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1 Einleitung

1.1 Ziel der Arbeit

Die systemische Sklerose (SSc, engl.: ,, systemical sclerosis‘) ist eine entziindlich-
rheumatologische Systemerkrankung, bei der es durch gesteigerte Kollagenbildung und -
ablagerungen zur diffusen Fibrose und Sklerosierung in Haut und verschiedenen
Organsystemen kommt. Neben den funktionellen Beschwerden stellen Schmerzen eine
Hauptursache zur Minderung der Lebensqualitidt Betroffener dar. In neueren Studien klagt
teilweise mehr als jeder zweite Erkrankte liber neuropathische Schmerzen, ein moglicher
Hinweis fiir eine Schadigung des peripheren Nervensystems (Cuzdan, Turk, Sarpel,
Erken, & Alparslan, 2018; Ostojic et al., 2019; Sousa-Neves, Cerqueira, Santos-Faria,
Afonso, & Teixeira, 2018). Obwohl schon friih eine Assoziation zwischen systemischer
Sklerose und des peripheren Nervensystems angenommen wurde, gelten die
neurologischen Manifestationen eher als seltene Komplikationen der Krankheit (Amaral,
Peres, Lapa, Marques-Neto, & Appenzeller, 2013; Richter, 1954).

Eine Ursache von neuropathischen Schmerzen ist die Schiadigung kleiner Nervenfasern
in der Haut. Die nicht myelinisierten C-Fasern vermitteln Schmerz- und
Temperaturempfinden. Bei Schéidigung dieser Fasern kommt es zu neuropathischen
Schmerzen und Missempfindungen wie Brennen oder Kribbeln (Devigili et al., 2008;
Schlereth et al., 2019). Sind keine groBere Nervenfasern betroffen, wird dies als
Kleinfaserneuropathie (SFN, engl.: ,,small fiber neuropathy ‘) klassifiziert. Diagnostisch
kann die Schidigung der kleinen Nervenfasern mittels Funktionstests wie zum Beispiel
der quantitativ sensorischen Testung iiberpriift werden (Badry et al., 2018; Baum, 2018;
Devigili et al., 2019; Schady et al., 1991; Zakrzewska-Pniewska, Jabton"Ska, Kowalska-
Oledzka, Btaszczyk, & Hausmanowa-Petrusewicz, 1999). Zur Sicherung der Diagnose
einer Kleinfaserneuropathie sollten zwei der drei Kriterien erfiillt sein: klinische Befunde
einer Kleinfaserneuropathie, pathologische quantitative sensorische Testung oder
verminderte Dichte der dermalen kleinen Fasern. Die Hautbiopsie mit Férbung und
Messung der epidermalen Nervenfaserdichte (END) ist dabei eine zuverldssige Methode
(Devigili et al., 2019; Lauria et al., 2005).

In einer Studie konnte bereits eine verminderte epidermale Nervenfaserdichte bei SSc-

Erkrankten ohne neuropathische Symptomatik nachgewiesen werden (Provitera et al.,



2005). Als Ursache wurde angenommen, dass die Nervenschiddigung durch die
Vaskulopathie der systemischen Sklerose und Fibrosierung der Haut bedingt sei
(Provitera et al., 2005; Provitera et al., 2007; Sousa-Neves et al., 2018). Dieser
Zusammenhang soll in dieser Arbeit {iberpriift werden.

Die systemische Sklerose gehort zu den Autoimmunerkrankungen und ist durch ein
fehlreguliertes Immunsystem bedingt (Choi & Fritzler, 2016). Als immunologische
Zellen der Epidermis konnten Langerhans-Zellen gerade in der entziindlich dermalen
Fibrosierung der systemischen Sklerose mdglicherweise eine entscheidende Rolle spielen
(Xie et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit sollen daher die Langerhans-Zellen in
Hautbiopsien Erkrankter analysiert werden, um Hinweise auf eine mogliche

pathophysiologische Beteiligung der systemischen Sklerose zu finden.

Zur Behandlung der krankheitstypischen digitalen Ulzera, pulmonaler Hypertonie und
Raynaud-Symptomatik nach den Leitlinien intravendses Iloprost empfohlen (Kowal-
Bielecka et al., 2017). Hierbei handelt es sich um ein synthetisches Prostacyclin-
Analogon der zweiten Generation, das liber G-Protein-gekoppelte Prostacyclin E2
Rezeptoren mittels der Proteinkinase A zur GefaBweitung fiihrt und zugleich die
Thrombozytenaggregation inhibiert (Juche et al., 2020; Truchetet, Allanore, Montanari,
Chizzolini, & Brembilla, 2012).

Neben der Wirkung auf das GefaBBsystem wirkt Iloprost antiinflammatorisch sowie
antifibrotisch. Durch die Behandlung kommt es zur verminderten Expression von
proinflammatorischen und Molekiilen wie etwa IL-1, IL-6 und TNF-a (Bettoni et al.,
2002; D'Amelio et al., 2010; Della Bella et al., 2001; Foti et al., 2017; Scarsi et al., 2011;
Truchetet et al., 2012). Wihrend die Wirkung der VergroBerung des Gefalllumen und
Aggregationshemmung der Thrombozyten nur fiir maximal zwei Stunden bestehen,
lassen sich immunmodulatorische Effekte noch nach einem Monat messen (D'Amelio et
al., 2010; Della Bella et al., 2001).

In einer Fallstudie konnte dariiber hinaus beobachtet werden, dass Iloprost zur
Regeneration der epidermalen Nervenfasern fiihrt (Provitera et al., 2007). Falls die
beschriebenen neuropathischen Schmerzen durch eine vaskulopathische Malnutrition der
der kleinen Nervenfasern bedingt ist, konnte Iloprost der Entstehung neuropathischer
Schmerzen kausal entgegenwirken (Cuzdan et al., 2018; Ostojic et al., 2019). Die

schwierige symptomatische Therapierbarkeit der neuropathischen Schmerzen



unterstreicht die Relevanz einer effektiven Therapie gegen die Entstehung und das
Voranschreiten der Nervenschidigung (Schlereth et al., 2019).

In unserer Studie wollen wir den Einfluss von Iloprost auf die GefdBdichte, die Fibrose,
das Immunsystem und die epidermale Nervenfaserdichte in Hautbiopsien von SSc-

Erkrankten untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist, die Beteiligung einer Kleinfaserpathologie in Assoziation zur
systemischen Sklerose zu untersuchen (1), eine Assoziation zwischen Nervenfaserdichte
und Gefdlldichte zu priifen, um die Hypothese einer méglichen Malnutrition intrakutaner
Nervenfasern zu bekriftigen (2), den Einfluss von Iloprost als vasoaktives Medikament
auf das GefdlB3- und Nervensystem zu untersuchen (3) sowie die Langerhans-Zellen in der

Epidermis quantitativ zu untersuchen (4).
1.2 Fragestellung:

Das Ziel der Arbeit ist die Beantwortung folgender Fragen:

e Ist die systemische Sklerose mit einer Reduktion der intraepidermalen
Nervenfaserdichte assoziiert?

e Korreliert die intraepidermale Nervenfaserdichte mit dem Verlust der
Gefallinnervation, gemessen durch die Gefaf3dichte?

e st die Anzahl Langerhans-Zellen in der Epidermis SSc-Erkrankter verdndert?

e Kann durch eine Iloprost-Therapie eine Regeneration des Kapillarbetts und der
Nervenfaserdichte erreicht werden?

e Fiihrt eine Iloprost-Therapie zu einer Steigerung der intraepidermalen

Nervenfaserdichte und korreliert diese Erhohung mit der Erhéhung der

Gefalidichte?



2 Hintergrund

2.1 Systemische Sklerose

Die systemische Sklerose gehort zu den Kollagenosen, einer Untergruppe der
rheumatologischen Erkrankungen. Sie betrifft in etwa 150-300 Personen pro Millionen
und zdhlt somit zu den seltenen Erkrankungen. Jedoch weist sie innerhalb der Gruppe der
rheumatologischen Erkrankungen die hochste Letalitdt auf (Barnes & Mayes, 2012;
Denton & Khanna, 2017). Vor allem bei einer pulmonalen Beteiligung ist die
Sterblichkeit deutlich erh6ht (Tyndall et al., 2010). Neben der Lebenserwartung ist bei
Betroffenen hédufig auch die Lebensqualitit eingeschridnkt. Limitation ihrer
Korperfunktionen sowie Schmerzen hindern die Betroffenen an der gesellschaftlichen

Teilhabe (Almeida, Almeida, & Vasconcelos, 2015).
2.2 Pathophysiologie

Heutiger Stand der Forschung ist, dass die systemische Sklerose durch ein
Zusammenspiel aus  Autoimmunitit,  Gefdlschiden @ mit  dysfunktionalen
Reparaturmechanismen und iiberméfBiger Produktion von Extrazellularmatrix entsteht
(Castelinoa & Varga, 2014). Pathologische Varianten in den Genen konnen fiir die
Krankheit disponieren. Vertreter der HLA-Komplexe wie DRB1*01, DRB1*11 oder
A*30 sind mit der systemischen Sklerose assoziiert, wohingegen DRB1*07, B*57 und
Cw*14 protektiv zu sein scheinen (Pattanaik, Brown, Postlethwaite, & Postlethwaite,
2015). Weiterhin sind bestimmte HLA-Gene mit der Mortalitét, mit der Subklassifikation
der systemischen Sklerose, mit den Autoantikérpern sowie auch mit den Komplikationen
der systemischen Sklerose assoziiert. Neben den HLA-Genen zeigen sich bei der
systemischen Sklerose auflerdem Variationen in den Genen des Immunsystems, wie dem
Autophagie Protein 5, B-Lymphozyten Kinase, CD (engl.: ,, cluster of differentiation )
247 und weiteren (Pattanaik et al., 2015; Sierra-Sepulveda et al., 2019). Dariiber hinaus
sind epigenetische Prozesse und microRNA (Ribonukleinsdure, engl.: ,, ribonucleic
acid ) fiir eine verdnderte Genexpression verantwortlich (Altorok, Tsou, Coit, Khanna,
& Sawalha, 2015; Pattanaik et al., 2015). Es wird angenommen, dass die Krankheit bei
genetischer Disposition durch exogene Trigger wie zum Beispiel Silikone, organische

Losungsmittel, Schwermetalle, Vitamin-D-Mangel sowie Infektionen ausgelost werden



kann (Abbot, Bossingham, Proudman, De Costa, & Ho-Huynh, 2018). Auch
Chemotherapeutika wie zum Beispiel Taxane stehen im Verdacht, ein Trigger zu sein

(Itoh, Yanaba, Kobayashi, & Nakagawa, 2007; Yang et al., 2015).
2.2.1 Fibrose

Hauptmerkmal der systemischen Sklerose ist die pathologische Uberproduktion der
Extrazellularmatrix. Es kommt zur iiberméfBigen Aktivierung von Fibroblasten. Sie
produzieren groBe Mengen Kollagen und sind resistent gegen Apoptose (Ho, Lagares,
Tager, & Kapoor, 2014). Der fortschreitende fibrotische Umbau des Bindegewebes fiihrt
zur Schiadigung von funktionellem Gewebe der betroffenen Organsysteme und bestimmt

so die Prognose der Erkrankung (Sobolewski et al., 2019) (Tabelle 1).

Dermale Sklerose mRSS > 2 in mindestens einer 75 %

Korperregion

Gastrointestinale Symptome | Dysphagie, Reflux, Vollegefiihl, Erbrechen, | 71 %

Diarrhoe oder Verstopfung in der Anamnese

Interstitielle Reduzierte DLCO (< 80 %) 65 %
Lungenerkrankung FVC (<80 %) 31 %
Digitale Ulzera Atraumatische digitale Ulzera 34 %
Herzbeteiligung Diastolische Dysfunktion, Leitungsblocke, | 32 %

reduzierte linksventrikulédre

Ejektionsfraktion, Perikarderguss

Pulmonalarterielle Echokardiographisch erhdhter PAP (> 40 14 %
Hypertonie mmHg)
Renale Krise Renale Krise in der Anamnese 3%

Tabelle 1: Organbeteiligungen bei systemischer Sklerose (Jaeger et al., 2016). Beschrieben sind die
verschiedenen Organbeteiligungen im ersten Krankheitsjahr nach Auftreten der Raynaud-Symptomatik.
mRSS =, modified Rodnan Skin Score *“, DLCO = Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitit, FVC = Forcierte
Vitalkapazitat, PAP = Pulmonalarterieller Blutdruck.

2.2.1.1 Hautbeteiligung

Betroffen ist vor allem die Haut der distalen Extremitdten, meist beginnend an den
Hénden. Zunéchst kommt es infolge einer Lymphabflussstorung zur Ausbildung von
Odemen. Folgend verhirtet sich die Haut und zeigt eine gespannte und glinzende

Oberflache. Im finalen atrophischen Stadium wird die Haut bleicher. Zusétzlich fallen die



Haare aus (Bongi, Angela, Passalacqua, Miccio, & Matucci Cerinic, 2011; Ferreli et al.,
2017). Klinisch kann die Hautbeteiligung durch den mRSS (engl.: ,, modified Rodnan Skin
Score”) evaluiert werden. Die verschiedenen Hautbereiche werden mittels einer
Ordinalskala beurteilt. Gemessen wird beidseits an den Fingern, dem Handriicken, dem
Unterarm, dem Oberarm, den Hiiften, dem Unterschenkel und den Fiilen. Zusitzlich
werden Bauch, Brust und Gesicht evaluiert. Bewertet wird von ,,0° bis ,,3*“. Wahrend
,0° normaler Haut entspricht, ist bei ,,1* die Haut geschwollen. Bei ,2* ist es dem
Untersucher nicht moglich, die Haut zusammenzukneifen. Bei ,3“ ist es dem
Untersuchenden nicht moglich, die Haut zu verschieben (Czirjak et al., 2007).

Im Verlauf der Krankheit entwickeln sich hdufig Verdnderungen der Négel, Ulzera,
Teleangiektasien, Hyperpigmentierungen sowie eine Calcinosis cutis (Ferreli et al.,
2017).

In den Fingern bilden sich vor allem Beugekontrakturen aus, die zur Krallhand fiihren
konnen.  Durch  vermehrtes  Sehnenreiben @ kommt es  vermehrt zu
Sehnenscheidenentziindungen. Weiterhin kann es im Verlauf zu Akroosteolysen kommen,
vom distal an wird der Knochen in Richtung proximal resorbiert (Young, Namas, Dodge,
& Khanna, 2016). Wéhrend die Fibrosierung an Hianden und Fingern die Beweglichkeit
behindert, fiihrt eine Verhdartung der Haut im Gesicht zur Stoérung der Mimik und der
Mundo6ffnung. Hierdurch konnen Sprech- und Essstérungen entstehen (Ferreli et al.,

2017).

2.2.1.2 Gastrointestinaltrakt

Ein hiufig betroffenes System ist der Gastrointestinaltrakt. Vor allem im Osophagus steigt
durch Verminderung der Peristaltik und unzureichende Sphinkterfunktion sowie
vermehrte Hiatushernien das Risiko fiir einen Reflux. Die Folgen sind Dysphagie, ein
brennendes Gefiihl im Thorax, aber auch Husten und Heiserkeit. Die Fibrosierung kann
die Motorik des Magens lihmen, was zu einem vorzeitigen Vollegefiihl und Erbrechen
filhren kann. Dariiber hinaus bilden sich vermehrt gastral antrale vaskuldre Ektasien,
welche zu chronischen sowie auch akut lebensgefdhrlichen Blutungen fiihren kdnnen.
Durch die Fibrosierung und vaskuldre Minderversorgung der Muskeln kommt es im
Darm zu Motilitdtsstorungen. Hieraus entsteht die Neigung zu Obstipation und
Divertikelbildungen. Eine weitere Problematik ist die bakterielle Uberbesiedlung, welche

die Mukosa schéddigen kann und zu Diarrhoe fithren kann. AuBerdem verbraucht die



pathologische Darmflora vermehrt Néhrstoffe. Am zweithdufigsten betroffen ist der
anorektale Abschnitt. Hier kann es neben Obstipation auch zu Stuhlinkontinenz sowie

zum Rektumprolaps kommen (Denton & Khanna, 2017; McFarlane et al., 2018).
2.2.1.3 Lunge

Pulmonal kann sich durch die Bindegewebsproliferation eine interstitielle
Lungenerkrankung entwickeln, die sich schon im frithen Krankheitsstadium
manifestieren kann und so prognosebestimmend ist. In einigen Fallen entwickelt sich eine
fortschreitende Lungenfibrose (Denton & Khanna, 2017; Elhai, Avouac, Kahan, &
Allanore, 2015). Die Lungenmanifestation der systemischen Sklerose ist maf3geblich an
der Mortalitdt von Erkrankten beteiligt. Die Mortalitit ist bei Erkrankten mit interstitieller

Lungenerkrankung um das Dreifache erhoht (Fischer, Patel, & Volkmann, 2019).

2.2.1.4 Herz und Gefidllsystem

Bei etwa 15 % der Erkrankten kommt es zur pulmonal-arteriellen Hypertonie (Denton &
Khanna, 2017). Mit der Lungenfibrose ist die pulmonal-arterielle Hypertonie ein Faktor,
die sekundir das Herz schiadigen konnen. Die systemische Sklerose kann jedoch ebenfalls
primdr das Herz schiadigen. Fibrosierung, Inflammation und Vaskulopathie kénnen die
Herzfunktion beeintrichtigen. Der linke Ventrikel ist in seiner Funktion sowohl systolisch
als auch diastolisch eingeschrinkt. Bei Fibrosierung des Reizleitungssystem kann eine
Arrhythmie ausgelost werden. Dariiber hinaus kann die Inflammation zu einer
Myokarditis oder Perikarditis fiihren (Sobolewski et al., 2019).

Durch die Vaskulopathie kann es zu einer renalen Krise kommen. Durch einen renalen
Gefdflschaden kommt es zu fibrotischen Stenosierung und einer {iberschieBenden
Freisetzung von Renin. Zusétzlich kann es zu einer Verbrauchskoagulopathie kommen,
wodurch die systemische Sklerose mit anderen thrombotischen Mikroangiopathien
verwechselt werden kann. Die renale Krise kann mit einem akuten Nierenversagen sowie
einem arteriellen Hypertonus einhergehen (Bose, Chiesa-Vottero, & Chatterjee, 2015).
Sowohl renale Krise als auch die pulmonal-arterielle Hypertonie konnen Erstsymptom

einer systemischen Sklerose sein (Bellando-Randone & Matucci-Cerinic, 2017).



2.2.2 Vaskulopathie der systemischen Sklerose

Ein zentraler Punkt der Pathophysiologie der systemischen Sklerose ist die Verdnderung
der kleinen Gefille, die schon im frithen Krankheitsstadium auftritt (Ho et al., 2014). Im
Serum werden Antikorper gegen Endothelzellen nachgewiesen, die Endothelzellen in die
Apoptose leitet (Sgonc et al., 2000).

Neben der Schidigung des GefaBsystems ist bei der systemischen Sklerose weiterhin die
GefédBreparatur defekt. Im Vergleich zur Kontrollkohorte sind geringere Konzentration
endothelialer Vorlduferzellen im Blut nachzuweisen. In Mausmodellen der systemischen
Sklerose bildeten Vorlduferzellen weniger Gefdlle aus (Kuwana & Okazaki, 2014). Es
wird angenommen, dass endotheliale Vorlduferzellen nicht addquat rekrutiert werden
konnen (Asano, 2018). In Studien wurde gezeigt, dass CCN-1, (engl.: ,, cellular
communication network factor 1), ein Protein, das fiir die Bindung von endothelialen
Vorlauferzellen aus dem Blut ans Endothel zustindig ist, an kleinen Geféallen vermindert
exprimiert wird (Saigusa et al., 2015).

In Hautbiopsien zeigten sich bei systemischer Sklerose erhohte Mengen des
proangiogenetischen Faktors VEGF und seiner Rezeptoren. Dies wurde nicht durch
Gewebshypoxie und folgender Erhohung des HIF-1 (engl.: ,, hypoxia-inducible
transcription factor ‘), sondern durch PDGF (engl.: ,, platelet derived growth factor ) und
Interleukin-1f vermittelt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die tiberméfBige Stimulation
durch Wachstumsfaktoren zu einer ungeordneten und dysfunktionalen Angiogenese fiihrt
(Distler et al., 2004).

Auf der anderen Seite findet sich bei der systemischen Sklerose eine vermehrte
Expression von angiostatischen Zytokinen, beispielweise Thrombospondin-1, welches
am Endothel der Proliferation entgegenwirkt und Endothelzellen in die Apoptose leitet.
Bei Endothelzellen wurde unter Hypoxie vermehrt Thrombospondin-1 freigesetzt
(Morgan-Rowe et al., 2011).

Ein weiterer Teil der Vaskulopathie ist die Neigung zur Vasokonstriktion. Typisch fiir die
systemische Sklerose sind erhchte Spiegel des vasokonstriktiv wirkenden Endothelin-1.
Auf der anderen Seite werden Vasodilatatoren wie Prostazyklin und Stickstoffmonoxid
vermindert exprimiert (Asano, 2018; Kao & Weyand, 2010). Pathologisch zeigt sich eine
verdickte Intima, die zu einem Verengung des Lumens fiihrt (Fleming, Nash, Mahoney,
& Schwartz, 2009). Dariiber hinaus weisen SSc-Erkrankte vermehrt eine Koagulopathie

auf. Erhohte Serumspiegel an von-Willebrand-Faktor, D-Dimeren und Fibrinogen deuten



auf eine Gerinnungs- und Thromboseneigung hin. Dariiber hinaus zeigten sich Defekte
der Fibrinolyse (Ames et al., 1997).

Klinisch zu untersuchen sind die Gefélveranderungen mit der Nagelfalzmikroskopie. Bei
Zimmertemperatur werden die Erkrankten mit einem Videokapillaroskop untersucht.
Sowohl die Anzahl der Kapillaren als auch die Morphologie der einzelnen
Kapillarschlingen werden beurteilt (Lambova & Miiller-Ladner, 2019). Abhéngig vom
Stadium unterscheidet man verschiedene Muster. Das frithe Muster (,, early pattern ) ist
charakterisiert durch eine reduzierte Anzahl von Kapillaren pro Millimeter Nagelfalz (1).
Im Muster der aktiven Verdnderung (,, active pattern ‘) zeigen sich vermehrt vergroferte
Kapillaren, Kapillarektasien und Megakapillaren (Lumengréfle > 50 um). Die Struktur
der Kapillaren geht verloren. Aulerdem zeigt sich bereits ein geringer Verlust von
Kapillaren und Einblutungen ins Kapillarbett (2). Das spédte Muster (,, late pattern ‘) ist
definiert durch diffuse Erweiterungen der Kapillaren. Zudem entstehen avaskuldre
Bereiche durch den Verlust der Kapillaren (3) (Cutolo et al., 2004; Jung & Trautinger,
2013; Koenig et al., 2008).

Histologisch kann zur Evaluation die Gefd3dichte gemessen werden. Urspriinglich wurde
die mikroskopische Gefafldichtemessung zur prognostischen Evaluation von Brustkrebs
konzipiert. Die GefdaBBdichte im invasiven Mammakarzinom ist hier ein unabhéngiger
Risikofaktor fiir eine Metastasierung (Weidner, Semple, Welch, & Folkman, 1991). Auch
in einigen weiteren malignen Erkrankungen wie beispielsweise der chronisch
myeloischen Leukdmie und dem multiplen Myelom konnte eine Assoziation der
Gefafldichte zum Verlauf gezeigt werden. Eine geringere Gefdf3dichte ist hier mit einer
erhohten Uberlebensrate bzw. einem besseren Ansprechen auf die Medikation verbunden
(Bhatti, Kumar, Dinda, & Dawar, 2006; Korkolopoulou et al., 2003). De-Sa-Earp et al.
(2013) fanden in Hautbiopsien bei systemischer Sklerose ein geringeres Gefaflvolumen
und eine geringere Dichte im Vergleich zu Gesunden (de-Sa-Earp, Nascimento, Carneiro,

Porto, & Monte-Alto-Costa, 2013).

2.2.2.1 Raynaud-Phédnomen

Eines der klinischen Symptome der Vaskulopathie ist das Raynaud-Phédnomen. Hierbei
handelt es sich um meist Kilte getriggerte episodische Vasospasmen, meist in den distalen
Extremitéten. Es fiihrt zu Bldsse, Taubheit oder Schmerzen in den betroffenen Regionen

(Block & Sequeira, 2001). Das Raynaud-Phédnomen tritt in fast allen Fillen der
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systemischen Sklerose auf und meist lange vor anderen Symptomen (Elhai et al., 2015).
Bereits zu diesem Zeitpunkt kann auf eine systemische Sklerose gescreent werden.
Mittels Nagelpfalzkapillarmikroskopie und spezifischen Antikdrpern ldsst sich bereits
frith mit einer guten Spezifitit die Entwicklung einer systemischen Sklerose voraussagen

(Koenig et al., 2008; Minier et al., 2014).

2.2.3 Autoimmunitit

Das Immunsystem spielt bei der Pathogenese der systemischen Sklerose spielt das
Immunsystem eine wichtige Rolle. Ungeklért ist, welche Trigger die Autoimmunitit
initiiert. Der dauerhafte Gewebeschaden fiihrt zum Beispiel zur Freisetzung von DAMP
(engl: ,, damage-associated molecular pattern‘), die eine chronischen Reaktion des
Immunsystems verursacht, welches {iber Interaktion mit den Bindegewebszellen
wiederum die Fibrose antreibt und schlie8t somit einen Kreislauf, der zum Progress der
Krankheit fiihrt (Ho et al., 2014). In der systemischen Sklerose werden charakteristische
Antikorper gebildet, die in den aktuellen Leitlinien als Kriterien fiir die Diagnose
festgelegt sind (Van Den Hoogen et al., 2013). Neben der Diagnostik sind die einzelnen
Antikorper mit unterschiedlichen Krankheitsverldufen assoziiert. Antikorper gegen
Endothelzellen sind beispielsweise mit dem Entwickeln einer pulmonalarteriellen

Hypertonie assoziiert (Choi & Fritzler, 2016).

2.2.3.1 Langerhans-Zellen

Parallel zu den Untersuchungen des epidermalen Nervengeflechts im Jahr 1868 entdeckte
Paul Langerhans Zellen mit mehreren Ausldufern inklusive eines langen Ausldufers in
Richtung der Dermis. Aufgrund der Struktur nahm Paul Langerhans an, es wiirde sich um
Zellen des Nervensystems handeln (Langerhans, 1868). Uber die Funktion der Zellen
wurde  seitdem  diskutiert. 1961  beschrieben  Birbeck und  Kollegen
elektronenmikroskopische Granula, die spezifisch in den Langerhans-Zellen (LC)
vorkommen (Birbeck, Breathnach, & Everall, 1961). Anhand der charakteristischen
Birbeck Granula konnte festgestellt werden, dass Langerhans-Zellen ebenfalls in Organen
des Lymphsystems vorkommen (Ruco, Uccini, & Baroni, 1989). Zusammen mit der
Erkenntnis, dass Langerhans-Zellen Antigene prisentieren konnen, wurde der Verdacht
gedullert, dass sie eine immunologische Rolle spielen (Silberberg, Baer, & Rosenthal,

1976). Im Vergleich zu anderen dendritischen Zellen nehmen die Langerhans-Zellen
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weniger bakterielle Proteine auf und présentieren sie. Sie konnen dementsprechend
weniger antibakterielle T-Zellen stimulieren. Die Langerhans-Zellen sind jedoch in der
Lage, vermehrt regulatorische T-Zellen zu stimulieren und konnen somit zur
Toleranzbildung gegeniiber Antigenen beitragen und iiberschiefende Immunreaktionen
verhindern (Van Der Aar et al.,, 2013). Aktuell besteht somit die These, dass die
Langerhans-Zellen physiologisch regulierend auf das Immunsystem der Haut wirken
(Clayton, Vallejo, Davies, Sirvent, & Polak, 2017).

Zur systemischen Sklerose wurde beziiglich der Langerhans-Zellen bisher nur wenig
geforscht. Die Dichte HLA-DR-, ATPase- und OKT6-positiver Langerhans-Zellen war
geringer in Biopsien erkrankter Hautabschnitte im Vergleich zu gesunder Haut bei SSc-

Erkrankten (Goobar, Fang, Weisman, Zvaifler, & Gigli, 1987).

2.3 Diagnose

Die Diagnose wird anhand der Kriterien (Tabelle 2) gestellt, die durch das ACR (engl.:
,,American College of Rheumatology“) und die EULAR (engl.: ,,European League
Against Rheumatism ) 2013 definiert worden sind (Van Den Hoogen et al., 2013).
Einerseits werden Symptome (Items) der Fibrosierung im Score miteinbezogen. Die
verdickte Haut proximal des Metakarpalgelenks ist hinreichendes Kriterium zur
Diagnosestellung einer systemischen Sklerose. Zusétzlich werden Verdnderungen der
Finger, im Sinne einer Schwellung oder im Endstadium einer Sklerodaktylie, in den Score
miteinbezogen sowie Ulzerationen oder Rattenbissnekrosen der Finger. Andererseits
werden klinische Zeichen der Vaskulopathie mit Teleangiektasien und dem Raynaud-
Phidnomen in den Score miteinbezogen. Eine abnormale Nagelpfalzmikroskopie ist
ebenfalls Teil des Scores. Als Manifestation der inneren Organe werden
pulmonalarterielle Hypertonus als auch eine interstitielle Lungenerkrankung
beriicksichtigt. Als Laborwerte flieBen Autoantikérper ein: Anti-Zentromer-, Anti-
Topoisomerase I- oder auch Anti-RNA-Polymerase III-Antikorper. Die Diagnose der
systemischen Sklerose wird ab einem Grenzwert von 9 Punkten gestellt (Van Den Hoogen
et al., 2013) (Tabelle 2).

Neben der Diagnosestellung konnen Autoantikdrper weiterhin prognostische Bedeutung
haben. So konnte in einer retrospektiven Studie gezeigt werden, dass Anti-Zentromer-
Antikorper klinisch mit einer pulmonalarteriellen Hypertonie und Anti-Topoisomerase-

Antikorper mit einer Lungenfibrose assoziiert sind (Steen, 2005).
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Klinisch kann die systemische Sklerose weiterhin anhand ihrer Hautbeteiligung unterteilt
werden. Unterschieden werden hier die limitierte von der diffusen Form. Die
Hautbeteiligung der limitierten Form der systemischen Sklerose iiberschreitet nicht die
Knie beziehungsweise Ellenbogen. Bei der diffusen Form treten die Hautverdnderungen
am ganzen Korper auf. Sie ist ebenfalls mit vermehrter Organbeteiligung sowie auch einer

hoheren Mortalitdt assoziiert (Hachulla et al., 2021).

Item Unterpunkt Wert
Hautverdickung beidseits 9
proximal der
Metakarpalgelenke
Hautverdickung der Finger - Geschwollene Finger 2
(maximal 4 Punkte) - Sklerodaktylie 4
Fingerspitzen - Ulzerationen 2
(maximal 3 Punkte) - Rattenbissnekrosen 3
Teleangiektasien 2
Raynaud Phdnomen 3
Pathologische 2
Nagelpfalzmikroskopie
Pulmonale Manifestationen - Pulmonalarterielle Hypertonie 2
(maximal 2 Punkte) - Interstitielle Lungenerkrankung 2
SSc-assoziierte Antikorper - Anti-Zentromer, Anti-Topoisomerase I 3
oder Anti-RNA-Polymerase II1

Tabelle 2: Kriterien zur Diagnose einer systemischen Sklerose nach ACR/EULAR. Der Score gilt fiir
Personen mit dem Verdacht auf eine systemische Sklerose. Wenn die Symptome durch andere besser erklart
werden konnen, sind die Kriterien nicht zur Diagnosestellung geeignet. Sofern keine andere Ursache
anzunehmen ist, gilt ein Wert ab 9 als hinreichend fiir die Diagnosestellung. SSc = systemische Sklerose,
RNA = Ribonukleinséure.
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2.4 Therapie

Die genaue Pathogenese der systemischen Sklerose ist bisher noch nicht sicher
verstanden. Daher sind die bisherigen Behandlungsansitze symptomatisch und
antiinflammatorisch (Sobolewski et al., 2019). Die EULAR hat 2017 ihre Empfehlungen
zur Behandlung der systemischen Sklerose aktualisiert. Begonnen werden soll die
Therapie so frith wie moglich (Kowal-Bielecka et al., 2017). Meist kommt es bei der
systemischen Sklerose bereits ein Jahr nach dem Auftreten des Raynaud-Phdnomens zur
Beteiligung von Haut und inneren Organen (Jaeger et al., 2016). Wichtiger Bestandteil
der Therapie ist daher eine friihe Diagnosestellung sowie ein regelméfiges Screenen auf
Organmanifestationen, um den Progress moglichst frithzeitig mit einer Behandlung zu

entschleunigen (Kowal-Bielecka et al., 2017).

2.4.1 Immunmodulierende Medikamente

Bei Dbestehender und fortschreitender interstitieller Lungenerkrankung wird
Cyclophosphamid als erste Wahl empfohlen. Mycophenolat-Mofetil zeigt ebenfalls eine
gute Wirkung. Sollten beide Medikamente den Progress nicht kontrollieren konnen oder
ein Organversagen droht, kann eine himatopoetische Stammzelltransplantation erwogen
werden (Denton & Khanna, 2017; Kowal-Bielecka et al., 2017).

Die Hautmanifestationen konnen bei Betroffenen mit frither diffuser systemischen

Sklerose mit Methotrexat behandelt werden (Kowal-Bielecka et al., 2017).

2.4.2 Vasoaktive Therapie

Zur Behandlung der Vaskulopathie stehen mehrere Medikamente zur Verfligung. Hier
werden Kalzium-Antagonisten vom Nifedipin-Typ, Phophodiesterase-5-Inhibitoren,
intravendse Prostacyclin-Analoga und Endothelin-Rezeptor-Antagonisten eingesetzt, um
die Frequenz und den Schweregrad des Raynaud-Phdnomen sowie auch das Auftreten
von digitalen Ulzerationen zu reduzieren und deren Abheilung zu fordern (Kowal-
Bielecka et al., 2017).

Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) profitiert ebenfalls durch die vasoaktive
Therapie. In schweren Fillen kann auBlerdem eine Kombination der genannten

Medikamente erwogen werden (Kowal-Bielecka et al., 2017).
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2.4.2.1 Iloprost bei systemischer Sklerose

Iloprost ist ein synthetisches Prostacyclin-Analogon der zweiten Generation (Negrini et
al., 2019). Es bindet vor allem am Prostacyclin-Rezeptor, einem G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, der iiber die Proteinkinase A seine zelluldren Prozesse vermittelt (Truchetet et
al., 2012).

Iloprost wirkt am Gefdsystem und fiihrt hier zur Weitstellung und
Aggregationshemmung. Auflerdem fordert Iloprost die Fibrinolyse und kann langfristig
die Proliferation von Muskelzellen der Getfdae reduzieren (Della Bella et al., 2001;
Negrini et al., 2019). Neben den direkten Effekten am GefdBsystem konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung mit Iloprost das Immunsystem modulieren kann. Es
reduziert die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und hemmt die Expression
von Adhesionsmolekiilen, was die Migration von Leukozyten erschwert (Della Bella et
al., 2001; Mazzone et al., 1996). Wihrend die Wirkung der Gefiweitung und
Aggregationshemmung der Thrombozyten nur fiir maximal zwei Stunden andauert,
lassen sich immunmodulatorische Effekte noch nach einem Monat nachweisen

(D'Amelio et al., 2010; Della Bella et al., 2001).

Nach den EULAR-Empfehlungen wird die intravendse Gabe von Iloprost als Mittel fiir
schwere Raynaud-Symptomatiken sowie zum Abheilen von digitalen Ulzerationen
empfohlen, welche im Rahmen der schweren Mikro- und Makrovaskulopathie auftreten
konnen. Als Alternative zu den First-Line-Medikamenten kann es zudem in der
Behandlung des pulmonalarteriellen Hypertonus eingesetzt werden (Hughes & Herrick,
2017; Kowal-Bielecka et al., 2017).

Neben der Modulation des GefdB- und Immunsystems wurde in Bezug auf die
systemische Sklerose ebenfalls gezeigt, dass Iloprost die Fibrosierung des Gewebes
hemmen kann. Als mdglicher Mechanismus konnte gezeigt werden, dass Iloprost die
Produktion des profibrotischen Zytokins Connective Tissue Growth Factor hemmt
(Stratton et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass unter Iloprost-Therapie der mRSS sinkt.
Wiéhrend in manchen Studien sowohl die limitierte als auch die diffuse Form
Verbesserungen zeigten (Foti et al., 2017; Scorza et al., 2001), konnte in anderen Studien
der Effekt nur bei der diffusen Form beobachtet werden (Bettoni et al., 2002; Scarsi et al.,
2011).
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2.5 Neuropathie

Eine Neuropathie bezeichnet die Schadigung von peripheren Nerven, verursacht durch
unterschiedliche pathologische Mechanismen. Die Symptome einer Neuropathie sind
abhéngig vom Typ der betroffenen Nervenfasern (Barrel & Smith, 2018).

Die Aa-Fasern innervieren die Skelettmuskeln motorisch. Die AB-Fasern sind als sensible
Fasern fiir Tast- und Vibrationsempfinden verantwortlich. Ay-Fasern tragen iiber die
Innervierung der intrafusalen Skelettmuskeln zur Propriozeption bei. Die kleineren,
schwach oder nicht myelinisierten Nervenfasern (Ad- und C-Fasern) sind fiir die Thermo-
und Nozizeption sowie auch autonome Funktionen zustindig (Tavee & Zhou, 2009)

(Tabelle 3).

Fasertyp Faserdurchmesser Nervenleitgeschwindigkeit
(nach Erlanger und Gasser) | (um) (m/s)
Aa 10 -20 60 — 120
AP 7-5 40 -90
Ay 4-8 30-50
Ad 2-5 10-30
B 1-3 5-20
C 0,5-1,5 0,5-2
(keine Myelinisierung)

Tabelle 3: Fasertypen nach Erlanger und Gasser (Pape, Kurtz, & Silbernagl, 2019). Die verschiedenen
Fasertypen sind aufgelistet. Sie werden eingeteilt anhand ihres Faserdurchmessers, der
Nervenleitgeschwindigkeit und der Myelinisierung.

2.5.1.1 Kleinfaserpathologie

Die Ad- und C-Fasern sind filir die somatosensorische sowie autonome
Informationsiibertragung zustindig. Die somatosensorische Funktion beinhaltet die
Wahrnehmung vor allem von Temperatur und Schmerz. Die Schidigung der somatischen
C-Fasern kann sich unterschiedlich prisentieren. Man unterscheidet zwischen positiver
und negativer Symptomatik. Von positiven Symptomen wird gesprochen, sobald das
tatsdchlich Empfundene die erwartete Empfindung eines Gesunden iibersteigt. Hier sind
vor allem neuropathische Schmerzen zu nennen. Es kommt durch die Nervenschiadigung
zu spontanen Missempfindungen, die akut einschieend auftreten konnen, aber auch

dauerhaft persistieren konnen. Vor allem brennende Pardsthesien werden angegeben.
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Auch nicht schmerzhafte Reize verursachen Schmerzen beim Betroffenen (Allodynie),
bzw. leichte schmerzhafte Reize als inadidquat schwere Schmerzen wahrgenommen
(Hyperalgesie). Dariiber hinaus geben einige Betroffene krampfartige Schmerzen oder
Beschwerden eines Restless-Legs-Syndroms an (Mayienne Bakkers, Faber, Hoeijmakers,
Lauria, & Merkies, 2014; Schlereth et al., 2019).

Auf der anderen Seite gibt es negativ sensible Symptome, bei denen eine reduzierte
Reizwahrnehmung geduBert wird. Temperaturunterschiede oder mechanische Reize

werden dabei weniger wahrgenommen (Schlereth et al., 2019; Terkelsen et al., 2017).

Auf der vegetativen Seite wird ein breites Beschwerdebild geboten. Es kann zur
Veranderung der Sudomotorik und so zu vermehrtem oder vermindertem Schwitzen
kommen. Weiter leiden Erkrankte unter Xerophthalmie und Xerostomie, eine
Austrocknung von Auge und Mund. Aufgrund der Fehlinnervation der Gefafle kommt es
zur Flush-Symptomatik, erektiler Dysfunktion sowie auch zu orthostatischen
Dysregulationen. Ebenfalls betroffen ist der Gastrointestinaltrakt, was sich in Form von

Motilititsstorungen présentiert (Lacomis, 2002).

Als eigenstindiges Krankheitsbild konnen selektiv die kleinen Fasern in Form einer
Kleinfaserneuropathie betroffen sein. Per Definition sind hier nur die Ad- sowie auch die
C-Fasern betroffen (Devigili et al., 2008).

Anhand der Lokalisation der Nervenschidden ldsst sich die Pathologie der
Kleinfaserneuropathie weiter einordnen. Am haufigsten beginnt die Nervenschiadigung in
den distalen Extremitéiten, vorwiegend an den FiiBen und zeigen anschlieBend ein
Fortschreiten in Richtung proximal (l&ingenabhingig). Bei der nicht ldngenabhingigen
Pathologie, treten die Symptome diffus {iber den Korper verteilt auf (Khan & Zhou,
2012).

2.5.2 Diagnostik der kleinen Nervenfasern

Da die Nervenleitgeschwindigkeiten von den groflen Nervenfasern abhédngen, sind die
Werte bei einer selektiven Schidigung der kleinen Fasern im Normbereich. Fiir die
Diagnostik einer Pathologie der kleinen Fasern ist daher die Anamnese relevant. Diese
kann standardisiert anhand eines Fragebogens wie dem painDETECT erfolgen

(Freynhagen, Baron, Gockel, & Tolle, 2006). Beim Verdacht auf eine
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Kleinfaserschidigung sollte die Klinik anhand einer erweiterten elektrophysiologischen
Untersuchung wie der quantitativen sensorischen Testung bestitigt werden (Terkelsen et
al., 2017). Zusitzlich kann die histologische Analyse der dermalen Nervenfasern die
Diagnose stiitzen (Siao & Cros, 2003).

Die Kleinfaserpathologie ist von der Kleinfaserneuropathie zu unterscheiden. Bei der
Kleinfaserpathologie zeigt sich eine pathologische Verminderung in den Hautbiopsien,
jedoch haben die Probanden keine Symptome einer Kleinfaserneuropathie. Bei der
Kleinfaserneuropathie sind klinische Symptome zur Diagnosestellung erforderlich

(Enax-Krumova et al., 2022; Terkelsen et al., 2017; Uceyler, 2016).

2.5.2.1 Neurophysiologie

Um die sensorische Komponente zu messen, kann eine QST durchgefiihrt werden. Das
zugrundeliegende Prinzip ist eine Schwellenwertmessung. An festgelegten Stellen
werden Reize bestimmter objektiver Intensitit gesetzt. Es soll geduBert werden, sobald
der Reiz wahrgenommen werden kann oder ab wann er als schmerzhaft empfunden wird.
Gemessen wird in den folgenden Qualitdten: Temperaturempfinden, Beriihrungs- und
Vibrationsempfinden als auch Schmerzempfinden bedingt durch thermale, Druck- oder
Stichreize (Rolke et al., 2006; Siao & Cros, 2003).

Eine Moglichkeit zur neurophysiologischen Messung des autonomen Defizits und
gingiges Mittel in der Diagnostik der Kleinfaserpathologie stellen sudomotorische
Axonreflextests dar. Bei dieser Untersuchung wird Acetylcholin per lontophorese in die
Haut infundiert, um die postgangliondren Axone zu stimulieren. Die Schwei3produktion
kann mittels eines Sudometers beurteilt werden. Alternativ kann man das Sudometer auch
durch digitale Photographien ersetzen und so die Schweilmenge auswerten. Im Vergleich
mit den Referenzwerten kann eine Aussage {iber eine Beteiligung der autonomen Fasern
getroffen werden (C. H. Gibbons, Illigens, Centi, & Freeman, 2008; Thaisetthawatkul,
Fernandes Filho, & Herrmann, 2013).

2.5.2.2 Hautbiopsie

Neben der funktionellen Uberpriifung der Nervenfasern steht die histologische
Untersuchung als diagnostisches Mittel zur Verfiigung. Mittels Hautbiopsie kann die
Nerveninnervation morphometrisch untersucht werden. Trotz des gering invasiven

Verfahrens gilt die Methode unter sterilen Bedingungen als nahezu risikofrei. Es sollte
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eine ca. 3 mm grofle Biopsie aus der gewiinschten Stelle entnommen werden. Fiir die
Diagnose einer Kleinfaserneuropathie gibt es Normwerte fiir den lateralen Unterschenkel

(Lauria, Hsieh, et al., 2010).
2.5.2.2.1 Epidermale Nervenfaserdichte

Im 19. Jahrhundert beschrieb Langerhans mit einer Goldchlorid-Farbung Nervenfasern,
die sich durch in die Epidermis eintraten und dort verzweigten (Langerhans, 1868). In
weiteren Studien wurden Nervenfasern mit Methylenblau, Cholinesterase und Silber
angefarbt (Ridley, 1969). 1959 wurden die ersten Messungen der epidermalen
Nervenfaserdichte vorgenommen. Bereits hier wurde eine von proximal zu distal
abnehmende Dichte beschrieben (Arthur & Shelley, 1959). Die frithen Messungen und
Ergebnisse der Publikationen variierte jedoch nicht zuletzt wegen methodischen sowie
auch technischen Problemen stark. Erst mit Einfiihrungen der Immunhistochemie
konnten die epidermalen Nervenfasern zuverldssiger dargestellt werden (Lauria et al.,
1999). In der Quantifizierung der epidermalen Nervenfasern setzte sich der Antikorper
gegen PGP 9.5 (engl.: ,, proteine gene product 9.5 ‘) durch, eine zytoplasmatisches Protein
der Neuronen (Dalsgaard, Ryth, & Haegerstrand, 1989; Lauria et al., 2005; Wilkinson et
al., 1989). Durch einheitliche Féarbungen und Regeln fiir die Auswertung der
intraecpidermalen  Nervenfaserdichte = konnten nun  Referenzdatensidtze  der
Normalbevolkerung entstehen, um somit die intensivere Forschung sowie die klinische
Anwendung der Methode zu ermoglichen (Collongues et al., 2018; Kennedy,
Wendelschafer-Crabb, & McArthur, 2005; Provitera et al., 2016). Von der EFNS (engl.:
., European Federation of Neurological Societies ) und der PNS (engl.: ,, Peripheral
Nerve Society ‘) wurde eine Task Force zusammengestellt, die eine generelle Empfehlung
zur Durchfithrung und Auswertung der Hautbiopsien verdffentlichten (Lauria, Bakkers,
et al., 2010; Lauria, Hsieh, et al., 2010).

Die epidermale Nervenfaserdichte ist ein gutes diagnostisches Mittel fiir die
Kleinfaserneuropathie (Devigili et al., 2008; McArthur, Stocks, Hauer, Cornblath, &
Griffin, 1998). Fiir die Einordnung bestehen Referenzdatensétze zur Biopsie am
Unterschenkel 10 cm oberhalb des Knochels. Abhédngig ist die intraepidermale
Nervenfaserdichte vom Alter, dem Geschlecht und der Entnahmestelle der Probe
(Collongues et al., 2018; Devigili et al., 2019; Gorlach et al., 2020; Lauria, Bakkers, et
al., 2010; McArthur et al., 1998). Das Verhiltnis der epidermalen Nervenfaserdichte von
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Unterschenkel zu Hiifte ist in der gesunden Population konstant. Durch die Beurteilung
des Gradienten kann hier also zusétzlich eine mogliche Langenabhéngigkeit objektiviert
werden (Khan & Zhou, 2012).

In zwei Studien wurde bisher die epidermale Nervenfaserdichte am Unterarm in einer
gesunden Kohorte untersucht. Hier wurden mittlere Werte von 17,07 £+ 6.51 Fasern/mm
(n=55) sowie ein Median von 15,73 Fasern/mm (n = 26) beschrieben (Chien et al., 2001;
Weyer-Menkhoff, Pinter, Schlierbach, Schianzer, & Lotsch, 2019).

In Hautbiopsien von Proband*innen mit einer diabetischen Kleinfaserneuropathie
korreliert die epidermale Nervenfaserdichte negativ mit der Anzahl der Langerhans-
Zellen. Postuliert wurde, dass eine hohere Zahl an Langerhans-Zellen einem
inflammatorischen Prozess entspricht, der die Schadigung der kleinen Fasern beeinflusst

(Casanova-Molla et al., 2012).
2.5.2.2.2 Morphologische Verdnderungen der dermalen Nerven

Neben der Dichte der epidermalen Nervenfasern kann die Morphologie der Nervenfasern
beurteilt werden (Collongues et al., 2018). Axonale Schwellungen und horizontale
Verzweigungen sind frithe Indikatoren fiir den Verlust von Nervenfasern (Lauria et al.,
1999; Lauria et al., 2003).

Neben den somatosensorischen Fasern der Epidermis konnen autonome Fasern
quantifiziert werden. Durch eine Chalkley-Zahlung ldsst sich histologisch die Innervation
der Schweilldriisen messen und so Aufschluss iiber die autonome Dysfunktion geben
(Chalkley, 1943; Christopher H. Gibbons, Illigens, Wang, & Freeman, 2009; Gorlach et

al., 2020). Hierfiir liegen allerdings keine Normwerte in der Literatur vor.
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2.6 Neuropathien in der systemischen Sklerose

2.6.1 Beteiligung des peripheren Nervensystems

Eine Metaanalyse zur neurologischen Beteiligung bei systemischer Sklerose beschreibt
sowohl zentrale als auch periphere Beschwerden. Zentral sind vor allem Kopfschmerzen
zu nennen. Peripher treten Trigeminusneuralgien und Nervenkompressionssyndrome auf,
wie beispielsweise das Karpaltunnelsyndrom. Bei 14,25 % der Erkrankten kommt es zu
einer sensomotorischen Polyneuropathie (Amaral et al., 2013). Eine weitere Metaanalyse
beschreibt eine zusammenfassende Pravalenz von 27,37 % fiir periphere Neuropathien
bei systemischer Sklerose (Almehmadi, To, Anderson, & Johnson, 2021).

Histologisch zeigen sich bei der systemischen Sklerose in Nervenbiopsien vermehrte
Kollagenablagerungen in Endo- und Perineurium sowie in den Vasa nervorum sowie eine
Rarefizierung der Nervenfasern (Di Trapani, Pocchiari, Masullo, Albanese, & Tulli, 1982;
Richter, 1954). Es wird angenommen, dass Odeme und Kollagenablagerungen im
Bindegewebe die Nervenfasern komprimieren und deren Schidigung induzieren.
AuBerdem konnten vaskulitische Prozesse zum Verschluss der Vasa nervorum fiihren und
somit die Degeneration der Axone induzieren. Der langfristige Umbau der Vasa nervorum
konnte eine Malnutrition mit Hypoxie der Nervenfasern zur Folge haben. Zusitzlich wird
diskutiert, ob bestimmte Autoantikdrper der systemischen Sklerose gegen die Axone
gerichtet sind und ihnen so schaden (Matucci-Cerinic, Generini, Pignone, & Casale,

1996).

2.6.2 Neuropathische Schmerzen

Die Héufigkeit von neuropathischen Schmerzen bei Personen mit systemischer Sklerose
liegt je nach Studie zwischen 26 und 56 Prozent (Bassel et al., 2011; Cuzdan et al., 2018;
Merz et al., 2017; Ostojic et al., 2019; Schieir et al., 2010; Sousa-Neves et al., 2018). In
diesen Studien zeigte sich, dass die Lebensqualitit vor allem bei Betroffenen mit
neuropathischen Schmerzen signifikant reduziert ist (Cuzdan et al., 2018; Ostojic et al.,
2019).

Das Restless-Legs-Syndrom wird ebenfalls bei der systemischen Sklerose gehauft
beschrieben und ist somit eine weitere Gemeinsamkeit mit der Kleinfaserpathologie

(Ostojic, Jovic, & Stojic, 2013; Ostojic et al., 2018; Prado, Allen, Trevisani, Toscano, &
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Earley, 2002).

Im Zusammenhang mit der systemischen Sklerose werden Dysautonomien beschrieben.
Die Priavalenz der autonomen Dysfunktion bei systemischer Sklerose schwankt jedoch
abhingig von der Studie und der verwendeten Messmethode zwischen 14 und 79 Prozent
(Amaral et al., 2013).

Der COMPASS31 (engl.: ,,composite autonomic symptome score 31 ), ein Fragebogen
mit 31 Testitems zur orthostatischen Regulation, Vasomotorik, Sekretomotorik,
Pupillomotorik sowie zur Funktion der Blase und des gastrointestinalen Systems, zeigt
eine gute Testeffizienz orientierend an der epidermalen Nervenfaserdichte (Devigili et al.,
2008; Treister, O'Neil, Downs, & Oaklander, 2015). SSc-Erkrankte zeigten erhohte
COMPASS31-Werte, besonders bei schwerer Beteiligung des Magen-Darm-Traktes
(Adler, Russell, Hummers, & McMahan, 2018).

2.6.3 Neurophysiologie bei systemischer Sklerose

Es zeigten sich erhdhte Schwellenwerte auf taktile Reize und Temperatur bei Patienten
mit systemischer Sklerose (Schady et al., 1991).

Wihrend noch keine Studie mittels Axonreflextests autonome Dysfunktionen der
systemischen Sklerose gepriift hat, wurden bereits in mehreren Studien Betroffene mittels
sympathischer Hautreaktion (SSR, engl.: ,, sympathetic skin response ) untersucht. Im
Unterschied zu den Axonreflextests mittels Iontophorese wird der Stimulus hier durch
einen elektrischen Reiz gesetzt. Dieser wird afferent ins zentrale Nervensystem geleitet.
Dort wird auf den Stressor eine Reaktion des Sympathikus generiert, die efferent zur Haut
zurlickgeleitet wird. Die synchrone Aktivierung der Schweifldriisen kann in Form von
Potentialdinderungen der Haut gemessen werden (Baum, 2018).

In mehreren Studien wurde die sympathische Hautreaktion bei Patienten mit systemischer
Sklerose durchgefiihrt. Es zeigten sich pathologische Hautreaktionen als mdoglicher
Hinweis fiir eine autonome Dysfunktion als Teil der systemischen Sklerose (Badry et al.,

2018; Schady et al., 1991; Zakrzewska-Pniewska et al., 1999).

2.6.4 Hautpathologie bei systemischer Sklerose

Morphologisch zeigen sich bei der systemischen Sklerose Verdnderungen in den kutanen
Nervenfasern. In erkrankten wie auch in gesunden Hautarealen zeigen die Nervenfasern

Verdickungen sowie Unterbrechungen (Pawlowski, 1963).
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In einer Studie wurde bei Erkrankten eine reduzierte epidermale Nervenfaserdichte an der
distalen Hiifte sowie des Unterschenkels gemessen. Die Betroffenen zeigten weder
Symptome einer Neuropathie noch pathologische Nervenleitgeschwindigkeiten. Die
GefiaBdichte korrelierte positiv mit der epidermalen Nervenfaserdichte (Provitera et al.,
2005). Nach Therapie mit intravendsem Iloprost stieg die epidermale Nervenfaserdichte
bei den Erkrankten. Es wurde geschlossen, dass eine durch Malnutrition reduzierte
Nervenfaserdichte durch das vasoaktive Medikament gesteigert werden konne (Provitera
et al., 2007).

Bei der Untersuchung von Muskelbiopsien bei systemischer Sklerose mit
Muskelschwiche zeigten sich unter dem Elektronenmikroskop eine verdickte und
gedoppelte Basalmembran, eine Aktivierung des Endothels und vermehrte Perizyten

(Ellezam et al., 2021; Siegert et al., 2021).
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3 Material und Methoden

Im Folgenden soll die Methodik der Studie mit den benutzten Materialien, den

verschiedenen Kohorten und der Probenverarbeitung beschrieben werden.

3.1 Material

Die verwendeten Chemikalien, Gerite, Software sind im Anhang unter 12.1, 12.2 und

12.3 gelistet.

3.2 Studienkollektiv

Unsere Studie wurde in Kooperation mit der rheumatologischen Abteilung der Goethe-
Universitdt  Frankfurt durchgefiihrt. Die Rekrutierung erfolgte durch das
Universitdtsklinikum Frankfurt. Eine SSc-Kohorte umfasste Proband*innen mit
systemischer Sklerose. Kriterium fiir die Aufnahme in die SSc-Kohorte war die
Diagnosestellung einer systemischen Sklerose anhand der aktuell empfohlenen Kriterien
der ACR/EULAR des Jahres 2013 (Van Den Hoogen et al., 2013). Ausschlusskriterien
anhand von Vorerkrankungen existierten nicht, eventuelle Vorerkrankungen wurden
miterfasst. Als Kontrollkohorte wurden Personen rekrutiert, die nicht an systemischer

Sklerose erkrankt sind.

24 Testpersonen der SSc-Kohorte erhielten eine intravendse Iloprost-Therapie mit 20 pg
fiir 7-10 Tage. Von allen Proband*innen wurde eine Stanzbiopsie entnommen. Drei
Monate nach Therapie wurde eine zweite Biopsie entnommen. Bei fiinf Testpersonen
wurde keine zweite Biopsie entnommen. Den sieben Kontrollpersonen wurde jeweils eine

Biopsie entnommen (Abbildung 1).

3.3 Ethikvotum

Fiir die Studie liegt ein positives Ethikvotum des Fachbereichs Medizin der Goethe-
Universitidt Frankfurt (454/17) und des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-
Universitdt Gieflen (85/16) vor.
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Probanden mit SSc Gesunde Probanden

Hautbiopsie Hautbiopsie
(n=24) (n=7)

lloprost fiir 10
Tage

Rebiopsie nach
3 Monaten
(n=19)

Keine erneute
Biopsie (n=5)

Abbildung 1: Studiendesign. Verteilung der SSc- und Kontrollkohorte. SSc = systemische Sklerose.

3.4 Klinische Untersuchung, Serologie und Kapillarmikroskopie

Die klinische Untersuchung, die Abnahme der Serologie sowie die Kapillarmikroskopie
wurde durch die Universitétsklinik Frankfurt durchgefiihrt.

Vor der Therapie wurde bei der SSc-Kohorte ein mRSS erhoben. Durchgefiihrt wurde es
gemil dem aktuellen Standard (Khanna et al., 2017). Die Erhebung des Scores erfolgte
durch erfahrene Rheumatologen. Zusitzlich wurden serologisch die Erkrankten auf Anti-
Zentromer-Antikorper CenpA/B (engl.: ,, centromere proteine A/B“) sowie Anti-
Topoisomerase-I gepriift.

Weiterhin wurde vor Therapie eine Kapillarmikroskopie der gesunden und erkrankten
Kohorte durchgefiihrt. Bei Raumtemperatur wurde bei den Patienten in sitzender Position
an den Fingern 2-5 mit Immersionsdl die Mikroskopie durchgefiihrt. Es wurden die
Kapillare pro mm Lénge gezéhlt. Genutzt wurde das Gerét Optilia Digital Capillaroscopy
System (Optilia Inspection Systems AB, Sweden).

3.5 Probenentnahme, Fixierung und Lagerung der Proben

Zur histologischen Untersuchung der Haut wurden Hautstanzbiopsien mit 3 mm
Durchmesser in Frankfurt entnommen. Die Biopsieentnahme erfolgte 15 cm proximal des

Processus styloideus ulnae des Unterarms.

Bei Raumtemperatur wurde das Biopsat nach der Entnahme fiir 30 Minuten in 4%

Paraformaldehyd-Losung fixiert. Daraufhin wurde die Probe dreimal fiir zehn Minuten
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mit 0,1 M Phosphatpuffer behandelt. Im Anschluss wurde die Probe in 10% Saccharose-
Losung bei 4 °C fiir mindestens 24 Stunden, jedoch maximal einen Monat, iiberfiihrt.

Das Gewebestlick wurde auf ein mit Tissue-Tek benetztes Korkpléttchen aufgeblockt.
Das Biopsat wurde in 2-Methylbutan in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

AnschlieBend wurde es bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

@ ’—‘____-\\._/ @ -—o—\_;__—‘_ Kryostatschnitte
e — "~ | (50 um)
~ /\J—\F—j’-:]\/
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—~___ |HE ~_ —~._____| Langerin
A—- * ~ . -
2 Y _|EVG . —_{cD31 e
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Abbildung 2: Gewinnung und Bearbeitung der Proben. Zuerst wurden Hautstanzbiopsien mit 3 mm
Durchmesser entnommen (1). Die Langerhans-Zellen sind in der Epidermis als rote Zellen schematisch
dargestellt. Die dermal-epidermalen Nervenfasern sind als griine Linien und die dermalen Gefi3e als rote
Linien dargestellt. Als lilafarbene Linien sind die Kollagenfasern dargestellt und als lilafarbene Kreise die
Schweilidriisen. Im néichsten Schritt wurden die Proben in 50 pm Dicke geschnitten (2). Anschlieend
wurden die Schnitte in HE und EvG als Standardfirbung sowie mittels Immunfluoreszenz gegen die
Antigene PGP 9.5 / CD31 und Langerin angeférbt (3). Die Standardfirbungen sowie die epidermalen
Nervenfasern wurden am Mikroskop manuell ausgewertet. CD 31 sowie Langerin wurden mit dem
AxioScan digitalisiert und anschlieBend automatisiert ausgewertet (4). HE = Hamatoxylin/Eosin; EvG =
Elastika van Gieson; PGP = proteine gene product; CD = cluster of differentiation.

3.6 Kryostatschnitte

Die Proben wurden am Kryostaten (Leica CM 1950 Kryostat, Leica Biosystems, Wetzlar)
geschnitten. Fiir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) und die Elastika-van-Gieson-
Farbung (EvG) wurden jeweils zwei Schnitte mit 6-7 pm Dicke auf Objekttrager
aufgezogen und fiir 15 Minuten getrocknet. Fiir die Doppelfarbung PGP 9.5 / CD31
wurden von jeder Probe jeweils sechs 50 pm dicke Schnitte angefertigt und in ein eine

24-Well-Platte tiberfiihrt. Fiir die Langerin-Farbung wurden zwei Schnitte mit jeweils 10
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um Dicke geschnitten und auf Objekttrager aufgezogen.

3.7 Histologische Firbungen

Die histologische Beurteilung des  Krankheitsprogresses  erfolgte  durch
Standardfarbemethoden (HE, EvG). Die HE- und EvG-Fiarbungen wurden mit dem
Féarbeautomaten Medite Slide Stainer TST44C durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die
Schnitte mit dem Deckmittel Cytoseal XYL eingedeckt und getrocknet.

3.8 Immunfluoreszenzfirbung

Fiir die Darstellung bestimmter Proteine im Schnitt wurde das Prinzip der indirekten
Immunfluoreszenz (IF) genutzt. Der erste Schritt beruht auf einem priméren Antikorper,
der an die Zielstruktur bindet. Im zweiten Schritt bindet der mit Fluoreszenzmarker
gebundene Sekunddrantikdrper an den priméren Antikérper. Somit sind die Zielstrukturen
fluoreszierend markiert und konnen mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden

(Donaldson, 2015) (Abbildung 3).

N_—
//

[

A4
. Zielantigen Y Primérer Antikdrper \“/ Sekundirer Antikorper mit Fluoreszenzmarker

Abbildung 3: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz (nach Im et al. 2019). Im ersten Schritt
bindet der primére Antikorper an das Zielantigen. Ein sekundirer Antikorper, welcher mit einem
Fluorochrom konjugiert wurde, bindet im zweiten Schritt an den priméren Antikorper. Durch die
Prozedur wurde das Zielantigen indirekt mit einem fluoreszierenden Marker verbunden und kann nun
visuell vom restlichen Schnitt abgegrenzt werden.
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3.8.1 Epidermale Nerven und Gefifie

3.8.1.1 Antikorper

Ziel der Farbung war die Visualisierung und die rdumliche Zuordnung der Nervenfasern
und der Gefaf3e in der Haut.
Der neuronale Marker PGP 9.5 ist eine Ubiquitin C-terminale Hydrolase, die auf der

Oberflache simtlicher Neuronen und neuroendokrinen Zellen exprimiert wird (Dalsgaard

et al., 1989). Hiermit lassen sich myelinisierte und nicht myelinisierte Nervenfasern

darstellen (Kennedy et al., 2005).

Abbildung 4: Epidermale Nervenfasern bei 40-facher Vergrofierung. Das Bild zeigt den dermal-
epidermalen Ubergang eines PGP 9.5-gefirbten Schnittes. Erkennbar ist der subepidermale Nervenplexus
(Pfeil) sowie einige epidermale Nervenfasern (Pfeilkopfe).

Zunichst wurden verschiedene GefdaBmarker an den Dickschnitten ausgetestet. In
Publikationen zur Darstellung der Gefaf3dichte wurde einerseits CD31 verwendet (Fox et
al., 1995; Potts, Eberhard, & Salama, 2014; Sohn, Suh, Wang, Freeman, & Gibbons,
2020). Bei CD31 handelt es sich um ein transmembrandses Glykoprotein, welches vor

allem auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert wird (Horak et al., 1992; Miiller
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et al., 2002). Neben den Endothelzellen exprimieren ebenfalls myeloische sowie auch
megakaryozytische Zellen CD31 (Albelda, Muller, Buck, & Newman, 1991). Neben
CD31 gelten ebenfalls CD34 und Endomucin als GefaBBmarker (Depner et al., 2016;
Henze et al., 2014).

CD34, ein transmembrandses Phosphoglykoprotein, gilt vor allem als Marker fiir
hidmatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen. Neben den Stammzellen wird CD34
ebenfalls von Zellen des Interstitiums, Vorlduferzellen des Epithels und Endothels und
weiteren exprimiert (Sidney, Branch, Dunphy, Dua, & Hopkinson, 2014).

Als weiterer GefdBmarker gilt das Sialomucin Endomucin. Neben BlutgefdBBen wird

Endomucin ebenfalls in Lymphgefaen exprimiert (Kuhn et al., 2002) (siehe Tabelle 4).

3.8.1.2 Etablierung einer doppelten IF-Firbung zur Darstellung der

dermalen Gefaf3e und Nervenfasern

Es wurde eine Doppelfarbung von Nervenfasern und GefdBen an den Hautschnitten
etabliert. Zur Farbung der Schnitte wurde die Free-Floating-Methode verwendet. Hierbei
werden die Schnitte in eine 24-Wells-Platte gegeben und schwimmen wéhrend des
gesamten Farbeprozesses in Fliissigkeit.

Wihrend bei den Nervenfasern der Anti-PGP 9.5 Antikorper gewdhlt wurde, wurden zur
Darstellung der Gefdle die drei GefdBmarker CD31, CD34 und Endomucin in
Probeschnitten getestet.

Die Kombination der verschiedenen GefdBmarker mit PGP 9.5-Antikérpern wurden in
verschiedenen Verdiinnungen getestet (1:50; 1:100; 1:200; 1:500). Die Inkubationszeiten
der primdren und sekundéiren Antikorper wurden in verschiedenen Léngen getestet
(Primérer Antikorper: 2 Stunden / 1 Tag; Sekundérer Antikorper: 1 Tag / 2 Tage). Es
wurden auflerdem verschiedene Agenzien zur Verbesserung der Antigen-Strukturen
genutzt. Glycin wurde genutzt, um an den Aldehyd-Gruppen in den Schnitten zu binden.
Hierdurch konnte eine artifizielle Bindung der primédren Antikdrper an die Aldehyd-
Gruppen unterbunden werden (Rosas-Arellano et al., 2016). Auflerdem wurde Normal-
Goat-Serum eingesetzt. Das Normalserum setzt sich an Bindungsstellen des Schnittes und
blockiert das Ansetzen der Antikdrper. Dies reduziert die unspezifische
Hintergrundfarbung (Ambrosius & Luppa, 1987) (Protokolle siche Anhang).

Im Vergleich der Testschnitte konnten mit Antikdrpern gegen CD31 in der Verdiinnung

1:500 die kleinen GefdBle am besten gefdrbt werden, wihrend die Hintergrundfiarbung
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gering blieb und somit ein guter Kontrast entstand. Unter CD34 und Endomucin konnten
die Gefde nicht ausreichend angefarbt werden. Bei Erhohung der
Antikorperkonzentration bzw. Verldngerung der Einwirkzeit kam es zu einer erhdhten
Hintergrundfarbung, sodass eine ausreichende Kontrastierung zur Analyse nicht erreicht
werden konnte. Der Anti-CD31-Antikdrper wurde somit in der Studie verwendet.

Das Deckmedium der Schnitte enthielt DAPI (4,°6-Diamidin-2-phenylindol). Es ist ein

fluoreszierendes Molekiil, welches an die Zellkerne bindet (Kapuscinski, 1995).

Abbildung 5: Darstellung der Hautgeféfie mit Inmunfluoreszenzfirbung. Bei Antikérper gegen CD31
und CD34 Darstellung der GefiaBe (Pfeilkopfe). Bei Endomucin ist keine spezifische Anfirbung zu
erkennen. Aufgrund der kréftigen Anférbung und guten Kontrastierung zum Hintergrund wurde CD31 als
Antikdorper fiir die Studie gewiahlt.

3.8.2 Darstellung von Langerhans-Zellen
Langerin (CD207) ist ein Typ 2 Lektin, das von Langerhans-Zellen exprimiert wird. Es

gilt als spezifischer Marker der Langerhans-Zellen (Lau, Chu, & Weiss, 2008; Séguier,
Bodineau, Godeau, Pellat, & Brousse, 2003).

Abbildung 6: Darstellung der Langerhans-Zellen mit Immunfluoreszenzfirbung. Epidermis mit
angefirbten Langerhans-Zellen mit Antikorper gegen CD207 (Pfeile).
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3.8.3 Regenerierende Fasern

Weiterhin sollte gepriift werden, ob es im Rahmen der systemischen Sklerose zur
vermehrten Regeneration von Nervenfasern kommt. Hierzu sollte eine Farbung mit dem
Antikorper gegen GAP43 (engl.: ,, Growth-associated Proteine 43 *) verwendet werden.
Zur automatisierten Quantifizierung der GAP43-positiven Fasern sollte eine
Doppelfarbung mit Anti-Kreatinkinase-MNF116-Antikorpern (CKMNF116, engl.:
,,creatine kinase MNF 116 “) etabliert werden. CKMNF116 wird in den Keratinozyten
des Stratum basales der Epidermis exprimiert (Prieto, Lugo, & McNutt, 1996).

Unter Variation der Einwirkzeit der Primér- und Sekundérantikorper, der Verdiinnungen
und der Waschprozeduren konnte keine ausreichende Kontrastierung der Fasern zum
Hintergrund hergestellt werden. Die Farbung wurde daher nicht in die Auswertung

aufgenommen.

Abbildung 7: Darstellung von Nervenfaserregeneration. Mit Antikdrpern gegen GAP43 konnte bei
Probefarbungen (A) eine gute Darstellung der regenerierenden Fasern erreicht werden, zeigte sich in den
Studienschnitten (B) keine gute Anfarbung der Fasern. GAP = Growth-Associated Proteine.
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Primiire Zielstruktur Firma Verdiinnung Lot-Nr.
Antikorper
Polyclonal rabbit | Axone (Dalsgaard et | Zytomed 1:500 W574
IgG anti-PGP 9.5 al., 1989)
Monoclonal Endothelzellen DAKO 1:50
mouse IgG anti- | (Horak et al., 1992) 1:100
CD31 1:200
1:500
Mouse IgG anti- Endothelzellen DCS 1:50 Y933
CD34 (Henze et al., 2014) 1:100
1:200
Monoclonal rat IgG Endothelzellen eBioscience 1:100
anti-Endomucin (Samulowitz et al., 1:200
2002) 1:500
Monoclonal rabbit Regenerierende abcam 1:50 GR42490-
IgG anti-GAP43 Nervenfasern 1:100 43
(Galosi et al., 2018) 1:200
1:500
Monoclonal mouse Keratinozyten, DAKO 1:50
IgG anti- v.a. Str. basale 1:100
CKMNF116 (Prieto et al., 1996) 1:200
Polyclonal Goat Langerhanszellen R&D 1:200 KQJO118
IgG anti- Systems — 111
Langerin/CD207 biotechne

Tabelle 4: Verwendete Primérantikérper. Die in der Studie verwendeten Antikorper und Verdiinnungen
sind fett markiert. [gG = Immunglobulin, PGP = Proteine Gene Product, CD = Cluster of Differentiation,
GAP43 = Growth Associated Proteine 43, CKMNF116 = Kreatinkinase MNF116.
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Sekundiire Zielstruktur Firma | Verdiinnung | Lot-Nr.
Antikorper
Alexa Fluor 488 Polyclonal rabbit IgG | Invitrogen 1:500 1981125
(Goat anti-rabbit anti-PGP 9.5
IgG) Monoclonal rabbit 1:1000
IgG anti-GAP43
Alexa Fluor 568 Monoclonal mouse | Invitrogen 1:500 2014175
(Goat anti-mouse IgG anti-CD31 1:1000
IgG) Mouse IgG anti-
CD34
Monoclonal mouse
IgG anti-MNF116
Alexa Fluor 568 Monoclonal rat IgG | Invitrogen 1:500 870966
(Goat anti-rat IgG) anti-Endomucin 1:1000
Alexa Fluor 555 Polyclonal Goat IgG | Invitrogen 1:200
(Donkey Anti-Goat anti-Langerin
IgG)

Tabelle 5: Verwendete Sekundirantikorper. Die in der Studie verwendeten Antikdrper und Verdiinnung
sind fett markiert. IgG = Immunglobulin, PGP = Proteine Gene Product, GAP43 = Growth Assosciated
Proteine 43, CD = Cluster of Differentiation, CKMNF116 = Kreatinkinase MNF116.
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3.9 Auswertung

3.9.1 Morphometrische Auswertung der dermalen Nervenfasern

Die Fluoreszenzmikroskopie wurden mit dem Leica DM 2000 Fluoreszenzmikroskop
(Leica Microsystems, Wetzlar) durchgefiihrt, welche mit einer Digitalkamera Leica
DFC450 C und der Software Leica Application-Suite (Version 4.7.1) ausgestattet ist. Es
wurde eine Kalibrierung der Software zur Bestimmung des Verhiltnisses von Pixel zu

Meter vorgenommen.

3.9.1.1 Epidermale Nervenfaserdichte

Zuerst wurden die PGP 9.5/CD31-Schnitte auf ihre intraepidermale Nervenfaserdichte
untersucht. Die Auswertung wurde anhand der aktuellen Empfehlungen der European
Federation of Neurological Societies/Peripheral Nerve Society (EFNS/PNS)
durchgefiihrt (Lauria, Hsieh, et al., 2010). Die Schnitte wurden fiir den Untersuchenden

verblindet.

Abbildung 8: Ausmessung der Epidermislinge an PGP9.5 gefirbten Hautschnitten. Hier wird die
exemplarische Messung der Lange durch die Leica Application Suite dargestellt. Die griine Linie
(Pfeilkopfe) ist der gemessene Pfad.
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Die Ubertritte einzelner Nervenfasern an der dermal-epidermalen Ubergangszone wurden
bei einer 40-fachen VergroBerung gezdhlt. Nicht gewertet wurden Aufzweigungen oder
Fragmente oberhalb der Ubergangszone (siehe Abbildung 9). Die Anzahl der Schnitte
wurde durch die Léinge der Epidermis dividiert, um so die intraepidermale
Nervenfaserdichte (Anzahl/mm) zu erhalten. Ausgewertet wurden sechs Schnitte pro

Probe (Lauria, Hsieh, et al., 2010).

A B C D E F G

Abbildung 9: Auswertung der intraepidermalen Nervenfasern (modifiziert nach Lauria et al., 2005).
Dargestellt sind die Nervenfasern (griin), die Basalmembran (schwarz) sowie die duBerste Hautschicht
(grau). Der einfache Ubertritt einer Nervenfaser wird einfach gewertet (A). Sofern sich die Nervenfaser erst
distal der Basalmembran verzweigt, wird sie einfach gewertet (B). Abzweigungen proximal der
Basalmembran mit separatem Ubertritt werden jeweils einzeln gezihlt (C). Ist die Abzweigung auf Hohe
der Basalmembran, zéhlt sie nur einfach (D). Sobald eine Nervenfaser die Basalmembran nur knapp
iiberschreitet, wird sie gezédhlt (E). Nervenfasern, die die Basalmembran erreichen, jedoch nicht in die
Epidermis iibertreten, werden nicht gezdhlt (F). In der Epidermis befindliche Nervenfasern ohne
erkennbaren Ubertritt werden nicht gezihlt (G).
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3.9.2 Auswertung der kleinen Gefilie und Langerhans-Zellen

3.9.2.1 Digitalisierung der Schnitte

Die GefaBflachendichte und die Langerhans-Zell-Dichte wurden automatisiert durch ein
Bildanalyseprogramm ausgewertet. Hierfiir sind digitalisierte Bilder der Schnitte in
ausreichend hoher Qualitdt notig. Mittels eines ZEISS Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena) zusammen mit der Software ZEN 2.6 (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena) wurden die PGP9.5/CD31- und Langerin-gefarbten Schnitte eingescannt.
Um oberfldchliche Verunreinigungen der Schnitte zu minimieren, wurde sie zuerst mit
alkoholischer Losung oberflichlich gereinigt. Als ndchstes wurden sie in einen Tray, die
Ablagemoglichkeit des Axio Scans, eingespannt.

Uber die Software ZEN 2.6 wurde der Scanner bedient. Fiir jede Firbung wurde ein
Scanprofil erstellt. Zuerst wurden Preview Scans der Schnitte gemacht, Lichtbilder der
Beschriftung des Objekttragers sowie auch der Schnitte selbst. AnschlieSend wird der zu
scannende Bereich erfasst. Fiir immunhistochemische Farbungen mit ausreichendem
Kontrast besitzt der Axio Scan eine automatische Gewebserkennung. Bei
Fluoreszenzbildern ist im Lichtbild kein ausreichender Kontrast. Daher musste hier die
zu scannende Flache manuell markiert werden (Abbildung 10).

Um die Schirfe des Schnittes einzustellen, besitzt der Axio Scan eine Autofokusfunktion.
Mittels eines Referenzkanals wird eine Hohe bestimmt, in der der Schnitt scharf
darzustellen ist. Als Referenzkanal wurde hierfiir DAPI gewéhlt. Falls mit der
Autofokusfunktion (Abbildung 11) nicht die gewlinschte Scharfe erreicht wurde, besteht
die Moglichkeit, manuell die Hoéhe festzulegen.

Im letzten Schritt wurden die zu scannenden Kanile eingestellt. Fiir PGP 9.5 mit dem
Sekundirantikorper Alexa Fluor 488 wurde der Kanal mit der Wellenlédnge 488nm (griin)
gewihlt. Die Primédrantikdrper CD31 und Langerin wurden jeweils mit dem
Sekundirantikorper Alexa Fluor 568 (rot) kombiniert. Im Kanal des Axio Scans mit der
Wellenlidnge 568nm wurde keine Fluoreszenz erfasst. Es wurde daher auf den Kanal der
Wellenlidnge 555nm ausgewichen, welcher aufgrund seiner Néhe zur Wellenldnge des
Sekundirantikorpers die Fluoreszenz ebenfalls erfassen konnte. Als zweiter bzw. dritter

Kanal wurde DAPI (blau) gewéhlt (Abbildung 12).
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Abbildung 1017: Manuelle Markierung der IF-Schnitte. Der Scanner wiirde ohne eine Markierung der
Schnitte die gesamte Flache des Objekttragers aufnehmen. Da die IF-Schnitte auf dem Lichtbild nur
geringen Kontrast zum Hintergrund aufweisen, greift die automatische Tissue Detection Funktion des
Axio Scan nicht. Daher werden die Schnitte manuell markiert (griine Kreise). Nun werden ausschlielich
die markierten Bereiche gescannt.

© Focus Abbildung 11710: Autofokus. Fir den
Autofokus wurde ein Bereich eingestellt in
welcher Hohe der Scanner die Schérfe einstellen
Range 400.00 pm soll. Falls der Punkt zur Scharfstellung nicht
Slices a1 gefunden  wird, kann dieser  Bereich
Interval 10.00 pm gegebenenfalls nachjustiert werden.

Setlast  4300.00 pm

Set First 3900.00 pm

Slice # 21
Position 4100.00 pm

Run Auto Focus

Zusitzlich wurde bei den PGP 9.5/CD31-Schnitten ein z-Stack produziert. Es handelt sich
hierbei um das Ubereinanderlegen mehrerer Schnitte. Hierzu erfasste der Scanner um die
per Autofokus ermittelte Hohe in einem Bereich von 25um in S5pm Schritten jeweils einen
Scan und lagerte diese iibereinander (Abbildung 13). Daher konnte die Dicke des 50um
Schnittes genutzt und zusitzlich mehr Tiefe des Schnittes analysiert werden.

Die gescannten Schnitte wurden im CZI-Format gespeichert. Zur Auswertung wurde das
CZI in den PNG-Format konvertiert. Die Bildanalyse wurde mit der Software ImageJ
durchgefiihrt. Sowohl das Programm als auch die benétigten Plug-Ins stehen online zur

freien Verfiigung (Link: http://imagej.nih.gov/ij/).


http://imagej.nih.gov/ij/
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PGP 9.5/CD31

© Channels

¥ AFS55
AF633
AF750
o AF488
v

D Stitching Ref.

PGP 9.5

Langerin
© Channels
v AF555
AF633
AF750
AF488

+ DAPI

i A ¥ o Stitching Ref.

3-Kanéle %

Abbildung 12: Fluoreszenzkanile. Die Fluoreszenzwellenldngen wurden jeweils fiir die entsprechenden
Farbungen gewihlt und wurden getrennt gescannt. So bestand im Nachhinein die Mdglichkeit, sie sowohl
einzeln als auch iibereinander projiziert zu analysieren.

z-Stack
© Z-Stack Configuration
¥ Z-Stack All Channels per Slice
Range 25.00 pm | {125
| m
Slices 6 S0um| | ; 5

Spum-Schritte

Interval 5.00 pm

Keep ® Interval
Slice

Abbildung 13: z-Stack. Die PGP 9.5/CD31-Schnitte wurden als z-Stack gescannt. Beim z-Stack werden
im Bereich von 25um um die fokussierte Hohe 6 Scans im Abstand von Sum erzeugt und anschlieBend
iibereinander projiziert.

Um die digitalen Pixel der gescannten Schnitte in metrische Einheiten zu transformieren,
wurden festgelegte Strecken an vier verschiedenen Schnitten von zwei Proben gemessen,
zum einen in Millimeter mittels des Mikroskops iiber die Leica Application-Suite und
zum anderen in Pixel in den digitalen Bildern mittels ImagelJ. Ein Pixel entsprach einer

Linge von 0,000 227 5 Millimetern.
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3.9.2.2 Analyse der GefaBdichte

In dieser Studie wurde zur Analyse der GefdBflichendichte mittels Image] die
Gefaliflache pro Fliache gemessen.

Als erstes wurde die ROI (engl.: ,,region of interest ) ermittelt. Es wurde ein einheitlich
definiertes Areal unterhalb der Epidermis definiert. Die Basalmembran wurde als apikaler
Startpunkt festgelegt. Als Tiefen wurden 225um (VD225) und 500um (VD500)
festgelegt, womit sich an den Publikationen zur Gefa3dichte in der Haut orientiert wurde
(Provitera et al., 2005; Sohn et al., 2020).

Zur Markierung der Dermis wurde im ersten Schritt die Basalmembran manuell
nachgefahren. Um diese Linie wurde nun durch ein Macro, eine automatische Abfolge
bestimmter Befehle, um jeden Punkt dieser Linie ein Kreis mit dem Radius der
gewiinschten Tiefe erstellt. Im néchsten Schritt wurde das Bild auBlerhalb dieser
zusammengesetzten Kreise ausgeschnitten (Abbildung 14).

Die Tiefe wurde als senkrecht zur Basalmembran definiert. An den Seiten stand nun
jeweils Dermis iiber, die nicht die gewiinschte Tiefe hatte. Durch manuelle Messungen
der Tiefe wurde ermittelt, ab welchem Bereich der Schnitt die gewiinschte Tiefe hatte.
Bis zu diesem Bereich wurden die Seiten abgeschnitten.

Die ROI ist nun definiert durch den Schnitt an den Seiten und in der Tiefe sowie apikal
bis zur Basalmembran. Dieser Bereich wurde nun erneut manuell markiert, der
Hintergrund ausgeschnitten und die Fliche gemessen.

Die Messung der GefaBflache in dieser ROI orientierte sich an der Arbeit von Henze et
al. (Henze et al., 2014). Um GefdBle von restlichem Gewebe darzustellen, wurde die
Funktion Color Threshold mit ImageJ genutzt. Anhand eines Schwellwertes der Farbe,
der Intensitit und der Helligkeit wurde das Bild in ,,Gefal3* und ,,nicht Gefa3* getrennt.
Die Fliche der Gefdfle wurde dann gemessen (Abbildung 15).

AnschlieBend wurde die Fliache der ,,Gefaf3*-Pixel gemessen und ins Verhéltnis zur
Pixelflaiche des bestimmten Dermisbereichs gesetzt, wodurch die Flidchendichte in
Prozent errechnet wurde (um?/100pum?).

Fiir die gesamten Analysen wurden identische Schwellenwerte genutzt. Ausgewertet
wurden sechs Schnitte pro Probe. Alle Messungen wurden von einem verblindeten

Untersucher durchgefiihrt.
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Abbildung 14: Analyse der Gefifidichte: Bestimmung der ROI. Das Bild zeigt einen unbearbeiteten
Schnitt mit subepidermalen Gefaen (Pfeile) (A). Ausgewertet werden die Gefdf3e unterhalb der Epidermis
(blau). Im ersten Schritt wird die Basalmembran, die untere Grenze der Epidermis manuell umfahren (B).
AnschlieBend werden durch ImagelJ automatisch Kreise um die Linie generiert (C). Der Radius der Kreise
entspricht der Tiefe der ROI (hier 500um). Die Kreise werden zu einer Gesamtfldche zusammengefiigt und
das Bild auBerhalb der Flache ausgeschnitten. Im letzten Schritt wird an beiden Seiten die Bereiche
abgeschnitten, deren Tiefe kleiner als 500pm (225um) ist. Hierfiir wird senkrecht zur Basalmembran in die
Tiefe gemessen (D). Es werden nun die seitlichen Flichen sowie auch die Epidermis ausgeschnitten. ROI
= ,,region of interest “.

A Threshold Color - u] pod B X C | & Analyze Particles p <
Hue [—
Size (pixel*2): |200-Infinity
v Pas Circularity: [0.00-1.00
Show ‘iﬁung v/
=3 % -
« » ¥ Display results Exclude on edges
i I™ Clear results W Include holes
Saturation
W Summarize I Record starts
M Ad r "
[ Pass v Add to Manager In situ Show

oK | Cancel| Help

Brightness

W Pass

¥ Dark background

Original | Filtered | Select | Sample |

Stack | Macro | Help |

Abbildung 15: Farbschwellwertmessungen mit ImageJ. Das Bild zeigt die Einstellung des Threshold
Color zur Detektion der Gefille (A). Zur automatischen Auswertung des bindren Bildes wurden die
dargestellten Einstellungen festgelegt (B, C). Das dargestellte Bild zeigt die fertig geschnittene ROI (D).
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3.9.2.3 Analyse der der Langerhans-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden der Farbungen des Schnittes mit DAPI und Langerin
zur Auswertung in ein jeweils getrenntes Bild exportiert.

Durch DAPI wurde die Epidermis gefarbt. Beim Export des DAPI-Bildes wurde der
Weil3-Wert herabgesetzt und der Gamma-Wert hochgesetzt. Dadurch visualisierte man
die Epidermis als homogene blaue Flache (Abbildung 16).

Zur Auswertung wurde zunichst die ROI bestimmt. Da durch DAPI die Zellen der
Epidermis gefarbt werden, wurde DAPI zur automatischen Markierung der Epidermis
genutzt. Mittels des Color Threshold konnte diese Fliche per Schwellwertsystem vom
restlichen Bild abgegrenzt werden. Die Flache wurde gemessen und die Markierung der
Flache gespeichert.

Die Markierung wurde nun auf das Bild des Langerin-Kanals iibertragen. Der Bereich
auBBerhalb der Markierung wurde ausgeschnitten. Um die Langerhans-Zellen zu zdhlen,
wurde das Bild mittels Color Threshold Farbe, Intensitdt und Helligkeit in Langerhans-
Zellen und nicht-Langerhans-Zellen bindr getrennt. Fiir die Flache, die als Langerhans-
Zelle gewertet wurde, wurde 80 um als Mindestgrof3e festgelegt. Im Anschluss an die
automatische Messung wurden manuell auf Artefakte kontrolliert. Fldchen, die
morphologisch keiner Langerhans-Zelle entsprachen oder durch Hintergrundfarbung

bedingt waren, wurden von der Zdhlung ausgeschlossen (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Einstellung der Epidermis zur automatischen Flichenerkennung. Die einzelnen Zellen
(Pfeile) (A) wurden durch Herabsenken des Weilwertes und Steigerung der Gamma-Werte zu einer
homogenen Fliche (B). Dies ermoglicht dem Bildanalyse-Programm ImagelJ die automatische Erfassung
der epidermalen Fléche.

Abbildung 17: Auswertung der Langerhans-Zell-Dichte mit ImagelJ. Im ersten Schritt werden vom
DAPI-Bild (A) mittels der Schwellwertfunktion die epidermale Fliche markiert (B). Im nédchsten Schritt
wird die Markierung iiber das Langerin-Bild gelegt (C). Innerhalb dieser Fliche wird nun erneut mit der
Schwellwertfunktion die Langerhans-Zellen (Pfeile) gezihlt (D).
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3.9.3 Histologische Analyse der Hautbeteiligung mit einem SSc-Hautscore

Die Auswertung der HE- und EvG-gefarbten Schnitte wurde an einem Nikon Eclipse 80i
Lichtmikroskop durchgefiihrt.

Bei der Auswertung des Krankheitsprogresses der Haut wurde sich an einer Publikation
von Praet et al. (2011) orientiert, die Merkmale zur Evaluation des Hautprogresses
untersuchten (Van Praet et al., 2011). Es wurde zum einen die Epidermis begutachtet. Auf
einer visuellen Analogskala bis 10 (VAS-10) wurde die epidermale Pigmentation
bewertet. Es wurde zudem gepriift, ob eine Pigmentinkontinenz vorlag. Die epidermale
Dicke wurde anhand der Schichten zwischen zwei Reteleisten, die Ausstiilpung der
Epidermis in die Dermis, beurteilt. Die Beurteilung erfolgte semiquantitativ. Weniger als
drei Schichten ergaben null Punkte, drei bis vier Schichten ergaben einen Punkt, fiinf bis
sechs Schichten ergaben zwei Punkte und mehr als sechs Schichten zdhlten drei Punkte.
Weiterhin wurde beurteilt, ob die dermalen Papillen verstrichen waren oder Parakeratosen
zu finden waren. Beurteilt wurden zum anderen die Schweilldriisen. Es wurde auf
EinschlieBung von Schweilldriisen oder Verlust der Ausfiihrungsgénge geachtet. Zur
Beurteilung der Gefdle wurde gepriift, ob eine Proliferation der Intima tiefliegender
dermaler Gefdle oder Teleangieektasien erkennbar waren. Beziiglich der
inflammatorischen Komponente in der Haut wurden die mononukledren Infiltrate
semiquantitativ beurteilt. Infiltrate kleiner als finf Zellen wurde mit null Punkten
bewertet, fiir fiinf bis neun Zellen gab es einen Punkt, fiir zehn bis 50 Zellen zwei Punkte
und fiir mehr als 50 Zellen drei Punkte.

Zusatzlich wurde die Hyalinisierung des Kollagens auf einer VAS-10 bewertet. Das
Vorliegen von Kalzifikationen und Fibroplasien wurde gepriift. Bei der Fibroplasie wurde
zusitzlich in drei Gruppen unterteilt, keine Fibroplasie, milde Fibroplasie und
ausgeprigte Fibroplasie (Tabelle 6).

Die Untersuchungen wurden verblindet von drei Untersuchenden unter der Anleitung des

Dermatopathologen Prof. Dr. Reginald Wolf durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Hautpathologie I. Histologisch wurde im Stratum basale (Pfeilspitzen) die Pigmentierung
bewertet. Schnitt A weist im Vergleich zu Schnitt B eine hohe Pigmentierung auf. In der Dermis wurde eine
Fibroplasie als gesteigerte Kollagenablagerung evaluiert. Schnitt C weist hier eine hohe Menge an Kollagen
im Vergleich zu Schnitt D auf.

Abbildung 19: Hautpathologie II. Die dermal-epidermale Grenze wurde auf ihre Papillen untersucht.
Schnitt A zeigt im Vergleich zu Schnitt B einen Verlust der Papillen und eine somit lineare dermale-
epidermale Grenze. Im Vergleich zum lockeren Gewebe um die Schweifldriise in Schnitt D zeigt sich die
Schwei3driise in Schnitt C dicht von Kollagen umgeben.
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Abbildung 20: Teleangiektasie. In der Abbildung zeigt sich subepidermal ein aufgeweitetes Gefdl im

Sinne einer Teleangiektasie.

Kriterium Farbung  Skala

Epidermale Pigmentation HE Ordinal — VAS (0-10)

Hyalinisiertes Kollagen EvG Ordinal — VAS (0-10)

Anzahl der epidermalen HE Ordinal — Semiquantitativ

Zellschichten (Zellschichten: <3; 3-4; 5-6; >6)

Mononukledre Infiltrate HE Ordinal — Semiquantitativ (Anzahl der
Zellen: <5; 5-9; 10-50; >50)

Fibroplasie HE Ordinal — keine, mild oder ausgepragt

Einschluss der Schweilldriisen HE Nominal

durch Kollagen

Kalzifikation HE Nominal

Verlust der Anhangsgebilde HE Nominal

Verlust der epidermalen Papillen HE Nominal

Proliferation der tiefliegenden HE Nominal

Arteriolen

Parakeratosen HE Nominal

Pigmentinkontinenz HE Nominal

Teleangiektasien HE Nominal

Tabelle 6: Hautscore bei der systemischen Sklerose. Anhand von 13 Kriterien wurde ein histologischer
Score ermittelt, um den Krankheitsprogress zu quantifizieren. HE = Hamatoxylin/Eosin, VAS = Visuelle

Analog Skala, EvG = Elastica-van-Gieson.
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3.10 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism 9 (San
Diego, California, USA). Zu Beginn wurden die Variablen mithilfe des Shapiro-Wilk-
Test auf ihre Normalverteilung gepriift. Im Anschluss wurden die Variablen epidermale
Nervenfaserdichte (END), GefaBflichendichte mit 225 um Tiefe (VD225),
Gefaliflichendichte mit 500 um Tiefe (VD500), Langerhans-Zell-Dichte sowie der
Hautscore innerhalb der Gruppen auf ihre Mittelwertsunterschiede gepriift. Als weitere
Variablen wurden Alter, Krankheitsdauer, der mRSS, die Werte der
Nagelpfalzmikroskopie sowie das Antikorperprofil mit ausgewertet. Die Verdnderung
von vor zu nach Therapie wurde mittels des abhédngigen t-Tests gepriift. Bei nicht
normalverteilten Variablen wurde der Wilcoxon-Test angewandt. Bei den
Mittelwertsunterschieden zwischen SSc- und Kontrollkohorte wurde der unabhéngige t-

Test und bei nicht normalverteilten Variablen der Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Kohorten

Die Kontrollkohorte umfasste 7 gesunde Personen, im Schnitt mit einem Alter von 51,6
(£18,35) Jahre, zu 71% weiblich. Die mittlere Kapillardichte an der Nagelpfalz betrug
11,5 (% 4,6) Kapillare/mm (Tabelle 7).

Probe Alter bei Biopsie | Geschlecht Nagelpfalzmikroskopie
(Jahre) (Kapillare/mm)

15 58 maénnlich 13,375

16 58 weiblich 12

17 83 weiblich 12

18 56 weiblich 12,5

19 38 maénnlich 9,75

20 42 weiblich n.a.

21 26 weiblich 9,125

Tabelle 7: Kontrollkohorte ohne Systemische Sklerose.

Dem gegeniiber wurde eine Kohorte mit 24 Proband*innen mit systemischer Sklerose
gestellt. Das mittlere Alter bei der ersten Biopsie betrug 55,8 ( 11,5) Jahre. 91,7 % sind
weiblich. 91,7 % litten unter der limitierten Form der systemischen Sklerose, 8,3 % unter
der diffusen Form. Die durchschnittliche Krankheitsdauer betrdgt 13,2 (+ 8,4) Jahre. Die
mittlere Kapillardichte der Nagelpfalz betrug 4,7 (£ 2,9) Kapillare/mm. Bei fiinf
Proband*innen wurde keine erneute Biopsie durchgefiihrt. Bei drei Proband*innen ist die
Krankheitsdauer nicht bekannt. Bei einer Probandin ist das Alter nicht bekannt (Tabelle
8).
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Probe | Alter Krankheits- | Haut- Serum- SSc-Subtyp | Nagelpfalz- mRSS
(m/w) dauer biopsie antikorper mikroskopie
(Jahre) (mm?)
X001 | 72 (w) 3 rechts - ISSc 4 0
XX 02 | 63 (w) 14 rechts Cenp A/B ISSc 2,88 0
XX 03 | 57 (w) n.a. n.a. n.a. ISSc n.a. n.a.
XX 04 | 48 (m) n.a. links n.a. ISSc n.a. n.a.
XX 05 | 55 (w) | 36 links Cenp A/B ISSc 3,38 3
X006 | 28 (w) 12 rechts - ISSc 0 0
XX 07 | 50 (w) 10 rechts Cenp A/B ISSc 5,5 0
XX08 [59(m) |9 links Cenp A/B ISSc 5,88 6
XX 09 | 69 (w) 10 rechts Cenp A/B ISSc 7,25 0
XX 10 | 54 (w) 13 rechts Cenp A/B ISSc 3,88 2
X011 | 54 (w) 20 rechts - dSSc 8,38 9
X012 [38(w) |8 links - dssc 0 0
X013 | 64 (w) 24 links Cenp A/B ISSc 3,75 0
X022 | 53(w) 13 rechts Topo- ISSc n.a. 9
isomerase-I

X023 | 62 (w) 13 links Cenp A/B ISSc 4,88 4
X024 |59 (w) 12 rechts Cenp A/B ISSc 2,13 0
XX 25 | na (w) | na n.a. n.a. ISSc n.a. n.a
XX 26 | 63 (w) 7 rechts - ISSc 4 0
XX 27 | 35 (w) 7 links Cenp A/B ISSc 7,63 0
XX 28 | 57 (w) 11 links - ISSc 7,88 0
X029 | 73 (w) 26 links Cenp A/B ISSc 2,75 2
X030 |43 (w) 2 links CenpB ISSc 6,5 0
XX 31 | 59 (w) 4 links Cenp A/B ISSc 7,63 0
X032 | 68(w) |24 links - ISSc 6,25 0

Tabelle 8: Kohorte mit Systemische Sklerose. mRSS = ,, modified Rodnan Skin Score “; m = mannlich, w
= weiblich; Cenp = Centromeric protein, n.a. = nicht angegeben; 1SSc = limitierte systemische Sklerose,

dSSc = diffuse systemische Sklerose.



48

4.2 Auswertung der Hautbiopsien

4.2.1 Morphometrische Analyse

In der folgenden Tabelle sind die erhobenen Werte der Nervenfaser-, Gefil3- und
Langerhans-Zell-Dichte aufgefiihrt (Tabelle 9). Die Langerin-Farbung der ersten
Hautbiopsie der Probe XX 07 hat keinen ausreichenden Kontrast erzielt, daher konnte die
Langerhans-Zell-Dichte nicht ausgewertet werden.

Des Weiteren sind die Ergebnisse des SSc-Hautscores dargestellt (Tabelle 10 — 12). In der
Arbeit von Van Praet et al. zeigten sich in betroffener Haut vermehrt hyalinisiertes
Kollagen, mononukleidre Infiltrate und eine Verdickung der Epidermis (Van Praet et al.,
2011). In unseren Untersuchungen konnte kein hyalinisiertes Kollagen gefunden werden.
Aus der Anzahl der epidermalen Schichten und dem Grad der mononukleédren Infiltraten
wurde ein Hautscore zusammengefasst. Beide Parameter wurden in einen Einzelscore

von 0-5 Punkten transformiert und anschlieBend aufaddiert.
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Hautbiopsien END VD225 VD500 LC-Dichte
(Fasern/mm) (Um?/100pm?) (Mm?/100pm?) (LC/mm?)
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
X001 11,17 15,07 3,64 | 3,06 3,11 2,49 140,14 443,13
XX 02 11,68 9,75 2,43 | 24 1,85 1,84 289,26 447,89
XX 03 11,59 n.a. 3,25 | na. 2,87 n.a. 370,2 n.a.
XX 04 12,13 n.a. 2,6 n.a. 1,79 n.a. 319,56 n.a.
XX 05 12,39 | 19,2 2,83 | 1,58 1,58 2,48 478,8 254,75
X006 6,03 5,97 3,96 | 1,84 4,69 2,64 112,73 270,55
XX 07 11,47 6,17 1,61 | 1,68 2,13 1,67 n.a. 352,63
XX 08 74 4,6 5,01 | 1,84 4,03 0,97 377,4 482,86
XX 09 16,45 17,61 1,74 | 2,24 1,86 1,32 166,04 253,13
XX 10 11,95 11,25 3,05 | 2,33 2,84 1,59 224,66 348,23
X011 11,27 15,87 0,94 | 1,08 1,15 1,0 201,62 352,33
X012 7,87 6,98 528 | 2,53 5,55 1,99 148,64 251,95
X013 7,86 19,09 |29 4,08 3,22 3,12 518,48 204,31
X0 22 17,94 n.a. 421 | na 3,89 n.a. 273,68 n.a.
X023 21,45 n.a. 2,4 n.a. 1,92 n.a. 203,89 n.a.
X024 15,08 | 18,83 | 2,75 | 2,45 2,36 2,71 238,92 303,68
XX 25 9,9 n.a. 2,29 | na. 1,92 n.a. 161,64 n.a.
XX 26 17,37 | 14,39 | 2,03 | 2,58 1,75 2,13 223,44 188,43
XX 27 13,05 | 11,76 | 3,01 | 3,28 2,14 1,93 260,8 223,4
XX 28 12,76 10,71 245 | 2,77 1,79 2,15 371,44 408,32
X029 12,76 | 18,37 | 2,22 | 2,14 1,94 1,79 249,86 286,89
X030 10,15 | 8,96 4,83 | 2,64 3,18 1,69 162,92 240,34
XX 31 23,83 | 2339 |271 |35 2,43 2,78 363,19 376,91
X032 10,59 | 3,57 4,13 | 3,82 1,91 2,86 117,1 112,03
15 7,71 1,55 0,91 614,68
16 14,09 1,76 1,79 274,51
17 7,63 4,35 3,84 299,14
18 12,44 2,48 1,75 250,1
19 10,39 0,75 0,67 305,24
20 8,25 2,4 1,85 310,11
21 15,08 1,99 1,68 294,14

Tabelle 9: Analyse der Immunfluoreszenzschnitte. END = Epidermale Nervenfaserdichte, VD225 =
Gefialdichte innerhalb 225 pum Tiefe, VD500 = GefaBdichte innerhalb 500 um Tiefe, LC = Langerhans-

Zellen, n.a. = nicht angegeben.
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Haut- Epidermale Hyalinisiertes Mononukleire Kalzifikation
biopsien Pigmentierung Kollagen Infiltrate
VAS (0-10) VAS (0-10) (0-3) +/-
Biopsie 1 2. 1. 2. 1 2. 1 2.
X001 2 0 0 0 0 1 - -
XX 02 0 1 0 0 1 1 - -
XX 03 1 n.a 0 n.a 0 n.a. - n.a.
XX 04 2 n.a 0 n.a. 1 n.a. - n.a.
XX 05 1 1 0 0 1 1 - -
X0 06 0 0 0 0 1 1 - -
XX 07 0 0 0 0 1 1 - -
XX 08 3 0 0 0 1 1 - -
XX 09 0 1 0 0 1 1 - -
XX10 2 0 0 0 2 1 - -
X0 11 2 2 0 0 1 1 - -
X012 8 7 0 0 2 1 - -
X013 2 0 0 0 3 1 - -
X0 22 2 n.a. 0 n.a. 2 n.a. - n.a.
X0 23 1 n.a. 0 n.a 1 n.a. - n.a.
X024 1 0 0 0 1 1 - -
XX 25 1 n.a 0 n.a. 1 n.a. - n.a.
XX 26 1 1 0 0 2 1 - -
XX 27 1 1 0 0 1 1 - -
XX 28 3 6 0 0 2 1 - -
X029 2 1 0 0 2 1 - -
X0 30 2 1 0 0 2 1 - -
XX 31 1 1 0 0 3 2 - -
X0 32 0 1 0 0 1 1 - -
15 0 0 1 -
16 1 0 1 -
17 0 0 1 -
18 1 0 2 -
19 0 0 1 -
20 0 0 2 -
21 1 0 1 -
Tabelle 10: Bestimmung des histologischen SSc-Hautscores. ,,+ = vorhanden, ,,-*“ = nicht vorhanden,

n.a. = nicht angegeben.
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Haut- Schweifldriisen- Fibroplasie Verlust der Verlust epidermaler
biopsien einschluss Anhangsgebilde Papillen
+/- ++/+/- +/- ++/+/-

Biopsie 1 2. 1 2. 1 2. 1 2.
X0 01 n.a - + - ++ ++ n.a -
XX 02 - - - - ++ ++ + -
XX 03 n.a. n.a. n.a. n.a. ++ n.a. - n.a.
XX 04 + n.a. - n.a. - n.a ++ n.a.
XX 05 + n.a. - - - ++ + +
X0 06 n.a. + - - - ++ + n.a.
XX 07 - n.a. - - ++ ++ + -
XX 08 + n.a. - - + ++ ++ -
XX 09 + n.a. - - ++ ++ R
XX 10 + n.a. - - ++ ++ + -
X0 11 - n.a. - n.a ++ ++ - -
X012 + - - - _ _ T+ T
X013 + n.a. - - ++ ++ ++ -
X0 22 n.a. n.a. - n.a. - n.a + n.a
X0 23 + n.a. - n.a. ++ n.a. - n.a
X0 24 - + - - ++ ++ - ++
XX 25 + n.a. - n.a. ++ n.a. ++ n.a.
XX 26 + - - - ++ ++ ++ -
XX 27 n.a. + n.a - - - n.a ++
XX 28 + - - - - - R T+
X029 + + - - ++ ++ ++ ++
X0 30 + n.a. - - - - ++ ++
XX 31 + - - - - R T+ R
X0 32 + n.a. - - ++ ++ ++ -
15 n.a. + n.a -
16 - - - -
17 n.a. - - -
18 n.a. - - ++
19 + ++ - -
20 + ++ - ++
21 + ++ - -

Tabelle 11: Bestimmung des histologischen SSc-Hautscores. ,,+* = vorhanden, ,,-*“ = nicht vorhanden,

T = ausgeprigt, n.a. = nicht angegeben.




52

Haut- Proliferation Para- Pigment- Teleangi- Epidermale
biopsien tiefdermaler keratose inkontinenz ektasien Schichten

Arteriolen

+/- +/- +/- +/-

Biopsie 1 2. 1 2. 1 2. 1 2. 1. 2.
X001 - - - - - - - + 4 4,6
XX 02 - - - - - - - - 3,6 4,2
XX 03 - n.a. - n.a. - n.a + n.a. 3,8 n.a.
XX 04 - n.a. - n.a. - n.a n.a. n.a. 6,6 n.a.
XX 05 - - - - - - - + 4 4
X0 06 n.a - - - - - + - 4.4 5,2
XX 07 - - - - - - - - 4,2 4,2
XX 08 - - - - - - - - 4,6 4,4
XX 09 - n.a. - - - - - - 5 4,6
XX 10 - n.a. - - - - + - 5 5,2
X0 11 - n.a. - - - - - 5,8 5,6
X012 - - - - + + n.a - 5,6 6,4
X013 - - - - - - - - 4 4,6
X0 22 - n.a. - n.a. - n.a - n.a. 4,8 n.a.
X0 23 - n.a. - n.a. - n.a - n.a. 4 n.a.
X024 - - - - - - - - 4,6 4,8
XX 25 - n.a. - n.a. - n.a + n.a. 4 n.a.
XX 26 - - - - - - - - 4,4 4,4
XX 27 - - - - - - - - 4,4 4,4
XX 28 - - - - - - - - 5 52
X029 - - - - - - - - 3,6 3,8
X030 - - - - - - - - 5,6 4,8
XX 31 - - - - - - - - 5,8 5
X0 32 - - - - - - - - 3,8 4,2
15 - - - - 4,6
16 - - - - 4,6
17 - - - - 52
18 - - - - 4,6
19 - - - - 4,4
20 - - - - 5,4
21 - - - - 4,6

Tabelle 12: Bestimmung des histologischen SSc-Hautscores. ,,+ = vorhanden, ,,-

n.a. = nicht angegeben.

3

¢ = nicht vorhanden,
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Haut- Mononukleire | Epidermale | Mononukleire Epidermale Gemeinsamer
biopsien Infiltrate Schichten Infiltrate Schichten Hautscore
(0-3) transformiert | transformiert (0-10)
(0-5) (0-5)
Biopsie 1. 2. 1 2. 1 2. 1. 2. 1 2.
X0 01 0 1 4 4,6 0 1,67 2,4 3 2,4 4,67
XX 02 1 1 3,6 4,2 1,67 1,67 2 0 3,67 1,67
XX 03 0 n.a 3,8 n.a. 0 n.a 2,2 n.a 2,2 n.a.
XX 04 1 n.a 6,6 n.a 1,67 n.a. 5 n.a. 6,67 n.a.
XX 05 1 1 4 4 1,67 1,67 2,4 2,4 4,07 4,07
X0 06 1 1 4,4 5,2 1,67 1,67 2,8 3,6 4,47 5,27
XX 07 1 1 4,2 4,2 1,67 1,67 2,6 2,6 4,27 4,27
XX 08 1 1 4,6 4,4 1,67 1,67 3 2,8 4,67 4,47
XX 09 1 1 5 4,6 1,67 1,67 3,4 3 5,07 4,67
XX10 2 1 5 5,2 3,33 1,67 3,4 3,6 6,73 5,23
X0 11 1 1 5,8 5,6 1,67 1,67 4,2 4 5,87 5,67
X012 2 1 5,6 6,4 3,33 1,67 4 4,8 7,33 6,47
X013 3 1 4 4,6 5 1,67 2,4 3 7,4 4,67
X0 22 2 n.a 4,8 n.a. 3,33 n.a. 3,2 n.a 6,53 n.a.
X0 23 1 n.a 4 n.a 1,67 n.a. 2.4 n.a. 5,07 n.a.
X024 1 1 4,6 4,8 1,67 1,67 3 3,2 4,67 4,87
XX 25 1 n.a 4 n.a 1,67 n.a. 2.4 n.a. 4,07 n.a.
XX 26 2 1 4,4 4,4 3,33 1,67 2,8 2,8 6,13 4,47
XX 27 1 1 4,4 4,4 1,67 1,67 2,8 2,8 4,47 4,47
XX 28 2 1 5 5,2 3,33 1,67 3,4 3,6 6,73 5,37
X029 2 1 3,6 3.8 3,33 1,67 2 2,2 5,33 3,87
X030 2 1 5,6 4,8 3,33 1,67 4 3,2 7,33 4,87
XX 31 3 2 5.8 5 5 3,33 4,2 3,4 9,2 6,73
X0 32 1 1 3.8 4,2 1,67 1,67 2,2 2,6 3,87 4,27
15 1 4,6 1,67 3 4,67
16 1 4,6 1,67 3 4,67
17 1 5,2 1,67 3,6 5,27
18 2 4,6 3,33 3 6,33
19 1 4,4 1,67 2,8 4,47
20 2 5,4 3,33 3.8 7,13
21 1 4,6 1,67 3 4,67

Tabelle 13: Transformation des histologischen SSc-Hautscores. n.a. = nicht angegeben.
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4.3 Korrelation der Variablen

Die Variablen der Ergebnisse wurden untereinander auf signifikante Korrelation gepriift.
Genutzt wurde hierfiir der Spearman Rangkorrelationskoeffizient p. Analysiert wurden
epidermale Nervenfaserdichte, Gefdl3dichten mit 225 um und 500 um Tiefe, Langerhans-
Zell-Dichte und der Hautscore der Proben vor Therapie.

Es zeigt sich eine signifikante Korrelation der Langerhans-Zell-Dichte mit der
epidermalen Nervenfaserdichte (Spearman’sches Rho = 0,44; p = 0,04) sowie eine
signifikante positive Korrelation von beiden Gefdfidichten (Spearman’sches Rho = 0,75;

p <0,01).

SSc-Kohorte | END VD225 VD500 LC-Dichte Hautscore
END 1 -0,38 -0,28 0,44* 0,36
(p=0,07) (p=0,19) (r=0,04) (p =0,08)

VD225 -0,38 1 0,75% -0,08 0,05
(p=0,07) (r<0,01) (p=0,73) (p=0,82)

VD500 -0,28 0,75% 1 -0,13 0,16
(p=0,19) (r<0,01) (p=0,56) (p=0,45)

LC-Dichte 0,44* -0,08 -0,13 1 0,18
(p=0,04) (p=0,73) (p=0,56) =04

Hautscore 0,36 0,05 0,16 0,18 1
(p=0,08) (p=082) (p=0.45) (p=04)

Tabelle 14: Korrelationen der histologischen Parameter der pritherapeutischen SSc-Kohorte.
Angegeben ist das Spearman’sche Rho. Bei einem a-Wert von 0,05 korrelierten die Gefdlldichten
untereinander sowie die epidermale Nervenfaserdichte und die Langerhans-Zell-Dichte signifikant. END =
Epidermale Nervenfaserdichte, VD225 = Gefadichte innerhalb 225 pm Tiefe, VD500 = GefaB3dichte
innerhalb 500 um Tiefe, LC = Langerhans-Zellen.
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Des Weiteren evaluierten wir die Korrelation der Variablen mit dem Alter, der
Krankheitsdauer, dem mRSS und der nagelpfalzmikroskopischen Kapillardichte.

Es konnte keine signifikante Korrelation der histologischen Variablen mit Alter,
Krankheitsdauer sowie auch mit dem mRSS und der nagelpfalzmikroskopischen

Kapillardichte gefunden werden.

SSc-Kohorte END VD225 VD500 LC-Dichte Hautscore
Alter 0,32 -0,31 -0,25 0,05 -0,19
(p=0,14) (p=0,15) (p=0,24) (p=0,84) (p=0,38)
Krankheitsdauer | 0,01 -0,23 -0,35 0,27 -0,18
(p =0,68) (p=0,33) (p=0,12) (p=0,26) (p=0,45)
mRSS 0,07 -0,02 -0,09 0,25 0,05
(p=0,77) (p=0,94) (p=0,71) (p=0,29) (p=0,84)
Kapillardichte 0,19 -0,26 -0,37 0,01 0,17
(p=041) | (p=0.27) (p=0,11) (=07 (p=0.47)

Tabelle 15: Korrelation der histologischen Variablen mit den klinischen Werten der SSc-Kohorte.
Angegeben ist das Spearman’sche Rho. Bei einem a-Wert von 0,05 lag keine Korrelation im signifikanten
Bereich. SSc = systemische Sklerose, END = Epidermale Nervenfaserdichte, VD225 = Gefidfidichte
innerhalb 225 pm Tiefe, VD500 = Gefdf3dichte innerhalb 500 um Tiefe, LC = Langerhans-Zellen, mRSS =
,,modified Rodnan Skin Score “.
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Ebenfalls auf Korrelation gepriift wurden die Parameter der Kontrollen. Genutzt wurde
der Spearman Rangkorrelationskoeffizient p. Analysiert wurden das Alter, die epidermale
Nervenfaserdichte, die GefaB3dichten, die Langerhans-Zell-Dichte und der Hautscore.

Es =zeigte sich eine signifikante Korrelation der Gefilldichten untereinander
(Spearman’sches Rho = 0,821; p = 0,034). Zwischen der Gefafidichte in einer Tiefe von
225 pm und des Hautscores konnte ebenfalls eine signifikante Korrelation gefunden

werden (Spearman’sches Rho = 0,815; p = 0,036).

Kontrollkohorte | END VD225 VD500 LC-Dichte Hautscore
END 1 -0,214 -0,286 -0,643 -0,259
(p =0,662) (p=0,556) (p=0,139) (p=10,598)

VD225 -0,214 1 0,821* -0,393 0,815*

(p =0,662) (p=0,034) (p =10,396) (p =0,036)
VD500 -0,286 0,821* 1 -0,214 0,741

(p=0,556) | (p=0,034) (p =0,662) (p=0,071)
LC-Dichte -0,643 -0,393 -0,214 1 -0,111

(P=0,139) | (p=0,396) (p =0,662) (p=0,84)
Hautscore -0,259 0,815* 0,741 -0,111 1

(p=0,598) | (p=0,036) (p=0,071) (p=0,84)

Tabelle 16: Korrelationen der histologischen Parameter der Kontrollen. Angegeben ist das
Spearman’sche Rho. Bei einem a-Wert von 0,05 korrelierten die GefdB3dichten untereinander, sowie die
VD225 und der Hautscore signifikant. END = Epidermale Nervenfaserdichte, VD225 = Gefifidichte
innerhalb 225 um Tiefe, VD500 = Gefd3dichte innerhalb 500 pm Tiefe, LC = Langerhans-Zellen.

Weiterhin untersuchten wir die Korrelation der histologischen Parameter mit Alter und

Kapillardichte. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation.

Kontrollkohorte | END VD225 VD500 LC-Dichte Hautscore

Alter -0,51 0,18 0,29 -0,07 -0,08
(p=0,25) (P=0,7) (p=0,53) (=09 (p=0.89)

Kapillardichte | -0,49 0,06 0,12 0,09 0,46
(p=0,34) (p=0,94) (p=0,84) (p=0,85) (p=0,42)

Tabelle 17: Korrelationen der histologischen Parameter mit den klinischen Werten der Kontrollen.
Angegeben ist das Spearman’sche Rho. Bei einem a-Wert von 0,05 korrelierten die GefdaBdichten
untereinander, sowie die VD225 und der Hautscore signifikant. END = Epidermale Nervenfaserdichte,
VD225 = Gefiafidichte innerhalb 225 um Tiefe, VD500 = GefiaBdichte innerhalb 500 pm Tiefe, LC =
Langerhans-Zellen.



4.4 Priifung auf Normalverteilung

Die Variablen wurden mit dem Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung gepriift. Mit
Ausnahme der VD500 und der Krankheitsdauer in der pratherapeutischen SSc-Kohorte,
der Langerhans-Zell-Dichte in der Kontrollkohorte und der Hautscores in der pria- und

posttherapeutischen Gruppe zeigten sich bei allen Parametern eine Normalverteilung

(Tabelle 18).

Kontrollkohorte SSc-Kohorte SSc-Kohorte
pritherapeutisch posttherapeutisch

n p(Ho) n p(Ho) n p(Ho)
END 7 0,243 24 0,097 19 0,477
VD225 7 0,414 24 0,42 19 0,928
VD500 7 0,07 24 0,005 19 0,742
LC-Dichte 7 <0,001 23 0,136 18 0,749
Hautscore 7 0,043 24 0,71 19 0,035
Kapillarmikroskopie 6 0,408 20 0,359 - -
Alter 7 0,372 23 0,26 - -
Krankheitsdauer - - 21 0,034 - -

Tabelle 18: Shapiro-Wilk-Test der Variablen der unabhiingigen Stichproben. Bei der Berechnung des
Shapiro-Wilk wird als Hy angenommen, die Variable sei normalverteilt. Sowohl bei der VD500 der SSc-
Kohorte als auch bei der LC-Dichte der Kontrollkohorte miissen die Nullhypothesen verworfen werden.
Somit darf nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden. SSc = systemische Sklerose, n =
Stichprobengréfe, p(Ho) = Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese, END = Epidermale Nervenfaserdichte,
VD225 = Gefédfidichte innerhalb 225 pm Tiefe, VD500 = GefdB3dichte innerhalb 500 um Tiefe, LC =

Langerhans-Zellen.
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4.5 Unterschiede zwischen der gesunden und der erkrankten Gruppe

Die einzelnen Variablen der gesunden und der erkrankten Gruppe wurden auf
Unterschiede beziiglich ihrer Mittelwerte untersucht. Bei den normalverteilten Variablen
wurde dies mit unabhingigen zweiseitigen T-Tests analysiert. Bei nicht normalverteilten
Variablen wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt (Tabelle 19).

Zusammenfassend zeigt sich eine signifikante hohere Gefdlldichte der SSc-Kohorte im

Vergleich zur Kontrollkohorte in einer Tiefe von 500 pm (p = 0,015).

Parameter Kontrolle Systemische Sklerose | Test p(Ho)
u(xo) (pratherapeutisch)
1 (£ o)

END 10,8 (£ 3,11) 13,36 (£ 4,48) Unabhéngiger 0,198
(Fasern/mm) n=7 n=24 zweiseitiger T-

Test
VD225 2,18 (£ 1,12) 3,05 (£ 1,16) Unabhéngiger 0,092
(um?/100pm?) n=7 n=24 zweiseitiger T-

Test
VD500 1,79 (£ 1,01) 2,64 (£1,12) Mann-Whitney-U | 0,015*
(nm?*/100pm?) n="7 n=24
LC-Dichte 335,4 (£124,9) | 256,1 (= 124,8) Mann-Whitney-U | 0,096
(LC/mm?) n=7 n=23
Hautscore 5,32 (£1,02) 5,49 (= 1,61) Mann-Whitney-U | 0,899
(0-10) n=7 n=24
Kapillarmikroskopie | 11,46 (+ 4,59) 4,73 (£2,89) Unabhéngiger >0,001
(Kapillar/mm) n==6 n=20 zweiseitiger T-

Test

Tabelle 19: Mittelwertvergleiche zwischen der pritherapeutischen SSc-Kohorte und den Kontrollen.
Aufgrund der Normalverteilung der epidermalen Nervenfaserdichte, der Gefadichte mit der Messtiefe von
225 pm sowie bei der Kapillardichte konnte bei diesen Parametern ein t-Test angewendet werden. Bei den
restlichen Parametern wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Die Nullhypothese war stets, dass sich
die Gruppen nicht voneinander unterscheiden. Bei der Gruppe der Erkrankten zeigte sich die GefaB3dichte
mit Messtiefe von 500 pm signifikant erhoht. p = arithmetisches Mittel, c = Standardabweichung, n =
Stichprobengrdfie, p(Ho) = Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese, END = Epidermale Nervenfaserdichte,
VD225 = GefdBdichte innerhalb 225 pum Tiefe, VD500 = Gefafidichte innerhalb 500 um Tiefe, LC =
Langerhans-Zellen.
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4.6 Unterschiede zwischen der SSc-Kohorte pri- und

posttherapeutisch

Von allen 24 Proband*innen mit systemischer Sklerose wurde vor Therapie eine
Hautbiopsie durchgefiihrt. Bei 19 Proband*innen wurde im Abstand von drei Monaten
eine erneute Biopsie durchgefiihrt. Die einzelnen Variablen wurden auf Unterschiede der
Mittelwerte bevor und nach der Therapie gepriift. Bei normalverteilten Variablen wurde
der abhingige zweiseitige t-Test genutzt. Bei nicht normalverteilten Variablen wurde der
Wilcoxon-Rangtest verwendet.

Zusammenfassend zeigt sich eine signifikante Reduktion des histologischen SSc-

Hautscores nach Iloprost-Therapie (p = 0,026).

Parameter Pritherapeutisch: | Posttherapeutisch: | Test p(Ho)
1 (xo) 1 (xo)

END (n =19) 12,69 (£4,13) 12,71 (£ 5,82) Abhéngiger 0,979

(Fasern/mm) zweiseitiger T-Test

VD225 (n=19) 3,03 (+1,19) 2,52 (£ 0,78) Abhéngiger 0,088

(nm?/100pm?) zweiseitiger T-Test

VD500 (n =19) 2,61 (£1,14) 2,06 (+0,62) Wilcoxon- 0,134

(nm?*/100pm?) Rangtest

LC-Dichte (n =18) | 258,1 (= 131) 305,4 (£ 98,5) Abhingiger 0,197

(LC/mm?) zweiseitiger T-Test

Hautscore (n =19) | 5,46 (£ 1,68) 4,74 (+ 1,06) Wilcoxon- 0,026*

(0-10) Rangtest

Tabelle 20: Mittelwertvergleiche zwischen der pritherapeutischen SSc-Kohorte und den Kontrollen.
Aufgrund der Normalverteilung der epidermalen Nervenfaserdichte, der Geféf3dichte mit der Messtiefe von
225 pm und der Langerhans-Zell-Dichte konnte bei diesen Parametern ein t-Test angewendet werden. Bei
den restlichen Parametern wurde auf den Wilcoxon-Rangtest zuriickgegriffen. Die Nullhypothese war stets,
dass sich die Gruppen nicht voneinander unterscheiden. Es zeigte sich, dass der Hautscore
posttherapeutisch signifikant reduziert war. p = arithmetisches Mittel, ¢ = Standardabweichung, n =
StichprobengréBe, p(Ho) = Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese, END = Epidermale Nervenfaserdichte,
VD225 = Gefédfidichte innerhalb 225 pum Tiefe, VD500 = GefdBdichte innerhalb 500 pm Tiefe, LC =
Langerhans-Zellen.
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4.7 Epidermale Nervenfaserdichte (END)

Bei der Analyse der Nervenfaserdichte zeigte sich in der Gruppe mit systemischer
Sklerose eine mittlere epidermale Nervenfaserdichte von 13,36 + 4,48 Fasern/mm, wobei
sich kein signifikanter Unterschied zur Kontrollkohorte zeigt (10,8 + 3,11 Fasern/mm; p
=0,198).
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Abbildung 2121: Analyse der END. Die END zeigte keine signifikante
Verdnderung im Vergleich zwischen Erkrankten und Kontrollkohorte (p > 0.05).
Nach Therapie zeigte sich keine signifikante Verdnderung (p > 0.05). END =
Epidermale Nervenfaserdichte, SSc = Systemische Sklerose.

Bei den 19 Proband*innen mit systemischer Sklerose, die eine zweite Biopsie erhalten
haben, zeigte sich vor Therapie eine mittlere epidermale Nervenfaserdichte von 12,69 +
4,13 Fasern/mm. Nach Therapie zeigte sich keine signifikante Verdnderung (Abbildung
17).

Die epidermale Nervenfaserdichte zeigte zum Alter sowie zur Krankheitsdauer keine

signifikante Korrelation mit einem Spearman’schen p von 0,32 (p > 0,05) und 0,1 (p >

0,05). 301
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Abbildung 222: Korrelation der END. Die END zeigte keine Korrelation zu Alter (A) und
Krankheitsdauer (B) (Alter: tho = 0,32; p > 0,05; Krankheitsdauer: tho =0,1; p> 0,05). END
= Epidermale Nervenfaserdichte.
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4.8 Gefifldichte (VD)

Die mittlere Gefdfldichte der Testpersonen mit systemischer Sklerose betrug 3,05 + 1,16
um?/100um? bei der Messtiefe von 225 um (VD225). Die Kontrollkohorte zeigte eine
Gefédfidichte von 2,18 £ 1,12 um?/100pm? Bei einer Messtiefe von 500 pm (VD500)
betrug die GefiaBdichte 2,64 + 1,12 pm?/100um? bei der SSc-Kohorte und 1,79 + 1,01
um*100um? bei den Kontrollen. Im unabhéngigen zweiseitigen t-Test zeigte sich bei
einer Messtiefe von 225 um keine signifikante Mittelwertsabweichung (p = 0,092). Bei
einer Messtiefe von 500 um war die Abweichung signifikant (p = 0,015).

8- 8- 8- 8-
I~ 61 = 6= I~ = 6-
: E o & ]
NS O S8 N8 g 4
o2 8 2“7 ) o< S
N [ 3] N
E “E § ]
= 2- ? = 2~ ? = = 27
0 1 1 0 1 1 -2 1 1 0 1 1
SSc Kontrollen SSc Kontrollen é\e, é’\e Qé@ Q.\e
Q}oQ Q;\OQ Q}O Q}\O
N‘ f1/~ N. f]/«

Abbildung 2323: Analyse der Gefidfidichte. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich bei SSc der
VD225 keine signifikante Verdnderung (p > 0.05). Die VD500 war in der SSc-Gruppe signifikant erhoht
(p < 0.05). Nach Therapie konnte sowohl bei der VD225 als auch bei der VD500 keine signifikante
Verdnderung gemessen werden (VD225: p > 0.05; VD500: p > 0.05). VD225 = Gefafldichte innerhalb 225
pm Tiefe, VD500 = Gefél3dichte innerhalb 500 um Tiefe, SSc = Systemische Sklerose.

Die Gefialidichte zeigte keine signifikante Korrelation zum Alter und zur Krankheitsdauer
(VD225: Alter: Spearman’sches p =-0,31; p = 0,148; Krankheitsdauer: Spearman’sches
p = -0,22; p = 0,328; VD500: Alter: Spearman’sches p = -0,25; p = 0,243;
Krankheitsdauer: Spearman’sches p = -0,35; p = 0,123). Zur epidermalen
Nervenfaserdichte zeigte sich ebenfalls keine signifikante Korrelation (VD225:
Spearman’sches p =-0,38; p = 0,067; VD500: Spearman’sches p =-0,28; p =0,191).

Die Kapillardichte in der Nagelpfalzmikroskopie betrug bei der SSc-Kohorte im Mittel
4,73 + 2,48 /mm. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zu den histologisch
gemessenen Gefalflichendichten (VD225: Spearman’sches rho = -0,26; p = 0,27,
VD500: Spearman’sches rtho =-0,37; p = 0,11).
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Abbildung 2424: Korrelation der Gefiafidichte mit der END. Sowohl die VD225 als auch die VD500
zeigten keine signifikante Korrelation zu Alter (VD225: rho = -0,31; p > 0,05; VD500: rho = -0,25 p >
0,05), Krankheitsdauer (VD225: rho = -0,22; p > 0,05; VD500: rho = -0,35; p > 0,05) sowie auch der END
(VD225: rho = -0,38; p > 0,05; VD500: rho = -0,28; p > 0,05). VD225 = Gefilidichte innerhalb 225 pm
Tiefe, VD500 = GefidB3dichte innerhalb 500 pm Tiefe, END = Epidermale Nervenfaserdichte.
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4.9 Langerhans-Zell-Dichte (LC-Dichte)

Die mittlere Langerhans-Zell-Dichte in der SSc-Kohorte (256,1 £+ 124,8 LC/mm?) zeigt
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollkohorte (335,4 + 124,9
LC/mm?). Die gepaarten Proben zeigten vor Therapie eine mittlere Langerhans-Zell-
Dichte von 258,1 £ 131 LC/mm? Nach Therapie lag dieser Wert bei 305,4 + 98,5
LC/mm? Der Unterschied stellte sich im abhédngigen zweiseitigen t-Test als nicht

signifikant dar (p = 0,197).
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Abbildung 2525: Analyse der LC-Dichte. Die LC-Dichte der Erkrankten zeigte keine signifikante
Verdnderung im Vergleich zu den Gesunden (p > 0,05). Nach Therapie verdnderte sich die LC-Dichte nicht
signifikant (p > 0.05). LC = Langerhans-Zellen, SSc = Systemische Sklerose.

Die Langerhans-Zell-Dichte in der SSc-Kohorte zeigte weder zum Alter noch zur
Krankheitsdauer eine signifikante Korrelation (Alter: Spearman’sches p = 0,04; p =

0,843; Krankheitsdauer: Spearman’sches p =0,27; p = 0,258).
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Abbildung 2626: Korrelation der LC-Dichte mit Alter und Krankheitsdauer. Die LC-Dichte zeigten
keine signifikante Korrelation zu Alter und Krankheitsdauer (Alter: rho = 0,04; p > 0,05; Krankheitsdauer:
rho = 0,27; p > 0,05).
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Zur epidermalen Nervenfaserdichte zeigte sich in Bezug auf die Langerhans-Zell-Dichte
eine signifikante positive Korrelation (Spearman’sches p = 0,44; p = 0,036). Die
Korrelation zur Gefafidichte zeigte keine Signifikanz (VD225: Spearman’sches p =-0,08;
p =0,73; VD500: Spearman’sches p = -0,13; p = 0,556).
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Abbildung 2727: Korrelation der LC-Dichte mit END und VD. Die END korrelierte signifikant positiv
zur LC-Dichte (rho = 0,44; p < 0,05). In Bezug zur Gefilidichte zeigte sich keine signifikante Korrelation
(VD225: tho =-0,08; p> 0,05; VD500: rho =-0,13; p > 0,05). LC = Langerhans-Zellen, END = Epidermale
Nervenfaserdichte, VD225 = Gefafldichte innerhalb 225 um Tiefe, VD500 = Gefédlidichte innerhalb 500
pum Tiefe.
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4.10 Hautscore

Die Gruppe mit systemischer Sklerose zeigte im Mittel einen Hautscore von 5,49 + 1,61.
Im Vergleich betrug der Hautscore bei der Kohorte der Gesunden 5,32 + 1,02. Im Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich keine signifikante Verdnderung (p = 0,899).

In der SSc-Kohorte wurde vor Therapie im Mittel ein Hautscore von 5,46 + 1,68

bestimmt. Nach Therapie sank der Wert signifikant auf 4,74 + 1,06 (p = 0,026).
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Abbildung 2828: Analyse des Hautscores. Im Vergleich zu den
gesunden Proben zeigten die Erkrankten keinen signifikant
erhohten Hautscore (p > 0,05). Nach der Therapie zeigte sich eine
signifikante Reduktion des Hautscores (p < 0,05). SSc =
Systemische Sklerose.

Zu Alter und Krankheitsdauer korrelierte der Hautscore nicht signifikant (Alter:
Spearman’sches p = -0,19; p = 0,382; Krankheitsdauer: Spearman’sches p = -0,18; p =
0,445).
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Abbildung 2929: Korrelation des Hautscores zu Alter und Krankheitsdauer. Der
Hautscore zeigte keine signifikante Korrelation zu Alter und Krankheitsdauer (Alter: rho
=-0,19; p > 0,05; Krankheitsdauer: rtho = -0,18; p > 0,05).
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Zur epidermalen Nervenfaserdichte, zur Langerhans-Zell-Dichte sowie auch zu den
GefiaBdichten zeigte sich keine signifikante Korrelation (END: Spearman’sches p = 0,36;
p = 0,082; LC-Dichte: Spearman’sches p = 0,18; p = 0,4; VD225: Spearman’sches p =
0,05; p=0,823; VD500: Spearman’sches p = 0,16; p = 0,447).
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Abbildung 3030: Korrelation des Hautscores mit den weiteren Parametern. Weder in Bezug
zur END, zur LC-Dichte noch zur GefiBidichte zeigte sich beim Hautscore eine signifikante
Korrelation (END: rho = 0,36; p > 0,05; LC-Dichte: rho = 0,18; p > 0,05; VD225: rho = 0,05; p >
0,05; VD500: rho = 0,16; p > 0,05). END = Epidermale Nervenfaserdichte, LC = Langerhans-
Zellen, VD225 = GefaBdichte innerhalb 225 um Tiefe, VD500 = Geféafidichte innerhalb 500 pm
Tiefe.
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4.11 Centromer-Antikorper

Wir teilten die SSc-Kohorte in zwei Subkohorten: eine Centromer-Antikorper-positive
Kohorte und eine Kohorte ohne nachgewiesene Centromer-Antikdrper. Wir verglichen
die Gruppen hinsichtlich der Mittelwertsunterschiede beziliglich der histologischen
sich die VD225-Werte nicht

Parameter. Mit dem Shapiro-Will-Test zeigten

normalverteilt. Hier wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Die iibrigen Werten

wurden mit dem unabhédngigen zweiseitigen t-Test gepriift.

Parameter Centromer-positiv | Centromer-negativ | Test p(Ho)
1 (xo) 1 (£o)

END 14,27 (£4,59) 11,87 (£ 4,15) Unabhiéngiger 0,244
(Fasern/mm) n=13 n=_8 zweiseitiger T-Test

VD225 2,88 (£ 1,01) 3,33 (= 1,41) Mann-Whitney-U | 0,414
(um?/100pm?) | n=13 n=_§

VD500 2,42 (£0,71) 2,98 (£ 1,59) Unabhéngiger 0,281
(um?/100pm?) | n=13 n=_§ zweiseitiger T-Test
LC-Dichte 294,5 (+ 116,3) 198,6 (+ 89,5) Unabhéngiger 0,065
(LC/mm?) n=13 n=_8 zweiseitiger T-Test
Hautscore 5,53 (+£1,63) 5,42 (+1,68) Unabhéngiger 0,875
(0-10) n=13 n=_8 zweiseitiger T-Test

Tabelle 21: Vergleich der Befunde in Abhiingigkeit der Centromer-Antikérper. Bis auf die VD225
konnte bei allen Kohorten eine Normalverteilung angenommen werden und somit der t-Test angewendet
werden. Es konnte kein signifikanter Mittelwertsunterschied gefunden werden. p = arithmetisches Mittel,
o = Standardabweichung, n = Stichprobengrofe, p(Ho) = Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese, END =
Epidermale Nervenfaserdichte, VD225 = Gefadichte innerhalb 225 pm Tiefe, VD500 = GefaB3dichte
innerhalb 500 um Tiefe, LC = Langerhans-Zellen.
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4.12 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es zeigte sich, dass in unserer Studie der pratherapeutische Hautscore der SSc-Kohorte
im Vergleich zur Kontrollkohorte hoher war, jedoch keine statische Signifikanz erreichte.
Nach Therapie mit [loprost kam es in der SSc-Kohorte zu einer signifikanten Reduktion

des Hautscores.

Im Vergleich zur Kontrollkohorte ergab sich bei der SSc-Kohorte eine erhohte
Gefaliflichendichte in 500 pm (VDS500) unter der Basalmembran. In 225 pm unter der
Basalmembran konnte dieser Unterschied nicht festgestellt werden. Die
GefdBflichendichten in den unterschiedlichen Messtiefen korrelierten jeweils

miteinander, sowohl in Gruppe der Gesunden als auch der Erkrankten.

Die GefidBflaichendichte korrelierte nicht mit den Werten der Nagelpfalzmikroskopie.
Allerdings zeigte sich im Gegensatz zur Gefallflichendichte eine signifikant reduzierte

Kapillardichte bei der SSc-Kohorte.

Die epidermale Nervenfaserdichte der Patienten mit systemischer Sklerose betrug im
Mittel 13,36 + 4,48 Fasern/mm. Ein signifikanter Unterschied zur Kontrollkohorte konnte

nicht gezeigt werden. Die Therapie mit [loprost zeigte keinen signifikanten Effekt.

Die Langerhans-Zell-Dichte zeigte eine positive Korrelation zur epidermalen

Nervenfaserdichte in der SSc-Kohorte.

Beziiglich des Alters, der Krankheitsdauer sowie der Centromer-Antikdrper konnten

keine signifikanten Korrelationen zu den restlichen Parametern festgestellt werden.
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5 Diskussion

Die systemische Sklerose ist eine entziindlich-rheumatologische Erkrankung aus der
Gruppe der Kollagenosen. Charakteristische Klinik ist die massive Kollagenablagerung
in der Haut, die zur chronischen Fibrosierung fiihrt (Ferreli et al., 2017). Weiterhin kommt
es zur Fibrose in den Organsystemen, in denen sich das Kollagen ablagert, beispielsweise
des Gastrointestinaltrakts, des Herzens, der Niere und der Lunge (Bose et al., 2015;
Denton & Khanna, 2017; McFarlane et al., 2018). Die Lungenfibrose ist hierbei die
Hauptursache fiir die erhohte Mortalitit bei Erkrankten (Fischer et al., 2019). Neben der
eingeschrankten Lebenserwartung fiihrt die systemische Sklerose jedoch haufig auch zur
eingeschriankten Lebensqualitét, die unter anderem durch die durch Fibrose bedingten
Einschrankungen, beispielsweise der Funktion der Hénde, im Alltag hervorgerufen
werden (Almeida et al., 2015).

Neben der Fibrose sind die GefdBBverdnderungen ein zentraler Punkt der
Pathophysiologie, welche in der klinischen Praxis mit der Nagelpfalzmikroskopie
dargestellt werden konnen. Anfangs zeigt sich eine reduzierte Anzahl an Kapillaren. Im
Verlauf zeigen sich vermehrt vergrof3erte Kapillaren mit verdnderter Struktur. Es kommt
zu Einblutungen ins Kapillarbett. Im finalen Stadium gehen die Kapillaren verloren
(Cutolo et al., 2004; Koenig et al., 2008).

Die Vaskulopathie ist einer der Angriffspunkte fiir die medikamentdse Intervention.
Neben Kalzium-Antagonisten vom Nifedipin-Typ, Phophodiesterase-5-Inhibitoren und
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten wird Iloprost, ein intravends appliziertes
Prostacyclin-Analogon eingesetzt (Kowal-Bielecka et al., 2017). Iloprost ist ein
synthetisches Prostacyclin-Analogon der zweiten Generation. Es fiihrt zur Vasodilatation
und Aggregationshemmung (Della Bella et al., 2001; Negrini et al., 2019). Neben den
direkten Effekten am Gefdflsystem konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Iloprost das Immunsystem modulieren kann, was sogar fiir einen Monat nachweisbar ist

(D'Amelio et al., 2010; Della Bella et al., 2001; Mazzone et al., 1996).

Eine Hauptursache zur Minderung der Lebensqualitdt Betroffener stellen neuropathische
Schmerzen dar, ein Indiz fiir eine Schédigung des peripheren Nervensystems (Cuzdan et
al., 2018; Predrag Ostojic et al., 2019; Sousa-Neves et al., 2018). Obwohl schon friih eine

Assoziation zwischen systemischer Sklerose und des peripheren Nervensystems
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angenommen wurde, so gelten die neurologischen Manifestationen als seltene
Komplikationen der Krankheit (Amaral et al., 2013; Richter, 1954).

Eine Beteiligung der kleinen Nervenfasern bei Autoimmunerkrankungen ist jedoch keine
Seltenheit. So wiesen in einer Studie zur Kleinfaserneuropathie 19 % der 921
Testpersonen immunologische Auffilligkeiten auf (De Greef et al., 2018). Bei der
Fibromyalgie weisen die Hélfte der Erkrankten eine Kleinfaserpathologie auf (Grayston
et al., 2018). Beim Sjogren-Syndrom (Sene et al., 2013), dem systemischen Lupus
erythematodes (Omdal et al., 2002) und der Sarkoidose (M. Bakkers et al., 2010) sind

ebenfalls Beteiligungen der kleinen Nervenfasern beschrieben.

Langerhans-Zellen kommen primér epidermal vor. Aufgrund der Struktur nahm Paul
Langerhans an, es wiirde sich um Zellen des Nervensystems handeln (Ruco et al., 1989).
Die Funktion ist aktuell noch nicht vollstindig verstanden, es besteht jedoch die
Hypothese, dass die Langerhans Zellen physiologisch regulierend auf das Immunsystem
der Haut wirken (Clayton et al., 2017). In Bezug auf die systemische Sklerose konnten
die Langerhans-Zellen moglicherweise eine Rolle in der Pathophysiologie spielen. Bisher
wurden jedoch wenige Studien zu Langerhans-Zellen in Bezug zur systemischen Sklerose

durchgefiihrt (Andrews et al., 1986; Goobar et al., 1987).

Ziel dieser Studie ist, den Zusammenhang zwischen den kleinen Nervenfasern und der
systemischen Sklerose zu priifen. Weiterhin soll der Effekt von Iloprost, einem
vasoaktiven Medikament zur Forderung der akralen Durchblutung, auf die kleinen
Nervenfasern untersucht werden (Scorza et al., 2001). Der Grad der Hautbeteiligung
wurde mittels eines publizierten SSc-Hautscores bewertet (Van Praet et al., 2011). Fiir die
Analyse der Gefdfldichte fiihrten wir eine digital-automatisiertes Verfahren zur
Evaluierung des Gefidlstatus der Haut in Form einer GefaBflichendichtemessung.
Weiterhin wurde die Langerhans-Zell-Dichte mit einem digital-automatisiertem

Verfahren gemessen.
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5.1 Hautverinderungen bei Systemischer Sklerose

Ein Hauptmerkmal der systemischen Sklerose sind die Veranderungen der Haut. In der
Regel gibt es drei Stadien: (1) Verdickung der Haut, (2) Verhdrtung und (3) Atrophie.
Erkrankte leiden hiufig unter Ulzera und Nekrosen an den betroffenen Stellen (Ferreli et
al., 2017). Eine etablierte Methode zur klinischen Bewertung der Hautbeteiligung ist der
modifizierte Rodnan Skin Score (mRSS). Dabei wird die Haut an 17 verschiedenen
Stellen untersucht (Czirjak et al., 2007). Der mRSS gibt Auskunft iiber die Aktivitdt der
Erkrankung und korreliert als unabhéngiger Faktor mit der Mortalitdt (Kumanovics et al.,
2017). In unserer Studie zeigte die SSc-Kohorte mit einem durchschnittlichen mRSS von
1,67 Punkten von 51 mdglichen Punkten eine geringe klinische Hautbeteiligung auf.
Histologisch zeigt sich in Hautbiopsien bei systemischer Sklerose eine Ansammlung von
Kollagen in der Dermis und der Subkutis. Strukturen wie Haarfollikel oder
Schweilldriisen werden durch Bindegewebe ummauert (Laga, Larson, & Granter, 2017).
Trotz der beschriebenen Verdanderungen ist bisher kein standardisiertes Verfahren zur
histologischen Beurteilung der Haut etabliert worden (Kuménovics et al., 2017). In der
Arbeit von Van Praet et al. (2011) konnte gezeigt werden, dass einige histologische
Merkmale der systemischen Sklerose vermehrt auftreten und mit der lokalen
Hautbeteiligung korrelierten.

In der Arbeit von Van Praet et al. (2011) wurden die Biopsien am dorsalen Unterarm am
Ubergang zwischen zweiten und dritten proximalen Drittel und am inneren Oberarm
entnommen. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei einzelnen Parametern
zwischen betroffener und gesunder Haut bei SSc-Erkrankten. Im Vergleich zur
Kontrollkohorte ergab sich in genannter Studie kein signifikanter Unterschied bei
jeglichen Parametern (Van Praet et al., 2011). Anhand dieser Merkmale nutzen wir in
unserer Studie einen modifizierten Hautscore zur Beurteilung der Hautbeteiligung.
Unsere Biopsien wurden an nicht betroffenen Hautbereichen des volaren Unterarms, 15

Zentimeter proximal des Processus styloideus ulnaris, entnommen.

5.1.1 SSc-Hautscore bei Erkrankten

Unsere Studie zeigte einen hoheren Hautscore in der SSc-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollkohorte, jedoch ohne statistische Signifikanz. Dementsprechend zeigte auch der

klinisch erhobenen Hautscore mRSS, dass lediglich drei Proband*innen einen Score iiber
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null zeigten. Somit ist im generellen von einer geringen Krankheitsaktivitdt auszugehen.

5.1.2 Hautbeteiligung unter Iloprost-Therapie

Iloprost ist ein Standardmedikament in der Therapie zur Behandlung von digitalen
Ulzera, von schwerer Raynaud-Symptomatik und pulmonalarteriellen Hypertonus
(Kowal-Bielecka et al., 2017). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass bei
Proband*innen mit systemischer Sklerose unter Iloprost-Therapie eine Reduktion des
mRSS erzielt werden konnte (Bettoni et al., 2002; Foti et al., 2017; Scarsi et al., 2011;
Scorza et al., 2001; Stratton, 2002). Der mRSS ist unabhiangiger Risikofaktor fiir die
Mortalitédt und zeigt auBerdem eine negative Korrelation zur Lebensqualitidt (Kumanovics
et al., 2017; Park, Strand, Oh, Song, & Lee, 2019; Van Leeuwen, Ciaffi, Liem, Huizinga,
& De Vries-Bouwstra, 2021).

Der Hautscore unserer SSc-Kohorte sank signifikant unter Therapie (p = 0,026). Bei
bereits klinisch mittels mRSS nachgewiesener Wirkung von Iloprost auf die
Hautbeteiligung decken sich unserer Ergebnisse somit mit der Literatur (Bettoni et al.,
2002; Foti et al., 2017; Scarsi et al., 2011). Der posttherapeutische Wert unterschreitet
jedoch ebenfalls den Wert der Kontrollkohorte. Interessant wére hier der
posttherapeutische Wert von Gesunden. Moglicherweise fiihrt die Therapie mit Iloprost
zur generellen Verbesserung des Hautscores. Eine Aussage hieriiber konnte jedoch

aufgrund unseres Studiendesigns nicht getroffen werden.
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5.2 Beteiligung der kleinen Nervenfasern bei der systemischen

Sklerose

In einer Metaanalyse wurde eine Priavalenz fiir periphere Neuropathien bei 27,37 % aller
Patient*innen mit systemischer Sklerose beschrieben (Almehmadi et al., 2021).
Atiologisch wird angenommen, dass der fibrotische Umbau des Bindegewebes der
Nerven sowie die vaskulopathische Malnutrition der versorgenden Gefdle zur
Nervenschiddigung fiihrt (Di Trapani et al., 1982; Richter, 1954).

Klinisch leiden bis zu einer Hilfte der Patient*innen mit systemischer Sklerose unter
neuropathischen Schmerzen (Cuzdan et al., 2018; Ostojic et al., 2018; Sousa-Neves et al.,
2018). In quantitativen sensorischen Testungen weisen Testpersonen mit systemischer
Sklerose erhohte Schwellenwerte auf taktile Reize und Temperaturreize auf (Schady et
al., 1991). Dariiber zeigen sich bei der systemischen Sklerose verlangerte Latenzen und
reduzierte Amplituden in der sympathischen Hautreaktion im Sinne einer autonomen
Dysfunktion (Badry et al., 2018; Schady et al., 1991; Zakrzewska-Pniewska et al., 1999).
Unter Berticksichtigung der inter- und intraindividuellen Variabilitdt sowie der fehlenden
Differenzierungsmdoglichkeit zwischen zentraler und peripherer Lidsion kann dies
Hinweis fiir eine Kleinfaserpathologie sein (Baum, 2018; Hijazi et al., 2020; Illigens &
Gibbons, 2009). Zudem weisen SSc-Erkrankte erhohte COMPASS31-Werte auf, einem
Screening-Fragebogen fiir verschiedene Symptome der autonomen Dysfunktion (Adler
et al., 2018). In der Metaanalyse zu peripheren Neuropathien wurde der Grof3teil der
Neuropathien als Kleinfaserneuropathien beschrieben, hauptsdchlich durch klinische
Untersuchung, Anamnese oder quantitative sensorische Testung diagnostiziert
(Almehmadi et al., 2021). In Hautbiopsien wurde eine Kleinfaserbeteiligung der
systemischen Sklerose jedoch bisher nur in einer Studie gefunden (Provitera et al., 2005).
Ziel unserer Studie ist es, die Beteiligung der kleinen Nervenfasern bei der systemischen

Sklerose in Hautbiopsien zu untersuchen.

5.2.1 Epidermale Nervenfaserdichte

Bei der Diagnostik zur Abkldrung einer Kleinfaserneuropathie wird die Biopsie am
Unterschenkel abgenommen. Fiir die Entnahme am Unterschenkel bestehen
Referenzdaten der epidermalen Nervenfaserdichte, die einen Vergleich mit der gesunden

Durchschnittsbevolkerung ermoglichen. Es zeigt sich eine Abhéngigkeit der Normwerte
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von Alter und Geschlecht (Collongues et al., 2018; Gorlach et al., 2020; Lauria, Bakkers,
et al., 2010; Provitera et al., 2016). Die Proben in unserer Studie wurden jedoch vom
volaren Unterarm, 15 Zentimeter proximal des Processus styloideus ulna entnommen. Bei
der systemischen Sklerose sind die Unterarme in der Regel am stérksten betroffen (Ferreli
et al., 2017). Neben GefdB- und Hautbeteiligung ist mdglicherweise auch eine
Schéadigung der Nerven hier am ehesten festzustellen, wenn es sich um einen lokalen
Prozess handelt. Allerdings bringt die Biopsieentnahme am Unterarm den Nachteil, dass
fiir den Vergleich nur kleine Datensdtze zur Verfligung stehen, bei denen Alters- und
Geschlechtsabhingigkeit bisher nicht untersucht wurde (Chien et al., 2001; Weyer-
Menkhoff et al., 2019).

Im Vergleich zu den publizierten Daten von Chien et al. (2001) und Weyer-Menckhoft et
al. (2019) wies unsere SSc-Kohorte im Schnitt eine geringere epidermale
Nervenfaserdichte auf. Das Alter unserer SSc-Kohorte lag im Schnitt iiber dem
Mittelwert der Kohorten der beiden Publikationen. Obwohl eine Altersabhéngigkeit der
epidermalen Nervenfaserdichte am Unterarm bisher nicht beschrieben wurde, ist dies
jedoch in Analogie zu den Werten am Unterschenkel wahrscheinlich (Collongues et al.,
2018; Lauria, Bakkers, et al., 2010; Provitera et al., 2016).

In unserer Studie zeigte die SSc-Kohorte keinen signifikanten Unterschied der
epidermalen Nervenfaserdichte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Analyse der
Hautbiospien weist daher nicht darauf hin, dass eine Beteiligung der kleinen

Nervenfasern bei systemischer Sklerose vorliegt.

In der Publikation von Provitera et al. (2005) wurde eine Reduktion der epidermale
Nervenfaserdichte bei SSc-Erkrankten im Vergleich zur Kontrollkohorte beschrieben.
Die Erkrankten &duflerten keine Symptome einer Neuropathie. Im Unterschied zu unserer
Studie wurden die Biopsien aus Unterschenkel und Hiifte entnommen. Im Vergleich zu
unserer Studie zeigten in der Studie von Provitera et al. (2005) ein hoherer Anteil der
Proband*innen eine diffuse Form der systemischen Sklerose. Bei Betrachtung der
Einzelwerte von Provitera et al. (2005) fallt auf, dass vor allem Proband*innen, die unter
der diffusen Form der systemischen Sklerose leiden, eine reduzierte epidermale
Nervenfaserdichte aufweisen (Provitera et al., 2005). Dagegen haben in unserer Kohorte

lediglich zwei Patientinnen eine diffuse Form der systemischen Sklerose. Moglicherweise
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spielt die Beteiligung der kleinen Nervenfasern vor allem bei der diffusen Form der
systemischen Sklerose eine Rolle. Vor allem Erkrankte mit diffuser Form beschreiben
neuropathische Schmerzen und zeigen pathologische sympathische Hautreaktionen

(Sousa-Neves et al., 2018; Zakrzewska-Pniewska et al., 1999).

In unserer Studie wurden keine weiteren Untersuchungen zur Eingrenzung einer
Pathologie der kleinen Nervenfasern, wie z.B. QST, Testung autonomer Funktionen oder

Schmerzfragebogen, durchgefiihrt.

Wenn man die pathologischen Verdnderungen der Haut betrachtet, zeigte sich in unserer
Kohorte ein geringer durchschnittlicher klinischer mRSS unserer SSc-Kohorte. In
anderen Studien konnte vor allem bei einem erhhten mRSS eine reduzierte epidermale
Nervenfaserdichte sowie neuropathische Schmerzen nachgewiesen werden (Provitera et
al., 2005; Sousa-Neves et al., 2018). Moglicherweise ist die unserer Studie gezeigte
normale epidermale Nervenfaserdichte auf den geringen Grad der Erkrankungsaktivitét

unserer SSc-Kohorte bei einem durchschnittlichen mRSS 1,67 (£ 2,8) zuriickzufiihren.

In einer Studie von 2018 wurden mittels Antikorper gegen Growth-assosciated Proteine
43 (GAPA43) regenerierende Nervenfasern dargestellt. In einer Doppelfarbung mit PGP
9.5 wurde sowohl die Nervenfaserdichte der PGP 9.5-positiven Fasern als auch der
GAP43-positiven Fasern ausgewertet und ins Verhéltnis gesetzt. Brennende Schmerzen
gingen vermehrt einher mit einem hoheren Verhiltnis von GAP43-positiven Fasern zu
PGP 9.5-positiven Fasern (Galosi et al., 2018). In unserer Studie sollte dieses Verhéltnis
analysiert werden mit der Fragestellung, ob es in der systemischen Sklerose und vor allem
nach Gabe von Iloprost zur vermehrten Regeneration von Nervenfasern kommt. Jedoch
konnte der Antikorper an den Dickschnitten der Studie nicht so etabliert werden, dass

eine morphometrische Analyse moglich war.

5.2.2 Epidermale Nervenfaserdichte unter Iloprost-Therapie

Als Ursache der peripheren Nervenschddigung im Rahmen der systemischen Sklerose
wird unter anderem eine vaskuldre Malnutrition der Nervenfasern angenommen
(Matucci-Cerinic et al., 1996). In den aktuellen Leitlinien wird die Therapie mit dem

vasoaktiven Medikament Iloprost empfohlen, zur Behandlung schwerwiegender
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Raynaud-Symptomatiken sowie auch digitaler Ulzera (Kowal-Bielecka et al., 2017).
Iloprost fordert die Weitstellung der Gefile und hemmt die Proliferation der
Gefdfmuskelzellen (Negrini et al., 2019). Es wirkt somit der Gewebsmalnutrition und
damit verbundenen Nervenschidigung entgegen und konnte eine Regeneration der
Nervenfasern induzieren (Provitera et al., 2007).

In unserer Studie fanden wir in der SSc-Kohorte nach Therapie mit Iloprost jedoch keine
signifikante Steigerung der epidermalen Nervenfaserdichte. Gegensitzlich hierzu zeigte
Provitera et al. (2007) einen signifikanten Anstieg der epidermalen Nervenfaserdichte bei
einzelnen Proband*innen mit systemischer Sklerose unter Iloprost-Therapie. Die
Ausgangswerte vor Therapie waren bei den entsprechenden Proband*innen jedoch sehr

niedrig (Provitera et al., 2007).
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5.3 Gefaliflachendichte

Pathologische Verdnderungen der GefidBle spielen bei der systemischen Sklerose eine
zentrale Rolle (Fleming et al., 2009). Als klinische Untersuchungsmethode wird vor allem
die Nagelpfalzmikroskopie zur Beurteilung der kleinen Gefdfle genutzt. Durch die
Nagelpfalzmikroskopie kdnnen bereits frithzeitig die morphologischen Verdnderungen an
den GefaBBen nachgewiesen werden (Koenig et al., 2008). In der Praxis unterscheidet man
zwischen drei Mustern. Beim friilhen Muster kommt es zur Erweiterung der
Kapillarschlingen und kleinen Einblutungen. Im aktiven Stadium steigt die Anzahl an
Megakapillaren und Blutungen. Im spéten Stadium sind die Ordnung der Kapillaren
aufgehoben und die Dichte an Kapillaren nimmt stark ab (Lambova & Miiller-Ladner,
2019). Das spéte Stadium korreliert mit einer langen Krankheitsdauer. Zudem korreliert
kapillarmikroskopisch das spite Stadium mit der diffusen Form der systemischen
Sklerose, die limitierte Form weist eher ein frithes oder aktives Muster auf (Cutolo et al.,

2004).

In unserer Arbeit war das Ziel, die GefaBverdanderungen histologisch darzustellen und zu
quantifizieren. Methodisch existiert zur histologischen Auswertung der kleinen Gefil3e
der Haut zurzeit kein standardisiertes Verfahren in der Literatur. Daher etablierten wir ein
digital-automatisiertes Verfahren, das die GefaBflichendichte in der Haut in einer
bestimmten Messtiefe misst. Mit den Messtiefen unterhalb der Basalmembran von 225

um und 500 um orientierten wir uns an den Arbeiten von Provitera et al. (2005) und Sohn

et al. (2020).

5.3.1 Gefifflichendichte der systemischen Sklerose

In der Literatur weisen Hautbiopsien bei systemischer Sklerose eine reduzierte dermale
GefiaBflichendichte auf (de-Sa-Earp et al., 2013; Provitera et al., 2005). In unserer Studie
konnen wir diesen Zusammenhang nicht bestéitigen. Bei einer Messtiefe von 500 um
zeigte sich gegenteilig die GefdBdichte der SSc-Kohorte im Vergleich zur gesunden
Kobhorte signifikant erhoht. Bei 225 pm verfehlte diese Erhdhung jedoch die Signifikanz.
Diese Befunde konnten moglicherweise ein Ausdruck der Megakapillaren in der frithen
oder aktiven Phase sein. Unsere SSc-Kohorte besteht zu einem grofen Teil an

Erkrankungen der limitierten Form, welche vermehrt kapillarmikroskopisch das aktive
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Muster aufweisen (Cutolo et al., 2004). Die Kohorten der bisherigen Studien wiesen mit
73 und 55 Prozent einen wesentlich hoheren Anteil an diffuser Form der systemischen
Sklerose auf (de-Sa-Earp et al., 2013; Provitera et al., 2005). So zeigen beispielweise
Proband*innen mit diffuser systemischer Sklerose in der Arbeit von Provitera et al.
(2005) eine stark reduzierte GefaB3flachendichte im Vergleich zur limitierten Form.

Kapillarmikroskopisch zeigt sich das aktive Muster ebenfalls vermehrt bei einer mittleren
Krankheitsdauer (Cutolo et al.,, 2004). In unserer Studie wurde der Zusammenhang
Krankheitsdauer und GefaBdichte untersucht, eine signifikante Korrelation konnte jedoch

nicht gezeigt werden.

In unserer Studie wurden bei der SSc-Kohorte sowie der Kontrollkohorte vor Therapie
eine Nagelpfalzmikroskopie durchgefiihrt. Die durchschnittlich gemessene niedrigere
Kapillardichten der SSc-Kohorte entspricht den typischen Verdnderungen der
systemischen Sklerose. Sie steht jedoch im Gegensatz zur erhohten Gefal3flichendichte,
welche wir Hautbiopsien gefunden haben. Dieser Widerspruch koénnte durch die
charakteristischen morphologischen Verdnderungen der kleinen GefdBle in der
systemischen Sklerose bedingt sein. Wéhrend sich Anzahl der GefiBle durch die
Erkrankung reduziert, bilden sich Megakapillaren, die eine hohere Gefal3fliche aufweisen
(Lambova & Miiller-Ladner, 2019; Shenavandeh, Sepaskhah, Dehghani, & Nazarinia,
2022). Somit steigt die Gefallfliche der einzelnen Gefidlle. Kapillarmikroskopisch wurde
jedoch nur die Anzahl der Kapillaren untersucht. Auf das Vorhandensein und die Anzahl

von Megakapillaren wurden unsere SSc-Kohorte leider nicht untersucht.

In unserer Studie konnten die bisherigen Ergebnisse zur Gefdfflachendichte bei der
systemischen Sklerose nicht bestétigt werden. In Bezug zur Pathophysiologie gehen wir
davon aus, dass die gesteigerte Gefaf3flachendichte durch die Megakapillaren der aktiven
Phase der systemischen Sklerose bedingt ist. Unsere Werte sind im Vergleich zu den
publizierten Daten ein Indiz fiir Unterschiede der Vaskulopathie von limitierter und
diffuser Form der systemischen Sklerose. In unserer Studie litten lediglich zwei

Patientinnen unter der diffusen Form.

Unter den verschiedenen antinukleéren Antikorpern sind die Zentromer-Antikorper mit

erhohtem Risiko fiir die Entwicklung eines pulmonalarteriellen Hypertonus assoziiert
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(Denton & Khanna, 2017). Auch mikrovaskuldr zeigt sich eine Assoziation zur
Ausbildung von aufgetriebenen Kapillaren sowie Kapillarverlust bei den Zentromer-
Antikorpern (Koenig et al., 2008). In unserer Studie konnten wir jedoch keinen Einfluss
der Zentromer-Antikorper auf die Gefdldichte erkennen und diese These somit nicht

bekraftigen.

5.3.2 Gefififlichendichte unter Iloprost-Therapie

Laut den aktuellen Empfehlungen zur systemischen Sklerose wird die Iloprost-Therapie
zur Heilung akraler Ulzera genutzt. Bei schweren Verldufen der Raynaud-Symptomatik
kann ebenfalls eine Iloprost-Therapie erwogen werden (Kowal-Bielecka et al., 2017).
Neben der Vasodilatation und Thrombozytenaggreationshemmung konnten
Verdnderungen der kleinen Gefidfle beobachtet werden (Cestelli et al., 2017; Provitera et
al., 2007). Ziel unserer Studie ist die Verdnderungen der kleinen Geféle durch Iloprost
mithilfe der Gefal3flichendichte-Messung zu quantifizieren.

Nagelpfalzmikroskopisch wurde unter Iloprost-Therapie eine signifikante Reduktion der
Megakapillaren beschrieben (Cestelli et al., 2017). Eine signifikante Reduktion der
histologischen GefaB3flachendichte konnte jedoch in unsere Studie nicht gezeigt werden.
Eine erneute Nagelpfalzmikroskopie nach Iloprost-Therapie wurde jedoch in unserer
Studie nicht durchgefiihrt.

In einer Publikation konnte bei drei Proband*innen ein signifikanter Anstieg der
Gefaliflichendichte unter Iloprost-Therapie gezeigt werden. Hier zeigten sich jedoch
bereits die Ausgangswerte der entsprechenden Proband*innen vor Therapie sehr niedrig
(Provitera et al., 2007).

In beiden Vergleichsstudien ist das Intervall zwischen den Untersuchungen mindestens
ein Jahr (Cestelli et al., 2017; Provitera et al., 2007). In unserer Studie wurde die zweite
Biopsie bereits nach drei Monaten entnommen. In einer weiteren klinischen Studie zeigt
sich ebenfalls keine Reduktion der Megakapillaren nach Therapie mit Iloprost nach 4
Wochen (Shenavandeh et al.,, 2022). Mdoglicherweise bendtigen die strukturellen

Verdnderungen der Gefidl3e eine ldngere Zeitspanne.



80

5.4 Langerhans-Zellen

Als dendritische Zellen der Epidermis sind die Langerhans-Zellen in der Lage, Antigene
zu prasentieren, die die Hautschranke nicht passieren konnen (Kitashima et al., 2018).
Langerhans-Zellen greifen regulativ in das Immunsystem ein und hemmen so
iiberschieBende Immunreaktionen (Kitashima et al., 2018; Van Der Aar et al., 2013).
Zudem spielen Langerhans-Zellen bei der Heilung von chronischen Wunden eine Rolle

(Stojadinovic et al., 2013).

Bei der systemischen Sklerose finden sich zu Langerhans-Zellen Publikationen mit
unterschiedlichen Ergebnissen. Goobar et al. (1987) zeigte eine reduzierte Anzahl von
Langerhans-Zellen bei Hautbiopsien mit systemischer Sklerose, jedoch nur in
pathologische verdnderter Haut (Goobar et al., 1987). Andrews et al. (1986) fand
zusdtzlich in nicht verdnderter Haut eine Reduktion der Langerhans-Zellen (Andrews et
al., 1986). Dem entgegen wurde in einer neueren Publikation eine erhohte Langerhans-
Zell-Dichte beschrieben wurde (Xie et al., 2008).

In unserer Studie konnten wir keinen Unterschied der Langerhans-Zell-Dichte in der Haut
der SSc-Kohorte im Vergleich zur Kontrollkohorte feststellen. Es zeigte sich allerdings,
dass in der SSc-Kohorte die Langerhans-Zell-Dichte signifikant mit der epidermalen
Nervenfaserdichte korrelierte.

Die These einer Beteiligung der Langerhans-Zellen in der Pathophysiologie der
systemischen Sklerose kdnnen wir daher nicht bekriftigen. Uber die Funktion kénnen wir
anhand unserer Methoden keine Aussage treffen. Weitere Studien sind nétig, um die
generelle Funktion der Langerhans-Zellen, insbesondere auf autoimmune Phénomene

genauer beschreiben zu kdnnen.
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5.5 Limitationen

Der gesamten SSc-Kohorte wurde im Rahmen unserer Studie eine Iloprost-Therapie
verabreicht. Da keine Kohorte ohne Iloprost-Therapie parallel untersucht wurde, konnen
die gemessenen Verdnderungen nicht eindeutig dem Einfluss der Iloprost-Therapie
zugeordnet werden. Eine spontane Verdnderung ist ebenfalls moglich. Weiterhin erhielt

die Kontrollkohorte keine Iloprost-Therapie oder eine zweite Biopsie.

Gemessen am mRSS-Hautscore wies SSc-Kohorte lediglich eine geringe Hautbeteiligung
auf. Erkrankte mit einem schweren Verlauf konnten somit durch unsere
Studienpopulation nicht ausreichend représentiert werden. Zudem wurden die Biopsien
ausschlieBlich an nicht betroffenen Hautstellen entnommen. Es ist moglich, dass
besonders an betroffenen Hautstellen und bei erhdhter kutaner Krankheitsaktivitét
pathologische Verdanderungen starker ausgeprégt sind.

Die systemische Sklerose wird in verschiedene Subtypen unterschieden: eine limitierte
und eine diffuse Form. In Publikationen werden vermehrt neuropathische Schmerzen,
auffillige sympathische Hautreaktionen, eine reduzierte Gefdl3flichendichte sowie auch
vermehrt spdte Muster in der Kapillarmikroskopie beschrieben (Cutolo et al., 2004; de-
Sa-Earp et al., 2013; Sousa-Neves et al., 2018; Zakrzewska-Pniewska et al., 1999). In
unserer Studie hatten nur zwei Proband*innen eine diffuse Form. Weitere Studien zur
diffusen Form sowie einer groBeren Hautbeteiligung wéren hier interessant, um die

verschiedenen Unterformen der systemischen Sklerose besser voneinander abzugrenzen.

In unserer Studie wurde die ,,Free-Floating“-Methode zur Férbung der Nervenfasern
durchgefiihrt (Nolano et al., 2015). Nachteil dieser Methode ist jedoch die Ablosung des
subkutanen Fettgewebes der Schnitte. Tiefe Strukturen wie SchweiBdriisen oder

tiefliegende Blutgefdf3e konnten wir daher nicht in unserer Studie analysieren.

Durch die Entnahme der Biopsien am volaren Unterarm existieren zu den epidermalen
Nervenfasern nur kleine Datensétze zum Vergleich. Die Entnahmestelle liegt jedoch so
den primédren Manifestationsstellen der systemischen Sklerose ndher (Ferreli et al., 2017).
Im Vergleich zu den standardisierten Entnahmestellen ist somit ein Vergleich mit

Referenzwerten abhédngig von Alter und Geschlecht nicht moglich.
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Der Vergleich unserer SSc-Kohorte zur gesunden Population ist durch die Représentation

die geringe Stichprobengréfle unserer Kontrollkohorte nur eingeschriankt moglich.

Die Gefilldichte wurde in unserer Studie mit einer Messung der GefaBflichendichte an
digitalisierten Schnitten  quantifiziert. Vorteil ~ unserer automatisierten
Gefédfidichtemessung ist im Vergleich zur manuellen Chalkley-Z&hlung eine schnellere
und einfachere Auswertung der Schnitte. Als standardisierte Methode ist mit der
automatisierten GefdBflichendichte-Messung eine einfache objektive Messung des
histologischen Gefidf3status moglich. Klinische Routine stellt jedoch die weniger invasive
Kapillarmikroskopie dar.

Beziiglich der digitalen GefdBdichtemessung ist weiterhin zu beachten, dass eine
einheitliche Farbeintensitdt der Gefdle aufgrund wunterschiedlicher individueller
Féarbeeigenschaften nicht immer gegeben ist (Potts et al.,, 2014). Eine individuelle
Anpassung der Exportiereinstellungen zum Ausgleich der individuellen Farbunterschiede
wurde zwar vorgenommen, ermoglicht jedoch die subjektive Verzerrung durch den
Untersucher (Potts et al., 2014).

CD31 ist ein sensitiver Marker zur Darstellung von Gefdlen, jedoch exprimieren
Thrombozyten, Monozyten und Granulozyten ebenfalls CD31 (Horak et al., 1992). Die
chronische Inflammation mit leukozytdren Infiltraten in der systemischen Sklerose
konnte den Anteil der CD31-positiven Flache erhohen (Fleischmajer, Perlish, & Reeves,
1977). Dieser Fehler wurde versucht, systematisch mit einer Mindestflichengréf3e der
Gefdlle im Grafikanalyseprogramm zu vermeiden.

Aufgrund der Ergebnisse gehen wir von erweiterten Kapillarschlingen bei unserer SSc-
Kohorte aus. Eine morphologische Untersuchung mittels Kapillarmikroskopie wurde
jedoch nicht durchgefiihrt, wodurch diese Hypothese nur angenommen werden kann.
Weiterhin wurde keine erneute Kontrolle der Kapillarmikroskopie nach Therapie
durchgefiihrt, um die Entwicklung der Kapillaren bei der systemischen Sklerose unter
Iloprost darzustellen. Hier wurde sich in dieser Arbeit auf die verfiigbaren Publikationen

zu diesem Thema bezogen.

Fiir die Darstellung der Langerhans-Zellen stehen mehrere Antikorper zur Verfiigung,
jedoch stellt Langerin in aktuellen Studien den spezifischsten Marker dar (Casanova-

Molla et al., 2012; Séguier et al., 2003; Stojadinovic et al., 2013).
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Auch bei der Messung der Langerhans-Zellen stellt unsere automatisierte Messung eine
zeiteffiziente und genaue Methode dar. Die Fehlzdhlung von Artefakten sowie die
Epidermisselektion wurde durch den Untersucher kontrolliert und unterliegt somit seinem

subjektiven Einfluss.
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5.6 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautbiopsien von SSc-Erkrankten auf allgemeine
Hautverdnderungen sowie auf die epidermale Nervenfaserdichte, Gefaf3flichendichte und
die Langerhans-Zellen untersucht.

Bei der systemischen Sklerose gilt die Gefillverinderung als zu Grunde liegende
Pathologie. Die Nagelpfalzmikroskopie stellt hier die gingige klinische Untersuchung da.
Unsere SSc-Kohorte wiesen entsprechend der Literatur eine reduzierte Kapillardichte in
der Nagelpfalz auf. Histologisch zeigte sich allerdings eine signifikant erhdhte
GefdBflichendichte. Die erhohte Flache bei erniedrigter Anzahl von Gefd3en
interpretieren wir als vergroBerte Gefdf3fliche im Rahmen der charakteristischen
Megakapillaren bei systemischer Sklerose. Ein signifikanter Effekt der Therapie in Form
einer Reduktion der Gefdf3flichendichte unter intravendsem Iloprost konnte nicht gezeigt
werden. Moglicherweise ist mit einer ldngeren Therapiedauer ein signifikanter Effekt zu
erreichen.

Die epidermale Nervenfaserdichte bei der SSc-Kohorte deckte sich mit den bisher
publizierten Daten zu Hautbiopsien am Unterarm gesunder Personen. Im Vergleich zu
unserer Kontrollkohorte ohne systemische Sklerose konnte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden. In der Literatur wird beschrieben, dass neuropathische
Schmerzen vermehrt bei der diffusen Form sowie einer erhohten Hautbeteiligung
vorkommen (Sousa-Neves et al., 2018). Unsere SSc-Kohorte enthielt einen sehr geringen
Anteil an Proband*innen mit diffuser Form sowie eine geringe Hautbeteiligung. Es sind
daher weitere Studien zur Beteiligung der kleinen Nervenfasern bei hoherer
Krankheitsaktivitit sowie der diffusen Form notwendig. Weiterhin wurden die
Hautbiopsien von gesunden Hautbereichen entnommen, sodass wir iiber die epidermale
Nervenfaserdichte in erkrankten Hautabschnitten keine Aussage treffen konnen.

Bei bereits priatherapeutisch normaler epidermalen Nervenfaserdichte zeigte sich auch

nach Iloprost-Therapie keine signifikante Verdnderung der Werte.

Die Langerhans-Zellen sind in den Hautproben der SSc-Kohorte im Vergleich zur
Kontrollkohorte reduziert, wenn auch nicht auf signifikantem Niveau. Mehrere Studien
zeigen ein dhnliches Bild der systemischen Sklerose. Iloprost nahm auf die Langerhans-
Zell-Dichte keinen Einfluss. Die mogliche Funktion der Langerhans-Zellen in der

systemischen Sklerose sowie die Beteiligung in den Pathomechanismus der systemischen
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Sklerose konnte somit nicht bekriftigt werden. Entsprechend den anderen Parametern
konnen wir hier ebenfalls keine Aussage zu stirker betroffenen Erkrankten sowie der

diffusen Form treffen.

In dieser Studie wurde ein histologischer SSc-Hautscore fiir die systemische Sklerose
erstellt und angewendet. Unter dem Einfluss von intravendsem Iloprost konnten wir eine
signifikante Reduktion des Hautscores darstellen. Alternativ zum therapeutischen Effekt
des Iloprost muss jedoch ebenfalls eine spontane Reduktion des Hautscores in Erwdgung
gezogen werden. Durch das Design ohne Kontrollgruppe ohne Iloprost-Therapie ist hier

keine eindeutige Aussage zu treffen.

Zusammenfassend zeigte sich in unserer Studie eine erhohte GefaB3flachendichte bei
reduzierter Kapillarzahl der SSc-Kohorte, die wir auf die charakteristischen
Megakapillaren in der systemischen Sklerose zuriickfiihren. Die restlichen Parameter,
epidermale Nervenfaserdichte, Langerhans-Zell-Dichte und Hautscore zeigten nur
geringe Verdnderungen, passend zur geringen Krankheitsaktivitdt bei unserer SSc-
Kohorte. Eine Beteiligung der kleinen Nervenfasern in der systemischen Sklerose konnen

wir somit nicht bestatigen.
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6 Zusammenfassung

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch fortschreitende
Fibrosierung der Haut und weiterer Organsysteme gekennzeichnet ist. Durch die
charakteristische Vaskulopathie kommt es zur Gewebsunterversorgung, die zu Atrophie
der Haut sowie Ulzera und Nekrosen fiihrt. Unklar ist, ob die kleinen epidermalen
Nervenfasern im Rahmen der Erkrankung geschiddigt werden. Eine Beteiligung von
Langerhans-Zellen (LC) als epidermale Immunzellen ist nicht bekannt.

Medikamentds kann Iloprost, ein Prostazyklin-Analogon der Vaskulopathie
entgegenwirken und klinisch die Fibrosierung hemmen sowie die akrale Perfusion

verbessern.

Fragestellung unserer Studie war, ob es bei der SSc zu einer Beteiligung der der kleinen
Hautnervenfasern kommt (1). Weiter sollte histologisch die Hautbeteiligung und der
Gefafistatus sowie die LC analysiert und in Bezug zu den klinischen Parametern gesetzt
werden (2). SchlieBlich sollte der Einfluss von intravendsem Iloprost auf die Histologie
der Haut untersucht werden (3). Hierzu wurden Hautbiopsien von 24 SSc-Erkrankten
histologisch auf epidermale Nervenfaserdichte (END), dermale GefaB3flichendichte
(VD), die Hautbeteiligung sowie die LC-Dichte untersucht und mit sieben gesunden
Kontrollen verglichen. Klinisch wurden die Parameter mit dem mRSS (engl.: ,, modified
Rodnan Skin Score”) und der Kapillarmikroskopie der Nagelpfalz verglichen. Nach
einem Zyklus intravendsem Iloprost wurde der SSc-Kohorte erneut Biopsien entnommen

und untersucht.

END und LC-Dichte zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die SSc-Kohorte wies
eine signifikant erhdhte VD bei kapillarmikroskopisch reduzierter Kapillardichte auf, was
wir als SSc-typisch aufgetriebene Kapillaren werten. Unter Iloprost-Therapie kam es zu
keiner signifikanten Abnahme der VD.

Eine Beteiligung der kleinen Nervenfasern im Krankheitsbild der systemischen Sklerose
kann somit in unserer Studie nicht bestétigt werden. Unsere SSc-Kohorte wies im mRSS
sowie im histologischen Hautscore eine geringe Hautbeteiligung auf. Weiterhin litten
91,7 % an der limitierten SSc-Form. Studien beziiglich eines hoheren mRSS sowie der

diffusen Form sind hier zum besseren Verstindnis der SSc notwendig.
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/ Summary

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease that causes fibrosis of the skin. As the
disease progresses, blood vessels degenerate, leading to poor circulation in the affected
areas. This leads to skin atrophy and, in some cases, ulceration and necrosis. It is still
unclear whether the small epidermal nerve fibres are damaged by the disease. The
involvement of Langerhans cells as epidermal immune cells is also poorly understood.

A well-established medical therapy for vasculopathy in SSc is iloprost, a prostacyclin

analogue, which clinically reduces fibrosis and improves vascular status.

The aim of our study was (1) to determine whether small cutaneous nerve fibres are
affected in systemic sclerosis. (2) To measure histologically skin involvement and
vascular status as well as Langerhans cells and to relate them to clinical parameters. (3)
Finally, to investigate the influence of intravenous iloprost therapy on skin histology.

For this purpose, skin biopsies from 24 patients* with SSc were histologically examined
for epidermal nerve fibre density (END), dermal vascular density (VD), skin involvement
and Langerhans cell density (LC density) and compared with a control group of seven
healthy subjects. Clinical parameters were compared with the modified Rodnan Skin
Score (mRSS) and nailfold videocapillaroscopy. After one cycle of intravenous iloprost,

a biopsy was taken from the SSc cohort and analysed for the above parameters.

Our study showed no significant differences in END and LC density between the healthy
and SSc cohorts. Compared to the healthy control, the SSc cohort showed significantly
increased VD with decreased capillary density by capillary microscopy, which we believe
is most likely a phenomenon of megacapillaries in the context of the disease pattern.
There was no significant reduction in VD with iloprost therapy.

Thus, the involvement of small nerve fibres in the clinical picture of systemic sclerosis
cannot be confirmed in our study. However, our SSc cohort showed low skin involvement
in both mRSS and histological skin score. Also, our SSc cohort consisted almost
exclusively of the limited form. Studies of SSc patients* with higher disease activity or

diffuse form are needed for a better understanding of SSc.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ACR American College of Rheumatology

ANA Antinukledre Antikorper

CCN-1 Cellular communication network factor 1

CD Cluster of differentiation

Cenp Centromeric protein

CKMNFI116 Kreatinkinase MNF 116, engl.: ,, creatine kinase MNF 116"

COMPASS 31 Composite Autonomic Symptom Score 31

CZ1 Carl Zeiss Image Data File

DAMP Damage-assosciated molecular pattern

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

DLCO Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitit, engl.: ,, diffusion capacity
of the lung for carbon monoxid”

dSSc Diffuse systemische Sklerose

EFNS European Federation of Neurological Societies

END Epidermale Nervenfaserdichte

EULAR European League against Rheumatism

EvG Elastika-van-Gieson

FVC Forcierte Vitalkapazitét

GAP43 Growth Associated Protein 43

HE Hématoxylin-Eosin

HIF-1 Hypoxia-inducible transcription factor 1

HLA Humanes Leukozytenantigen

IF Immunfluoreszenz

IgG Immunglobulin G

LC Langerhans-Zellen, engl.: ,, Langerhans cells “

1SSc Limitierte systemische Sklerose

mRSS modifizierter Rodnan Skin Score

n.a. nicht angegeben

Nr. Nummer

PAH Pulmonalarterielle Hypertonie

PAP Pulmonalarterieller Blutdruck

PDGF Platelet derived growth factor

PGP9.5 Protein Gene Product 9.5

PNG Portable Network Graphics

PNS Peripheral Nerve Society

QST Quantitative Sensorische Testung

RNA Ribonukleinséure, engl.: ,, ribonucleic acid”

ROI Region of Interest

SFN Kleinfaserneuropathie, engl.: ,, small-fiber neuropathy “

SSc Systemische Sklerose, engl.: ,, systemic sclerosis”

SSR Sympathische Hautreaktion, engl.: ,, sympathetic skin response “

v.a. Vor allem

VAS Visuelle Analogskala

VD GefaBdichte, engl.: ,, vessel density”
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12 Anhang

12.1 Gerite

102

Axio Scan Z.1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Fluoreszenz-Mikroskop DM 2000

Leica, Wetzlar

Kamera DFC450C

Leica, Wetzlar

Kryostat Leica CM1950 Leica

Leica, Wetzlar

Manuelle Pipette Gilson Pipetman®
P1000

Gilson Inc., Middletown, Ohio, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman®
P2

Gilson Inc., Middletown, Ohio, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman®
P20

Gilson Inc., Middletown, Ohio, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman®
P200

Gilson Inc., Middletown, Ohio, USA

Nikon Eclipse 801

Nikon, Tokio, Japan

Optilia Digital Capillaroscopy System

Optilia Inspection Systems AB, Villingby

Sweden

Schiittler Titramax 101

Heidolph, Schwabach

Slice Stainer TST44C

Medite GmbH, Burgdorf

Zentrifuge Mega Star 1.6

VWR, Radnor, Pennsylvania USA

Zentrifuge MiniSpin®

Eppendorf, Hamburg

12.2 Software

EndNote X9.3.3

Clarivate, London, UK

Fiji-ImageJ (Version 1.51n)

National Institute of Health, USA

GraphPad Prism (Version 9)

GraphPad Software, San Diego, Kalifornien,
USA

Leica Application Suite (Version

4.7.1)

Leica, Wetzlar

ZEN 2.6

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena




12.3 Verbrauchsmaterialien
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24-Well-Platte

Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

Alexa Fluor 488 (Goat anti-rabbit
1gG)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Alexa Fluor 555 (Donkey anti-Goat
IgG)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Alexa Fluor 568 (Goat anti-mouse

IgG)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Alexa Fluor 568 (Goat anti-rat IgG)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Alkohol

Cytoseal XYL

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Deckglasschen (24x50 mm)

Engelbrecht, Edermiinde

Eosin G

Merck KGaA, Darmstadt

Falcon-Rohrchen (15 ml)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Fluoroshield Mounting Medium with
DAPI 20 mL

Abcam, Cambridge, UK

Glycin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Goat-Serum

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

Monoclonal mouse IgG anti-CD31

DAKO, Santa Clara, Kalifornien, USA

Monoclonal rabbit IgG anti-GAP43

DAKO, Santa Clara, Kalifonien, USA

Monoclonal rat IgG anti-Endomucin

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Mouse IgG anti-CD34

DCS, Hamburg

NaH;PO4~H,0O

Merck KGaA, Darmstadt

NaCl

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Objekttrager Superfrost

Langenbrinck, Emmendingen

Parafilm M Verschlussfolie

Bemis Company, Neenah, Wisconsin, USA

Pikrinsédure

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Pipettenspitzen (10 pl)

Nerbe Plus, Winsen-Luhe
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Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Polyclonal Goat IgG anti-
Langerin/CD207

R&D Systems, Inc., Minneapolis,
Minnesota, USA

Polyclonal rabbit IgG anti-PGP 9.5

Zytomed Systems GmbH, Berlin

Resorcin-Fuchsin-Ldsung

Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster

Saccharose-Losung

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SafeSeal Reagiergefall 1,5ml

Sarstedt, Niimbrecht

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Vasco ® Nitril white

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe




12.4 Gebrauchsmaterialien

10x PBS-Stammldsung:

fiir 500ml fir 1L

~NaH2PO4~H20 2,6g 5.2¢g
Na2HPO4~H20 6,22¢ 12,449
~NaCl 38¢g 762

-In Aqua bidest. Losen und pH-Wert mit 1N NaOH auf 7,4 einstellen.

-1:10 mit Aqua bidest. verdiinnen.

-Lagerung bei Raumtemperatur.

Waschldsungen:

-100 ml 1x PBS auffiillen mit:
1 g Triton X-100 (fiir 1% Triton X-100/PBS-Lsg.)
0,1 g Triton X-100 (fiir 0,1% Triton X-100/PBS-Lsg.)
0,01 g Triton X-100 (fiir 0,01% Triton X-100/PBS-Lsg.)
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0,5 g Triton X-100 und 5 ml NGS (fiir 0,1% Triton X-100/5% NGS/PBS-Lsg.)

1 g Glycin (fiir 1% Glycin/PBS-Lsg.)

1 g Glycin und 0,5 g Triton X-100 (fiir 1% Glycin/0,5% Triton X-100/PBS-Lsg.)

-Lagerung im Kiihlschrank 4°C.

Antikorper-Verdiinnungslosung:

-1 g BSA (Kiihlschrank)

-0,3 g Triton X-100

-0,1 g Tween 20

-mit 100 ml 1x PBS 16sen und bei 4°C im Kiihlschrank lagern
-Haltbarkeit ca.4 Wochen.
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12.5 Protokolle

12.5.1 Farbungen

PGP9.5/CD31
6 Schnitte je Probe in einen Well einer 24-Wells-Platte

Tag 1:

1 h mit 1% Triton X-100/PBS-Lsg. Waschen

10 min in 1% Glycin/PBS-Lsg. waschen

10 min mit 1% Glycin/0,5% Triton/PBS-Lsg. Waschen

1h mit 0,5% Triton/5% NGS/PBS-Lsg.

Primérantikorper anti-PGP 9.5 und anti-CD31 in Antikdrperverdiinnungslosung
auf jeweils 1:500 verdiinnt

Schnitte in Primérantikorperlosung fiir 2 Néachte bei 4°C auf dem Schiittler

inkubieren

3x 15 min mit 0,01% Triton X-100/PBS-Lsg. waschen

15 min in 1xPBS-Lsg. waschen

Sekundirantikorper Alexa Fluor anti-Rabbit 488 und Alexa Fluor anti-Mouse
568 in Antikorperverdiinnungslosung auf jeweils 1:1000 verdiinnen (ab diesem
Zeitpunkt unter minimalem Lichteinfluss arbeiten)

Schnitte in Sekundérantikorperlosung fiir eine Nacht abgedunkelt auf dem

Schiittler bei 4°C inkubieren

3x 15 min mit 0,01% Triton X-100/PBS-Lsg. waschen

15 min in 1xPBS-Lsg. waschen

Schnitte mittels einer Pasteurpipette auf jeweils einen Objekttriager pro Probe
legen

Trockene Schnitte eindecken mit Fluoroshield Mounting Medium with DAPI
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Langerin
Tag 1:

- 10pm dicke Kryoschnitte von fixierten Hautbiospien anfertigen und ca. 15 min
trocknen lassen

- Schnitte in einer Kiivette mit 1x PBS-Puffer fiir 5 min waschen auf dem
Schiittler

- AbgieBen und 2x mit 1xPBS + 0,1% Triton je 5 min auf dem Schiittler waschen

- AbgieBen und etwas trocknen, die Proben auf dem Objekttrager mit einem Pap-
Pen umranden, kurz antrocknen lassen, die Schnitte in eine feuchte Kammer le-
gen

- Erst-Antikorper 1:200 mit Antikorper-Verdiinnungslosung verdiinnen und auf
die Proben pipettieren und iiber Nacht bei 4°C inkubieren im Kiihlschrank

Tag 2:

- 3x waschen mit 1xPBS (siche oben)

- Schnitte kurz abtrocknen, eventuell den Pap-Pen erneuern, Objekttrager wieder
in die feuchte Kammer legen, Raum abdunkeln

- Sekundirantikérper mit Antikorper-Verdiinnungslosung 1:200 verdiinnen und
kurz abzentrifugieren, auf die Proben pipettieren

- 2-4h bei Raumtemperatur in der geschlossenen Kammer inkubieren

- Im Dunklen 3x mit 1XxPBS je 5-10min auf dem Schiittler waschen

- Schnitte etwas abtrocknen und mit Mounting Medium mit DAPI eindecken,
eventuell die Rdnder mit durchsichtigem Nagellack versiegeln. Die Schnitte im
Kiihlschrank abgedeckt lagern.

HE- und EvG-Firbungen

Die HE und EvG-Firbungen wurden mit dem Férbeautomaten Medite Slide Stainer

TST44C durchgefiihrt.
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12.5.2 Digitalisierung der Schnitte mit Zeiss AxioScan

- Schnitte mit alkoholischer Losung oberflachlich abwischen
- Jeweils 4 Objekttriger in einen Tray einspannen und in die Vorrichtung des
Scanners legen
- Software ZEN 2.6 starten
- Speicherort wihlen
- ,,Preview Scans‘ der Schnitte erstellen und bei den Schnitten individuell den
,,Advanced Scan Profile Wizzard* 6ffnen
- Im Reiter ,, Tissue Detecting Settings” die Schnitte im ,,Preview Scan* manuell
markieren
- Autofokus anhand des Referenzkanal ,,DAPI* einstellen — ggf. manuell
nachjustieren
- Kanile zum Scannen wihlen
o PGP 9.5—-488 nm
o CD31-555nm
o DAPI

Z-Stack einstellen mit 6 Schnitten im Bereich von 25 pm in 5-um-Schritten

12.5.3 Morphometrische Analyse

(exemplarisch fiir 250 pm)
- Bild in ImagelJ 6ftnen
1. Ermittlung der ROI
- die Basalmembran manuell nachgefahren
- Macro 1 starten:
getSelectionCoordinates(xpoints, ypoints)
for (i=10,i<3800;i=i+10) {
makeOval(xpoints[i]-2198,ypoints[i]-2198,4396,4396),
roiManager("Add");

- Macro 2 starten:
roiManager("Combine");

setBackgroundColor(0, 0, 0);
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run("Clear Outside"),
roiManager("delete"),
- an beiden Seiten jeweils den Teil abschneiden, der nicht ausreichend breit ist
- manuelles Nachfahren der nun entstandenen ROI
o Messen der Flache mittels ROI Manager
o Bereich Ausschneiden
- Color Threshold 6ffnen und einstellen:

o Hue 0-40, Saturation 0-255, Brightness 72-255

Macro 3 starten:
run("Analyze Particles...", "size=200-Infinity display include summarize add");

getResult("Area”, 0);
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