, wie Akanthose mit Verbreitung der Epidermis, s. Ab b] oder diffuses
lymphozytéare Infiltrat in der Dermis, siehe Abbildung c| sind ebenfalls vorhanden.

Histologisches Bild der Ekzem Microbiopsie

Abbildung 4.3: HE-Fébrung Ekzem Microbiopsie (Vergroferung 40- bzw. 100-fach) a] Epidermis mit
serosen Krusten b] lymphozytires Infiltrat

An der Epidermis Oberfliche der Microbiopsie sind serése Krusten als Folge von durch
Juckreiz herbeigefithrten Exkoriationen, siche Abbildung a]. Die Epidermis ist insge-

samt gut darstellbar, in dem Bereich ist angedeutet eine Spongiose mit Odem zwischen
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den Zellen zu sehen. Diese Merkmale finden sich meistens bei Ekzemlésionen, kénnen
jedoch bei vielen anderen dermatologischen Krankheitsbilder vorkommen. Als unspezi-
fisches Zeichen ist in Abbildung b] zusétzlich ein lymphozytéares Infiltrat zu sehen.

Durch die Untersuchung der eben beschriebenen histologischen Bilder zeigte sich, dass
histologische pathognomonische Merkmale die normalerweise in den Macrobiopsien zur
Diagnosesicherung herangezogen werden, ebenfalls im Bereich der Microbiopsien identi-

fiziert werden konnten.

4.3 Schritte zur Molecular Classifier Entwicklung und

Vergleich zwischen Macro- und Microbiopsie

4.3.1 RNA Konzentration von Macro- und Microbiopsien

Als erster Schritt zur MC Durchfiihrung erfolgte die RNA Messung von Macro- und

Microbiopsien.

Im Bereich der Microbiopsien reichten die Werte von 6,12ng/ul bis zu 201,60 ng/ul
pro Biopsie. Die RNA-Konzentrationen befanden sich bei 18 Proben unter 20 ng/ul,
davon 2 unter 7,80 ng/ul. 18 Proben hatten eine Konzentration zwischen 20-30 ng/ul
und 33 iiber 30 ng/ul. Der Mittelwert der RNA-Konzentration von Microbiopsien lag bei
35,17 ng/pl mit einer Standardabweichung von 27,75 ng/ul, der Median lag bei 28,72

ng/ul.

Im Bereich der Macrobiopsien reichten die RNA Konzentrationswerte von 14,96 ng/ul
bis zu 1940,80 ng/ul. Der Mittelwerte betrug 374,90 ng/ul mit einer Standardabwei-
chung von 341,88 ng/ul, der Median lag bei 287,32 ng/ul. Somit iiberstieg die RNA-

Konzentration der Macrobiopsien das 10-fache die, der Microbiopsien.
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Abbildung 4.4: RNA-Konzentrationen lisionaler Biopsien

Auflerdem wurde bei 10 gesunden Teilnehmern je eine Microbiopsie entnommen und
davon die RNA-Konzentration gemessen. Die Werte reichten jeweils von 5,20 ng/ul bis
zu 12,56 ng/ul, der Mittelwert lag bei 7,74 ng/ul und der Median bei 7,60 ng/pul.

Zum Vergleich wurden die RNA-Konzentration von gesunden Macrobiopsien gemessen.
Hier reichten die Konzentrationswerte von 66,30 ng/ul bis zu 204,00 ng/ul. Der Mit-

telwert lag bei 127,30 ng/pul und somit ca. 16-mal hoher als bei Microbiopsien. Der
Medianwert lag bei 116,88 ng/pul.
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Abbildung 4.5: RNA-Konzentrationen nicht-lésionaler Biopsien
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Wie zu erwarten waren die RNA-Konzentrationen im Bereich der Microbiopsien deut-
lich geringer, jedoch ausreichend um weitere Untersuchungen zur Erstellung des MC

durchzufiithren.

4.3.2 Untersuchung der RNA-Qualitdat durch Bioanalyzer

Zur Uberpriifung ob die RNA-Qualitéit zwischen Macro- und Microbiopsien abweichend

ist, wurde probeweise von 14 Proben die RNA-Qualitdt mittels Bioanalyzer untersucht.

Intakte RNA ist das Qualitdtsmerkmal und ein wesentlicher Bestandteil fiir weitere Un-
tersuchungen wie rt-PCR oder RNA-Sequenzierung. Durch elektrophoretische Auflosung
werden durch den Bioanalyzer RNA Strénge detektiert und ein Immunfluoreszenz Signal
ausgelost, die Intaktheit der RNA kann dadurch kalkuliert werden.

Wiéhrend der RNA Degradation nehmen die 18S und 28S ribosomalen Banden ab und
das Baseline Signal zwischen den zwei Spitzen nimmt zu, wie beispielsweise auf folgender
Abbildung zu sehen ist:

(FU]
8 6_micro

L 1
T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Abbildung 4.6: Bioanalyzer Analyse Beispiel

Zur Standardisierung der RNA Qualititsbestimmung wurde der Wert entwickelt.
Der Wert kann zwischen 1 und 10 liegen, 10 steht fiir vollig intakte RNA. Ein RIN Wert
von 5 bedeutet, dass die RNA teilweise degradiert ist und bei <3 spricht es fiir stark
degradierte RNA. Die RNA kann somit klassifiziert werden.

Insgesamt konnte bei 14 Macro- und deren zugehérigen Microbiopsien die RNA Qualitét
durch Bioanalyzer untersucht werden. Die RIN Werte erstreckten sich von 2,7 bis 9,2, der
Mittelwert lag bei 7,3 und der Median bei 7,5. Insgesamt war also die RNA nur gering
degradiert. Der RIN Wert im Bereich der Macrobiopsien erstreckte sich von 2,7 bis 9,1,
der Mittelwert lag bei 6,8 mit einer Standardabweichung von 1,7 und der Median bei
7,5. Im Bereich der Microbiopsien lag der RIN Wert zwischen 5,6 und 9,2, der Mittelwert
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bei 7,7 mit einer Standardabweichung von 1,1 und der Median bei 7,9. Auffillig war,
dass eine einzige Probe einen sehr schlechten RIN Wert hatte (2,7), Auffalligkeiten im
Sinne von unterschiedlicher Lagerung, Entnahmetechnik, Phénotyp etc. wurden nicht
aufgefasst. Ansonsten war die RNA Qualitdt insgesamt gut (stets >5). Proben mit gu-

ter RNA Qualitét konnten zum Beispiel zur Sequenzierung weiterverwendet werden (s.

Abschnitt [4.3.3)).
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Abbildung 4.7: RIN Werte von Macro- und Microbiopsien

In den untersuchten Proben konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den RIN-
Werten und somit der RNA Qualitidt zwischen den Macro- und Microbiopsien gezeigt
werden (p>0,05).

4.3.3 Sequenzierungsdaten von Macro- und Microbiopsien

Zur Uberpriifung ob ein Verlust an molekularer Signatur zwischen Macro- und Microbi-
opsie besteht wurde die mRNA von 5 Psoriasis und 5 A.E. Probenpaare, jeweils beste-
hend aus einer Macro- und Microbiopsie sowie einem unklarem Phénotyp Probenpaar
verglichen. Vorab wurde die RNA Qualitét der Proben untersucht (s. Abschnitt ,
ausschlieBlich Proben mit guter RNA Qualitidt (RIN>5) wurden verwendet.

Teile dieses Kapitels wurden bereits in (Fischer, Doll et al., 2023) veroffentlicht.
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Vergleich der Genexpressionen zwischen Macro- und Microbiopsien

Es wurden iiber 19000 proteinkodierende exprimierte Gene in Psoriasis, A.E. sowie un-
klare Phénotypen Proben direkt zwischen Macro- und Microbiopsien verglichen.

Wie in Grafik zu sehen ist, konnten nur 5 signifikant unterschiedliche Gene zwi-
schen Macro- und Micrbobiopsien identifiziert werden: CCN1 und FOS in der Psoriasis-
Gruppe, KRTAP9-3 in der A.E. Gruppe sowie GPD1 und MEDAG in der unklare
Phénotyp-Gruppe.

Insgesamt zeigte sich also kein signifikanter Unterschied der exprimierten Gene zwischen
Macro- und Microbiopsien (Fischer, Doll et al., 2023).
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Abbildung 4.8: Vergleich der Genexpressionen zwischen Macro- und Microbiopsien in Psoriasis, A.E.
sowie unklarer Phinotyp Proben

Vergleich der Genexpressionen zwischen Psoriasis und A.E.

Nun sollte untersucht werden ob sich unterschiedliche Genexpressionsmuster zwischen

Psoriasis und A.E. im Bereich der Macro- und Microbiopsien zeigen.

In den Plots (Grafik teilten sich, wie zu erwarten, sowohl im Bereich der
Macro- als auch der Microbiopsien die Proben in 2 Gruppen auf, die mit den Diagnosen

Psoriasis und A.E. korrelierten.
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So konnten sowohl die Macro- als auch die Microbiopsien anhand ihres Genexpressions-

profils der Psoriasis oder A.E. zugeteilt werden (Fischer, Doll et al., 2023).
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Abbildung 4.9: PCA Plots von Macro- und Microbiopsien (Fischer, Doll et al., 2023)

Insgesamt zeigten sich im Bereich der Macrobiopsien iiber 389 Gene signifikant hochre-
guliert, iiber 540 im Bereich der Microbiopsien. Besonders stach NOS2 heraus, wie in
den Volcano Plots (Grafik [4.10]) zu sehen ist, zeigte sich dieser sowohl in den Macro- als
auch in den Microbiopsien duflerst signifikant hochreguliert bei Psoriasis (Macro: log2FC
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Abbildung 4.10: Volcano Plots von signifikant regulierten Genen bei Macro- und Microbiopsien (Fischer,

Doll et al., 2023)

Weiterhin konnten krankheitsspezifische exprimierte Gene sowohl im Bereich der Macro-
als auch der Microbiopsien identifiziert werden, wie in Grafik zu sehen ist. IL17A,
NOS2 und DEFB/ zeigten sich im Bereich der Macro- und Microbiopsien bei Psoriasis
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hoher exprimiert als bei A.E., umgekehrt zeigten sich IL13, CCL27 sowie NELLZ2 bei
A.E. hoher reguliert (Fischer, Doll et al., 2023).
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Abbildung 4.11: Krankheitsspezifische Gene fiir Psoriasis und A.E. in Macro- und Microbiopsien (Fi-
scher, Doll et al., 2023)

Insgesamt konnte durch RNA-Sequenzierung gezeigt werden, dass die Genexpressions-
muster dhnlich zwischen Macro- und Microbiopsien sind und dass auch in den Microbi-

opsien hochregulierte krankheitsspezifische Gene identifiziert werden kénnen.

4.3.4 rt-PCR Daten von Macro- und Microbiopsien

Um die Kernfrage beantworten zu konnen, ob der MC fiir Microbiopien ebenfalls geeignet
ist, musste durch PCR ein Referenzgen bestimmt werden, die relativen Expressionswerte
der in Frage kommende Zielgene bestimmt werden und basierend darauf die MC erstellt

werden.
Teile dieses Kapitels wurden bereits in (Fischer, Doll et al., 2023) veroffentlicht.

Kohorte

Fiir den Vergleich der Genexpression zwischen Macro- und Microbiopsie wurden insge-

samt Hautproben von 51 Patienten untersucht, 27 mit A.E., 19 mit Psoriasis sowie 5
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unklar definierte Phéanotypen. Es wurde jeweils eine Macro- und eine Microbiopsien aus
derselben oder direkt nebeneinander liegenden Hautlédsion des Patienten entnommen.
Teilnehmer mit fehlender dazugehériger Macro- bzw. Microbiopsie wurden fiir diese Un-
tersuchung ausgeschlossen. Die Diagnose wurde histologisch, klinisch sowie das durch

Therapieansprechen gestellt.

Referenz Gen

Als Referenz Gene werden Gene definiert, die im Gegensatz zu regulierten Genen kon-
stitutiv exprimiert werden. Zur Berechnung der DeltaCT Werte der Zielgene NOSZ,
CCL27, IL36G wurden mittels PCR die Werte von 2 Referenz Genen bestimmt:
185 und GAPDH. Die CT Werte von GAPDH zeigten eine deutlich héhere Varianz
als 185 sowohl fiir Macro- als auch fiir Microbiopsien: Varianz(18S-macro) = 0,20; Va-
rianz( GAPDH-macro) = 1,57; Varianz(18S-micro) = 0,74; Varianz( GAPDH-micro) =
4,20. Im Bereich der Macrobiopsien lag der CT Mittelwert von 185 bei 4,75 mit einer
Standardabweichung von 0,45 und bei 18,59 fiir GAPDH mit einer Standardabweichung
von 1,25. Der CT Mittelwert von 185 bei den Microbiopsien lag bei 5,06 mit einer Stan-
dardabweichung von 0,86 im Gegensatz zu 18,74 mit einer Standardabweichung von 2,05

fiir GAPDH. Somit erfolgten die weiteren Berechnungen mit dem Referenz Gen 185S.
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Abbildung 4.12: DeltaCT Werte von Referenz Gene 18S und GAPPDH
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Zielgene: NOS2, CCL27, IL36G

Erhoben wurden die relativen Genexpressionswerte von NOS2, CCL27 sowie IL36G.
Zur Kalibrierung wurden als Referenzwerte die Mittelwerte der Expressionswerte von
den eben genannten Genen aus iiber 80 gesunden Hautproben verwendet. Die Berech-

nung dieser Werte erfolgte bereits zur Validierung des MC (Garzorz-Stark et al., 2016).

Zu erkennen war, dass die relativen Expressionswerte trotz teilweise hoher Varianz zwi-
schen Macro- und Microbiopsien sehr dhnlich waren, es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Fischer, Doll et al., 2023).

Fir NOS2 lag der Mittelwert der relativen Expressionen in der Psoriasis Kohorte fiir
Macrobiopsien bei 36,72, fiir Microbiopsien bei 36,40 (p>0,05). In der Ekzem Kohorte
bei 0,70 fir Macrobiopsien und 1,45 fiir Microbiopsien (p>0,05).

Der Mittelwert der relativen Expressionen von C'CL27 lag in der Psoriasis Kohorte fiir
Macrobiopsien bei 0,27 und bei 0,20 fiir Microbiopsien (p>0,05). In der Ekzem Kohorte
lag der Wert fiir Macrobiopsien bei 1,06 und bei 1,19 fiir Microbiopsien (p>0,05).

Fiir IL36G wurde der Mittelwert in der Psoriasis Kohorte fiir Macrobiopsien bei 75,86
und fiir Microbiopsien bei 84,23 (p>0,05) errechnet. In der Ekzem Kohorte lag der Wert
bei 18,86 fiir Macrobiopsien und 18,94 fiir Microbiopsien (p>0,05).

Zudem zeigte sich, dass sowohl in den Macro- als auch in den Microbiopsien, NOS2
in den Psoriasis Proben signifikant hochreguliert und in den Ekzem Proben runterre-
guliert war (p(macro)<0,001; p(micro)<0,05). CCL27 war hingegen in den Ekzem Pro-
ben hoher reguliert als in den Psoriasis Proben (p(macro)<0,0001; p(micro)<0,0001).
IL36G war wiederum in den Psoriasis Proben hoher reguliert als in den Ekzem Proben
(p(macro)<0,001; p(micro)<0,001).
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Abbildung 4.13: Relative Genexpressionen von NOS2, CCL27 und IL36G von Macro- und Microbiopsien
in Ekzem und Psoriasis Proben, in Anlehnung an (Fischer, Doll et al., 2023)
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Zusammengefasst konnte hier gezeigt werden, dass die relativen Genexpressionswerte
zwischen Macro- und Microbiopsien sehr dhnlich waren und sowohl in Macro- als auch
Microbiopsien NOS2 und IL36G in der Psoriasis Kohorte hoher reguliert waren, wiahrend
CCL27 in der Ekzem Kohorte hoher reguliert war.

4.3.5 Molecular Classifier von Macro- und Microbiopsien

Durch den Classifier kann die Wahrscheinlichkeit (in %) der vorliegenden Erkrankung
prognostiziert werden.
Teile dieses Kapitels wurden bereits in (Fischer, Doll et al., 2023) veroffenlticht.

Die Graphik zeigt die Ergebnisse des MC im Bereich der Macrobiopsien. Alle Ek-
zem Proben, in rot markiert, wurden als Ekzem erkannt. Eine einzige Psoriasis Probe,
in blau, wurde filschlicherweise als Ekzem erkannt (<50% Wahrscheinlichkeit fiir Pso-
riasis) (Fischer, Doll et al., 2023). Die Sensitivitat des MC wurde fiir Macrobiopsien bei
89% fiir Psoriasis und 100% fiir Ekzem berechnet. Die unklaren Phénotypen wurden als
Ekzem erkannt.
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Abbildung 4.14: Molecular Classifier - Macrobiopsien, in Anlehnung an (Fischer, Doll et al., 2023)

Die Graphik zeigt die MC Ergebnisse im Bereich der Microbiopsien. Hier wurde
eine Ekzem Probe (in Rot, Wahrscheinlichkeit fiir Ekzem <50%) félschlicherweise als
Psoriasis erkannt und 6 Psoriasis Proben (in Blau, Wahrscheinlichkeit fiir Psoriasis unter
50%) wurden als Ekzem diagnostiziert (Fischer, Doll et al., 2023). Somit wurde die
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Sensitivitit des MC im Bereich der Microbiopsien bei 96% fiir Ekzem und 68% fiir

Psoriasis berechnet. Erneut wurden alle unklaren Phéanotypen als Ekzem identifiziert.
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Abbildung 4.15: Molecular Classifier - Microbiopsien, in Anlehnung an (Fischer, Doll et al., 2023)

Insgesamt konnten durch den MC sowohl bei den Macro- als auch bei den Microbiopsien
die meisten Proben der PSO oder A.E. richtig zugeordnet werden, allerdings zeigte sich

die Sensitivitdt im Bereich der Microbiopsien etwas geringer.

4.4 Evaluation durch Patienten

Mittels des ausgeteilten Fragebogens sollte ermittelt werden, welche Vorteile bzw. Nach-
teile Microbiopsien im Gegensatz zur Macrobiopsien erbringen kénnen. Insgesamt nah-

men 17 Patienten an unserer schriftlichen Befragung teil.

Am Tag der Biopsie Entnahme gaben die Patienten einen mittleren Schmerz von 4,2
0-10) fiir Micro- und 4,7 fiir Macrobiopsien an. Es zeigte sich kein signifikan-
ter Unterschied zwischen den zwei Biopsien (p=0,26). Allerdings ist hier in Betracht
zu ziehen, dass die Macrobiopsien in Lokalandsthesie wiahrend die Microbiopsien ohne
durchgefiihrt worden sind.

In den folgenden 30 Tagen nach der Biopsie zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Un-
terschied bei den angegebenen Schmerzen (p=0,21). Im Mittel wurden die Schmerzen

fiir die Macrobiopsien bei 1,8 und fiir die Microbiopsien bei 2,5 angegeben.
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Da fiir Microbiopsien weder Lokalanésthesie, Naht oder Dritteln der Probe notig wa-
ren, zeigte sich der zeitliche Aufwand deutlich geringer (p<0,0005). Im Mittel wurden
zwischen 1-5 Minuten fiir die Microbiopsien und zwischen 25-30 Minuten fiir die Macro-

biopsien bendtigt.

In Bezug auf das kosmetische Ergebnis, zeigten sich die Patienten in der ersten Wo-
che mit den Microbiopsien mit 8,5/10 zufriedener als mit den Macrobiopsien mit 5,8/10
(p=<0,005). Allerdings zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Folgemonat der Bi-
opsie (p=0,1), die mittlere Zufriedenheit fiir Microbiopsien wurde bei 8,2/10 und 7,2/10

fiir Macrobiopsien angegeben.

Nur bei zwei Macrobiopsien wurden Komplikationen, im Sinne von leichter Nachblu-

tung und Superinfektion angegeben. Keine bei den Microbiopsien.

Auch in Bezug auf die Heilungsdauer der hinterlassenen Wunden nach der Biopsieentnah-
me zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen Micro- und Macrobiopsien (p<0,005).
Im Mittel benétigte es 8,1 Tage bis es zur kompletten Abheilung der Microbiopsien und
19,7 der Macrobiopsien kam.

Zuletzt wurden die Patienten gefragt, ob sie eine erneute Biopsie zulassen wiirden. 8

von 9 wiirden eine Microbiopsie, 1 von 9 wiirde eine Micro- oder Macrobiopsie erneut

zulassen.
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Abbildung 4.16: Evaluation von Zeitaufwand, Wundheilung, kosmetisches Ergebnis sowie Schmerzen
von Micro- und Macrobiopsien

Insgesamt konnten durch den MC sowohl bei den Macro- als auch bei den Microbiopsien
die meisten Proben der PSO oder A.E. richtig zugeordnet werden, allerdings zeigte sich

die Sensitivitdt im Bereich der Microbiopsien etwas geringer.
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5 Diskussion

Mit dem Ziel ein neues minimal invasives diagnostisches Tool zur Differenzierung von
Psoriasis und A.E. einsetzen zu konnen, wurden in dieser Arbeit Macro- und Microbi-
opsien verglichen. Sowohl histologische Bilder als auch Genexpressionsprofile, Molecular

Classifier sowie Biopsieverfahren wurden untersucht.

5.1 Vergleich von Macro- und Microbiopsien aus

verschiedenen Blickpunkten

5.1.1 Vergleich der Biopsieverfahren

Insgesamt gaben Patienten an, dass sie die Microbiopsie der Macrobiopsie fiir eine Haut-
probenentnahme vorziehen wiirden. Am deutlichsten zeigten sich die Vorteile der Micro-
biopsie im Zeitgewinn, Wundheilungstendenz sowie kosmetisches Ergebnis. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied im Bereich der erlebten Schmerzen durch die Probeent-
nahme. Jedoch ist hier anzumerken, dass Macrobiopsien in Lokalan&sthesie entnommen
wurden und Microbiopsien ohne Anésthesie. Daraus kann konkludiert werden, dass die
zugefithrten Schmerzen durch die Spritze der Lokalan&sthesie in etwa der Schmerzen
der Microbiopsie Entnahme ohne Anésthesie entsprachen. Dies kann fiir Patienten wei-
terhin sehr vorteilhaft sein, da auch wenn echte Lokalanésthetika-Allergien sehr selten
sind, viele Patienten eine Unvertréglichkeit angeben (Fathi, Serota, & Brown, 2016) und
eine aufwendige allergologische Abklarung vor Probeentnahme notwendig machen. Das
Risiko einer Anaphylaxie sowie Kosten und Zeit fiir eine aufwendige allergologische Ab-
klarung konnen durch die minimal invasive Probenentnahme reduziert werden.

Aus der Sicht des Klinikers, zeigt sich die minimal invasive Entnahmetechnik ebenfalls
in vielen Punkten vorteilhaft. Der Zeitgewinn im klinischen Alltag ist zweifellos der be-
stimmende Faktor. Zusétzlich werden durch fehlende Betdubung und Naht, Kosten und
Material gespart. Auf eine laufende Koagulation des Patienten muss ebenfalls nicht ge-

achtet werden.
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Nachteilig kann bei der kleinen Gréfle der Probe sein, dass sie rasch in Fliissigkeit ein-
gelegt werden muss, da sie schnell austrocknen kann. Auflerdem ist die Hautprobe in
manchen Féllen schwieriger aus der Biopsie Stanze zu entnehmen und benétigt etwas
Ubung in der Handhabung. Durch das geringe Ausmaf kann die Probe bei Unaufmerk-
samkeit schneller verloren gehen.

Insgesamt iiberwiegen die Vorteile der Microbiopsie Entnahme sowohl von Seiten des
Patienten als auch des Klinikers, allerdings ist bei der kleinen Gréfle der Probe eine

akkuratere Bearbeitung notwendig.

5.1.2 Vergleich der Histologie

Trotz der minimalen Groéfle war es moglich pathognomonische histologische Merkmale
zu erkennen und somit die Proben klar der Psoriasis beziechungsweise A.E. zuzuordnen.
Der Prozess um histologische Schnitte aus den Microbiopsien zu erhalten ist aufwendiger
und ist somit anfélliger fiir Artefakte. Durch die geringe Grofle spielt die Auswahl einer
reprasentativen Stelle fiir die Probenentnahme eine sehr grofie Rolle.

Bei Nichtvorhandensein histologischer Merkmale in der Microbiopsie, trotz optimal aus-
gewihlter Probeentnahmestelle, kann die Diagnose nicht sicher gestellt werden. Zum
Beispiel konnen in einer Psoriasis Plaque viele Munro’sche Mikroabszesse vorhanden
sein, jedoch von einer Microbiopsie nicht erfasst werden. Neutrophile Granulozyten ha-
ben einen Durchmesser von etwa 10 pm bis 15 pum, durch Ansammlung dieser Zellen
bilden sich die Munro’sche Mikroabszesse und kénnen 100 pm grofl werden. Da letztere
nicht kontinuierlich im Stratum corneum vorhanden sind, ist es annehmbar, dass nicht
jede 1000 pum breite Microbiopsie Munro’sche Mikroabszesse présentiert. In unserem Pa-

tientenkollektiv konnte im Bereich der Microbiopsie Probe ein Munro’scher Mikroabszess

nachgewiesen werden Siehe [Abbildung 4.2)), bei n=1 ist dies jedoch nicht représentativ.

5.1.3 Vergleich der Molecular Classifier Ergebnisse
Molecular Classifier Ergebnisse bei Psoriasis und Atopisches Ekzem

Mehrheitlich konnte der MC die Diagnosen der Proben richtig zuordnen, jedoch zeigte
sich eine Diskrepanz der Sensitivitdt des MC zwischen Macro- und Microbiopsien. Vor
allem Psoriasis Proben wurden unter den Microbiopsien falschlicherweise als Ekzem er-
kannt. Unter den Microbiopsien wurden 6 Psoriasis Proben félschlicherweise als Ekzem

und eine Ekzem Probe filschlicherweise als Psoriasis erkannt.
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Ein Zusammenhang mit der Lokalisation der entnommenen Proben oder RNA Konzen-
tration, der vom MC falsch zugeordneten Biopsien, konnte ausgeschlossen werden siehe
Tabelle [4.11

Als weitere Ursache der Diskrepanz der MC Ergebnisse konnte ein Verlust von molekula-
rer Signatur der Microbiopsien sein. In Anbetracht der Ergebnisse der relativen Expressi-
onswerte von NOS2, CCL27 sowie IL36G (Siehe [Abbildung 4.13)), die kein signifikanten

Unterschied zwischen Macro- und Microbiopsie zeigten erscheint dies unwahrscheinlich.

Ausgeschlossen konnte dies letztendlich durch RNA-Sequenzierung. Hier wurde kein si-
gnifikanter Unterschied der Genexpressionswerte zwischen Macro- und Microbiopsien
erkannt. Durch eine erhchte Probenanzahl kénnte die Aussagekraft dieser Ergebnisse
nochmal verstarkt werden.

Ebenso zeigte sich die Probenzahl der verwendeten mRNA zur Qualitétsuntersuchung
durch Bioanalyzer mit n = 14 relativ gering, daher sind die Ergebnisse als Stichprobe
zu sehen. Allerdings ist bei dhnlichen Genexpressionswerten iiber die gesamte Kohorte
anzunehmen, dass die RNA-Qualitdt in den weiteren Proben ebenfalls nur gering de-
gradiert war. Durch den limitierenden Faktor der geringen RNA Konzentration in den
Microbiopsien konnte keine RNA Qualitatsuntersuchung aller Proben durchgefiihrt wer-
den.

NOS2 und CCL27 eignen sich als perfektes Paar zur Differenzierung der zwei Erkran-
kungen, da sie entgegengesetzt reguliert sind (Quaranta et al., 2014). Es ist jedoch zu
bedenken, dass CCL27 vorwiegend von Keratinozyten exprimiert wird (Davila et al.,
2022; Homey et al., 2000). NOS2 wird hingegen hauptséichlich von neutrophilen Granu-
lozyten und weniger von Keratinozyten exprimiert (Uhlen et al., 2015). Keratinozyten
sind kontinuierlich in Macro- sowie Microbiopsien vorhanden. Neutrophile Granulozy-
ten sind durch ihre diskontinuierliche Verteilung, nur zuféllig in den Microbiopsien und
somit, wahrscheinlich nicht in jeder Probe vorhanden. In den Macrobiopsien ist es sehr
wahrscheinlich, dass Neutrophile vermehrt vorhanden sind. So wéren die unterschied-
lichen MC Ergebnisse zwischen Macro- und Microbiopsien durch die unterschiedlichen
Verhéltnisse von NOS2 zu CCL27 in den Biopsien durch die zuféllige Verteilung von neu-
trophilen Granulozyten erkléarbar. Durch weitere histologische Untersuchungen koénnte
untersucht werden ob das Verhiltnis von Keratinozyten zu neutrophilen Granulozyten
tatséchlich zwischen Macro- und Microbiopsien abweichend ist.

Um diesen Schwankungen entgegenzusetzen kénnte es sinnvoll sein ein MC ausschliefilich

mit Keratinozyten Marker zu entwickeln, wie zum Beispiel CCL27 und IL36G.
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Molecular Classifier Ergebnisse bei unklaren Phanotypen

Unklare Phinotypen zeigten sich klinisch und histologisch als Mischtyp zwischen Psoria-
sis und Ekzem. Eine klare Zuordnung wére zur spezifischen Therapie Einleitung jedoch
sehr hilfreich.

Durch den MC wurden alle Proben sowohl in den Macro- als auch in den Microbiopsien
als Ekzem erkannt, sodass die Proben insgesamt eher als psoriasiforme Ekzeme und we-
niger als ekzematisierte Psoriasis einzuordnen wéren. Durch die geringe Patientenzahl,
n=>5 ist die Untersuchung dieser Kohorte jedoch nicht repriasentativ. Aktuell kann nicht
abschliefend geklédrt werden, ob und in welchem Ausmaf bei unklaren Phénotypen be-
ziechungsweise Mischtypen der MC zwischen Macro- und Microbiopsien abweichend ist.
Allerdings konnte bei n=2 kein signifikanter Unterschied der exprimierten Gene zwischen
Macro- und Microbiopsien erkannt werden.

Zur Erforschung welche krankheitsspezifischen Gene in Macro- und Microbiopsien {iberexprimiert
sind, um diese unklaren Phé&notypen besser zuzuordnen zu koénnen sind weitere Unter-

suchungen und eine groflere Kohorte erforderlich.

5.2 Schlussfolgerung und Ausblick

5.2.1 Maoglichkeiten im Bereich der minimal invasiven Diagnostik

Zur Verbesserung der Diagnostik und seiner Akzeptanz bei Patienten aber auch der
Durchfiihrung im klinischen Alltag durch medizinisches Personal fiihrt kein Weg daran
vorbei, die Medizin und damit auch die diagnostischen Verfahren immer minimal inva-
siver zu gestalten. Den MC anhand von Microbiopsien durchzufiihren ist ein wichtiger
Schritt in diese Richtung.

Es gibt jedoch Ansétze diagnostische Verfahren mit noch minimaleren invasiven Tools
durchfithren zu kénnen. In der Literatur werden seit 2013 andere als in dieser Studie
verwendete Microbiopsien beschrieben (Lin et al., 2013). Diese ,,Microbiopsien “ sind 0,5
mm breit und 0,2 mm dick, Lokalandsthesie oder eine Naht sind ebenfalls nicht vonnoten.
Im Gegensatz zu den 1 mm Microbiopsien, die wir fiir den MC verwendet haben, konn-
te bei den eben genannten ,,Microbiopsien“ keine Narbe an der Probenentnahmestelle
nachgewiesen werden (Kislevitz et al., 2021).

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten, die eine konventionelle Biopsie

(4-6 mm) verweigerten, sich fiir eine , Microbiopsie“ (<1 mm) bereit erklirt hatten, was
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fiir die Akzeptanz dieser Methodik spricht (Yamada, Melville, Cowin, Prow, & Kopecki,
2021). Wenn die richtige Diagnosestellung und somit die richtige Therapie Einleitung
daran scheitert, dass Patienten einen Eingriff zu Probengewinnung verweigern, ist dies
eine gute Moglichkeit Patienten eine radikale Diagnostik zu ersparen.

Auflerdem konnten trotz der minimalen Gréfle, von zwei Genen die relative Expressi-
onswerte mittels rt-PCR gemessen werden (Yamada et al., 2021). Fraglich ist wie viel
weitere Geneexpressionsanalysen die Menge an RNA erlauben wiirde. Im Gegensatz zu
den 1 mm Microbiopsien konnte aus den hier beschriebenen , Microbiopsien”keine his-

tologische Untersuchung erfolgen (Lin et al., 2013).

Als noch weniger invasiver beziehungsweise nicht-invasive Vorgehensweise wird vor al-
lem im Bereich von Psoriasis-, Ekzem- aber auch Melanom Forschung die Tape-Stripping
Technik erprobt. Tatséchlich wurde diese Methode schon 1952 von Hermann Pinkus zur
Erforschung von epithelialen Regenerationsmuster verwendet (Barber & Boiko, 2022).
Durch Anbringen und Abziehen eines Klebestreifens an der Haut werden oberflachliche
Schichten vom Stratum corneum entfernt und kénnen weiter untersucht werden. In Pso-
riasis Plaques konnten bereits erhohte IL36G mRNA und Protein Level (Sandwich-
gemessen werden.

CCL27 zeigte sich jedoch, anders als erwartet, in Ekzem Plaques nicht erhoht. CCL17
wurde stattdessen erhtht nachgewiesen, jedoch nicht in allen Ekzem Proben (Berekmeri
et al., 2018). Im Gegensatz zu den 1 mm Microbiopsien konnte durch Tape-Stripping
kein klarer Ekzem Biomarker erkannt werden.

Erst kiirzlich wurden mittels Tape-Stripping bei Psoriasis und Ekzem Proben Transkrip-
tom Analysen durchgefiihrt. Es zeigten sich unterschiedlich regulierte Gene. Besonders
stach NOS2 heraus, anhand dessen in allen untersuchten Proben (n=20) Psoriasis von
Ekzem unterschieden werden konnte (He et al., 2021).

Molekulare Marker scheinen fiir minimal bis nicht invasive Diagnostik geeignet zu sein.
Ob basierend auf deren Expressionswerte ebenfalls ein MC gebildet werden kann, bleibt

zum aktuellen Zeitpunkt noch unklar, jedoch denkbar.

Da Patienten héaufig eine Reihe von Untersuchungen wie zum Beispiel Blutentnahmen
standardméfig bei Arztbesuche durchfiihren lassen, wire es wiinschenswert durch diese,
weitere Diagnosen stellen zu konnen und somit den Patienten zusétzliche Untersuchun-
gen und Termine ersparen zu konnen. So wére es vorstellbar, dass durch eine simple

Blutentnahme die Diagnose Ekzem oder Psoriasis, auch durch nicht Dermatologen ge-
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stellt wird, und die weitere Therapie Einleitung und Verlaufskontrollen beim Derma-
tologen erfolgen. Nur wenige Patienten verweigern eine solch risikoarme und nahezu
komplikationslose Untersuchung.

Es wurden bereits einige Biomarker von Psoriasis und Ekzem im Serum untersucht.
Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass IL-36 Level (ELISA) im Blut von Pso-
riasis Patienten im Gegensatz zu Hautgesunden Patienten mit der Krankheitsaktivitét
korreliert (Sehat, Talaei, Dadgostar, Nikoueinejad, & Akbari, 2018).

Bei Ekzem betroffene Kinder wurde CCL27 im Serum untersucht, die Serumlevel korre-
lierten mit der Krankheitsaktivitét (Nakazato et al., 2008).

Eine Studie in Indien konnte erhohte Stickstoffmonoxid (NO) Serumlevel in Psoriasis
Patienten im Gegensatz zu gesunden Patienten detektieren (Gokhale, Belgaumkar, Pan-
dit, Deshpande, & Damle, 2005).

Da aktuell keine Vergleichsstudie zu den Biomarker im Serum zwischen Psoriasis und
Ekzem Patienten vorliegt, ist unklar ob die oben genannten Biomarker im Serum sich
zur Unterscheidung der zwei Erkrankungen eignen wiirden. Zudem wurden die Biomar-
ker durch unterschiedliche Methoden, aber nicht mit rt-PCR gemessen.

Dabher ist eine aktuelle Verwendung von Serum Proben zur Unterscheidung von Psoriasis
und A.E. mithilfe des MC nicht moglich, weitere Untersuchungen sind notwendig. Das
Potenzial von serologischen Biomarker zur Unterscheidung von Psoriasis und A.E. wird

hier jedoch unterstrichen.

5.2.2 Minimal invasive und molekulare Diagnostik bei anderen

chronisch entziindlichen Dermatosen

Unsere Arbeit konzentrierte sich auf die Méglichkeiten von minimal invasiver moleku-
larer Diagnostik im Bereich von Psoriasis und A.E., dies kénnte auf andere chronisch
entziindliche Dermatosen erweitert werden. Eine Grofizahl weiterer Dermatosen wie zum
Beispiel Lichen ruber, Hidradenitis suppurativa, Pityriasis rubra pilaris etc. zéhlen zu
dieser groflen Gruppe. Die Lebensqualitat der betroffenen Personen ist haufig stark be-
eintrachtigt. In manchen Fallen stellen diese Erkrankungen ebenfalls eine therapeutische
aber auch eine diagnostische Herausforderung dar. Wie bei Psoriasis und A.E. gelten im
gesamten Bereich der chronisch entziindlichen Dermatosen bis heute als diagnostischer
Goldstandard, klinische und histologische Merkmale, die sich haufig als subjektive Me-
thoden erweisen.

Zur Entnahme von Hautproben werden auch hier in der Regel 4-6 mm Biopsie Stanzen
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verwendet. Minimal invasive Diagnostik ist bisher noch kein Standard im Bereich der
Dermatologie, jedoch zeigen sich immer mehr Félle, wo sie zur Anwendung kommen.
Wie in Absatz bereits erwédhnt, konnte demonstriert werden, dass Microbiopsien
besser als Macrobiopsien akzeptiert werden (Yamada et al., 2021).

Minimal invasive Diagnostik kann ebenfalls das Infektionsrisiko im Gegensatz zu inva-
siveren Verfahren bei bestimmten Hauterkrankungen minimieren. Zum Beispiel konn-
ten bei Warzen durch Microbiopsien HPV-DNA nachgewiesen und somit die Diagnose
bestétigt werden (Tom et al., 2016) ohne das Risiko fiir Autoinokulation einzugehen.
Durch eine andere Art minimal invasiver Diagnostik konnten Unterschiede zwischen zwei
sehr dhnlichen entziindlichen Dermatosen identifiziert werden. Durch die nicht schmerz-
hafte kaum invasive Dermal Biomarker Patch Anwendung, bestehend aus 100 Pyramide-
formige Micronadeln (750 pm lang und an der Spitze 200 x 200 gm breit) konnten durch
Transkriptom Analyse unterschiedlich regulierte Gene zwischen Lichen planus pigmen-
tosus inversus und Lichen planus pigmentosus sowie Lichen planus festgestellt werden
(Dickman et al., 2022).

Durch weitere Transkriptom Analysen konnten durch unterschiedlichste minimal invasi-
ve Diagnostik weitere Biomarker identifiziert werden um den bestehenden MC ausweiten
und weitere Erkrankungen voneinander unterscheiden zu kénnen um weiter eine opti-

male Therapie anbieten zu kénnen.

Im Bereich der Dermato-onkologie konnten bereits viele objektiv messbare molekulare
Marker mit hoher diagnostischer und prognostischer Relevanz ausfindig gemacht werden
(Levine & Fisher, 2014). Im Bereich der chronisch entziindlichen Hauterkrankungen liegt
die molekulare Medizin erst in ihrer Anfangsphase (Garzorz-Stark & Eyerich, 2019).
Die zur Differenzierung von Psoriasis und A.E. verwendeten Biomarker konnten bereits
in anderen Dermatosen erhoht exprimiert gefunden werden. Zum Beispiel zeigte sich
NOS2 in Pityriasis lichenoides Lésionen immunhistochemisch erhéht (Di Giunta, da Sil-
va, & Sotto, 2009). Ebenfalls konnte NOS2 in Rosazea Hautproben erhoht exprimiert
gemessen werden (Moura, Guedes, Rivitti-Machado, & Sotto, 2018). Allerdings wurden
die Hautproben nur im Vergleich mit hautgesunden Kontrollen untersucht, es kann al-
so daraus nicht geschlossen werden, dass der Marker diese Erkrankungen von anderen
Dermatosen unterscheidet. Zudem wurde NOS2 in den zwei eben erwéhnten Arbeiten
immunhistochemisch nachgewiesen, daher bleibt ein Vergleich mit dem durch PCR ge-
messene Biomarker schwierig.

CCL27 wurde beispielsweise in Alopezia areata Hautlédsionen erniedrigt im Gegensatz
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zu gesunder Haut nachgewiesen. Nach Diphencyprone Therapie zeigten sich die CCL27
Werte erhoht. Auch hier kann kein Fazit zur Bedeutung von CCL27 zur Unterscheidung
von Alopezia areata im Gegensatz zu anderen Hauterkrankungen gezogen werden.
IL36G zeigte sich in Generalisierter Psoriasis Pustulosa, welche immer mehr als eigene
Entitét und nicht mehr als Variante der Psoriasis gesehen wird, erhoht exprimiert (Shao
et al., 2019). So auch neben viele andere Marker in Pyoderma gangrédnosum Lésionen
(Wang et al., 2017). Auch hier sind weitere Untersuchungen notwendig um herauszufin-
den ob diese Marker zur Unterscheidung von anderen Dermatosen geeignet wiren.
Nicht nur Psoriasis und A.E. sind in manchen Féllen schwer voneinander zu unter-
scheiden, auch Lichen ruber ist in vielen Fillen eine valide Differentialdiagnose.
konnte sich als signifikanter Marker fir Lichen ruber herauskristallisieren (Wenzel et
al., 2008). Die Expression des Zytokins war signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden
Kontrollen aber auch im Vergleich zu Psoriasis und Ekzem Proben. Eine Erweiterung
des Classifiers mit Integration zusétzlicher Biomarker zur weiteren Differenzierung von
Lichen ruber, Psoriasis und Ekzem erscheint moglich, bedarf jedoch noch weiteren Ana-
lysen.

Weitere Proteine konnten identifiziert werden, welche als Krankheitsaktivitdtsmarker
fungieren konnten, so beispielsweise Lipocalin-2 bei Hidradenitis suppurativa (Wolk et
al., 2017). Jedoch ist unklar inwiefern dieser Marker die Erkrankung von anderen unter-

scheiden kann.

In dieser Arbeit ist es uns gelungen die molekulare Signatur von Psoriasis und Ekzem

anhand der Microbiopsien zu bestétigen (siche [Abbildung 4.13). Bei Psoriasis zeigten
sich NOS2 und IL36G hochreguliert und CCL27 bei A.E. Dies zeigt nochmal, dass

die Erkrankungen zu zwei unterschiedlichen Gruppen gehoéren. Immer mehr werden die

chronisch entziindlichen Erkrankungen anhand ihres immunologischen Profils anstatt
ihrer klinischen Présentation klassifiziert. Die Identifizierung der molekularen Signatur
ermdoglicht unter anderem die Erkennung von Therapietargets und somit die Entwicklung
neuer spezifischer Therapien sowie erfolgreiche Verwendung von spezifischen Therapien
bei mehreren Erkrankungen, die der gleichen Gruppe zugehorig sind. Es konnten bereits
6 unterschiedliche Immunreaktionsmuster identifiziert werden. So wird das A.E. dem
,Pattern2“, dem TH-2 Zell gesteuertem Muster unterteilt, wihrend Psoriasis zu ,, Pat-
tern 3“ (Th-17, Th-22) z&hlt (Eyerich & Eyerich, 2018).

NOS2 und IL-36 werden zum Beispiel als valide Marker fiir Pattern 3 (Eyerich & Eye-

rich, 2018) gesehen, durch weitere Untersuchungen konnten weitere Marker fiir andere
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Pattern bestimmt werden und somit die Diagnose und gegebenenfalls Therapieoptionen

fiir weitere Erkrankungen erleichtern.
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6 Fazit der Ergebnisse

Auch in der untersuchten Microbiopsie konnte die Diagnose Psoriasis und Ekzem durch
erkannte pathognomonische Merkmale histologisch gestellt werden.

Wie zu erwarten waren die RNA Konzentrationen in den Microbiopsien deutlich gerin-
ger, allerdings zeigte sich die RNA Qualitét, in den probeweise untersuchten Biopsien,
vergleichbar zwischen Macro- und Microbiopsien.

Ein Verlust an molekularer Signatur in Micro- im Gegensatz zu Macrobiopsien konnte
durch RNA-Sequencing weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die durch rt-PCR gemessenen Genexpressionwerte von NOS2, CCL27, IL36G zeigten
sich ebenfalls nicht differierend zwischen Macro- und Microbiopsien.

Basierend auf den Expressionswerten von NOS2 und CCL27 konnte sowohl fiir Macro-
als auch Microbiospien durch den MC in den meisten Féllen die richtige Diagnose Pso-
riasis oder Ekzem gestellt werden. Allerdings zeigte dich die Sensitivitéit im Bereich der

Microbiopsien etwas geringer als bei Macrobiopsien, vor allem bei Psoriasis.
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{ Zusammenfassung

Psoriasis und A.E. gehoren zu den am haufigsten vorkommenden chronisch entziindlichen
Hauterkrankungen und stellen eine grofle soziookonomische Last fiir das Gesundheits-
wesen dar. Fiir eine erfolgreiche Therapie ist die richtige Diagnosestellung primordial,
jedoch kann sich genau dies in manchen Féllen mit den aktuell zur Verfiigung stehen-
den diagnostischen Mittel schwierig darstellen. Daher gewinnt die molekulare Diagnostik
immer mehr an Bedeutung. Zur Differenzierung von Psoriasis und A.E. konnte bereits
ein MC, basierend auf die Genexpressionswerte von NOS2 und CCL27, erstellt werden
(Garzorz-Stark et al., 2016). Die Untersuchungen erfolgten bisher mit Hautproben mit

einem Durchmesser von 4-6 mm, genannt Macrobiopsien.

In Zeiten von minimal invasiver Medizin war es Ziel dieser Arbeit im Bereich der Dia-
gnostik von chronisch entziindlichen Dermatosen Microbiopsien, mit einem Durchmes-
ser von 1 mm mit den aktuell noch meistens verwendeten Macrobiopsien unter ver-
schiedenen Blickpunkten zu vergleichen. Die Histologie von Macro- und Microbiopsie,
die RNA-Konzentration und -Qualitdt, RNA-Sequenzierung, Genexpressionswerte von
NOS2, CCL27 und IL36G sowie die MC Ergebnisse wurden zwischen den zwei Biopsie
Arten verglichen. Abschliefend wurden Patienten zur Evaluation der zwei Probenent-

nahmen befragt.

Trotz der geringeren Grofle wurden in der Histologie alle Hautschichten bis tief dermal
der Microbiopsie repriasentiert. Auch pathognomische Merkmale wie Parahyperkeratose,
Munro‘sche Abszesse oder serose Krusten konnten in der Microbiopsie identifiziert wer-
den. Microbiopsien kénnen also zur histologischen Diagnosestellung verwendet werden.
Die RNA Konzentration im Bereich der Microbiopsien zeigte sich im Schnitt 10-fach
geringer als in den Macrobiopsien. Es konnte kein signifikanter Unterschied der RNA
Qualitat zwischen den probeweise untersuchten Macro- und Microbiopsien gezeigt wer-
den. Zudem konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Sequenzierungsdaten

zwischen Macro- und Microbiopsien festgestellt werden. Die Genexpressionswerte von
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NOS2, CCL27 und IL36G zeigten sich ebenfalls &hnlich zwischen Macro- und Microbi-
opsien. Wie zu erwarten, waren in beiden Probenarten NOS2 und IL36G bei Psoriasis
hoher und CCL27 bei A.E. hoher exprimiert. Der MC konnte wohl mit den Macro- und
Microbiopsien erstellt werden. Die Sensitivitét fiir Psoriasis im Bereich der Microbiop-
sien zeigte sich mit 68% geringer als bei den Macrobiopsien mit 89%. Fiir A.E. wurde
die Sensitivitéit bei 100% im Bereich der Macro- und 96% im Bereich der Microbiopsien
errechnet.

Durch Fragebogenauswertung zeigte sich, dass die Mehrheit der Patienten die Micro-
der Macrobiopsie Entnahme bevorzugen wiirden. Die erlebten Schmerzen durch die Lo-
kalanéisthesie vor der Macrobiopsie Entnahme entsprach in etwa der Schmerzen der

Microbiopsie Entnahme ohne Lokalanésthesie.

Microbiopsien stellten sich als wertvolles und vielversprechendes Tool zur histologischen
und molekularen Diagnostik von Psoriasis und A.E. heraus, auch wenn die Sensitivitét
des MC fiir Psoriasis im Bereich der Microbiopsien etwas geringer als die von Macrobiop-
sien war. Weitere Untersuchungen sind notwendig um zu iiberpriifen ob weitere Marker
identifiziert werden miissen oder bestehende ausschliefllich Keratinozyten Marker wie
zum Beispiel CCL27 und IL36G fiir ein MC geeignet wéren um eine héhere Sensitivitét
in diesem Bereich zu erreichen.

Microbiopsien sind ein wichtiger Schritt im Bereich der minimal invasiven Diagnostik.
Erstrebenswert wére es im klinischen Alltag noch weniger invasivere Techniken, wie zum
Beispiel Tape-Stripping zur Erfassung von molekularen Markern zur Diagnosestellung
von chronisch entziindlichen Erkrankungen verwenden zu koénnen. Weitere Studien sind
notwendig um dies moglich zu machen.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass Microbiopsien ein vielversprechendes Tool
sind mit welchen histologisch sowie mit Hilfe des MC Psoriasis von Ekzem unterschieden
werden koénnen. Jedoch konnte mit weiteren Untersuchungen der MC fiir Microbiopsi-
en optimiert werden oder weitere Marker fiir noch minimalere Diagnostik oder andere

chronisch entziindliche Dermatosen identifiziert werden.
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8 Synopsis

Psoriasis and A.E. are two of the most common chronic inflammatory skin diseases and
represent a major socio-economic burden for the healthcare system. For a successful
therapy the correct diagnosis is primordial, however, with currently available diagnostic
tools this can be very challenging in some cases. Therefore, molecular diagnostics is be-
coming more and more important. For the differentiation between psoriasis and A.E.,
a MC based on the gene expression of NOS2 and CCL27 has already been developed
(Garzorz-Stark et al., 2016). Therefore, skin samples with a diameter of 4-6 mm: ma-

crobiopsies have been used so far.

In times of minimally invasive medicine, the aim of this work was to compare microbi-
opsies with a diameter of 1 mm with the currently used macrobiopsies for the diagnosis
of chronic inflammatory skin diseases. Histologies of macro- and microbiopsies, RNA
concentrations and -quality, RNA sequencing, gene expression levels of NOS2, CCL27
and IL-36G as well as MC results were compared between the two biopsy types. Finally,

patients were interviewed to evaluate the biopsy procedure itself.

Despite the smaller size, all skin layers down to the dermis were represented histolo-
gically in the microbiopsy. Pathognomic features such as parahyperkeratosis, Munro’s
abscesses or scale crusts could also be identified. Hence, microbiopsies can be used for
histological diagnosis.

The RNA concentration in the microbiopsies was on average 10-fold lower than in the
macrobiopsies. No significant difference in RNA quality could be detected between the
examined macro- and microbiopsies. Sequencing data showed also no significant diffe-
rence between macro- and microbiopsies. Gene expression levels of NOS2, CCL27 and
IL36G were similar between macro- and microbiopsies, too. As expected, both in macro-
and microbiopsies, NOS2 and IL36G expression were higher in psoriasis samples whe-
reas CCL27 expression was higher in A.E. samples. The MC was established for both

biopsy types. The sensitivity for psoriasis in microbiopsies was found to be lower at
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68% than in macrobiopsies at 89%. For A.E., the sensitivity was calculated at 100% for
macrobiopsies and 96% for microbiopsies.

The questionnaire assessment showed that the majority of patients would prefer micro- to
macrobiopsy sampling. The pain experienced from local anesthesia for the macrobiopsy

was similar to the pain experienced from microbiopsy sampling without local anesthesia.

Microbiopsies turned out to be a valuable and promising diagnostic tool for psoriasis
and A.E., although the sensitivity of the MC for psoriasis in microbiopsies was some-
what lower than the MC of macrobiopsies. Further studies are needed to assess the
necessity of other molecular markers or if keratinocyte specific markers, like CCL27 and
IL-36G, would be suitable to achieve a higher sensitivity for the MC in microbiopsies.
Microbiopsies are an important step in the field of minimally invasive diagnostics. In
clinical practice, it would be welcomed to use even less invasive techniques, such as tape
stripping for the detection of useful molecular markers for the right diagnosis of chronic
inflammatory skin diseases. This requires further investigations.

In conclusion, this study shows that microbiopsies are a promising tool to differentiate
psoriasis from eczema histologically and with the MC. However, further studies could be
helpful to optimise the MC in the field of microbiopsies. And also, to identify molecular
markers for even more minimal diagnostic tools or for the diagnose of other chronic

inflammatory skin diseases.
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Anhang
Fragebogen

Klinik und Poliklinik
fir D i

des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitat Miinchen
Biedersteiner Strate 29, 80802 Munchen

Liebe Teilnehmer*innen,

Im Rahmen der Studie wurden bei Ihnen Hautproben entnommen. Um die Auswirkung der Probebiopsien besser
erfassen zu kénnen, bitten wir Sie folgende Tabelle auszufillen:

Lokalisation der Biopsie:

KOMMENTAR
SCHMERZEN am Tag der Biopsie
0= keine 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10 = stérkste
stmezn O O O O O O OO O O Qf el
SCHMERZEN wiéhrend der 30 Folgetage nach der Biopsie
0= keine 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10 = starkste
swmin OO O O O O OO O O Of woelbae

ZEITLICHER AUFWAND durch die Biopsie
0-5 510 10-15 1520 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45 4550 >50

©CO O O OO OO0 O O Qf Ve

KOSMETISCHES ERGEBNIS - nach 7 Tagen

2 3 4
0 = sehr schlechtes 10 = sehr gutes

200 0000000 0 0wk

KOSMETISCHES ERGEBNIS - nach 30 Tagen

10
0= sehr schlechtes 10 = sehr gutes

R0 0 0 0 0000 0 O O “u

KOMPLIKATIONEN wahrend der 30 Folgetage nach der Biopsie
Blutung im Bereich der Biopsie (O)

Infektion im Bereich der Biopsie (O

Allergische Reaktion auf das Betiubungsmittel (O)

Nétige arztliche Behandlung aufgrund der Biopsie (O)

Wie viele Tage hat es gedauert bis die Biopsiestelle komplett abgeheilt war?

Wiirden Sie eine erneute Probeentnahme zulassen?

ja O nein O

Abbildung 8.1: Fragebogen fiir Macro- und Microbiopsien
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