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1 Zusammenfassung

Als nach auflen gerichtetes, grofites Organ des menschlichen Korpers ist unsere Haut einer
Vielzahl von externen und intrinsischen Einfliissen ausgesetzt, die sich im Laufe des Lebens
summieren und das duBere Erscheinungsbild sichtbar verdndern. Im Zuge eines komplexen
biologischen Prozesses entstehen neben Falten auch pigmentierte Verdnderungen (Lentigines
solaris et senilis). Diese makroskopisch sichtbaren Verdnderungen stellen fiir viele Menschen
in erster Linie ein kosmetisches Problem dar und stellen die Kosmetikindustrie vor neue He-
rausforderungen. Mithilfe der Lichtmikroskopie lassen sich u.a. Verdnderungen innerhalb der
Dermis nachweisen — der Kollagengehalt sinkt, gleichzeitig erfolgt eine Ablagerung minder-

wertigen elastischen Materials, welche durch UV-Strahlung zusitzlich begiinstigt wird.

Lange Zeit basierte auch die Bestimmung der epidermalen Dicke auf der mikroskopischen
Auswertung von Hautbiopsien. Diese Methode stellt jedoch nicht nur einen invasiven Eingriff
mit dementsprechenden Risiken dar, sondern fiihrt aufgrund von Fixationsartefakten mitunter

zu verfilschten Ergebnissen.

In den letzten Jahren riickte neben anderen innovativen Imagingverfahren die Multiphotonen-
lasertomographie als vielversprechendes, risikoarmes, diagnostisches Verfahren in der Der-
matologie zunehmend in den Vordergrund. Die horizontale, hochauflosende Darstellung ein-
zelner Hautschichten bis in eine Tiefe von 200 um ermdglicht die exakte Visualisierung der
Zellarchitektur, pathologischer Zellverdnderungen oder die Demonstration des transkutanen
Stofftransportes verschiedener Pharmaka bzw. Kosmetika. Das Prinzip beruht darauf, endo-
gene Biomolekiile der Haut mittels langwelliger NIR-Strahlung zur Fluoreszenz anzuregen
und die emittierten Photonen mithilfe von Detektoren zu erfassen. Neben der Autofluoreszenz
(AF) endogener Fluorophore ldsst sich ein weiteres optisches Phinomen des dermalen fibrilla-
ren Kollagens, der second harmonic generation Effekt (SHG), erzeugen: AF und SHG Signal
werden separat erfasst. Aus dem Verhéltnis der AF des Elastins und dem SHG des Kollagens
lasst sich der sogenannte SAAID Hautalterungsindex berechnen und sich auf diese Weise das

Alter der Haut quantifizieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war u.a. die Frage, inwieweit das Alter des Probanden und die
Messtiefe die Hohe des SAAID beeinflussen. Desweiteren standen neben der morphologi-

schen, horizontalen Darstellung der einzelnen epidermalen Zellschichten auch exakte Berech-
9



nungen zur epidermalen Dicke in Abhédngigkeit von Kdorperlokalisation und Probandenalter
im Vordergrund der klinisch prospektiven Studie. 30 hautgesunde, freiwillige Probanden zwi-
schen 21 und 82 Jahren, die zuvor in 3 Altersgruppen aufgeteilt wurden, unterzogen sich dazu
einer einmaligen, mehrstiindigen Untersuchung am MLT. Unter Verwendung der JenLab
Software wurden an 2 Testfeldern (Unterarm dorsal und Handriicken) zunichst in jeder epi-
dermalen Hautschicht exemplarische, morphologische Bilder generiert. AnschlieBend erfolgte
in jedem Testareal die Aufnahme von 3 sogenannten SPC Stapeln mit je 50 Bildern. Deswei-
teren erfolgten bei jedem Probanden Messungen zur Faltentiefe der Haut am optischen 3 D

Messgerat PRIMOS.

Nach Auswertung der SPC Stapel und grafischer Auftragung der totalen Photonenanzahl pro
Bild iiber die Fokustiefe ergaben sich charakteristische Kurvenverldufe fiir AF und SHG mit
entsprechenden Peaks, die anhand typischer Fluorophore in einzelnen Zellschichten den ent-
sprechenden epidermalen Schichten zugeordnet werden konnten. Aus den Abstinden zwi-
schen den Peaks innerhalb eines Stapels konnte die Dicke der jeweiligen Epidermisschicht
berechnet werden. In allen Altersgruppen wurden signifikant hohere Werte am Handriicken
im Vergleich zum Unterarm nachgewiesen. Eine Zu- oder Abnahme der Dicke der untersuch-

ten epidermalen Schichten mit steigendem Probandenalter zeigte sich nicht.

Desweiteren resultierte eine mit zunehmendem Alter signifikante, kontinuierliche Abnahme
des SAAID. Nach grafischer Darstellung des SAAID iiber die Hauttiefe zeigten sich starke
Unterschiede zwischen jungen und alten Probanden: Bei jungen Studienteilnehmern steigt der
SAAID bis auf ein Maximum innerhalb der Dermis an und verlduft bis zum Erreichen der
maximalen Fokustiefe plateauférmig, wihrend beim alten Probanden nach Erreichen eines
SAAID Peaks der Hautalterungsindex auf einen Wert abfillt, der auch bei zunehmender Tiefe
konstant bleibt. Der SAAID Peak bei alter Haut korrespondiert mit einem Streifen intakten
Kollagens innerhalb der papilldren Dermis, der als Grenzzone bezeichnet wird und einen An-

satz zur Reparatur lichtbedingter Hautschidden darstellt.

Die Auswertung der mittels PRIMOS gemessenen Hautfaltentiefe erbrachte bei Vergleich der
Altersgruppen in keinem der 3 Testfelder signifikante Unterschiede. Beim Testen der 3 Loka-
lisationen gegeneinander resultierte eine signifikant geringere maximale Faltentiefe an der
Unterarminnenseite gegeniiber dem Handriicken, was sich durch die stirkere Exposition des

Handriickens gegeniiber Umweltreizen erkldren lésst.
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2 Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion des Hautorgans

2.1.1 Makroskopie der Haut

Mit 1,5 — 2 m? {iberzieht unsere Haut als sogenanntes ,,Flachenorgan® die Aullenseite des Or-
ganismus und stellt die dullere Begrenzung des Menschen zu seiner Umwelt dar. Das makros-
kopische Erscheinungsbild der Hautoberflache zeigt ein typisches Relief aus Furchen, Falten,
Feldern bzw. Leisten. Bewegungsfurchen und -falten bilden sich im Bereich der Gelenke. Mit
zunehmendem Lebensalter entstehen aufgrund eines Elastizititsverlustes verstirkt Altersfal-

ten.

Die unbehaarte Leistenhaut findet man im Bereich der Handinnenfldche und an der Fuf3sohle.
Sie weist aufgrund der besonderen mechanischen Belastung in diesen Kdrperregionen eine
besondere Dicke auf. Die Anordnung der Hautleisten ist determiniert durch ein genetisch
festgelegtes Papillarleistenmuster, das fiir jeden Menschen einzigartig ist. Diese Individualitét
macht man sich in der Kriminologie und Anthropologie zunutze. Die {ibrige Haut wird durch
eine zarte Furchung in polygonale Felder unterteilt, an deren Schnittpunkten sich die Haarfol-
likel befinden. Dieses Muster fiihrte zur Bezeichnung Felderhaut. Von klinischem Interesse ist
die linienformige Gliederung der Haut. Die Schnittfiihrung bei Operationen sollte beispiels-
weise entlang der Hautspaltlinien, die durch die Struktur und Anordnung von Kollagen- und
elastischen Fasern der darunterliegenden Dermis verursacht werden, erfolgen. Klaffende

Wunden kénnen so vermieden werden, aulerdem resultieren spiter diskretere Narben.

Viele Genodermatosen aber auch bestimmte Arten von Névi folgen hingegen den sogenann-
ten Blaschko-Linien, welche weder mit Gefal3- noch Nervenverlaufen assoziiert sind, sondern

vielmehr dem Ausbreitungsweg von Zellen wihrend der Embryogenese entsprechen.

Bedeutsam fiir die Ausbreitung des Herpes zoster ist die segmentale Gliederung der Haut in
Form von Dermatomen, die die radikulére Innervation der Haut widerspiegeln (Moll 2005,

Rassner 2009).
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2.1.2 Mikroskopie der Haut

Unsere Haut ist schichtformig aufgebaut und gliedert sich von auflen nach innen wie folgt:

e Epidermis (Oberhaut)
e Dermis (Lederhaut)
e Subkutis (Unterhaut)

2.1.2.1 Epidermis

Die gefidBlose Epidermis bildet ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel und besteht
zu etwa 90% aus Keratinozyten, die im Zuge der terminalen epidermalen Differenzierung in
kernlose Korneozyten (Hornzellen) umgewandelt werden. Die Zellen durchlaufen innerhalb
von 28 Tagen einen Reifungsprozess und steigen innerhalb der Epidermisschichten auf: Das
einschichtige Stratum basale besteht aus kubischen Zellen, die in der Lage sind, sich zu teilen.
Als unterste Zellschicht der Epidermis erfiillt es die wichtige Aufgabe der Regeneration.
Womoglich teilen sich nur wenige Stammzellen, wobei eine Tochterzelle basal erhalten
bleibt, die andere gen Hautoberfliche wandert. Unter Verdanderung ihrer Struktur durchliuft
sie das Stratum spinosum, das Stratum granulosum, letztendlich das Stratum corneum und
wird an der Hautoberfldche abgestoBen. Abb. 1 veranschaulicht schematisch den schichtfor-

migen Aufbau der Epidermis.

Wihrend das Stratum basale noch als einschichtige Zellschicht zylindrischer Zellen impo-
niert, flachen die Zellen im Stratum spinosum zunehmend ab und bilden mehrere iibereinan-
der liegende Zelllagen. Die einzelnen Stachelzellen sind durch Interzellularbriicken, die soge-
nannten Desmosomen, untereinander verbunden. Im dariiber liegenden ein- bis dreilagigem
Stratum granulosum enthalten die Kornerzellen basophile Keratohyalingranula und erschei-
nen bereits deutlich abgeflacht. Zunehmend gehen Zellen nun in die Apoptose liber, verbun-

den mit einem Abbau der Zellorganellen.

Die duBerste Epidermisschicht bezeichnet man als Stratum corneum. Sie besteht aus 10-20
Lagen kernloser, abgestorbener Hornzellen (Korneozyten), die als keratinreiche, flache Zellen
nach auflen abgestof8en werden. Palmoplantar findet sich zwischen dem Stratum granulosum
und dem Stratum corneum das Stratum lucidum — eine diinne homogen erscheinende Schicht

mit dicht gepackten Zellen (Rassner 2009, Moll 2005).
12



Neben den Keratinozyten beherbergt die Epidermis auch andere Zellen, jedoch in wesentlich
geringerer Anzahl. Dazu zéhlen Zellen des Immunsystems (Langerhans-Zellen und Lympho-

zyten) sowie Merkel-Zellen, denen eine Perzeptionsfunktion zukommt.

Melanozyten sind als dendritische Zellen in der Basalzone der Epidermis lokalisiert. Elektro-
nenmikroskopisch sind sie anhand ihrer Melanosomen identifizierbar, in denen sie aus der
Aminosédure Tyrosin das Hautpigment Melanin synthetisieren und an benachbarte Keratinozy-
ten abgeben (Moll 2005). Sie bilden somit das Pigmentsystem der Haut und schiitzen vor UV-
Strahlung (Rassner 2009). Die Langerhans-Zellen sind iiberwiegend suprabasal und im Be-
reich der duBeren Wurzelscheide lokalisiert und entstammen der myeloischen Zellreihe des
Knochenmarks. Erst nach Einwanderung in die Epidermis erfolgt die Differenzierung zu Lan-
gerhans-Zellen. Sie gehoren zu den antigenpréisentierenden Zellen und sind an der Aktivie-
rung von T-Helferzellen beteiligt. Gleichzeitig erfiillen sie eine wichtige Funktion bei der
Entstehung allergischer Typ IV Reaktionen. Hierzu zihlt z.B. das allergische Kontaktekzem
(Moll 2005).

Stratum corneum S -

. . 1 S I P
Stratum lucidum Py

. .._;---'.‘": s ;'_:/ B A

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum bagsale

Abb. 1: Aufbau der Epidermis. (modifiziert nach http://www.triconmed.de/professional-
healthcare/bilder/hautaufbau.g).
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2.1.2.2 Dermoepidermale Junktionszone

Diese auch als Basalmembranzone bezeichnete Grenzfliche verbindet die Epidermis mit der
darunterliegenden Dermis und verzahnt beide Hautschichten miteinander. Epidermale Rete-
leisten ragen in die Dermis hinein, zwischen denen bindegewebige, dermale Papillen lokali-
siert sind. Somit ldsst sich ein wellenformiger Verlauf beschreiben. Die Basalmembran be-
steht aus zwei Hauptschichten, der Lamina lucida, die mittels Verankerungsfibrillen an der
Plasmamembran der Basalzellen befestigt ist, und der Lamina densa, die Verbindung zur
Dermis hat. Zusammen mit feinen Kollagenfasern und Matrixsubstanz wird eine Zone zwi-
schen Epidermis und Dermis geschaffen, die den Austausch von Zellen und Molekiilen kont-
rolliert (Terhost 2005). Aufgrund des komplexen Aufbaus sind jedoch auch zahlreiche Sto-
rungen im Bereich der epidermo-dermalen Junktionszone moglich, die z.B. zu einer Blasen-

bildung - wie beim bullésen Pemphigoid - fithren kénnen (Moll 2005, Terhost 2005).

2.1.2.3 Dermis

Die Dermis besteht aus fibroelastischem Bindegewebe und erstreckt sich bis zum subkutanen
Fettgewebe. Neben Fibroblasten, setzt sie sich iiberwiegend aus kollagenen und elastischen
Fasern zusammen, die in eine gelartige Grundsubstanz eingebettet sind. Fasern und Grund-
substanz bezeichnet man zusammen als extrazelluldre Matrix (Fritsch 2009). Histologisch
lasst sich die Dermis in zwei Schichten unterteilen: Das oberflachlich gelegene Stratum papil-
lare, welches sich zwischen den epidermalen Reteleisten befindet, und das breite Stratum reti-
culare. Wihrend die zellreiche papillire Dermis mit zahlreichen Blutgefilen und Nerven
vorwiegend fiir die Versorgung der Epidermis verantwortlich ist, besteht das Stratum reticula-
re grofitenteils aus kollagenen und elastischen Fasern, die der Haut mechanische Stabilitét und

ReiBfestigkeit bzw. Elastizitit verleihen (Moll 2005).

Dermale Zellen

Fibroblasten sind die dominierenden Zellen der Dermis, welche die Synthese von kollagenen
Fasern und der Grundsubstanz iibernehmen. Auch Histiozyten, die als aktive Makrophagen
abgestorbene Zellen und Abbaumaterial aufnehmen, lassen sich in der Dermis zahlreich
nachweisen. Fiir allergische und entziindliche Reaktionen sind die basophilen Mastzellen mit

ihren histaminhaltigen Granula verantwortlich (Moll 2005).
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Dermale Fasern

Kollagenfasern, bestehend aus Typ 1 Kollagen, bilden den Hauptanteil der dermalen extrazel-
luldren Matrix. Sie sind zu Kollagenfaserbiindeln arrangiert, die parallel zur Hautoberfldche
verlaufen und der Haut mechanische Stabilitdt verleihen. Kollagenfasern vom Typ 3 (Retiku-
linfasern) und Typ 7 befinden sich im Bereich der Basalmembran und spielen eine Rolle bei
der Verankerung der Dermis in der Epidermis (Moll 2005). Im Zuge der Hautalterung sinkt
der Kollagengehalt durch die abnehmende Syntheseleistung der Fibroblasten (Varani et al.
2002).

Auch elastische Fasern sind am Aufbau des dermalen Fasernetzwerkes beteiligt. Sie bestehen
aus einem amorphen Kern, dem Elastin und umgebenden Mikrofibrillen. Dieser strukturelle

Aufbau garantiert nach Verformung der Haut die Riickkehr zur Ausgangslage (Fritsch 2009).

Grundsubstanz

Die Grundsubstanz der Dermis fungiert hauptséchlich als mechanische Stiitze und Sto8damp-
fer, da sie in der Lage ist, Wasser zu speichern. Dies wird ermoglicht durch die anionischen
Glykosaminoglykane und Proteoglykane, die im wesentlichen durch Fibroblasten synthetisiert

und durch Hyaluronidase und lysosomale Enzyme wieder abgebaut werden (Fritsch 2009).

2.1.2.4 Subkutis

Das Unterhautfettgewebe isoliert den Korper vor Kilteeinwirkung und bietet Schutz vor duf3e-
ren, mechanischen Einwirkungen. Lipozyten bilden ldppchenartige Formationen und sind
durch bindegewebige Septen voneinander getrennt. In den Septen verlaufen Blutgefa3e und

Nerven, die bis in die Dermis ziehen (Fritsch 2009).
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2.1.3 Funktionen des Hautorgans

Als duBlere Hiille unseres Organismus erfiillt die Haut in erster Linie eine Schutzfunktion ge-
geniiber externen Einfliissen. Das Eindringen von Infektionserregern wird bei intakter Haut-
oberfliche durch den speziellen Aufbau der oberen Epidermis mit Hornschuppen und dichten
Zell-Zell-Verbindungen verhindert. Die besondere Beschaffenheit der Epidermis bietet iiber-
dies eine exzellente Barriere gegeniiber der Austrocknung unseres Korpers. Weiterhin besitzt
der Sdureschutzmantel der Haut mit einem pH-Wert von 5,5 eine hohe Pufferkapazitit und
bildet somit nicht nur Schutz vor mikrobiellen Erregern, sondern auch gegeniiber chemischen
Noxen. Um einfallende UV-Strahlung abzuschirmen, reflektiert und absorbiert die Haut Licht.
Die Reflexion erfolgt v.a. durch den Oberflachenfilm und das Stratum corneum, nicht reflek-
tierte Strahlen werden durch das Melaninpigment in den Melanozyten des Stratum basale ab-
sorbiert. Die Stédrke dieses Schutzes ist jedoch von der individuellen Pigmentierung jedes Ein-
zelnen abhingig und erfordert in Abhingigkeit vom Hauttyp jedes Einzelnen einen zusétzli-

chen Schutz durch UV-Karenz, Kleidung oder Sonnencreme.

Der komplexe Aufbau der Dermis aus kollagenen und elastischen Fasern sowie der wasser-

speichernden Grundsubstanz schiitzt vor scherenden, gewebstrennenden Einfliissen.

Mechanische Einwirkungen werden durch das subkutane Fettgewebe abgepuffert. Dieses er-
fiillt insbesondere eine wichtige Funktion hinsichtlich der Thermoregulation unseres Kdorpers.
Die Subkutis schiitzt einerseits vor Kilteeinwirkung, zum anderen kann durch eine Steigerung

der Hautdurchblutung und Schweisekretion Warme nach aullen abgegeben werden.

Neben den bisher genannten Eigenschaften spielt die Haut zudem eine wichtige Rolle in der
Aufnahme dufBlerer Reize. Als Sinnesorgan vermittelt sie Berlihrungs-, Druck-, Temperatur-
und Schmerzempfindungen {iber spezifische Rezeptoren und freie Nervenendigungen, die in

der Dermis und Subkutis lokalisiert sind.

Zusammenfassend lésst sich die Haut als ein komplexes Organ mit vielféltigen Aufgaben be-
schreiben. Nicht zuletzt besitzt sie eine bedeutsame Rolle in der psychosozialen Kommunika-
tion und ldsst Riickschliisse auf den Gemiitszustand oder das Alter des betrachteten Menschen

zu. (Rassner 2009, Moll 2005).
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2.2 Die Geschichte der Multiphotonenlasertomographie

Das Prinzip der Anregung eines Molekiils durch zwei Photonen wurde erstmals 1931 durch
Maria Goeppert-Mayer beschrieben (Goeppert-Mayer 1931). 30 Jahre spdter untersuchten
Kaiser und Garrett dieses Prinzip experimentell an Calcium-Fluorid-Europium-Kristallen mit-
tels eines Rubinlasers (Kaiser und CGB 1961). Doch erst 1990 fiihrten Denk et al. die ersten
mikroskopischen Untersuchungen mithilfe der Zweiphotonenfluoreszenzanregung durch.
Hierbei gelang es ihnen, Chromosomen in sich teilenden Nierenzellen darzustellen (Denk et

al. 1990).

Der SHG Effekt -bekannt seit Anfang der 60iger Jahre- wurde durch Christensen und Hell-
warth erstmals fiir eine experimentelle Studie eingesetzt: Die beiden Wissenschaftler unter-
suchten die Struktur von Zinkselenid-Kristallen unter einem konventionellen Lichtmikroskop.
Der SHG Effekt wurde unter Verwendung eines Nd:YAG Lasers erzeugt, mittels Prisma und
Linse gelang es, den Strahl zu polarisieren und auf die Probe zu fokussieren, sodass SHG per

Lichtmikroskopie beobachtet werden konnte (Hellwarth und Christensen 1974).

1978 gelang es Gannaway und Sheppard erstmalig mithilfe eines Scanning-Mikroskops Bil-
der verschiedener Kristalle durch den SHG-Effekt zu erzeugen. Aufgrund der hohen Kontras-
te konnten Strukturdetails, die zuvor durch konventionelle Lichtmikroskopie nicht sichtbar
waren, dargestellt werden. Sie erkannten damals bereits den Nutzen der Methode in der Un-
tersuchung biologischer Gewebe. Doch erst mit der Einfilhrung gepulster Laser gelang es, die
auf die Probe auftreffende Energie soweit zu drosseln, dass nur eine geringe Schidigung bio-
logischer Gewebe verursacht wurde (Gannaway und Sheppard 1978). 1981 untersuchten
Shmuel Roth und Issac Freund Kollagen in Sehnen von Rattenschwinzen — der vermutlich
erste Nachweis von SHG an einem biologischen Préparat (Roth und Freund 1981). Die Erstel-
lung von Bildern gelang jedoch erst fiinf Jahre spiter (Freund et al. 1986).

Nachdem Denk et al. im Jahr 1990 Zweiphotonenfluoreszenzmikroskopie demonstriert hatten,
wurden bis heute zahlreiche Studien sowohl an Gewebeproben ex vivo als auch an menschli-
cher Haut in vivo durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Eindringtiefe der Laserstrahlung kénnen
einzelne Zellen und sogar Fasern in lebender Haut studiert werden, die lichtmikroskopisch nur
an fixierten, geschnittenen und gefarbten Proben ex vivo untersucht werden konnen. In Tier-
experimenten wurde u.a. Nieren- und Hirngewebe mithilfe der Zweiphotonenfluoreszenzan-

regung untersucht (Dunn et al. 2002, Helmchen und Denk 2005). Neben dem Einsatz des
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MLT in der Dermatologie ergeben sich somit auch in anderen Bereichen der Medizin neue,

vielversprechende Forschungsmoglichkeiten.

2.3 Das Prinzip der Multiphotonenlasertomographie

Die Multiphotonenlasertomographie ist ein modernes, nicht invasives optisches Verfahren,
das mithilfe eines Lasers die Untersuchung und Abbildung einzelner horizontaler Hautschich-

ten mit subzelluldrer Auflésung (<1pum) ermoglicht.

Damit bestehen die Voraussetzungen zur digitalen Abbildung und Bewertung zelluldrer und
molekularer Strukturen. Wiahrend die ersten Multiphotonen-Laserscanning-Mikroskope ledig-
lich zweidimensionale Messungen in vitro ermoglichten, erlaubte die weitere Entwicklung
bald auch eine dreidimensionale Rekonstruktion des mikroskopisch untersuchten Objekts an-
hand horizontaler Schnittbilder (Kaatz und Konig 2010, Denk et al. 1990). Die Weiterent-
wicklung des Prinzips zur Multiphotonenlasertomografie ermdglicht nicht nur die Darstellung
horizontaler Hautschichten an Gewebeproben ex vivo, sondern auch Messungen am Patienten
in vivo mit hohem Kontrast und subzelluldrer Auflosung (Kaatz und Konig 2010). Dies wird
mithilfe eines 80/90-MHz-Titan-Sapphire-Lasers realisiert (Kaatz und Konig 2010). Demzu-
folge stellt dieses Verfahren ein neuartiges diagnostisches Mittel zur Untersuchung der men-
schlichen Haut dar. Die Multiphotonenlasertomographie wurde zur Fritherkennung von Haut-
krebs oder zur Effektivititskontrolle kosmetischer oder pharmazeutischer Wirkstoffe in vivo
angewendet (Konig 2008). Auch Gewebeproben von Patienten mit verschiedenen dermatolo-
gischen Erkrankungen konnen mithilfe des Gerits analysiert werden. Es findet Anwendung
bei Pilzinfektionen der Haut oder entziindlichen Hauterkrankungen wie Kontaktekzemen oder

Psoriasis (Konig und Riemann 2003).

2.3.1 Zweiphotonenfluoreszenzanregung

Fluoreszenz bezeichnet die Emission von Licht in Form von Photonen nach vorheriger Anre-
gung von Atomen oder Molekiilen durch eine externe Energiequelle (Ghiran 2011). Durch die

Anregung von fluoreszenzfahigen Atomen bzw. Molekiilen werden deren Elektronen in einen
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energetisch hoheren Zustand versetzt. Bei Riickkehr in den energetischen Grundzustand wird
Fluoreszenzstrahlung emittiert, die in Form von Photonen registriert werden kann und i.d.R.
aufgrund einer hoheren Wellenldnge energiedrmer ist als die Anregungsstrahlung (Einphoto-
nenfluoreszenzanregung) (Ghiran 2011, Kaatz und Koénig 2010). Um ein Fluoreszenzmolekiil
optisch in einen angeregten Zustand zu versetzen, bedarf es der Absorption in Form von Pho-
tonen. Wihrend bei der klassischen Einphotonenanregung mithilfe einer kurzwelligen, ener-
giereichen Strahlung ein einzelnes Photon absorbiert und infolgedessen ein Molekiil zur Fluo-
reszenz angeregt wird, kann bei der Zweiphotonenautofluoreszenzanregung der gleiche Ef-
fekt durch die Absorption zweier Photonen im langwelligen Nahe-Infrarot-Bereich (NIR)
zwischen 700 und 1100 nm erreicht werden (Abb. 2) (Konig 2008, Konig 2000). Die Elektro-
nen des angeregten Molekiils werden dabei auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Da
dieser Zustand instabil ist, sind sie bestrebt, in den Grundzustand zuriickzukehren und emittie-
ren dabei die gewiinschte kurzwellige, energiereiche Fluoreszenzstrahlung, die in Form von
detektierten Photonen gemessen wird (Konig 2008). Im Unterschied zur Einphotonenfluores-
zenzanregung ist die emittierte Strahlung kurzwelliger und damit energiereicher als die urs-
priingliche Anregungsstrahlung (Kaatz und Konig 2010). Biomolekiile, die ohne vorherige
Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen in der Lage sind, nach Anregung mithilfe von Photo-
nen kurzwellige Strahlung zu emittieren, bezeichnet man als endogene Fluorophore — sie er-

zeugen die sogenannte Autofluoreszenz.

VY Y
=820 nm
+=550 nm =550 nm
=410 nm "‘ _______ [~
=820 nm
| Y B Y
Einphotonen- Zweiphotonen-
Fluoreszenzanregung Fluoreszenzanregung (AF)
hLem > hex hem < hex

Abb. 2: Unterschiede zwischen Einphotonen- und Zweiphotonenfluoreszenzanregung. Die grii-
nen Pfeile stellen die emittierte Fluoreszenzstrahlung dar (Kaatz und Konig 2010).
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Unabdingbare Voraussetzung fiir die Anregung eines Molekiils durch zwei Photonen ist eine
hohe Photonenflussdichte. Durch femtosekundengepulste Laser mit einer Leistung von ca.
100 mW und die Fokussierung des Laserstrahls unter Verwendung von Objektiven hoher
numerischer Apertur (NA) werden die dafiir erforderlichen hohen Lichtintensitidten im Be-
reich von MW/cm? bzw. GW/cm? erzeugt (Konig 2008, Konig 2000). Da nur wenige endoge-
ne Absorber im optischen Fenster zwischen 700 und 1100 nm existieren, erscheint das Gewe-
be nahezu transparent und eine hohe Eindringtiefe der NIR-Strahlung wird ermdglicht (Konig
2000). Folglich konnen endogene Fluorophore und eine Vielzahl exogener fluoreszierender
Stoffe, z.B. Kosmetika oder Pharmaka in vivo oder ex vivo in Gewebsproben in Tiefen von

mehr als 100 pm detektiert werden (Konig 2000).

2.3.2 Die endogenen Fluorophore der Haut

Die Autofluoreszenz der Haut hat thren Ursprung in einer Vielzahl endogener Fluorophore
mit unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften (Masters et al. 1997). Die Aufzeichnung der
Emissionswellenldngen und der Fluoreszenzlebensdauer erlauben Riickschliisse auf den Urs-
prung der Fluoreszenz (Masters et al. 1997). Die bedeutendsten Fluorophore der Haut sind das
in den Korneozyten enthaltene Keratin im Stratum corneum, NAD(P)H in allen lebenden Zel-
len sowie das im Stratum basale lokalisierte Pigment Melanin und Elastin im Bereich der

Dermis. Die stirksten Fluoreszenzsignale liefern Keratin und Melanin (K6nig 2008).

Fluoreszenzsignale in den oberen Schichten der Epidermis entstammen der Hornsubstanz
Keratin. Zu dieser Erkenntnis gelangten Pena et al. in einer 2005 durchgefiihrten Studie. Wie
bereits beschrieben, wandern epidermale Zellen vom Stratum basale gen Hautoberfldche, um
dann als Hornschuppen abgestoflen zu werden. Im Zuge dieses Prozesses nimmt der Keratin-
gehalt stetig zu und erreicht sein Maximum im Stratum corneum. Hier kann demzufolge ein

starkes Fluoreszenzsignal registriert werden (Pena et al. 2005).

Den Nicotinsdurederivaten NADH und NADPH kommen wichtige Funktionen im Zellstoff-
wechsel zu: Als Kofaktor von Redoxreaktionen sind sie in der Lage, sowohl Elektronen abzu-

geben als auch aufzunehmen und sind somit entscheidend in den Zellstoffwechsel involviert.
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NAD(P)H findet sich im Zytoplasma und in den Mitochondrien und ist fiir den Hauptanteil
der zelluldren Fluoreszenz verantwortlich. Es zeigt bei einer Anregungswellenldinge von 730
nm sein Emissionsmaximum im blau-griinen Bereich und kann aufgrund der hohen Eindring-
tiefe von NIR-Laserstrahlung auch noch in Tiefen bis zu 150 pm beobachtet werden (Masters

et al. 1997, Konig 2008).

Flavine und Flavin-Adenin-Mono- und Dinukleotide (FAM und FAD) fungieren ebenfalls als
Redoxpartner fiir verschiedene Enzyme des mitochondrialen Zellstoffwechsels, emittieren
Fluoreszenzstrahlung jedoch anders als NAD(P)H nur im oxidierten Zustand und sind in we-
sentlich geringeren Konzentrationen als NAD(P)H in diesen Zellorganellen vorhanden. Um
FAD selektiv anzuregen, benétigt man Wellenlingen von 900 bis 1000 nm, in denen
NAD(P)H nur noch geringfiigig leuchtet (Huang et al. 2002). Die Redoxfluorometrie basie-
rend auf der Fluoreszenz von NAD(P)H und FAD kann somit als minimal invasive Methode
zur Beschreibung des zelluldren Energiestoffwechsels als Funktion von Substratverfiigbarkeit,
Sauerstoffangebot und mitochondrialer Funktionsfahigkeit herangezogen werden (Huang et

al. 2002).

Wihrend die zuvor beschriebenen epidermalen Fluorophore bei einer Wellenldnge von 760
nm angeregt werden konnen, erscheinen bei 800 nm stark fluoreszierende Zellen im Stratum
basale (Dimitrow et al. 2009b). Dieses Signal wird durch fluoreszierendes Melanin hervorge-
rufen, was innerhalb der Melanosomen synthetisiert wird und fiir die Hautpigmentierung so-
wie die Farbung von Augen und Haaren verantwortlich ist. Im Gegensatz zu anderen endoge-
nen Fluorophoren weist Melanin ein auergewohnlich breites Absorptionsspektrum vom na-
hen Ultraviolett bis zum nahen Infrarot auf (Kaatz und Konig 2010). Neben dem Melanin
zeigt ein weiteres Pigment der Haut fluoreszierende Eigenschaften: Lipofuszin. Als Nebenp-
rodukt des Fettsdurestoffwechsels akkumuliert es im Laufe des Lebens und ist somit ein Indi-

kator der Gewebealterung (Kaatz und Konig 2010).

Unterhalb der Epidermis werden dermale Fasern sichtbar. Sowohl Elastin als auch Kollagen
verfiigen als extrazellulire Matrixproteine liber die Fahigkeit zur Fluoreszenz (Kaatz und
Konig 2010). Die Signale aus diesen Schichten stellen eine Kombination aus der Autofluores-
zenz des Elastins und dem sogenannten SHG Effekt des Kollagens dar (Dimitrow et al.

2009b).
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2.3.4 Second harmonic generation (SHG)

Dieser optische Effekt ist ein Phdnomen nicht zentrosymmetrischer Molekiile wie Kollagen in
der Haut oder Myosin bzw. Tubulin in den Muskelzellen (Lin et al. 2005). Regt man dermales
Kollagen mit zwei NIR-Photonen einer Wellenlédnge von idealerweise 800 nm an, so wird ein
Photon emittiert, welches exakt die Halfte der urspriinglichen Anregungswellenlinge und die
doppelte Energie bei doppelter Frequenz aufweist (Campagnola und Loew 2003, Zoumi et al.

2002). Dieses Phanomen wird in Abb. 3 veranschaulicht.

+=820 nm

+ =410 nm

+=820 nm

B
Second Harmonics

Generation (SHG)
hem = hex/2

Abb. 3: Das Prinzip der Generierung von second harmonic generation (SHG) (Kaatz und Konig
2010).

Das SHG-Signal wird in der Dermis durch fibrilldres Kollagen hervorgerufen und ist dann am
starksten, wenn der Laserstrahl parallel zu den Fibrillen auftrifft (Zipfel et al. 2003). Die SHG
Intensitét ist von der Anregungswellenlédnge abhingig und erscheint maximal bei 800 nm, bei
Wellenlidngen unter 800 nm setzt sich das Signal sowohl aus der Autofluoreszenz des Elastins
als auch dem SHG des Kollagens zusammen und zeigt eine abgeschwichte Intensitit, ebenso
bei Wellenldngen tiber 800 nm (Zoumi et al. 2002). Die folgende Graphik veranschaulicht die
Abhingigkeit der SHG Intensitdt von der Anregungswellenldnge (Abb. 4).
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Abb. 4: Spektrale Abhéngigkeit der SHG Intensitit (Zoumi et al. 2002).

2.4 Der SAAID Hautalterungsindex

Unsere Haut zeigt mit zunehmendem Lebensalter typische Verdnderungen, die sowohl auf
extrinsische als auch intrinsische Faktoren zuriickzufiihren sind. Die intrinsische Hautalterung
beschreibt den irreversiblen, physiologischen Prozess, der mit einem gesteigerten Verlust von
Zellen, einer verdnderten Morphologie und der natiirlichen Reduktion der Hautfunktionen
einhergeht (Krutmann et al. 2008, Koehler et al. 2008). Er beginnt bereits nach Vollendung
der physiologischen Reife (Koehler et al. 2008). Eine seiner Ursachen liegt neben einer gene-
tischen Préadisposition, der sogenannten ,,biologischen Uhr* im wesentlichen in einer altersbe-
dingten, verminderten Sekretion hypophysérer, adrenaler und gonadaler Hormone (Zouboulis
2003). Klinisch manifestiert sich dieser Prozess in Form einer verringerten Gewebespannung
mit Faltenbildung, Trockenheit der Haut sowie Verdiinnung von Epidermis und Dermis
(Zouboulis 2003, Krutmann et al. 2008). Diese Verdnderungen haben nicht nur Auswirkungen
auf das duflere Erscheinungsbild, sondern beeintrichtigen auch wichtige Hautfunktionen. Die
Talg- und Schweillsynthese vermindert sich, was wiederum Auswirkungen auf die intakte
Funktion der Hautbarriere und die Thermoregulation des Hautorgans hat, desweiteren verzo-
gert sich die Wundheilung und die epidermale Zellerneuerung (Zouboulis 2003). Die Haut
wird insgesamt anfilliger gegeniiber dermatologischen Erkrankungen und Infektionen
(Zouboulis 2003). Die extrinsische Hautalterung ist im wesentlichen das Ergebnis der lang-
jéhrigen Einwirkung von UV-Strahlung und ldsst sich in Form von sichtbaren Pigmentveran-

derungen, wie z.B. Lentigines solaris et senilis oder in Form prdkanzerdser Verdanderungen,
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wie z.B. der Aktinischen Keratose, nachweisen. Nikotinabusus und andere Umweltnoxen be-
schleunigen zusitzlich den Prozess der Hautalterung auf extrinsischem Weg (Koehler et al.

2008).

Ein wichtiger Parameter flir den sichtbaren Hautalterungsprozess ist der dermale Kollagenge-
halt. Den Hauptbestandteil der dermalen extrazelluldren Matrix bildet Kollagen Typ 1. Durch
eine abnehmende Kollagensynthese, der UV- und Nikotin- induzierten verstirkten Expression
von Matrixmetalloproteinasen (MMP) sowie einer Ablagerung minderwertigen, elastischen
Materials schreitet die Haultalterung fort (Varani et al. 2002, Fisher et al. 1999, Knuutinen et
al. 2002). Die UV-bedingte Ablagerung von Elastinfasern bezeichnet man als solare Elastose

(Bernstein et al. 1994).

Der ,,SHG- to -AF Alterungsindex der Dermis* (SAAID) ergibt sich aus dem Verhéltnis zwi-
schen dermalen Kollagen- und Elastinfasern und ist folgendermallen definiert:
SAAID=(SHG-AF)/(SHG+AF) (Koehler et al. 2006). Fiir den SHG-Effekt ist intradermal
ausschlieBlich das Kollagen verantwortlich, der Hauptanteil der Autofluoreszenz wird hinge-
gen durch elastische Fasern hervorgerufen. Sowohl das SHG als auch das AF Signal werden
vom selben Objektiv erfasst. Bevor sie die Photodetektoren erreichen, konnen die Signale
durch die Verwendung spezieller Filtersysteme getrennt detektiert werden. Das SHG Signal
wird durch den dichroitischen Spiegel reflektiert und durchlduft anschlieBend einen Band-
passfilter. Das langwelligere Autofluoreszenz-Signal passiert den Spiegel und einen Lang-
passfilter, bevor es detektiert wird (Lin et al. 2005). Mithilfe der Multiphotonenlasertomogra-
phie wurde in vorangegangenen Studien von Kohler et al. eine signifikante kontinuierliche
Abnahme des Hautalterungsindex SAAID mit zunehmendem Alter beobachtet (Abb. 5)
(Koehler et al. 2006). Lin et al. kamen zu der Schlussfolgerung, dass der Hautalterungsindex
SAAID mit zunehmendem Alter abnimmt und damit als Indikator fiir das Ausmal} der licht-

bedingten Hautalterung herangezogen werden kann (Abb. 6) (Lin et al. 2005).

Die vorliegende Arbeit widmet sich u.a. der Frage, in welchem AusmaR die Messtiefe unter

Beriicksichtigung des Alters des Probanden die Hohe des SAAID beeinflusst.
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Abb. 5: Abhiingigkeit des SAAID vom Lebensalter (Koehler et al. 2006).
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Abb. 6: Abnahme des SAAID in Abhéingigkeit vom Lebensalter (Lin et al. 2005).
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2.5 Die epidermale Dicke der Haut - ein Vergleich unterschiedli-

cher Messverfahren

Die Dicke der Epidermis betrdgt an den meisten Messpunkten der Haut im Mittel 40-50 pm.
Hohere Werte finden sich an Handgelenken und Handriicken mit ca. 80 um, wéhrend an den
Fingerspitzen Spitzenwerte von etwa 400 um erreicht werden (Whitton und Everall 1973).
Somit variiert die Dicke der Epidermis erheblich an unterschiedlichen Korperstellen, ist je-
doch nicht bzw. nur geringfiigig vom Alter des Probanden abhéngig (Whitton und Everall
1973, Sandby-Mpller et al. 2003).

In einer Studie von Whitton und Everall wurden bei 188 Freiwilligen im Alter zwischen 15
und 89 Jahren 214 Hautbiopsien an unterschiedlichen Korperstellen entnommen, die epider-
male Dicke in Abhdngigkeit von Alter, Geschlecht und bioptierter Korperstelle gemessen und
die Werte miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die deutlichsten Unterschiede der Epi-
dermisdicke in Abhdngigkeit von der bioptierten Kdrperstelle zu verzeichnen sind. So wurden
Werte von 17 um im Gesicht und bis zu 485 um an der Fingerbeere registriert. Signifikante
Unterschiede konnten auch zwischen Handriicken und dorsalem Unterarm erfasst werden.
Dagegen zeigte sich eine bemerkenswerte lokalisationsbezogene Ubereinstimmung der Epi-
dermisdicke in verschiedenen Altersgruppen. Gleichzeitig lieBen sich nur geringfiigige Diffe-

renzen zwischen ménnlichen und weiblichen Personen feststellen (Whitton und Everall 1973).

Auch einige Hauterkrankungen fithren zu Veridnderungen der Epidermisdicke. Wahrend bei
einem Ekzem oder einer Psoriasis vulgaris eine Zunahme (Akanthose) der Epidermisdicke
gemessen wird, bedingen Narben oder der Lichen sclerosus eine Atrophie. Auch ein chroni-
scher aktinischer Schaden kann in einer epidermalen Hyperplasie mit Akanthose und Hyper-
keratose miinden (Unna 1894). Diese Befunde sind in mehreren Studien iiberpriift wurden
(Bech-Thomsen und Wulf 1996, Kambayashi et al. 2001, Lavker et al. 1995, Pearse et al.
1987).

Uber einen langen Zeitraum basierte die Bestimmung der Epidermisdicke auf der mikroskopi-
schen Auswertung bioptierter Hautproben. Diese Methode stellt nicht nur einen invasiven
Eingriff mit dementsprechenden Risiken dar, sondern fiihrt infolge der Fixation der Proben
auch zu Schrumpfungsartefakten und Verdnderungen der natiirlichen Hautmorphologie, die

die Werte erheblich verfidlschen konnen (Whitton und Everall 1973, Gambichler 2005). So
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wurden in einer Untersuchung von Therkildsen et al. unterschiedliche Epidermisdicken durch

differente Farbe- und Fixationstechniken bestimmt (Therkildsen 1998).

Die konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM) erlaubte erstmals morphometrische Mes-
sungen in vivo. Der Vorteil dieser nicht invasiven Methode beruht vor allem auf der Erhal-
tung der natiirlichen Hautstruktur und zeichnet sich durch eine hohe Prézision aus (Corcuff et
al. 1993). Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens ist die Limitation auf maximale Ein-
dringtiefen von etwa 180 pum, sodass an einigen Korperstellen nicht die gesamte Epidermisdi-
cke erfasst werden kann. Messungen der Epidermisdicke mithilfe der Confokalen Laserscan-
ningmikroskopie beschrénken sich demzufolge auf Areale mit relativ diinner Haut (Nouveau-

Richard et al. 2004).

Die Sonographie wird in der Dermatologie routineméBig zur Darstellung von Hauttumoren
und deren Eindringtiefe in das Gewebe genutzt. Der Grad der Auflosung epidermaler Verén-
derungen ist jedoch frequenzabhédngig: Zur Evaluation epidermaler Verédnderungen sind Fre-
quenzen von 50 bis 100 MHz erforderlich, wéhrend die 20 MHz Sonographie zur Verlaufs-
kontrolle von Dermatosen mit Hautdicken- und Hautdichtemessungen Verwendung findet
(Gottlober et al. 2000). Nur wenige Studien zur Messung der Epidermisdicke mittels Ultra-
schall sind bisher verdffentlicht. Als weiteres, nicht invasives Verfahren vermag es ebenso
wie die konfokale Laserscanningmikroskopie die Problematik von Schrumpfungsartefakten
bei histologischen Methoden zu umgehen (Overgaard Olsen et al. 1995). S. Nouveau-Richard
fithrte 2004 an 11 Probanden Untersuchungen zur Epidermisdicke an 3 Testarealen sowohl
mit Ultraschall - unter Verwendung einer Frequenz von 22 MHz - als auch mittels konfokaler
Laserscanningmikroskopie durch, wobei beide Verfahren in etwa gleiche Ergebnisse lieferten
und die Genauigkeit der Sonographie bekriftigt werden konnte (Nouveau-Richard et al.
2004). Andere Studien erbrachten z.T. enttduschende Ergebnisse: In einer klinischen Studie
zur Effizienz von topischem Sirolimus in der Psoriasisbehandlung zeigten Ultraschalluntersu-
chungen keine signifikante Dickenreduktion durch die Therapie, obwohl sich klinisch eine

deutliche Besserung des Scores nachweisen liel (Ormerod et al. 2005).

In einer weiteren Studie eignete sich weder der hochauflosende Ultraschall noch die optische
Kohirenztomographie (OCT) zur Beurteilung der Wirksamkeit von Verum und Placebo bei

Steroid induzierter epidermaler Atrophie (Cossmann und Welzel 2006).
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Die Korrelation zwischen den Verfahren Ultraschall und Histologie bei Messungen von Ba-

salzellkarzinomen war nicht liberzeugend (Desai et al. 2007).

Die OCT stellt ein weiteres neuartiges, bildgebendes Verfahren mit hoher Auflosung dar. Al-
lerdings erlaubt ein Algorithmus basierend auf tiefenabhéngigen Signalintensititen keine va-
liden Ergebnisse bzgl. der epidermalen Dicke (Gambichler et al. 2006). In einer aktuellen
Studie wurden Unterschiede zwischen verschiedenen Lokalisationen und Kindern bzw. Er-

wachsenen festgestellt (Mogensen et al. 2008).

In den letzten Jahren riickte die Multiphotonenlasertomographie als vielversprechendes, nicht
invasives diagnostisches Verfahren in der Dermatologie zunehmend in den Vordergrund. Mit
einer gegeniiber der konfokalen Laserscanningmikroskopie noch hoheren Auflosung und der
Moglichkeit einer differenzierten spektralen Analyse der emittierten Autofluoreszenz (AF)
und der second harmonic generation (SHG) koénnen z.B. dermale Verdnderungen im Zuge der
Hautalterung in vivo erfasst und bewertet werden (Koehler et al. 2006, Koehler et al. 2008).
Die horizontale Darstellung epidermaler Zellschichten ermoglicht hochaufgeldste morpholo-
gische Bilder und damit die exakte Beurteilung epidermaler Verdnderungen. Somit ergeben
sich neue, nicht invasive Moglichkeiten auch im Bereich der Dermatoonkologie (Dimitrow et

al. 2009a).

Aufgrund der oben genannten Vorziige der Multiphotonenlasertomographie erschien diese
Methode geeignet, um Messungen zum Hautalterungsindex vorzunehmen und exakte Berech-

nungen zur Dicke einzelner epidermaler Hautschichten durchzufiihren.
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3 Ziele der Arbeit

Zu Beginn der Studie sollten exemplarisch Bilder der einzelnen epidermalen Schichten ge-
sunder Haut morphologisch vor dem Hintergrund der Bewertung des MLT hinsichtlich des
Auflésungsvermdgens und damit des Einsatzes in der Diagnostik von pathologischen Haut-

verdnderungen dargestellt werden.

Fiir zahlreiche Untersuchungen an der Haut, etwa zur Hautalterung oder zur Wirksamkeit von
systemischen bzw. topisch auf die Haut wirkenden Substanzen ist eine exakte Dickenbestim-
mung der Epidermis Grundvoraussetzung. Zu diesem Zweck war die morphologische Darstel-
lung des Stratum corneum und der ,,ersten lebenden Zelle* innerhalb des Stratum granulosum
erforderlich. Als ,,erste lebende Zelle® wurde die oberste Zelle innerhalb des Stratum granulo-
sum definiert, in der man einen dunklen Zellkern von einem granulierten Zytoplasma abgren-
zen kann. Die Stapelmessungen, die im Anschluss daran sowohl am dorsalen Unterarm (TF 1)
als auch am Handriicken (TF 2) vom Stratum corneum ausgehend durchgefiihrt wurden, soll-
ten u.a. der exakten Berechnung der Dicke unterschiedlicher epidermaler Schichten dienen.
Die eigentliche Fragestellung bestand darin, ob das Probandenalter und die Lokalisation des

Testareals die epidermale Dicke beeinflussen.

Gleichzeitig sollte untersucht werden, inwieweit das Alter des Probanden und unterschiedli-
che Messtiefen Einfluss auf die Hohe des SAAID nehmen. Von besonderem Interesse war
dabei die kollagenreiche Grenzzone, die bei alter Haut als Reaktion auf jahrelange UV-
Einstrahlung in der oberen papilldren Dermis nachzuweisen ist. Exemplarische, mit Hamato-
xylin-Eosin gefarbte, histologische Schnittbilder von junger Haut und Altershaut sollten he-
rangezogen werden, um die Unterschiede insbesondere im Bereich der papilldren Dermis in
Abhéngigkeit vom Alter zu visualisieren. Mittels MLT sollte in vivo zu untersucht werden, ob
die dicht gepackten kollagenen Fasern in diesem Bereich ein starkes SHG Signal hervorrufen

und damit den berechneten Wert des SAAID gegeniiber tieferen dermalen Schichten anheben.

Teil der Untersuchungen war auch die Messung der Hautfaltentiefe an 3 unterschiedlichen
Testfeldern, was mithilfe des optischen 3 D Messgerdtes PRIMOS realisiert wurde. Es sollte
geklart werden, ob mithilfe des Gerdtes Unterschiede hinsichtlich der mittleren und maxima-
len Hautfaltentiefe an verschiedenen Korperstellen und in Abhédngigkeit des Probandenalters

nachweisbar sind und die Ergebnisse mit der klinischen Einschéitzung iibereinstimmen.
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SchlieBlich sollten Vor- und Nachteile des MLT, die sich im Laufe der Studie offenbarten,

evaluiert und der Messvorgang bzgl. Zeitaufwand und Praktikabilitdt optimiert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden insgesamt 30 hautgesunde, freiwillige Probanden eingeschlossen, darun-
ter jeweils 15 Méanner und 15 Frauen. Diese wurden in 3 Altersgruppen eingeteilt, wobei in
jeder Altersgruppe jeweils 5 Méanner und 5 Frauen am Multiphotonenlasertomograph unter-
sucht wurden. Gruppe 1 bestand aus 10 jungen Ménnern und Frauen zwischen 21 und 27 Jah-
ren, wobei das Durchschnittsalter 23,3 £ 1,9 Jahre betrug. In der zweiten Gruppe wurden 10
Probanden mittleren Alters zwischen 42 und 59 Jahren gemessen, das Durchschnittsalter bet-
rug hier 47,3 £ 3,1 Jahre. Das letzte Probandenkollektiv setzte sich aus Ménnern und Frauen

im Alter von 64 bis 82 Jahren zusammen, wobei das Durchschnittsalter 72 + 6,4 Jahre betrug.

4.2 Probandenaufklirung

Jeder Untersuchungsteilnehmer wurde vor Beginn der Studie {iber den Zweck der Untersu-
chung, die Dauer und den Ablauf der Messungen am Multiphotonenlasertomographen und
dem PRIMOS Gerit zur Messung der Oberflichentopographie sowie den damit verbundenen
moglichen Risiken umfangreich aufgeklért. Alle in die Studie eingeschlossenen Probanden
erklarten daraufhin ihr Einverstdndnis in schriftlicher Form. Die Studie wurde durch die
Ethikkommission der Friedrich-Schiller-Universitidt genehmigt, sie entsprach den ethischen
Grundsitzen fiir die medizinische Forschung am Menschen, die in der Deklaration von Hel-
sinki festgelegt sind. Die Entscheidung zur Studienteilnahme durch die Probanden erfolgte
auf freiwilliger Basis. Alle Teilnehmer wurden dariiber in Kenntnis gesetzt, dass sich bei einer
Teilnahmeablehnung oder dem Ausscheiden aus der Studie keine Nachteile flir weitere medi-
zinische Behandlungen ergeben. Des Weiteren wurden Studienteilnehmer wurden dariiber
informiert, dass ihre Daten nur im Rahmen der Studienauswertung verwendet werden und

nicht an Dritte weitergegeben werden.
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4.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Auswahl der Patienten erfolgte mithilfe der tabellarisch aufgelisteten Ein- und Aus-
schlusskriterien. Diese wurden sowohl wihrend der Rekrutierung als auch unmittelbar vor

Messbeginn in Form eines Aufklarungsgespriaches iiberpriift.

4.3.1 Einschlusskriterien

Die Probanden mussten jeweils alle der genannten Kriterien erfiillen:

1. Alter ab 18 Jahre

2. Schriftliche Einwilligungserkliarung zur Studie und zum Studienablauf
3. Hauttyp II oder III nach Fitzpatrick

Tab. 1: Hauttypen nach Fitzpatrick (Fitzpatrick 1988)

Typ | Dermatitis solaris (,,Sonnenbrand*) Briunung
I immer, stark ausgepragt Nie
II Immer evtl. leicht
I Moglich Ja
v sehr selten Stark
v Nie natiirliche braune Pigmentierung
VI Nie schwarze Hautfarbe

4. Nichtraucher (seit mindestens 2 Jahren und insgesamt <10 PY)

32



4.3.2 Ausschlusskriterien

Probanden, die eines oder mehrere der aufgefiihrten Kriterien erfiillen, durften nicht in die

Studie eingeschlossen werden:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

dermatologische Erkrankung (Neurodermitis, Psoriasis, Lupus erythematodes)

schwere internistische bzw. Erkrankungen des Immunsystems (z. B. Tbe, LE, HIV, He-

patitis B/C, Thyreoiditis, aktive Tumorerkrankungen)

Allergien gegen Bestandteile von Tesafilm oder von Klebstoffen (Pflasterallergie)
Schwangerschaft und Stillzeit

Pflegecremes, die Anti-Aging-Wirkstoffe wie z.B. Q10, Vitamine, Flavonoide enthalten
Wechsel der Pflegecreme

Solariumbesuche und Sonnenbdder wihrend der Testzeit sowie mehr als 6 Solariumbe-

suche im letzten Jahr

Tropenaufenthalt in den letzten 6 Monaten bzw. geplanter Urlaub im Messzeitraum
Einnahme von Nahrungsergdnzungsmitteln und Vitaminpréaparaten
Hormonersatztherapie

Medikamentengabe iiber ein TTS (Medikamentenpflaster)

In den letzten 4 Wochen vor Beginn der Studie

Dermatologische Lokaltherapie auf den Unterarmen oder Handriicken
Anwendung von cortisonhaltigen Priaparaten und/ oder Immunsuppressiva
Anwendung von Selbstbraunern bzw. Betacarotinpriparaten

Fango- oder Moorpackungen

Manipulationen am Unterarm und an der Hand, wie das Auftragen von Kosmetika, Ra-

suren, Epilation, Haarentfernungscreme oder Tattoos
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1 Woche vor Beginn der Studie

17. Baider in chloriertem Wasser

Am Tag der Messung

18. Auftragen von Creme im Bereich der Testfelder

Oben genannte Ein- und Ausschlusskriterien wurden aus unterschiedlichen Griinden gewihlt:
Neben einem Mindestalter von 18 Jahren sowie der schriftlichen Einwilligungserklarung zur
Studie - Kriterien, die aus rechtlichen Griinden erfiillt sein mussten — sollten die Probanden
seit mindestens 2 Jahren Nichtraucher sein und insgesamt nicht mehr als 10 PY geraucht ha-
ben. In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen Rauchen und vorzeitiger Haut-

alterung nachgewiesen.

Rauchen verringert die Synthese von Kollagen I und IIl. Die Expression von Matrixmetal-
loproteinasen innerhalb der Dermis ist bei Rauchern deutlich hoher als bei Nichtrauchern.
Daraus ergeben sich Verdnderungen fiir die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix, die
eine vorzeitige Hautalterung bedingen (Knuutinen et al. 2002, Yin et al. 2000). Desweiteren
konnte nachgewiesen werden, dass Tabakrauch zu einer verstirkten Faltenbildung im Gesicht
fiihrt (Ernster et al. 1995, Daniell 1971). Ein Einschluss von Rauchern in die Studie wiirde

somit verfalschte Messergebnisse liefern.

Schwere internistische Erkrankungen, wie z.B. Tbc oder Tumorerkrankungen sind Systemer-
krankungen, die sich auch auf die Haut auswirken und das gesunde Hautbild verdndern. Als
Beispiel sei an dieser Stelle die Tuberkulose genannt: Eine kutane Manifestation ist entweder
direkt durch eine Primérinfektion der Haut mit Mycobacterium tuberculosis moglich, kann
jedoch auch in Form von Tuberkuliden bei Organtuberkulosen auftreten (Moll 2005). Histo-
logisch lassen sich je nach Tuberkuloseform tuberkuloide Granulome, eine chronische granu-
lomatdse Entziindung der Dermis oder irreguldre Epidermisverdickungen nachweisen (Moll
2005). Zum anderen induzieren z.B. in der Onkologie eingesetzte, zielgerichtete Therapeutika
kutane Nebenwirkungen und verdndern damit die natiirliche Hautarchitektur: Der Einsatz
sogenannter Multikinase-Inhibitoren, wie z.B. Imatinib, fiihrt nicht selten zu makulopapulo-
sen Exanthemen und Pruritus. Auch eine Neigung zu periorbitalen Odemen wird beschrieben.
Die zur Behandlung des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms sowie metastasierter Pank-
reaskarzinome eingesetzten EGFR Antagonisten fiihren besonders hiufig zu Hautnebenwir-
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kungen, v.a. in Form eines akneiformen Exanthems. Ca. 1/3 aller Patienten klagt zudem {iber

Hauttrockenheit (Kdhler und Hauschild 2009).

Um eine gute Vergleichbarkeit hinsichtlich der Fluoreszenzintensitdt im Stratum basale zwi-
schen den Probanden zu erreichen, durften nur Probanden des Hauttyps 1 und 2 nach Fitzpat-
rick eingeschlossen werden. Die sogenannte melanogene Aktivitit der Melanin produzieren-
den Zellen innerhalb des Stratum basale unterscheidet sich bei den unterschiedlichen Hautty-
pen. Die Einwirkung von UV Strahlung wird als wichtigster Stimulus der Melanogenese be-
trachtet (Moll 2005). Auch ein Tropenaufenthalt in den vergangenen 6 Monaten bzw. ausge-
dehnte Sonnenbdder oder Solariumbesuche des Probanden waren vor Einschluss in die Studie
auszuschlieBen, da die exzessive UV Belastung zum einen eine verstiarkte Melanogenese zur
Folge hat, zum anderen die Hautalterung beschleunigt wird (Koehler et al. 2009, Koehler et
al. 2006).

Ein weiteres wichtiges Ausschlusskriterium war die Hormonersatztherapie bei postmenopau-
salen Frauen. Durch den fallenden Ostrogenspiegel postmenopausal verliert die Haut an Elas-
tizitdt sowie Feuchtigkeit und der dermale Kollagengehalt sinkt (Hall und Phillips 2005,
Castelo-Branco et al. 1992) Eine Hormonersatztherapie wirkt diesen natiirlichen Hautverén-
derungen entgegen. In einer Studie von Maheux et al. konnte eine signifikante Zunahme der
Hautdicke bei Frauen nachgewiesen werden, die mit Ostrogen behandelt wurden (Maheux et
al. 1994). Desweiteren zeigte sich in einer von Castelo Branco et al. durchgefiihrten Studie ein
deutlicher Anstieg des dermalen Kollagengehalts bei Frauen, die mit einer Hormonersatzthe-

rapie behandelt wurden (Castelo-Branco et al. 1992).

Auch eine Anwendung cortisonhaltiger Priparate fiihrt zu fiir diese Studie unerwiinschten
Effekten: Houck et al. gelang der Nachweis proteolytischer und kollagenolytischer enzymati-
scher Aktivitit in Fibroblastenkulturen nach Behandlung mit Cortsisol (Houck et al. 1968).
Eine Verringerung der Hautdicke durch eine Behandlung mit Prednisolon konnte durch Gra-
hame bei Rheumapatienten nachgewiesen werden (Grahame 1969). Eine Atrophie von Kol-
lagenfasern verbunden mit einem Verlust des natiirlichen Arrangements der Fasern wurde
nach langerer Lokalbehandlung gesunder Haut mit einer Hydrokortisonsalbe in einer Studie
von Mancini et al. beobachtet. Dariiber hinaus konnten auch Verdnderungen elastischer Fa-
sern sowie Verdnderungen in der Morphologie der Fibroblasten nachgewiesen werden

(MANCINI et al. 1960).
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4.4 Aufbau und Funktionsweise des Multiphotonenlasertomogra-

phen Dermalnspect

Der Multiphotonenlasertomograph Dermalnspect (JenLab GmbH, Jena, Deutschland) ist ein
Lasersystem, welches zur nicht invasiven Untersuchung von Haut und Hautanhangsgebilden
in vivo entwickelt wurde. Dartliber hinaus ermoglicht er Messungen an Gewebeproben ex vi-
vo. Er wird gemal3 der europdischen Sicherheitsrichtlinien in die Laserschutzklasse 1M ein-
gestuft. Durch intensive Laserpulse hoher Folgefrequenz im NIR-Spektralbereich werden
geeignete Zielmolekiile, die bereits beschriebenen endogenen Fluorophore bzw. verschiedene
Pharmaka oder Kosmetika, zur Autofluoreszenz angeregt. Die von ihnen emittierten Photonen
werden mithilfe eines Photomultipliers (PMT) erfasst und digital verarbeitet. Im Spektralbe-
reich zwischen 600 und 1200 nm, dem sogenannten optischen Fenster, kann NIR Strahlung
bis zu einige mm tief in die Hautschichten eindringen ohne diese zu schddigen. Aufgrund ei-
nes Mangels endogener Absorber erscheinen biologische Gewebe hier nahezu transparent.
Die Hauteindringtiefe des Lasers ist durch die verwendete Fokussieroptik jedoch auf ca. 200
pm begrenzt. Folglich konnen sowohl epidermale als auch oberfldchliche dermale Gewebe-
strukturen dargestellt, krankhafte Hautverdnderungen diagnostiziert oder die Eindringtiefe
verschiedener Pharmaka bzw. Kosmetika untersucht werden. Fluoreszenzbildgebung mit ho-

her rdumlicher und zeitlicher Auflosung wird auf diesem Wege ermoglicht.
Das Gerit besteht aus drei Moduleinheiten:

e FEinem durchstimmbaren, gepulsten Titanium Sapphir Laser (MaiTai, Spectra Physics or

Chameleon, Coherent) mit einem einstellbaren Wellenldngenbereich zwischen 750 und
850 nm, einer maximalen Leistung von 900 mW und einer Pulsfolgefrequenz von 80

MHz

e FEiner Scanning Detektor Einheit bestehend aus einem Diodendetektor als Triggermodul,

einem schrittmotorgesteuerten Polarisator zur Leistungsregelung, einem NIR Umlenk-
spiegel, zwei x,y Galvanometerscannern mit silberbeschichteten Spiegeln, einer Scan-
optik mit Aufweitungsfunktion sowie einem Fluoreszenzteiler, einer Fokussieroptik mit
40-facher VergroBerung und einer NA von 1,3 (Ol) und einer Piezo-z-

Hoéhenverstellung. Mithilfe eines Photomultipliers werden emittierte Fluoreszenzsignale
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erfasst. Durch Filter vor den Detektoren wird die Erfassung unerwiinschter Streustrah-

lung verhindert.

e Einem Steuermodul (Hardware) zur Regelung der Scanning Detektor Einheit. Das Steu-

ermodul steuert mittels PC und der Software Dermalnspect die Bildaufnahme.

Abb. 7 zeigt vereinfacht den Aufbau des Gerites. Im Februar 2009 wurde an die Fokussierop-

tik eine bewegliche, schwenkbare Scaneinheit angebracht, die Messungen auch an bisher

schwer zuginglichen Arealen, wie beispielsweise am Kopf, ermoglicht (Abb. 8).

Fluoreszenz-
teiler

Detektor 1 || Detektor 2 || Detektor 3
Intensitats- FLIM- Spektral-
Madus Modus Modus

Filter

Scan-Einheit

Laser

Strahl-
aufweiter

Objektiv

Probe

1

Abb. 7: Schematischer Aufbau des Lasersystems Dermalnspect der JenLab GmbH, Jena,
Deutschland (Kaatz und Koénig 2010).
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Abb. 8: Schwenkbare Scaneinheit zur Untersuchung schwer zugénglicher Hautareale (Konig et

al. 2008).

Der Laserstrahl wird entsprechend der eingestellten Anregungsleistung mittels Polarisator
abgeschwicht und passiert die Scaneinheit mit den darin enthaltenen Galvanometerscannern,
bevor er auf den Strahlaufweiter und den Fluoreszenzteiler trifft. Nach Durchtritt des Objek-
tivs erreicht er die Haut des Patienten oder eine Gewebsprobe und regt geeignete Zielmolekii-
le zur Fluoreszenz an. Die emittierte Fluoreszenzstrahlung durchlduft nun retrograd das Ob-
jektiv, den Fluoreszenzteiler und ein Filtersystem, bevor die Photonen von den Detektoren
registriert werden. Durch die Filter werden SHG Signale des Kollagens und die Autofluores-

zenz des Elastins jeweils separat erfasst.

4.5 Ablauf der Untersuchung am Multiphotonenlasertomogra-

phen

Fiir die Messung am Multiphotonenlaser Dermalnspect wurden zwei Testfelder mit einer Fla-
che von 1x1cm? definiert, zum einen die dorsale Seite des rechten Unterarms ca. 10 cm pro-
ximal des Handgelenks (Testfeld 1), zum anderen der Handriicken desselben Armes (Testfeld
2). Um Artefakte durch Haare zu vermeiden, wurden die Probanden vor Beginn der Untersu-
chung im Bereich der Testareale rasiert. AnschlieBend erfolgte die Positionierung des Stu-

dienteilnehmers auf einer elektrisch hohenverstellbaren Untersuchungsliege (Abb. 9).
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Abb. 9: Messung am Dermalnspect (Konig 2008).

Auf dem Testfeld 1 wurde ein rundes, magnetisches Koppelstiick aus Metall befestigt, in des-
sen Mitte sich ein rundes Deckglédschen mit einer Dicke von 0,18 mm befand. Zwischen Haut
und Glaspléttchen wurde zuvor ein Wassertropfen und zwischen Glaspléttchen und Objektiv
ein Tropfen Immersionsol aufgetragen und das Koppelstiick mithilfe eines doppelseitigen
Kleberinges auf das rasierte Testfeld aufgeklebt (Abb. 10). Im Folgenden wurde der Proband
mit der Liege an das Gerit gefahren und das Koppelstiick an das Objektiv magnetisch ange-
koppelt.

Abb. 10: Magnetisches Koppelstiick, das auf das rasierte Testfeld des Probanden aufgeklebt
wurde.

Der Raum wurde abgedunkelt und der Laser mithilfe der MaiTai-Software hochgefahren.
Danach erfolgten die Einstellungen an der Software JenLab Scan. Die standardisierten Para-

meter sind in Tab. 2 zur besseren Ubersicht zusammenfassend dargestellt.
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Die Anregungswellenlédnge fiir die Stapelmessungen wurde aufgrund der daraus resultieren-
den stirkeren Fluoreszenzsignale innerhalb der Dermis mit 800 nm festgelegt. Fiir die mor-
phologischen Messungen epidermaler Schichten wurde eine Wellenlédnge von 760 nm ausge-
wiahlt, da bei dieser Wellenldnge die Fluoreszenz der epidermalen Fluorophore optimal ist.
Die mit 49 mW festgelegte maximale Laserpower des MLT wéhrend der Messung basiert auf
Untersuchungen von Fischer et al., in denen bei Verwendung einer Laserenergie unter 50 mW
ein nur sehr geringes Schidigungspotential fiir die Haut nachgewiesen werden konnte, das
weit unter dem von natiirlicher UV-Strahlung liegt (Fischer et al. 2008). Die gewdhlten Werte

fiir Zoom, Kontrast und Bildauthahmezeit garantieren eine hohe Qualitdt der erstellten Bilder.

Tab. 2: Standardisierte Einstellungsparameter am Multiphotonenlaser Dermalnspect

Messparameter Stapelmessungen Morphologische Messungen
Anregungwellenldnge 800 nm 760nm

Maximale Laserpower 49 mW

Zoom: 727

Bildaufnahmezeit: 7,48 134s

Kontrast: 920

Unter Verwendung der JenLab Software wurden nun in jeder epidermalen Hautschicht
exemplarisch morphologische Bilder generiert. Weiterhin erfolgte im Testareal die Aufnahme
von 3 Zweikanal SPC (Single-Photon-Count) Stapeln mit einer Kantenlinge von 180 pm
mithilfe der SPCImage Software (Becker & Hickl, Berlin, Germany). Dazu wurde zunéchst
die sogenannte ,erste lebende Zelle“, also die Zelle, in der man einen dunklen Zellkern von
einem granulierten Zytoplasma abgrenzen kann, unterhalb des Stratum corneum im gerade
beginnenden Str. granulosum aufgesucht. Durch diese Vorgehensweise wurde bei allen Pa-
tienten ein definierter Bezugspunkt der Messungen geschaffen. Begonnen wurde ca. 10 pym
oberhalb des ersten Oberfldchensignals des Stratum corneum. Im Abstand von je 5,1 pm zwi-
schen jedem ausgeldsten Bild wurden so 50 SPC Bilder pro Stapel bis in eine Hauttiefe von

200 bis 250 pm erstellt. Die beschriebene Prozedur wurde auf dem Handriicken (Testfeld 2)
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wiederholt. Insgesamt wurden im Verlauf der Studie auf diesem Weg etwa 9000 Zweikanal

SPC Stapel analysiert. Abb. 11 stellt einen solchen SPC Stapel schematisch dar.

Unter Zuhilfenahme der Becker & Hickl Software konnten die Stapeldateien exportiert und
somit separat aufgetrennt werden in 127x127 Pixel Matrizen der gezéhlten Photonen und so-
genannte bitmap Dateien. Die Photonenmatrizen wurden anschlieBend fiir weitere Berech-
nungen in das Softwareprogramm MatlLab 7.6 importiert (The MathWorks, Natick, MA,
USA). Zeigten die Stapel offensichtliche vertikale Bewegungsartefakte, so wurde eine Kor-
rektur vorgenommen. Bei ausgeprigten Verdnderungen wurden sie von der weiteren Auswer-
tung ausgeschlossen. Nach dem Import der Photonenmatrizen eines Stapels in die MatLab 7.6
Software wurden die Daten in einer 3D Matrix bestehend aus 50 Ebenen und 9x9 Datenpunk-
ten pro Kanal zusammengefasst. Somit wurde jeder Stapel in 81 sogenannte Splitstapel mit
einer Kantenldnge von jeweils 20 um zerlegt. Durch Bildung von Durchschnittswerten zwi-
schen der Photonenintensitit der aktuellen Bildebene unter Einbezug der vorhergehenden und
nachfolgenden Ebene wurden die Intensititskurven fiir weitere Berechnungen ,,vertikal ge-
gléttet*.

Um Bereiche mit Haarfollikeln, glanduldren Ausfiihrungsgédngen oder Falten innerhalb des
Testfeldes nicht mit in die Auswertung einzubeziehen, wurden Splitstapel, die keinen klaren
Oberflachen-Peak im AF-Kanal aufwiesen bzw. bedeutsam vom Median der einzelnen Peak-
level abgewichen sind, eliminiert, sodass am Ende von den urpriinglichen 81 Splitstapeln pro
Patient und Testfeld 60 bis 80 fiir weitere Analysen verwendet werden konnten. Die folgende

Abbildung veranschaulicht graphisch das Prinzip der 3D Matrix.
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1won 50 SPC Bildem 1wvon 81 Teilbildern
Kantenlange 1=180pm Kantenlange 1=20pm

Stapel mit 50 SPC
Bildern mit

deltaz=5,1pm
Gesamttiefe t=250 um

1von 81 Teilstapeln
20%20x250pm

Abb. 11: Schematische Darstellung eines SPC Stapels bestehend aus 50 SPC Bildern (Photo-
nenmatrizen) mit einer Kantenlinge von 1=180 um und einem vertikalen Abstand zwischen den
Bildern von z= 5,1 pm. Die Splitstapel entstanden durch Teilung des gesamten Stapels in 81
Spalten mit jeweils 50 Bildern (Kantenléinge 1=20 pm) (Koehler et al. 2010).

4.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS 13.0 (Lead Technologies, Had-
donfield, NJ, USA). Der Vergleich zwischen den einzelnen Altersgruppen erfolgte durch die
Verwendung des Mann-Whitney Tests flir unabhéngige Stichproben sowohl in den Untersu-
chungen zur epidermalen Dicke als auch bei den Messungen zur dermalen Matrixzusammen-
setzung. Signifikante Unterschiede in der epidermalen Dicke verschiedener Lokalisationen
(Unterarm dorsal und Handriicken) wurden anhand des Wilcoxon Tests fiir abhdngige Stich-

proben gepriift. Das Signifikanzlevel wurde mit alpha=0,05 festgelegt.
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4.7 Das optische 3D Hautmessgerit PRIMOS

4.7.1 Funktionsweise des PRIMOS

Fiir die dreidimensionale Erfassung und Bewertung der Hautoberfliche wurde das optische
3D Messgerdt PRIMOS (Phaseshift Rapid In Vivo Measurement Of Skin) verwendet. Dabei
wird ein paralleles Streifenmuster auf die Hautoberfldche projiziert (Abb. 12) und mittels
Aufnahmeoptik auf einer Kamera abgebildet, digitalisiert und zur qualitativen Bewertung
einem Mess- und Auswertungsrechner zugefiihrt. Der 3D- Messeffekt wird dadurch erreicht,
dass feinste Hohenunterschiede auf der Hautoberfliche die parallelen Projektionsstreifen aus-
lenken und diese Auslenkungen ein qualitatives und quantitatives MaB fiir das Hautprofil dar-
stellen. Das Gerdt arbeitet beriihrungslos und mit einer hohen Messgeschwindigkeit

(68ms/3D-Bild) (GFMesstechnik und GmbH).

Abb. 12: Projektion eines Streifenmusters auf das zu untersuchende Hautareal. (Quelle: GFM

Messtechnik, zur Verfiigung gestellt von Dipl. Ing. Herrn Gerhard Miiller, Service &Support,
eigene Photografien).

4.7.2 Ablauf der Untersuchungen mit dem optischen 3D Hautmessger:iit
PRIMOS

Die Messungen erfolgten an 3 Testfeldern. Hierbei wurden die bereits am Dermalnspect ver-
wendeten Testareale Unterarm dorsal und Handriicken verwendet sowie ein weiteres Testfeld
auf der Unterarminnenseite ausgewahlt und von stérenden Haaren befreit. Der Arm des Pro-

banden wurde auf einer Schaumstoffunterlage positioniert. Nach dem Starten der Computer-
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software PRIMOS wurde das Messprogramm gedffnet und auf dem Monitor das Kamerabild
angezeigt. AnschlieBend musste das Testfeld fokussiert werden, wobei darauf zu achten war,
dass nicht nur die Mitte des zu messenden Areals, sondern auch der Randbereich des Hautfel-
des in der Fokusebene liegen. Zur besseren Fokussierung des Testfeldes war die Einblendung
des Musters ,,Fadenkreuz* hilfreich, das sowohl auf der Haut des Probanden als auch auf dem
Monitor angezeigt wurde. Die optimale Schirfe des Sensors wurde erreicht, wenn beide Fa-
denkreuze in Ubereinstimmung gebracht werden konnten. Dies gelingt meist jedoch nur auf
ebenen Korperstellen, da in diesem Fall die Messoberfliache parallel zum Aufnahmefeld posi-
tioniert ist. Bei optimalen Lichtverhiltnissen wurde durch das Auslosen des Messvorgangs ein
farbkodiertes Hohenprofil des entsprechenden Hautareals erstellt, welches sowohl die Makro-
struktur des Testfeldes (Form, Welligkeit) als auch dessen Mikroprofil (Hautstruktur, Falten)
beinhaltet (GFMesstechnik und GmbH). Das Messergebnis konnte nachfolgend probanden-
verschliisselt gespeichert werden. Pro Testareal wurden 3 Bilder ausgeldst, um in der Auswer-

tung der Ergebnisse eine hohere statistische Sicherheit zu erlangen.

4.7.3 Auswertung der mittels Primos gewonnenen Daten

Zur Auswertung der Ergebnisse war ein mehrschrittiger Prozess erforderlich. Zunéchst wur-
den die *.omc Dateien in die Primos-Software importiert und fehlerhafte Dateien von weite-
ren Analysen ausgeschlossen. Da das topographische Hohenbild sowohl Informationen zur
Makro- als auch Mikrostruktur enthilt, ist es erforderlich, beide Strukturen zu trennen. Dafiir
und zum Ausgleich etwaiger Unebenheiten, besonders im Bereich der Hand, wurde der robus-
te Hochpassfilter verwendet. Im Anschluss daran erfolgte die automatische Elimination feiner
Hérchen. Die genormten *.bmp Dateien wurden exportiert, fiir weitere Berechnungen in *.txt
Dateien umgeschrieben und nach Import in das Softwareprogramm MatLab 7.6 ausgewertet.
Dazu wurden zunichst iibereinstimmende Areale in korrespondierenden Bildern manuell de-
finiert. Auf jedes ausgewihlte Feld wurden nun 10 Linien aufgeblendet, wobei jede ein be-
stimmtes Tiefenprofil umfasste. Dieses spezifische Tiefenprofil wurde durch das Programm in
5 Abschnitte unterteilt. In jedem Abschnitt erfolgte die Bestimmung der relativen maximalen
Tiefe und innerhalb des gesamten Tiefenprofils pro Linie wurde sowohl die maximale als
auch die mittlere Tiefe berechnet (Abb. 13). Insgesamt wurden 10 Mittelwerte aus insgesamt
10 Linien pro ausgewihltem Hautfeld bestimmt, die automatisch jeweils zu einem Mittelwert
fiir die maximale Tiefe und die mittlere Tiefe fiir das gesamte Hautfeld zusammengefasst

wurden. Pro Testareal (Unterarm innen, Unterarm dorsal sowie Handriicken) wurden also
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mithilfe der Software 3 Mittelwerte berechnet, aus denen jeweils der Median der gemittelten
und der maximalen Faltentiefe fiir weitere Berechnungen mit Excel 11.6 SP 2 und fiir statisti-
sche Tests verwendet wurde. Mithilfe des Wilcoxon Tests wurden die einzelnen Testfelder
untereinander auf Signifikanzen gepriift, der Mann- Whitney Test fand fiir das Testen zwi-

schen den Altersgruppen Verwendung.

0.3 -
Abschnitt 1 Abschnitt 2 Abschnitt 3 Abschnitt 4 Abschnitt 5
0,2 ——

0,1 -

-0,1 |

-0.2 4 MRT 5
MRT 4

-0,3 - MRT 3

-0,4

-0.5

064 ==
MRT 2

-0,7 -

Abb. 13: Exemplarische Darstellung von einer der 10 Linien, die auf das ausgewéihlte Hautfeld
projiziert wurden. Nach Unterteilung des Hohenprofils in fiinf Abschnitte wurde in jedem Ab-
schnitt die maximale relative Tiefe (MRT 1-5) bestimmt. Die mittlere relative Tiefe ergab sich
aus dem Mittelwert von MRT 1-5.
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S Ergebnisse

5.1 Die Schichten gesunder Haut unter dem Lichtmikroskop

5.1.1 Eigenschaften junger, gesunder Haut

Das im Folgenden abgebildete, mit Himatoxylin-Eosin gefarbte, histologische Praparat (Abb.
14) zeigt in 100 facher VergroBerung die typische Schichtung gesunder, junger Haut. Zuo-
berst erkennt man das sich vom Str. granulosum ablosende Str. corneum, darunter werden die
vitalen Schichten der Epidermis sichtbar, die sich jedoch in dieser lichtmikroskopischen Auf-
nahme im Unterschied zu Darstellungen im MLT nicht genau differenzieren lassen. Zwischen
Epidermis und Dermis zeigt sich eine fiir das Alter der Haut normale Junktionszone. Dichtes,
parallel zur Oberfldche ausgerichtetes, kollagenes Material in Form der fiir die Altershaut
typischen Grenzzone fehlt. Blassrosa imponiert die Dermis. Sie wird von breiten Kollagenfa-
sern durchzogen, die den Hauptanteil der Lederhaut ausmachen und fiir mechanische Stabili-
tdt sorgen (vgl. Einleitung 2.1.2.3 Dermis). Es fillt auf, dass der Kollagengehalt in der Dermis
mit zunehmender Tiefe nahezu konstant bleibt. Dieser Sachverhalt spiegelt sich auch in den
Ergebnissen der Stapelmessungen mittels MLT wider, die in Kapitel 5.6.2 dargestellt werden.
Feine elastische Fasern sind im Vergleich zu kollagenen Fasern in der HE-Féarbung nicht

sichtbar, sondern werden nur durch Spezialfirbungen (Resorcin-Fuchsin) erkennbar.

Str. corneum

Epidernis

Dermis

G0 NS, N
il o g A

Abb. 14: Biopsie gesunder, junger Haut. (HE, 100 fache Vergroflerung, zur Verfiigung gestellt
von Dr. Susanne Metz, Assistenzirztin der Hautklinik Jena).
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5.1.2 Eigenschaften der Altershaut

Abb. 15 zeigt das typische Bild gesunder, lichtexponierter Altershaut. Am Ubergang von Epi-
dermis zu Dermis, im oberen Teil des Str. papillare, imponiert ein schmales, rosa geférbtes
Band aus parallel ausgerichteten Kollagenfasern. Diesen schmalen Streifen bezeichnet man
als Grenzzone (Lavker 1979). Unterhalb der Grenzzone sinkt der relative Kollagengehalt,
zum einen aufgrund des Abbaus durch Matrixmetalloproteinasen, zum anderen durch eine
verminderte de novo Synthese. Die Aktivitdt der MMPs wird durch UV Strahlung zusétzlich
induziert und kann auch durch den Genuss von Nikotin verstirkt werden (Koehler et al.
2008). Das folgende HE gefarbte, histologische Schnittbild veranschaulicht das Phdnomen der
solaren Elastose innerhalb der Dermis: Kollagenfasern gehen infolge langjdhriger UV-
Exposition zugrunde und imponieren als blaulich-glasige, homogene Masse. Dariiber hinaus
erfolgt eine Ablagerung minderwertigen, elastotischen Materials, welches in dieser Fiarbung
nicht erkennbar ist (Krutmann 2003). Erst im unteren Drittel der Dermis werden vereinzelte,
breite Kollagenstreifen erkennbar. Diese typischen Verdnderungen der Altershaut lassen sich

nicht nur lichtmikroskopisch darstellen, sondern spiegeln sich auch im Hautalterungsindex

SAAID wider, der nach Durchfiihrung der Stapelmessungen berechnet wurde (vgl. Kapitel
5.6).

Epidermis

Grenzzone

Dermis

Abb. 15: Histologisches Priparat gesunder Altershaut, Biopsie lichtexponierter Kopfhaut. (HE,
100 fache Vergroflerung, zur Verfiigung gestellt von Dr. Susanne Metz, Assistenzirztin der
Hautklinik Jena).
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5.2 Die Schichten gesunder Haut unter dem Multiphotonenlaser-
tomographen

Im Gegensatz zur konventionellen Histologie ermoglicht die nicht-invasive Multiphotonenla-
sertomographie die hochaufgeldste, horizontale Darstellung epidermaler und dermaler Haut-
schichten in vivo. Auch die Anfertigung optischer Schnittbilder an Gewebeproben ex vivo
kann mittels MLT realisiert werden. Aufwindige Fixations- und Farbemethoden, die bei Be-
trachtung von Gewebeproben unter dem Lichtmikroskop erforderlich sind, entfallen (Kaatz
und Konig 2010). Die folgenden Abbildungen zeigen - anhand ausgewidhlter MLT Bilder von
innerhalb der Studie gemessenen Probanden - typische morphologische Merkmale gesunder

Haut des jungen Probanen in unterschiedlicher Tiefe.

Die ersten beiden Aufnahmen veranschaulichen das variierende Erscheinungsbild des Stratum
corneum (Abb. 16): Im linken Bild (A) ist die hexagonale Struktur der Korneozyten erkenn-
bar. Typisch ist das Fehlen eines Zellkerns und die auffallende Fluoreszenz der Zellgrenzen.
Bei anderen Probanden wies das Stratum corneum eine homogene Struktur auf (B) und stellte
sich als nahezu amorphes Gebilde mit stirker und schwicher fluoreszierenden Bereichen dar,
die als hypo- und hyperintense Bereiche imponieren. Haupttridger der Fluoreszenz in dieser

Schicht ist das Keratin.

Abb. 16: Stratum corneum. Im Bild A ist die hexagonale Struktur der Korneozyten
erkennbar, Bild B zeigt das das Stratum corneum als homogene Struktur. (Anre-
gungswellenliinge 760 nm, Bildaufnahmezeit 13,4 s).
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Typisch fiir das Stratum granulosum sind grofle, in einem lockeren Zellverband
angeordnete Zellen mit einem dunklen, meist zentralstindigen Zellkern und dem grobkornig
imponierenden Zytoplasma, in dem die Zellorganellen lokalisiert sind (Abb. 17 C). Die Inter-
zellularrdume erscheinen im Vergleich zum darunter liegenden Stratum spinosum (Abb. 17
D) weiter. In der Stachelzellschicht sind die einzelnen Zellen dichter gepackt und kleiner im
Vergleich zur Kornerzellschicht. In beiden Zellschichten trigt im Wesentlichen das v.a. in-
tramitochondrial lokalisierte NAD(P)H zur zelluliren Fluoreszenz bei. Die hyperintensen,
plinktchenférmigen Areale innerhalb des Zytoplasmas sind somit auf NAD(P)H haltige Zell-
organellen und sogenannte Keratohyalingranula, die reichlich Keratin enthalten, zuriickzufiih-
ren. Im Unterschied zum Stratum corneum erscheinen die Zellgrenzen der Keratinozyten,
ebenso wie die Zellkerne, aufgrund fehlender endogener Fluorophore hypointens. Beim auf-
merksamen Betrachten fallen im Stratum spinosum 3 Zellen auf, die scheinbar 2 Zellkerne
enthalten (rote Pfeile). Dieses ,,Doppelkernphdanomen® ist auf einen doppelten Anschnitt der

Zellkerne innerhalb dieser Schichtebene zurickzufiihren.

C D

Abb. 17: Stratum granulosum (C) und spinosum (D) im Vergleich. Die roten Pfeile in
D verweisen auf das sogenannte ,,Doppelkernphinomen®. (Anregungswellenlinge
760 nm, Bildaufnahmezeit 13,4 s).
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Im Mittel 51 um (am Unterarm) bzw. 89 um (am Handriicken) unterhalb der ersten lebenden
Zelle, also der obersten Zelle innerhalb des Stratum granulosums, in der man einen dunklen
Zellkern von einem granulierten Zytoplasma abgrenzen kann, befindet sich das Stratum basa-
le (Abb. 18 E). Dieses imponiert durch kleine, polygonale bis runde Zellen. Interzellularriu-
me sind kaum noch erkennbar. Die starken Fluoreszenzsignale liefert das Hautpigment Mela-
nin, dessen Menge in Abhingigkeit vom Hauttyp interindividuell variiert. Bei besonders stark
fluoreszierenden Zellen ldsst sich der Zellkern nicht mehr klar vom umgebenden Zytoplasma

abgrenzen.

Mit zunehmender Gewebetiefe erscheinen runde, hypointense, dermale Papillen (Abb. 18 F),
gesdumt von melaninhaltigen Zellen des Stratum basale. Das bereits innerhalb der Dermis
lokalisierte Stratum papillare besteht zum grofen Teil aus extrazelluldren kollagenen Fasern,
die sich jedoch bei der verwendeten, fiir das SHG Signal des Kollagens zu geringen, Anre-
gungswellenldnge von A= 760 nm nicht als hyperintense Bereiche darstellen lieBen. Die klare
Abgrenzung der Papillen, wie in Abb. 18 F dargestellt, gelang nicht bei jedem der untersuch-

ten Probanden.

E F

Abb. 18: Stratum basale (E) und papillare (F). E zeigt stark fluoreszierende Zellen
des Stratum basale. In F sind die Papillen des Stratum papillare zu erkennen. (Anre-
gungswellenliinge 760 nm, Bildaufnahmezeit 13,4 s).
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5.3 Vergleich zwischen konventioneller Histologie und Multipho-

tonenlasertomografie bzgl. der Morphologie einzelner Haut-

schichten

Tab. 3: Vergleich zwischen konventioneller Histologie und Multiphotonenlasertomografie bzgl.
der Morphologie einzelner Hautschichten

Hautschicht

Konventionelle Histologie

Multiphotonenlasertomografie

Str. corneum

schmales Band, welches sich
vom vitalen Stratum granu-
losum ablost

polygonale, kernlose Kor-
neozyten bzw. homogenes,
amorphes Gebilde

hypo- und hyperintense Be-
reiche

Str. granulo-

sum

mehrere Zelllagen iiberei-
nander

gro3e Zellen

lockerer Zellverband

groB3e Zellen mit grobkor-
nigem Zytoplasma und
groBBem Zellkern

weite Interzellularrdume

Str. spinosum

mehrere Zelllagen iiberei-
nander

dicht gepackte Zellen

kleine Zellen

enge Interzellularrdume,
daher dichter Zellverband

Stratum basale

einschichtiger Zellverband
langliche, zylinderféormige
Zellen

sehr kleine polygonale bis
runde Zellen
Interzellularrdume kaum
noch erkennbar

starkes Fluoreszenzsignal
durch Melanin

Stratum papil-

lare

durch Kollagenfasern hellro-
sa imponierende, zapfendhn-
liche Gebilde

mit den epidermalen Rete-
leisten verzahnt

runde, hypointense Struktu-
ren, von melaninhaltigen
Zellen des Stratum basale
umgeben

In Tab. 3 wird das morphologische Erscheinungsbild der einzelnen Hautschichten in der kon-
ventionellen Histologie mit der Morphologie unter dem Multiphotonenlasertomographen ver-
glichen. Durch die horizontale Darstellung der einzelnen Hautschichten gelingt mithilfe der
Multiphotonenlasertomographie im Gegensatz zur konventionellen Histologie eine exakte
Beurteilung einzelner Zellen innerhalb des Zellverbandes. Somit konnen Verdnderungen

frithzeitig erkannt und gegebenenfalls therapiert werden.
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5.4 Bestimmung der epidermalen Dicke mithilfe des MLT

Bestimmt man die epidermale Dicke wihrend der MLT-Messung anhand einer Skala in der
JenLab Software, ist diese Methode als Einmalmessung sehr fehleranfallig, da der wellenfor-
mige Verlauf der Schichtgrenzen, z.B. an der Oberfliche oder im Bereich der dermo-

epidermalen Zone nicht berticksichtigt werden kann.

Um das Messverfahren zu objektivieren, wurden Stapelmessungen durchgefiihrt, wobei je-
weils 3 Stapel innerhalb des jeweiligen Testfeldes (Unterarm dorsal und Handriicken) an un-
terschiedlichen Stellen aufgenommen wurden, um die statistische Sicherheit zu erh6hen. Dazu
wurde unterhalb des Stratum corneum im gerade beginnenden Stratum granulosum die soge-
nannte ,.erste lebende Zelle® gesucht, also die oberste Zelle, in der man einen dunklen Zell-
kern von einem granulierten Zytoplasma abgrenzen kann. Ausgehend von diesem festgelegten
Startpunkt wurde die Eindringtiefe des Lasers soweit verringert, dass gerade die ersten Ober-
flachensignale des Stratum corneums in der Jenlab Software darstellbar waren. An dieser Stel-
le wurde anschliefend die Stapelmessung gestartet und 50 Bilder im Abstand von 5,1 um

generiert.

In jedem einzelnen Bild des Stapels wird eine bestimmte Anzahl von Photonen registriert, die
Auskunft tiber die Intensitit des emittierten Fluoreszenzsignals gibt. Je hoher die emittierte
Photonenzahl dabei ist, desto groBer ist die Lichtintensitdt. Analysiert man die SPC Stapel
graphisch, so erhélt man charakteristische Kurven der AF und der SHG. Dazu wird die emit-
tierte Photonenanzahl pro Bild {iber die Hauteindringtiefe aufgetragen. Vergleicht man die
Intensitétsspitzen und —minima mit den bitmaps, die das Gerdt gleichzeitig erstellt, kann man
im Kurvenverlauf entsprechende Peaks und Minima (A-E) einzelnen Zellschichten (a-d) zu-

ordnen (vgl. Abb. 19).

Der erste Peak - sowohl im SHG als auch AF-Kanal - wird durch die oberste Schicht, das
Stratum corneum, hervorgerufen (A,a). Im weiteren Verlauf zeigt die Autofluoreszenzkurve
einen starken Abfall, bevor eine kleine Aufwolbung beobachtet werden kann, die durch die

Autofluoreszenz des Melanins im Stratum basale verursacht wird (C,c).

Nach diesem Melaninpeak in der AF-Kurve zeigt sich eine prominente Spitze in der SHG-

Kurve (D). SHG wird in der Haut durch Kollagen generiert, woraus man schlussfolgern kann,

52



dass dieser SHG Peak aus der oberen papilldren Dermis (d) stammen muss, in der reichlich

Kollagen vorhanden ist.

Das Minimum zwischen den beiden SHG Peaks entspricht dem Stratum granulosum (B,b). In
einer bestimmten Tiefe, bei den meisten Probanden zwischen 130 und 180 pum, verlaufen die

SHG und die AF Kurve parallel. In diesem Bereich ist die maximale Eindringtiefe des Lasers

erreicht.
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Abb. 19: Typische Emissionskurven eines alten Probanden mit Verkniipfung der Peaks zu be-
stimmten Hautschichten, A=Hautoberfliichenpeak, sowohl im SHG als auch AF Kanal, B= Stra-
tum granulosum, C= Melaninpeak im Stratum basale, D= SHG Peak der papilliren Dermis im
Bereich der Grenzzone, E= AF Peak durch solare Elastose. Im Bereich zwischen 130 und 180
pm war die maximale Fokustiefe des Lasers erreicht, was in der Grafik durch den parallelen
Verlauf der SHG und AF Kurve zum Ausdruck kommt (Koehler et al. 2010).

Die oben prisentierte Graphik (Abb. 19) veranschaulicht die Bestimmung der Dicke einzelner
Epidermisschichten anhand der SHG und AF Kurve bei einem Probanden aus der Altersgrup-
pe 3. Die totale Photonenanzahl pro Bild wurde dazu iiber die Fokustiefe aufgetragen. Die
Abstidnde zwischen den genannten Peaks innerhalb eines Stapels resultieren in der Dicke der
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jeweiligen Epidermisschicht. Das Stratum corneum wird definiert als Abstand zwischen A
und B, also der Distanz zwischen dem Eingangspeak an der Hautoberfliche und der soge-
nannten ,.ersten lebenden Zelle®. Die lebende Epidermis umfasst die Differenz zwischen B
und C und beinhaltet das Stratum granulosum, spinosum und basale. Die gesamte Epidermis-
dicke erschlieB3t sich aus dem Intervall zwischen A und C und die Tiefe der papilliren Dermis

aus der Distanz zwischen A und D.

Allerdings wurden nicht in allen Stapeln die genannten Peaks und Minima gefunden. Flache
oder multiple Spitzen im Kurvenverlauf erschwerten die genaue Zuordnung zu entsprechen-
den Zellschichten. Wie bereits erwéhnt, liegt die Hauptursache fiir unterschiedliche Kurven-
verlaufe in der Wellenform der Haut. Dieses Problem kann umgangen werden, wenn man
einen Stapel in Teilstapel zerlegt, sodass man pro Splitstapel ein Messfeld betrachtet, welches
so klein ist, dass es nur wenige Zellen enthélt. Aus einem Stapel mit einer Kantenldnge von
180x180 um wurden 81 Teilstapel, die eine Fliche von jeweils 20x20pum abdecken (vgl. 4.5
Abb. 11). In den meisten dieser Splitstapel waren die genannten Peaks und Minima klar ab-

grenzbar.

5.5 Die epidermale Dicke in Abhingigkeit vom Probandenalter

und der Korperlokalisation

Bei insgesamt 30 Probanden, unterteilt in 3 Altersgruppen, wurden sowohl am dorsalen Un-
terarm als auch am Handriicken jeweils 3 Stapel erstellt und nach den oben beschriebenen
Prinzipien ausgewertet. Beim Vergleichen der einzelnen Altersgruppen untereinander lie3en
sich nur geringfiigige Unterschiede bzgl. der epidermalen Dicke feststellen. Signifikante Un-
terschiede ergaben sich jedoch beim Vergleich zwischen Hand und Unterarm. In allen Alters-
gruppen zeigten sich in jeder epidermalen Schicht signifikant hohere Werte am Handriicken

im Vergleich zum Unterarm (Abb. 20).

Der wellenformige Verlauf der dermoepidermalen Junktionszone im Bereich eines Stapels
wird durch den Variationskoeffizienten ausgedriickt, der in der nachfolgenden Tabelle
(Tab. 4) in den letzten beiden Spalten prozentual angegeben wurde. Er ist definiert als Quo-

tient aus Standardabweichung und Mittelwert einer Variablen X. X ist in diesem Fall die epi-
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dermale Dicke bzw. die Tiefe der papilliren Dermis. Der Variationskoeffizient erreicht umso

hohere Werte, je stiarker der wellenformige Verlauf der Basalmembranzone ausgepragt ist.

Der Grad der Welligkeit der dermoepidermalen Zone zeigte in allen 3 Altersgruppen dhnliche

Werte, eine Abnahme mit zunehmendem Alter aufgrund einer Abflachung der Papillen infol-

ge einer Atrophie konnte somit nicht nachgewiesen werden.

Tab. 4: Die Dicke epidermaler Schichten in Abhiingigkeit von Lokalisation und Altersgruppe

Epidermale Tiefe der Dicke der Dicke CV in CV in
Dicke ge- papilliren lebenden  des % %
samt Dermis Epidermis Stratum epider- papil-
corneum male lire
Dicke  Tiefe
Gruppe 1 Unterarm 73 103 57 18 25 18
Durchschnittsalter ~ Hand 117 144 93 27 26 20
23,3 +£1,9 Jahre
Gruppe 2 Unterarm 64 86 48 16 16 13
Durchschnittsalter =~ Hand 123 145 92 32 21 18
47,3 + 3,1 Jahre
Gruppe 3 Unterarm 73 95 49 25 23 18
Durchschnittsalter ~ Hand 117 138 82 38 20 17

72,1 + 6,4 Jahre

Nach Mittelung der jeweils drei Messwerte pro Proband erfolgte die Berechnung eines Mittel-
werts pro Gruppe fiir den Unterarm dorsal (TF1) und den Handriicken (TF2). Der Variations-
koeffizient CV reprisentiert den wellenformigen Verlauf der Basalmembranzone (Koehler et al.

2010).
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Dicke epidermaler Schichten auf unterschiedlichen Test-
feldern und in Abhiingigkeit vom Lebensalter. Verglichen wurde jeweils die Dicke unterschiedli-
cher Epidermisschichten zwischen Unterarm (UA) und Handriicken innerhalb der bekannten 3
Altersgruppen. Helle Balken: Unterarm dorsal, dunkle Balken: Handriicken *p<0,05,
**p=0,0039, ***p=0,0020 (Koehler et al. 2010).

Die Unterschiede zwischen den beiden Testfeldern sind innerhalb aller 3 Altersgruppen signi-
fikant. Die Signifikanz ist umso hdoher, je kleiner der Signifikanzwert p ist, d.h. je mehr Sterne
iber dem jeweiligen Balken in der oben prasentierten Graphik angegeben sind. Vergleicht
man die Dicke der angegebenen epidermalen Schichten zwischen den Altersklassen, ergeben

sich keine signifikanten Unterschiede.

5.6 Der Hautalterungsindex SAAID

Der ,,SHG- to -AF Alterungsindex der Dermis* (SAAID) ergibt sich aus dem Verhéltnis zwi-
schen dermalen Kollagen- und Elastinfasern und ist folgendermaBlen definiert:
SAAID=(SHG-AF)/(SHG+AF) (Koehler et al. 2006). Fiir den SHG-Effekt ist intradermal
ausschlieBlich das Kollagen verantwortlich, der Hauptanteil der Autofluoreszenz wird hinge-

gen durch elastische Fasern hervorgerufen. Aufgrund des im Alter schwindenden Gehalts an
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reifem Kollagen und der Ablagerung minderwertigen elastotischen Materials ergibt sich eine

kontinuierliche Abnahme des SAAID mit zunehmendem Lebensalter.

5.6.1 Der SAAID in Abhéngigkeit vom Lebensalter

Betrachtet man die Messergebnisse aller Probanden, so zeigt sich der SHG Peak der papillé-
ren Dermis im Mittel in einer Hauttiefe von 91 £ 16um unterhalb des Oberflachenpeaks. Da
die epidermale Dicke zwischen den einzelnen Altersgruppen nicht signifikant variiert, konnte
auch keine Korrelation zwischen der Tiefe, in der der Peak erreicht wurde, und dem Patien-
tenalter festgestellt werden. Vielmehr wurden teils beachtliche interindividuelle Unterschiede
zwischen den Probanden einer Altersgruppe beobachtet, was in Abb. 21 graphisch zum Aus-

druck gebracht wird.

120

L

100
80 -

60

1

40 R? = 0,044

p=ns

20

1

Tiefe des papillaren Dermispeak [pim]

0 T T T 1 1
0 20 40 60 80

Alterin Jahren

Abb. 21: Die Tiefe des papilliren Dermispeak als Indikator der epidermalen Dicke in Abhin-
gigkeit des Alters des Probanden (Kaatz et al. 2010).
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5.6.2 Der SAAID in Abhéngigkeit von der Messtiefe

Wie die bereits zitierte Studie von Kohler et al. gezeigt hat, nimmt der Hautalterungsindex
SAAID mit zunehmendem Alter signifikant und kontinuierlich ab (Koehler et al. 2006). Im
Folgenden (Abb. 22) soll die Abhéngigkeit des SAAID von der Hauteindringtiefe bei jungen
und alten Patienten veranschaulicht werden. In der folgenden Abbildung sind jeweils ein Sta-
pel eines Probanden aus Gruppe 1 (jung) und ein Stapel von einem Probanden der Gruppe 3
(alt) graphisch dargestellt. Dabei wurde die Anzahl der gezihlten Photonen in beiden Kanédlen
(AF und SHQ) iiber die Hauteindringtiefe des Lasers aufgetragen.
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Abb. 22: SHG und AF Signal in unterschiedlichen Tiefen bei (a) einem jungen Probanden
(Gruppe 1) und (b) einem alten Probanden (Gruppe 3). Die farbigen Pfeile markieren die Peaks
innerhalb des Kurvenverlaufs der AF und der SHG. Blaue Pfeile: AF-Peak innerhalb des mela-
ninhaltigen Str. basale, griiner Pfeil: SHG Peak innerhalb der Grenzzone, roter Pfeil: AF Peak
innerhalb der Dermis durch die vermehrte Ablagerung elastotischen Materials (Kaatz et al.
2010).

Bei Betrachtung der Graphiken werden Unterschiede im Kurvenverlauf sowohl beziiglich des
SHG Signals als auch der Autofluoreszenz AF deutlich. Im AF Kanal wurde in der Alters-
gruppe 3 ein nicht nur héherer, sondern auch insgesamt breiterer Peak im Bereich des Stratum
corneum registriert. Beide Kurven zeigen im weiteren Verlauf einen Abfall, bevor eine leich-
te Wolbung erkennbar wird (blaue Pfeile), die der Autofluoreszenz des Melanins im Stratum
basale zuzuordnen ist. Nach dieser leichten Erhebung fillt die AF Kurve bei den jungen Pro-
banden kontinuierlich ab und sistiert nach Erreichen der maximalen Fokustiefe des Lasers auf

konstantem Niveau.
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In der Graphik des Probanden hoheren Lebensalters hingegen zeigt die AF Kurve im Bereich
zwischen 112 und 138 pum (roter Pfeil) eine weitere Wolbung, die durch die altersbedingte

Ablagerung elastischen Materials unterhalb der papilldren Dermis erkléart werden kann.

Die SHG Kurve zeigt nach dem Eingangspeak bei beiden Probanden zunichst einen kurzen
Abfall, steigt bei dem jungen Probanden jedoch schneller und steiler wieder an, bis eine ma-
ximale Hohe erreicht wird. Nach dem Erreichen dieses Maximums an Signalintensitit unter-
scheiden sich beide Kurven deutlich hinsichtlich des weiteren Verlaufs: Das SHG Signal
bleibt bei dem jungen Studienteilnehmer auch mit zunehmender Tiefe konstant, wohingegen
bei der élteren Testperson nach Erreichen des Maximums an SHG Intensitét (griiner Pfeil) ein
Abfall des SHG Signals mit zunehmender Tiefe registriert wird. Auch die Anzahl der gezahl-
ten Photonen im SHG Kanal ist bei dem jungen Probanden gréfer verglichen mit dem Pro-

banden aus der hoheren Altersgruppe in Graphik (b).

Die genannten Unterschiede zwischen junger und alter Haut spiegeln sich auch im Kurven-
verlauf des daraufthin berechneten und graphisch iiber die Hauteindringtiefe aufgetragenen

SAAID wider (Abb. 23):
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Abb. 23: SAAID in Abhiingigkeit der Hauttiefe bei einem jungen Probanden (a) und einem alten
Probanden (b) (Kaatz et al. 2010).

Betrachtet man den Verlauf der SAAID Kurven, lésst sich beobachten, dass in (a) die SAAID
Kurve mit zunehmender Tiefe bis auf ein Maximum ansteigt und dieses Plateau beibehélt. Bei
dem &lteren Studienteilnehmer in (b) steigt der SAAID mit der Hauteindringtiefe bis zum Er-
reichen eines Maximums an, um anschliefend auf einen Wert abzufallen, der im weiteren

Verlauf der Kurve bei zunehmender Tiefe konstant bleibt. Dieses SAAID Maximum korres-
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pondiert hochstwahrscheinlich mit dem schmalen Band aus intaktem Kollagen zwischen der-
moepidermaler Junktionszone und dem Bereich solarer Elastose. Diesen intakten Kolla-
genstreifen bezeichnet man als Grenzzone. Im HE-Schnitt der gesunden Altershaut imponiert
diese Zone als schmaler, blassrosa Streifen zwischen Epidermis und Dermis (vgl. Kap. 5.1.2,

Abb. 15).

Differenzen ergeben sich bei genauerer Betrachtung auch im Schnittpunkt der SAAID Kurven
mit der x-Achse. Die Kurve des jungen Probanden schneidet die x-Achse bei einer geringeren
Tiefe als der Graph des alten Probanden. Der Anstieg des SAAID ist demzufolge bei dem
jungen Probanden steiler, da auch das Maximum des SHG Signals in geringerer Tiefe bei (a)

im Vergleich zu (b) erreicht wird.

5.6.3 Der SAAID in Relation zur Oberflache bzw. zum SHG Peak

Aufgrund der interindividuellen Variabilitit des papilliren Dermispeak (siche Abb. 21), wur-
de untersucht, ob der SAAID genauer beurteilt werden kann, wenn man in einer bestimmten
Tiefe relativ zum SHG Peak misst oder eine Tiefe relativ zur Oberflache wihlt. In beiden Fal-
len wird jeweils der in verschiedenen Altersgruppen bestimmte SAAID iiber das Alter auf-
getragen (Abb. 24) und das Bestimmtheitsmall R? berechnet. Das Bestimmtheitsmal} ergibt
sich aus dem Quadrat des Korrelationskoeffizienten r, der als MaB fiir den linearen Zusam-
menhang zwischen zwei Variablen X und Y, in unserem Fall X=Alter und Y=SAAID angese-
hen werden kann. Zwischen Alter und SAAID besteht ein linearer Zusammenhang, denn mit

zunehmendem Alter verringert sich der SAAID Wert proportional (Koehler et al. 2006).

Der Korrelationskoeffizient r ist somit negativ. Durch Quadrieren von r ergibt sich ein positi-
ves R2 Je ndher R? an 1 liegt, desto hoher die Wahrscheinlichkeit des linearen Zusammen-
hangs. In beiden Fillen fand sich eine proportionale Zunahme des SAAID mit zunehmender
Messtiefe, was bereits in den vorhergehenden Graphiken zum Ausdruck kommt. Bei der Be-
stimmung des SAAID relativ zur Oberflache erreichte R* Werte von etwa R?= 0,7, bei Mes-
sungen des SAAID relativ. zum SHG Peak wurden Werte von R?*= 0,6 erreicht.
Hohere Werte konnten rechnerisch erzielt werden, wenn die 3 Stapel pro Patient gemittelt

wurden. R? nahm dann bei der Messung relativ zur Oberfliche Werte von R*= 0,8 an, wohin-
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gegen bei Messungen unterhalb des SHG Peaks nur Werte von R?>= 0,7 errechnet werden

konnten (Abb. 25).
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Abb. 24: SAAID Kurven der 3 Altersgruppen ( ¢ = junge Probanden, M = mittelalte Proban-
den, A = alte Probanden) relativ zur Oberfliche (a) bzw. zum SHG Peak (b). Die SAAID Werte
ergeben sich aus den Mittelwerten der 3 Stapel von insgesamt 10 Probanden pro Gruppe (Kaatz
et al. 2010).
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Abb. 25: Korrelation des SAAID mit dem Alter der Probanden in Abhingigkeit der Fokustiefe
relativ zur Oberfliche (a) oder zum SHG-Peak (b). Das Bestimmtheitsmall R (gestrichelte Li-
nie) steigt kontinuierlich unterhalb des SHG Peaks, erreicht jedoch hohere Werte bei Messun-
gen relativ zur Oberfliche. Indem man den Mittelwert aus 3 Stapeln pro Patient bildet, erhoht
sich der Wert von R? in beiden Graphiken um 0,1 (durchgezogene Linie) (Kaatz et al. 2010).

Der SAAID wurde anschlieend auf signifikante Unterschiede zwischen den Altersgruppen
getestet. Dazu folgten Berechnungen des Hautalterungsindex in 3 unterschiedlichen Tiefen
jeder Altersgruppe, um die Abhdngigkeit des SAAID von der Messtiefe deutlich zu machen.
Signifikante Unterschiede in den SAAID Werten der einzelnen Altersgruppen sind im folgen-
den Diagramm in einer Messtiefe von 150 um unterhalb der Hautoberfliche sichtbar, wéh-

rend die Bestimmung des SAAID am SHG Peak kaum Unterschiede zwischen den Alters-
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gruppen erkennen ldsst. Obwohl der SAAID-Unterschied im Hautalterungsindex zwischen
der mittleren und der Gruppe hohen Alters mit einem p-Wert von p=0,0164 signifikant ist,
zeigt sich beim Vergleich der jungen mit den mittelalten Probanden bei einem p-Wert von
p=0,2823 keine Signifikanz mehr. Misst man jedoch 50 um unterhalb der papilldren Dermis
werden die Unterschiede im SAAID der einzelnen Altersgruppen erneut hochsignifikant, wo-
bei der p-Wert zwischen mittelalten und alten Probanden bei der Bestimmung des SAAID 150
um unterhalb der Oberfliche mit p<0,0001 kleiner ist als bei der Messung 50 um unterhalb
des SHG Peaks (p=0,0002).

Die Signifikanz ist umso hoher, je kleiner der p-Wert ist. Demzufolge werden die signifikan-
testen Ergebnisse bzgl. der SAAID Abnahme im Alter erreicht, wenn man bei allen Proban-
den den Hautalterungsindex in einer konstanten Tiefe unterhalb der Oberfliche bestimmt

(Abb. 26).
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Abb. 26: Der Hautalterungsindex SAAID in allen 3 Altersgruppen in Abhéngigkeit der Messtie-
fe. Die signifikantesten Unterschiede zwischen den Altersgruppen werden in einer Tiefe von 150
pm unterhalb der Oberfléiche sichtbar. Diese Tiefe wurde aufgrund des ausreichenden Abstan-
des zum SHG Peak und zur maximalen Fokustiefe des Lasers gewiihlt (Kaatz et al. 2010).
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5.7 Ergebnisse der Messungen mittels PRIMOS

Mithilfe des optischen 3 D Messgerétes wurde bei allen 30 Probanden sowohl die mittlere als
auch die maximale Faltentiefe der Haut an 3 Testfeldern (UA innen, UA auflen und Handrii-
cken) ermittelt. Pro Testfeld ergaben sich jeweils drei Werte fiir maximale als auch mittlere
Faltentiefe. Diese Ergebnisse wurden in Excel 11.6 SP 2 importiert und pro Testfeld jeweils
der Median der drei Werte ermittelt. Diese Daten konnten anschlieBend fiir Signifikanztests,

die mittels SPSS 13.0 durchgefiihrt wurden, genutzt werden.

Getestet wurden zum einen die Testfelder gegeneinander, d.h. UA innen gegen UA auflen,
UA auflen gegen Handriicken und UA innen gegen Handriicken. Verwendung fand diesbe-
ziiglich der Wilcoxon Test flir abhidngige Stichproben. Dieses Verfahren wurde sowohl fiir die

mittlere als auch maximale Faltentiefe genutzt.

Im Anschluss erfolgte die Testung der einzelnen Altersgruppen gegeneinander auf signifikan-
te Unterschiede in mittlerer und maximaler Faltentiefe. Dazu wurde Altersgruppe 1 (jung)
gegen Gruppe 2 (mittelalt), Gruppe 1 (jung) gegen 3 (alt) und schlieBlich 2 (mittelalt) gegen 3
(alt) mithilfe des Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben auf signifikante Unter-

schiede bzgl. mittlerer und maximaler Faltentiefe getestet.

Das Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests mit a<0,05 festgelegt.

5.7.1 Vergleich der 3 Testfelder

Beim Vergleich der 3 Testfelder gegeneinander zeigt sich lediglich eine Signifikanz beziiglich
der maximalen Faltentiefe beim Vergleich zwischen Unterarm innen und Handriicken
(Tab. 5). Die maximale Faltentiefe ist an der Unterarminnenseite signifikant geringer als auf

dem Handriicken. Dieses Ergebnis ist unabhingig vom Alter des Probanden.
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Tab. 5: Ergebnisse des Testens der 3 unterschiedlichen Testfelder gegeneinander

Lokalisationen gegeneinander | MW Faltentiefe Max Faltentiefe

UA 1|UA a|UA 1|UA i1|UA a|UA i
\& \& \& \& \& \&

UAa HR HR UAa |HR HR

Exakte Signifikanz (2-seitig) 0,7611 | 0,6408 | 0,3572 | 0,4016 | 0,2599 | 0,0244

Legende: gelb = signifikanter Unterschied bzgl. der maximalen Faltentiefe (Max Faltentie-
fe) zwischen Unterarm innen (UA i) und Handriicken (HR), da 0<0,05, MW Fal-
tentiefe = mittlere Faltentiefe, UA a = Unterarm auflen, vs = versus

5.7.2 Vergleich der Altersgruppen

Beim Vergleich der Altersgruppen untereinander finden sich auf keinem der drei Testfelder
weder bzgl. der mittleren noch der maximalen Faltentiefe signifikante Unterschiede. Ein
Trend zeichnet sich beim Vergleich der Altersgruppen 1 und 2 (Tab. 6) bzgl. der mittleren
Faltentiefe am Unterarm auflen ab: Anzunehmen ist eine geringere mittlere Faltentiefe bei
jungen Probanden gegeniiber den Testpersonen mittleren Alters. Beim Vergleich der maxima-
len Faltentiefe am Handriicken zwischen Gruppe 1 und 3 (Tab. 7) ist ebenfalls eine Tendenz
dahingehend erkennbar, dass bei junger Haut die maximale Faltentiefe am Handriicken gerin-
gere Werte annimmt als bei alter Haut. Diese beiden Ergebnisse sind jedoch nicht signifikant.
Beim Testen von mittelalter gegen alte Haut (Tab. 8) zeigen sich weder in mittlerer noch in
maximaler Faltentiefe Tendenzen oder eine Signifikanz in einem der drei Testfelder, da a

erheblich liber dem festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 liegt.
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Tab. 6: Ergebnisse des Testens zwischen jungen (Altersgruppe 1) und mittelalten Probanden

(Altersgruppe 2)
Altersgruppe 1 vs 2 MW Faltentiefe Max Faltentiefe
UA UA Handriicken | UA UA Handriicken
auflen innen aulen | innen
Exakte Signifikanz (2- | 0,0630 | 0,3930 | 0,2475 0,2176 | 0,2888 | 0,1051
seitig)
Legende: Tendenz dahingehend, dass am Unterarm aufien (UA auflen) die mittlere Falten-

tiefe in Altersgruppe 1 (MW Faltentiefe) geringer ist als in Altersgruppe 2, je-
doch kein signifikanter Unterschied nachweisbar, da a>0,05, Max Faltentiefe =
maximale Faltentiefe, vs = versus

Tab. 7: Ergebnisse des Testens zwischen jungen (Altersgruppe 1) und alten Probanden (Alters-

gruppe 3)
Altersgruppe 1 vs 3 MW Faltentiefe Max Faltentiefe
UA UA Handriicken | UA UA Handriicken
auflen innen aulen | innen
Exakte Signifikanz (2-| 09118 | 0,3150 | 0,6305 0,5787 | 0,2799 | 0,0524
seitig)
Legende: Tendenz dahingehend, dass am Handriicken die maximale Faltentiefe (Max Fal-

tentiefe) in Altersgruppe 1 geringer ist als in Altersgruppe 3, jedoch kein signifi-
kanter Unterschied nachweisbar, da ¢>0,05, MW Faltentiefe = mittlere Faltentie-
fe, UA = Unterarm, vs = versus

65




Tab. 8: Ergebnisse des Testens zwischen mittelalten (Altersgruppe 2) und alten Probanden (Al-

tersgruppe 3)
Altersgruppe 2 vs 3 MW Faltentiefe Max Faltentiefe
UA UA Handriicken | UA UA Handriicken
aullen innen auflen | innen
Exakte Signifikanz (2- | 0,1051 | 0,6450 | 0,4040 0,8109 | 0,4937 | 0,9275
seitig)
Legende: MW Faltentiefe = mittlere Faltentiefe, Max Faltentiefe = maximale Faltentiefe,

UA = Unterarm, vs = versus

Die folgende Abbildung (Abb. 27) stellt die Ergebnisse der Messungen mittels PRIMOS gra-

fisch dar. Zum Teil ergaben sich relativ groBe Messunterschiede sowohl interindividuell unter

den Probanden einer Gruppe, als auch zwischen den drei Altersgruppen. In der statistischen

Auswertung resultierten insbesondere im Testfeld UA auflen hohe Standardabweichungen,

sodass signifikante Differenzen bzgl. der Hautféltelung zwischen einzelnen Testfeldern und

verschiedenen Altersgruppen durch die Messung mittels PRIMOS nicht nachweisbar waren.
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Mittlere und maximale Faltentiefe, ermittelt durch PRIMOS
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Abb. 27: Grafische Darstellung der mittels PRIMOS gemessenen mittleren und maximalen Fal-
tentiefe auf den bekannten Testfeldern. Die farbig verschieden dargestellten Gruppen repriisen-
tieren die 3 unterschiedlichen Altersklassen: Gruppe 1 = junge Haut, Gruppe 2 = mittelalte
Haut, Gruppe 3 = alte Haut.

67



6 Diskussion

6.1 Interpretation der Emissionscharakteristika im AF und SHG

Kurvenverlauf in Abhangigkeit von der Hauttiefe und dem Le-
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Abb. 28: Typische Emissionskurve eines Probanden der Altersgruppe 3 mit Verkniipfung der
Peaks zu bestimmten Hautschichten (Koehler et al. 2010).

Wie bereits im Kapitel Ergebnisse beschrieben, lassen sich die Peaks und Minima der beiden
Kurven anhand spezifischer Fluorophore bestimmten Hautschichten zuordnen (Abb.28). Ein
prominenter Peak kann sowohl im AF als auch im SHG Kanal in einer Fokustiefe zwischen 5
und 15 pm relativ zur ersten lebenden Zelle registriert werden und entspricht morphologisch
der Hautoberflache, bestehend aus kernlosen Keratinozyten. Das starke AF Signal (A) erklart
sich durch das ausgeprigte Fluoreszenzvermogen des endogenen Fluorophors Keratin, was im
Stratum corneum reichlich vorhanden ist. Der Eingangspeak in der SHG Kurve ldsst sich bis-

her keinem eindeutigen Ursprung zuordnen, da SHG innerhalb der Haut im Wesentlichen
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durch Kollagen hervorgerufen wird, das sich in der Epidermis jedoch nicht nachweisen ldsst.
Erklarbar wire dieser Peak einerseits z.B. durch minimale Oberflichenreflexionen oder ande-
rerseits Harnstoff, der innerhalb der Epidermis im Harnstoffzyklus aus stickstoffhaltigen Ab-
bauprodukten synthetisiert wird (Tabachnick und LaBadie 1970). Als nicht-
zentrosymmetrisches Molekiil vermag Harnstoff ein SHG-Signal zu generieren. Aufgrund der
Synthese dieser Substanz innerhalb der Epidermis wird auch in den tieferen Schichten der

Oberhaut ein schwaches, konstantes SHG Signal registriert (B).

Nach dem Eingangspeak im AF-Kanal zeigt sich ein steiler Abfall der Kurve, der in eine wei-
tere Erhebung innerhalb der Kurve miindet (C). Diese leichte Wolbung wird offenbar durch
fluoreszierendes Melanin im Stratum basale verursacht, da die verwendete Anregungswellen-
lange von 800 nm das Hautpigment optimal zur Fluoreszenz anzuregen vermag (Dimitrow et
al. 2009b). NAD(P)H, welches vornehmlich die fluoreszierenden Eigenschaften des Stratum
granulosum und spinosum bedingt, liefert die stirksten Signale bei einer Anregungswellen-
lange von 760 nm, die in dieser Studie nur zur Aufnahme morphologischer Bilder am Laser
eingestellt wurde. Die Wellenldnge A=800 nm wurde fiir die Stapelmessungen gewdhlt, da bei
dieser Wellenlidnge eine maximale SHG Intensitit des dermalen Kollagens erreicht werden
kann und auch elastische Fasern optimal erfassbar sind. Somit ergibt sich innerhalb eines Sta-
pels, der bei A= 800 nm generiert wurde, kein verstirktes Fluoreszenzsignal im Sinne einer

Kurvenwolbung oder eines Peaks fiir NAD(P)H (B).

Nach diesem Melaninpeak in der AF-Kurve zeigt sich ein steiler Anstieg in der SHG-Kurve,
der auf einen Hohepunkt in einer Tiefe von etwa 100 um hinauslduft (D). Nach Erreichen
dieses Maximums féllt die Kurve bis zur maximalen Fokustiefe des MLT kontinuierlich ab
(Abb. 28 und 29 b). Dieser Kurvenverlauf ist charakteristisch fiir die Haut eines Probanden in
hohem Lebensalter und spiegelt den reduzierten Gehalt an dermalem Kollagen wider, was
hauptsédchlich durch eine UV bedingte Induktion von Matrixmetalloproteinasen erkldrt wer-
den kann (Koehler et al. 2006). Der SHG Peak in gealterter Haut ldsst sich durch einen noch
relativ hohen Gehalt an Kollagenfasern im Bereich der papilldren Dermis begriinden. Diesen
schmalen Kollagenstreifen bezeichnet man als Grenzzone, dessen Dicke z.B. als Parameter
fiir die Effizienz von Antiaging Wirkstoffen genutzt werden kann. Der Begriff Grenzzone
wurde durch Lavker bereits 1979 geprigt. Lavker untersuchte die Zusammensetzung der Epi-
dermis, dermoepidermalen Junktionszone sowie der papilldren Dermis mittels Elektronenmik-

roskopie bei jungen und alten Probanden sowohl an der Oberarminnenseite (nicht lichtexpo-
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niert) als auch am dorsalen Unterarm (lichtexponiert) anhand von Biopsien. Wéhrend beim
alten Probanden in der nicht lichtexponierten papilliren Dermis eine deutliche Ablagerung
elastotischen Materials nachgewiesen werden konnte, fand sich am lichtexponierten Unterarm
des alten Probanden innerhalb der papilliren Dermis ein Arrangement aus dicht gepackten
kolinear angeordneten kollagenen Fasern (Lavker 1979). Auch mittels konventioneller Licht-
mikroskopie kann nach HE-Férbung in lichtgeschédigter, alter Haut die Grenzzone dargestellt
werden: Sie lédsst sich als schmaler, eosinophiler Streifen zwischen Epidermis und der durch
solare Elastose bldulich imponierenden iibrigen Dermis abgrenzen (vgl. 5.1.2 Gesunde Al-

tershaut, Abb. 15).

Unterhalb der Grenzzone nimmt der Kollagengehalt bei einem alten Menschen rapide und
kontinuierlich ab, wihrend die junge Haut nach Erreichen der maximalen Signalintensitét
dieses Niveau auch mit zunehmender Tiefe konstant hilt (Abb. 29 a). Dieser Sachverhalt er-
klért sich in einem insgesamt hoheren Gehalt an vornehmlich Kollagen 1 und einer gleichma-

Bigen Verteilung kollagener Fasern innerhalb der gesamten Dermis in junger Haut.
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Abb. 29: SHG und AF Signal in unterschiedlichen Tiefen bei (a) einem jungen Probanden und
(b) einem alten Probanden. Charakteristische Unterschiede hinsichtlich des Kurvenverlaufs und
der Emissionspeaks werden deutlich (Kaatz et al. 2010).

Auch die Struktur des Kollagens weillt deutliche Unterschiede beim Vergleich von junger und
alter Haut auf: Das amorphe Erscheinungsbild der Kollagenfasern in junger Haut, womdoglich
begriindet durch die kompakte und dichte Anordnung der Faserbiindel, wird in gealterter Haut
durch ein filiformes Arrangement von Kollagenfasern abgeldst, was als Zeichen einer ver-
diinnten Matrix infolge eines Kollagenschwunds angesehen werden kann (Koehler et al.
2008).
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Ein weiterer Peak zeigt sich bei Studienteilnehmern der Altersgruppe 3 in der AF-Kurve in-
nerhalb der Dermis (E). Dieses auffillige Fluoreszenzsignal, welches sich bei jungen Proban-
den nicht nachweisen lésst, ist am ehesten durch eine Akkumulation minderwertigen, elasti-
schen Materials in sonnenexponierter, alter Haut zu erkldren (El-Domyati et al. 2002). Das als
solare Elastose bezeichnete Phdnomen kann als morphologisches Korrelat der chronisch
lichtbedingten Hautschddigung und damit der extrinsischen Hautalterung aufgefasst werden
(Bernstein et al. 1994, Koehler et al. 2009). Montagna et al. beschrieben bereits 1989 eine
Anhédufung elastischen Materials sowie morphologische Verdnderungen elastischer Fasern
innerhalb der Dermis anhand von Biopsien aus sonnenexponierter Haut der Wange
(Montagna et al. 1989). Die genannten Verdnderungen werden hochstwahrscheinlich durch
den direkten Einfluss von UV-Strahlen auf die Synthese von elastischen Fasern hervorgeru-
fen, konnen aber auch Folge einer erhohten MMP-Aktivitdt und damit einer Zerstérung des
elastischen Fasernetzwerkes sein (Koehler et al. 2006, Krutmann 2003). Eine erhohte Expres-
sion von MMP wird zum einen direkt durch die Einwirkung von UV Strahlung getriggert. Die
Expression der MMP 1 und 3 scheint aber vor allem durch die Einwirkung von Sauerstoffra-
dikalen in Verbindung mit UVB Strahlung vermittelt zu sein. Desweiteren sind reaktive
Sauerstoffspezies in der Lage, direkt die Expression von Tropo-Elastin-mRNS anzuregen und
damit einen wesentlichen Beitrag zur solaren Elastogenese zu leisten (Krutmann 2003).

Aus einer Literaturstudie von Sellheyer et al. geht hervor, dass fiir die Pathogenese der sola-
ren Elastose v.a. die de novo Synthese elastotischen Materials - bestehend aus Elastin, Gly-
kosaminoglykanen und Fibrillin - verantwortlich ist, ein gesteigerter Abbau elastischer Fasern
aber ebenfalls eine wichtige Rolle spielt (Sellheyer 2003).

Da Elastin als endogenes Fluorophor bei 800 nm optimal angeregt wird und bei alten Proban-
den eine deutliche Vermehrung von Elastinfasern vorliegt, ergibt sich in Altersgruppe 3 im
Vergleich zu jungen Probanden intradermal ein durch die Hautalterung bedingtes stirkeres

Fluoreszenzsignal in Form des beschriebenen Peaks (E).
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6.2 Interpretation und Vergleich des SAAID Kurvenverlaufs bei

jungen und alten Probanden
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Abb. 30: Vergleich des SAAID Kurvenverlaufs in Abhiingigkeit der Hauttiefe zwischen einem
jungen Probanden (a) und einem alten Probanden (b) (Kaatz et al. 2010).

Koehler et al. konnten einen signifikanter Abfall des SAAID mit zunehmendem Lebensalter
nachweisen. In dieser Arbeit wurden 18 Patienten von 21 bis 84 Jahre einer Messung am Mul-
tiphotonenlasertomographen unterzogen. Fiinf Messpunkte im Bereich der Innenseite des Un-
terarms wurden ausgewéhlt. Anschliefend erfolgte in einer definierten Tiefe von z= 110 um
unterhalb der Basalmembran die Anregung dermaler Fasern mit einer Wellenldnge von A=820
nm. Unter Verwendung unterschiedlicher Filter wurden sowohl ein SHG als auch ein AF Sig-
nal registriert. Nach Export der Daten erfolgte die Berechnung des Hautalterungsindex
SAAID, wobei sich deutlich niedrigere Werte bei dlteren Studienteilnehmern im Vergleich zu
jiingeren Probanden ergaben (Koehler et al. 2006). Im Gegensatz zu den Messungen dieser
Studiengruppe, die den Hautalterungsindex in einer definierten Tiefe bestimmten, wurde in
dieser Studie der SAAID in unterschiedlichen Hauttiefen berechnet und graphisch ausgewer-
tet, wobei sich charakteristische Kurvenverldufe fiir junge und alte Probanden ergaben (Abb.
30). Wahrend in Altersgruppe 1 der SAAID mit zunehmender Hauteindringtiefe bis auf ein
Maximum ansteigt und ein konstantes Niveau beibehilt, steigt der SAAID bei alten Proban-
den zwar zunichst ebenfalls mit bis zum Erreichen eines Maximalwerts, fillt im weiteren
Kurvenverlauf jedoch stark ab und sistiert auf diesem Level, bis die maximale Fokustiefe er-

reicht ist.
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Die starke Abnahme des SAAID kann mithilfe der massiven Vermehrung elastischen Mate-
rials bei gleichzeitiger Abnahme des Kollagengehalts unterhalb der papilliren Dermis be-
griindet werden. Dieser Sachverhalt spiegelt sich in hoheren AF Werten aufgrund der solaren
Elastose und niedrigeren SHG Werten infolge der Reduktion des Kollagens wider und resul-
tiert entsprechend der SAAID-Berechnung in einem geringeren Hautalterungsindex bei alten

Studienteilnehmern.

Die Hauttiefe, in der bei alten Probanden der SAAID Peak registriert werden kann, korres-
pondiert mit der papilldren Dermis. Diesen Bereich bezeichnet man als sogenannte Grenzzo-
ne: Zwischen elastischen Mikrofibrillen befinden sich hier dicht gepackte, ko-lineare und pa-
rallel zur Hautoberfldche angeordnete Kollagenfasern, die in einer Studie von Lavker et al.
1979 elektronenmikroskopisch nachgewiesen wurden (Lavker 1979). Durch immunhistoche-
mische Methoden unter Verwendung spezifischer Antikorper konnten die Hauptbestandteile
der Grenzzone, Kollagen 1 und 3, identifiziert werden (El-Domyati et al. 2002). Auch mittels
konventioneller Lichtmikroskopie ldsst sich nach HE-Fiarbung ein schmaler, eosinophiler
Streifen zwischen Epidermis und der durch solare Elastose bldulich imponierenden iibrigen

Dermis abgrenzen (vgl. 5.1.2 Gesunde Altershaut, Abb. 15).

Mithilfe der Multiphotonenlasertomografie konnte im Bereich der Grenzzone (papilldre Der-
mis) ein hoher Kollagengehalt durch ein starkes SHG Signal nachgewiesen werden. Zusam-
men mit einem niedrigen AF Wert mangels elastischer Fasern in diesem Areal fiihrt die Be-
rechnung des Hautalterungsindex zu hoheren Werten im Vergleich zur retikuldren Dermis und

im Diagramm zu dem charakteristischen SAAID Peak bei alten Probanden.

6.2.1 Ursachen und Biologie der Kollagenablagerung im Str. papillare der

Dermis in alter Haut

Eine verstirkte Kollagenablagerung in der Grenzzone wurde in mehreren Studien belegt und
lie} sich vor allem in sonnenexponierter und UV-geschéddigter Haut des dlteren Menschen
beobachten: Lavker et al. untersuchten u.a. die Struktur der papilldren Dermis sowohl am UA
innen (lichtgeschiitztes Hautareal) und am UA auBlen (lichtexponiertes Hautareal). Wahrend
sich am Unterarm innen bei alter Haut im Vergleich zu junger Haut lediglich eine starke
Vermehrung elastischer Mikrofibrillen zeigt, konnte in der sonnenexponierten, alten Haut ein
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etwa 1 um dickes Band aus kolinear angeordneten Kollagenfibrillen nachgewiesen werden,
die an dieser Stelle die elastischen Mikrofibrillen ersetzen. Aufféllig erschien auch das pa-
rallele Arrangement der Kollagenfasern, das in dhnlicher Art auch im Narbengewebe beo-
bachtet werden kann (Lavker 1979). Die Grenzzone entspricht somit einer Mikronarbe inner-

halb der papilldren Dermis und tritt in lichtgeschédigter, alter Haut auf.

Weiterhin konnte eine signifikant hohere Anzahl an Typ 1 Prokollagen exprimierenden Fib-
roblasten an lichtexponierten Stellen bei alten Menschen nachgewiesen werden. Neben der
Vermehrung der Fibroblasten zeigte sich eine erhéhte Produktion von Prokollagen 1 im Ver-
gleich zu sonnengeschiitzten Hautstellen innerhalb der gleichen Altersgruppe (Chung et al.
2001). Chronische UV Belastung fiihrt zur Stimulation der Kollagensynthese in lichtgeschéa-
digter Haut und zu den geschilderten strukturellen Verdnderungen im Bereich der papilldren
Dermis. Verglichen mit intrinsisch gealterter Haut ist der Kollagenabbau innerhalb der ge-
samten Dermis u.a. durch eine Hemmung der Pro-Kollagen-1 Synthese in Fibroblasten und

eine vermehrte Aktivitidt von Matrixmetalloproteinasen jedoch gesteigert (Krutmann 2003).

Die Grenzzonendicke kann klinisch als Mal fiir die Effektivitét einer hautverjlingenden bzw.
—reparierenden Therapie bei chronischen Lichtschdden herangezogen werden. Eine signifi-
kante Kollagenvermehrung innerhalb der Grenzzone nach Dermabrasio im Gesichtsbereich
konnte histologisch und immunhistologisch in einer Studie von Nelson et al. nachgewiesen
werden (Nelson et al. 1994). Zudem belegten Seite et al. in einer 2005 durchgefiihrten Studie
die Wirksamkeit einer Retinol-Vitamin C Kombination u.a. histologisch anhand einer verbrei-

terten Grenzzone (Seité et al. 2005).

Die gesteigerte Kollagensynthese im Bereich der papilldren Dermis lichtgeschddigter, reifer
Haut stellt somit einen Ansatz zur Reparatur UV-bedingter Schdden dar. Durch eine Verbrei-
terung der Grenzzone wird vermutlich eine stirkere Absorption der schéddlichen Strahlen er-
reicht und damit das Ausmal} des Kollagenabbaus in tieferen dermalen Schichten begrenzt.
Die genauen Ursachen und der Sinn der Kollagenvermehrung im Bereich der Grenzzone blei-

ben Gegenstand der Forschung.
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6.3 Der SAAID in Abhangigkeit von der Messtiefe

In der vorliegenden Studie konnte die Abhingigkeit des SAAID von der Messtiefe gezeigt
werden. Die beste Abgrenzung der Unterschiede zwischen den Altersgruppen gelingt, wenn
man so tief wie moglich innerhalb der Dermis zwischen dem SHG Peak und der maximalen
Fokustiefe misst. Noch deutlicher werden die Unterschiede zwischen junger und alter Haut
bei mehreren Messungen innerhalb des Testfeldes in gleicher Tiefe und anschlieender Mitte-
lung der Ergebnisse. Bei Bestimmung des SAAID am SHG Peak in der papilldren Dermis
zeigte sich zwischen junger und mittelalter Haut kein signifikanter Unterschied, zwischen
mittelalten und alten Probanden konnte eine Signifikanz hinsichtlich des Hautalterungsindex
festgestellt werden, allerdings war der p-Wert im Vergleich zu den Messungen in tieferen
dermalen Schichten deutlich hoher. Die beschriebenen Signifikanzunterschiede konnen mit
der Existenz der kollagenreichen Grenzzone auf dem Niveau des SHG Peaks in lichtexponier-
ter, gealterter Haut begriindet werden. Aufgrund hoherer SHG Werte infolge der Kollagenab-
lagerung und niedrigerer AF Werte mangels Elastin in diesem Bereich ergibt sich nach Ein-
setzen der beiden Parameter in die SAAID Formel auch ein hoherer Wert im Hautalterungsin-
dex im Vergleich zu tieferen dermalen Schichten. Um zuverldssige und aussagekriftige
SAAID Werte zu erhalten, sollte demzufolge moglichst tief unterhalb des SHG Peaks gemes-

sen werden.

6.4 Beurteilung der Hautfaltenmessung mittels PRIMOS

In diesem Teil der Studie bestand die Fragestellung darin, ob Unterschiede beziiglich der mitt-
leren und maximalen Faltentiefe sowohl zwischen den verschiedenen Testfeldern als auch
zwischen den einzelnen Altersgruppen mittels Streifenprojektion nachweisbar sind.
Das Ausmal} der Hautféltelung nimmt mit steigendem Lebensalter zu und kann mit einer
Versteifung des Stratum corneums und einer abnehmenden mechanischen Stabilitdt und
Dehnbarkeit aufgrund des dermalen Kollagenschwunds begriindet werden (Batisse et al.

2002).

In einer Studie von Lavker et al. wurde das Oberfldchenprofil der Haut bei jungen und alten
Probanden an verschiedenen lichtexponierten Lokalisationen, u.a. am Handriicken, am dorsa-
len Unterarm, im Gesicht sowie an nicht exponierten Arealen (Gesidl, Abdomen, Oberarm
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innen) untersucht. Wéhrend sich an den lichtgeschiitzten Hautstellen zwischen junger und
alter Haut nur geringfiigige Unterschiede hinsichtlich der Oberflichenstruktur nachweisen
lieBen, zeigte die bei junger Haut vorhandene geordnete geometrische Oberfldchenstruktur im
Bereich der lichtexponierten Hautlokalisationen (Unterarm dorsal, Gesicht und Handriicken)
z.T. erhebliche Verdnderungen. Am Handriicken wurde eine Ausloschung des in junger Haut
vorhandenen geordneten ,,Honigwabenmusters* mit flacheren, aber tieferen Falten beobach-
tet. Auch im Gesicht lief sich ein ungeordnetes Oberflachenprofil mit irreguldr und diskonti-
nuierlich angeordneten Falten nachweisen. Lavker begriindet die Unterschiede in der Oberfla-
chenstruktur zwischen junger und alter Haut mit den dermalen Veridnderungen, die im Zuge
der Hautalterung auftreten und infolge chronischer UV Belastung verstirkt werden. Das un-
terschiedliche Ausmall der Verdnderungen beim Vergleich lichtexponierter Areale scheint

dabei Ausdruck einer unterschiedlich starken UV Belastung zu sein (Lavker et al. 1980).

Kligman et al. konnten keine histologischen Unterschiede zwischen der eigentlichen Falte und
dem umgebenden Gewebe nachweisen. Sie schlussfolgerten, dass die Faltenbildung infolge
mechanischer Beanspruchung in elastizitdtsgeminderter, alter Haut generell eintritt, in lichtge-
schidigten Arealen, wie z.B. am Handriicken verstarkt stattfindet und die tiefsten Falten im
Gesicht auftreten. Da die Haut des Gesichts im Vergleich zu anderen Korperregionen bestén-
dig der UV Strahlung ausgesetzt ist, wird der Umbau des elastischen Fasernetzwerkes be-
schleunigt. Aufgrund der hohen mechanischen Belastung der Gesichtshaut im Sinne von
Kontraktionen der mimischen Muskulatur z.B. beim Offnen und SchlieBen des Mundes resul-
tiert in besonderem Male eine persistierende Faltenbildung bei vorhandenem dermalen Elas-

tizitdtsverlust in der Haut des alten Menschen (Kligmann et al. 1985).

Mithilfe des PRIMOS lie8 sich die Hypothese, dass die Faltenbildung mit steigendem Le-
bensalter zunimmt, jedoch nicht erhédrten. Sowohl bei Vergleich der Altersgruppen 1 und 2, 1
und 3 als auch 2 und 3 waren in keinem der drei Testfelder signifikante Unterschiede hinsich-
tlich maximaler bzw. mittlerer Faltentiefe nachweisbar. Allerdings war ein klarer Trend da-
hingehend erkennbar, dass bei jungen Probanden die maximale Faltentiefe am Handriicken
geringer ist als bei alten Studienteilnehmern. Bei Vergleich der Gruppe 1 (junge Probanden)
mit Gruppe 2 (Probanden mittleren Alters) wurde eine Signifikanz nur knapp verfehlt, was
moglicherweise auf eine zu geringe Anzahl an Probanden zuriickzufiihren ist. Auch klinisch
lasst sich bei alten verglichen mit jungen Menschen ein auffillig stirkeres Faltenrelief am

Handriicken beobachten. Diese Beobachtung lédsst sich zum einen mithilfe des Prozesses der
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intrinsischen Hautalterung als auch durch eine zeitlebens starke Exposition gegeniiber Licht
und chemischen Umweltnoxen sowie eine verstirkte mechanische Beanspruchung (extrinsi-
sche Hautalterung) erkldren. Diese Theorie ldsst sich auch auf den dorsalen Unterarm iiber-
tragen: Hier ergab sich bei Auswertung der PRIMOS Messung ein Trend beziiglich einer ge-
ringeren Faltentiefe in Altersgruppe 1 gegeniiber Gruppe 2. Signifikante Unterschiede waren

hier nicht messbar.

Ursédchliche Faktoren fiir fehlende signifikante Unterschiede bzgl. der Faltentiefe zwischen
den Testfeldern und den Altersgruppen konnen auch im Messvorgang begriindet sein. Die
PRIMOS-Messung erfordert zur optimalen Vergleichbarkeit der Ergebnisse jeweils dhnliche
Lichtverhéltnisse. Zwar zeigt ein griin erscheinendes Signal auf dem Bildschirm die Bereit-
schaft des Geriites zur Messung an, eine hundertprozentige Ubereinstimmung hinsichtlich der
Helligkeit zu vorhergehenden oder nachfolgenden Messungen kann jedoch nicht erreicht wer-

den.

Schwierigkeiten treten auch bei Messungen auf unebenen Korperstellen, wie z.B. dem Hand-
riicken, auf: Zur Fokussierung des Testfeldes wird ein Fadenkreuz auf das jeweilige Hautareal
projiziert. Ein eingeblendetes Fadenkreuz ist auf dem Monitor erkennbar. Ziel ist es, beide
Fadenkreuze in Ubereinstimmung zu bringen. Dies ist jedoch nur méglich, wenn die Mess-
oberfliche parallel zum Aufnahmefeld positioniert ist, was auf ebenen Korperstellen, wie z.B.
am Unterarm innen leicht erreicht werden kann (GFMesstechnik und GmbH). Weist die
Hautoberflache des Testfeldes Unebenheiten auf, z.B. durch hervorstechende Knochen oder
Sehnen am Handriicken, oder ist schrig zur Kamera ausgerichtet (verkippt), konnen die bei-
den Fadenkreuze nicht exakt in Einklang gebracht werden. Besonders im Randbereich des
ausgewihlten Testfelds werden einige Stellen unscharf abgebildet, was die exakte Auswer-
tung erschwert. Eine weitere Ursache fiir Messfehler konnte im individuellen Behaarungs-
muster der Probanden begriindet sein. Dies sollte v.a. bei Messungen am Unterarm auflen
beriicksichtigt werden. Zwar wurde vor der Messung das ausgewihlte Testfeld sorgfiltig ra-
siert - kleine, auf dem Testfeld verbliebene ,,Haarstoppel* konnten aber insbesondere bei sehr
behaarten, méannlichen Probanden zu stirkeren Unebenheiten der Hautoberfliche im Ver-
gleich zu weniger behaarten Testpersonen gefiihrt haben. Unter Beriicksichtigung dieses As-
pektes lassen sich moglicherweise die hohen Standardabweichungen im Testfeld UA aullen

erklaren.
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6.5 Vorteile der Multiphotonenlasertomographie

Die Multiphotonenlasertomographie bietet als nichtinvasives, schmerzfreies, bildgebendes
Verfahren vielversprechende Moglichkeiten im Bereich der Dermatologie. Die Morphologie
einzelner Hautschichten, Zellen sowie subzelluldrer Strukturen kann anhand der Detektion
fluoreszierender, endogener Biomolekiile in vivo betrachtet und analysiert werden (Konig et
al. 2008). Die Eindringtiefe des Lasers bis in eine Tiefe von ca. 200 um erlaubt dariiber
hinaus die Darstellung von Kollagen- und Elastinfasern sowie deren semiquantitative Be-
stimmung in der Dermis. Die selektive Abbildung der genannten Fasersysteme gelingt durch
die Verwendung unterschiedlicher Filtersysteme, sodass das Autofluoreszenzsignal des Elas-
tins und das SHG -Signal des Kollagens jeweils separat von den Detektoren erfasst werden
konnen. Das Prinzip der MLT beruht auf der Stimulation endogener Fluorophore — eine exo-

gene Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen ist nicht notwendig.

Das Verfahren ist bei Verwendung der iiblichen Leistungsparameter ausgesprochen neben-
wirkungsarm. So wurden in einer Studie von Fischer et al. die Risiken der Laserstrahlung in
Hinblick auf Zellschddigungen untersucht. Biopsien wurden nach Bestrahlung mit UV- bzw.
Laserstrahlung mit fluoreszierenzmarkierten CPD (cyclobutane-pyrimidine-dimers) Antikor-
pern behandelt, die Zellschdden auf DNA Ebene sichtbar machen. Es konnte gezeigt werden,
dass selbst bei hohen Laserleistungen, die unter normalen Bedingungen nicht zur Anwendung
kommen, die Folgen der NIR Strahlen fiir die Haut in etwa den schddigenden Effekten durch
die tdgliche UV-Belastung entsprechen (Fischer et al. 2008). Fiir die verwendete Laserleis-

tung von 50 mW lagen die Verdanderungen deutlich darunter.

Desweiteren finden sich im Wellenldngenbereich der NIR-Strahlung nur wenige endogene
Absorber innerhalb der Haut, wodurch zum einen die relativ hohe Eindringtiefe des Lasers
erklirt werden kann (Konig 2000), zum anderen hautschddigende Effekte weitgehend vermie-

den werden (Xu et al. 1996).

Durch die Anregung von Strukturen im Femtolitervolumen-Bereich wird die Laserstrahlung
im Unterschied zur konfokalen Laserscanningmikroskopie (CLSM) extrem fokussiert, sodass
eine Strahlenbelastung auflerhalb des Fokus vermieden wird (Helmchen und Denk 2005). Das

Risiko von Nebenwirkungen durch die Laserstrahlung ist somit als gering einzustufen.
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Ein weiterer Vorteil der minimalen Anregungsvolumina ergibt sich aus der Reduktion von
Streuungseffekten in biologischem Gewebe. Aufgrund der Verringerung dieses unerwiinsch-
ten Phanomens wird eine hochauflosende Bildgebung (horizontal < 1um, vertikal <2 pm) in

Hauttiefen bis etwa 200 um ermoglicht (Helmchen und Denk 2005, Dimitrow et al. 2009a).

Durch die zusitzliche Verwendung eines flexiblen Schwenkarms kénnen zudem auch topog-
raphisch anspruchsvolle Regionen, wie z.B. Stirn oder Schldfe untersucht werden. Dariiber
hinaus ermoglicht dieser technische Fortschritt eine bequemere Lagerung fiir den Probanden,

da das Messfeld nicht mehr horizontal zum Objektiv ausgerichtet sein muss.

Innerhalb der Studie gelang eine exakte Bestimmung der Epidermisdicke, die fiir das Monito-
ring zahlreicher Dermatosen und ihrer Therapien genutzt werden kann. Gleichzeitig bildet Sie
die Voraussetzung fiir eine Einschitzung der Wirksamkeit und des Schédigungspotentials

extern auf die Haut einwirkender Substanzen und physikalischer Einfliisse.

6.6 Nachteile der Multiphotonenlasertomographie

Wihrend der Untersuchungen offenbarten sich einige Nachteile des Multiphotonenlasers
Dermalnspect. Physikalisch bedingt erfordern die Messungen bisher noch einen hohen Zeit-
aufwand. Korrekte Lagerung des Patienten, Rasur behaarter Messfelder, exakte Positionie-
rung des Koppelstiickes und Einstellung der ,,ersten lebenden Zelle* auf dem Monitor sowie
die morphologische Darstellung der einzelnen Hautschichten und die abschlieBenden drei
Stapelmessungen erforderten insgesamt einen nicht unerheblichen Zeitrahmen von etwa 2,5 h.

In einigen Fillen gestaltete sich die Lagerung des Probanden schwierig.

Verwertbare Stapelmessungen und einwandfreie morphologische Aufnahmen erforderten eine
nicht flexible, starre Unterlage fiir den zu messenden Unterarm bzw. die Hand. Andererseits
wurde das lange Ausharren auf der Untersuchungsliege in einer teilweise unbequemen Hal-
tung auf harter Unterlage vom Patienten als unangenehm wahrgenommen. Durch die hohe
Auflosung haben bereits kleinere Bewegungen Auswirkungen auf die Bildqualitéit. Besonders
bei dlteren Patienten machte sich das lange Ausharren auf der Untersuchungsliege in Bewe-
gungsartefakten bemerkbar, z. B. durch unwillkiirliche Muskelbewegungen oder tiefe Atem-

exkursionen. Ein Kissen mit Sandfiillung, das sich der Position und den anatomischen Gege-
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benheiten des Probanden anpasst, sollte den langen Messvorgang fiir den Probanden ange-
nehmer gestalten, fiihrte allerdings bei einigen Teilnehmern zu minimalen Verlagerungen des
Testfeldes, was sich in Verschiebungsartefakten besonders wihrend der Stapelmessungen

dulerte.

Die Messungen am Unterarm stellten sich in ihrer Durchfiihrbarkeit als wesentlich einfacher
und unkomplizierter im Vergleich zum Handriicken heraus. Wéhrend die Haut des Unterarms
eine relativ ebene Auflagefliche fiir das Koppelstiick bietet, erwies sich die Positionierung auf
der Hand mitunter schwierig, da Knochen und Sehnen das Oberflachenprofil der Hand gestal-
ten. In einigen Féllen musste aufgrund von Artefakten durch oberflachliche pulsierende Gefa-
Be die Lokalisation des Koppelstiicks gedndert werden. Aufgrund der genannten Einschrin-
kungen im Bereich der Hand konnten am Unterarm bessere morphologische Bilder erzielt

werden.

Die bereits erwdhnte Eindringtiefe des Lasers von 200 pm ermdglicht die Darstellung von
Strukturen bis in die Dermis hinein und stellt gegeniiber der Einphotonen-Fluoreszenz-
Mikroskopie einen Fortschritt dar. Allerdings lassen sich insbesondere Hauterkrankungen, die
mit Verhornung einhergehen, aufgrund der begrenzten Eindringtiefe des Lasers nur einge-
schrinkt beurteilen. Bei verstarkter Verhornung aktinischer Lésionen gelingt die Darstellung

und klinische Beurteilung dermaler Strukturen nicht.

6.7 Vorschlige zur Optimierung der Messung mittels MLT

Aufgrund der genannten Einschrinkungen des Verfahrens wurde nach geréte- und messtech-
nichen Verbesserungsmoglichkeiten gesucht. Die z.T. unbequeme Lagerung des Probanden
auf der Untersuchungsliege begriindete sich meist darin, dass der Unterarm bzw. die Hand auf
einer unverschieblichen, starren Unterlage fixiert werden musste. Um dieses Problem zu be-
heben, wurde versuchsweise ein Kissen mit Sandfiillung verwendet, welches sich jedoch auf-
grund minimaler Verlagerungen des Testfeldes nicht als optimal herausstellte. Als Alternative
sollte bei Folgemessungen iiber eine Fixation mit einer anpassungsfahigen Lagerung, wie sie
etwa bei der Extremititenruhigstellung Verletzter verwendet wird, nachgedacht werden. Ge-
eignet wire somit eine Substanz, in die die zu untersuchende Extremitét eingebettet wird, die

sich aber im Zuge des Messvorgangs nicht verschieben kann.
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Desweiteren erwies sich bei einigen Probanden die Untersuchungsliege als relativ schmal,
sodass eine bequeme Lagerung erschwert wurde. Der Arm musste teilweise enganliegend am
Rumpf positioniert werden, was zu einer verkrampften Haltung im Bereich des Schulterge-
lenks flihrte. Unwillkiirlichen Bewegungen oder Muskelzuckungen wihrend der Untersu-
chung konnen sich als Folge negativ auf die Messergebnisse auswirken. Die Verwendung
einer breiteren Auflagefliche mit einer optimalen Positionierung des Probanden kann den

Untersuchungsgang wesentlich erleichtern.

Ein weiterer denkbarer, technischer Fortschritt wére die Minimierung der Auflagefliche des
Koppelstiicks, um noch kleinere, schwierig zu erreichende Hautareale, beispielsweise am Fin-
ger, untersuchen zu konnen. Das wihrend der Messungen verwendete Koppelstiick benotigte
eine groflere, ebene Auflagefliche. Die Fixierung bereitete bei manchen Probanden bereits am

Handricken Probleme.

Letztendlich sollte der erforderliche Zeitrahmen fiir eine Messung deutlich reduziert werden,
was allerdings nur iiber eine weitere technische Entwicklung, insbesondere des verwendeten
Lasers, zu realisieren ist. Desweiteren beschrinkt die auf ca. 200 um begrenzte Eindringtiefe
des Lasers den Einsatz des Systems. Allerdings deutet sich mit der Entwicklung von Minien-

doskopen bereits eine Losung fiir viele Indikationen an.

6.8 Die Zweiphotonenfluoreszenzmikroskopie in Forschung und

Praxis

Die Multiphotonenlasertomographie als nicht invasives, schmerzfreies und hochauflésendes
bildgebendes Verfahren wird in Zukunft nicht nur im Forschungsbereich, sondern auch im
klinischen Bereich, insbesondere in der Dermatologie und Augenheilkunde, zunehmend an

Bedeutung gewinnen.

In aktuellen Studien wurde der Multiphotonenlaser Dermalnspect als neues diagnostisches
Instrument bei Patienten mit malignem Melanom evaluiert und typische morphologische Ver-
anderungen im Vergleich zu normaler Haut beschrieben (Dimitrow et al. 2009a, Dimitrow et
al. 2009b). Andere Untersuchungen von Koehler et al. dienten der Erforschung des intrinsi-
schen und extrinsischen epidermalen und dermalen Hautalterungsprozesses (Koehler et al.
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2006, Koehler et al. 2008, Koehler et al. 2009). Blasenbildende Erkrankungen, wie z.B. der
Pemphigus vulgaris, lassen sich mithilfe des MLT sehr gut darstellen (Kaatz und Konig
2010). Die Anwendung des MLT eignet sich auch zur Untersuchung von Patienten mit Pso-
riasis und anderen entziindlichen Hauterkrankungen (K6nig und Riemann 2003). Neue Pers-
pektiven ergeben sich desweiteren in der Analyse und Beurteilung berufsbedingter, dermato-
logischer Fragestellungen. Ein Beispiel hierfiir stellt das Kontaktekzem der Héande dar. Cha-
rakteristische zelluldre Veranderungen, wie Schrumpfungsartefakte und ein Fliissigkeitsinflux
in den Interzellularraum konnten im Rahmen einer Studie unter standardisierter Anwendung
hautreizender Substanzen beobachtet werden (Kaatz und Konig 2010). Thermische Verédnde-
rungen, wie sie z.B. im Rahmen einer Lasertherapie oder infolge von Verbrennungen der
Haut auftreten, lassen sich mittels Multiphotonenlasertomographie feststellen. Aufgrund einer
Denaturierung der fibrillaren Struktur des Kollagens bei Temperaturen zwischen 57 und 60°
C ist hitzegeschadigtes Kollagen nicht mehr in der Lage, SHG zu generieren (Kaatz und
Konig 2010). Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet konnte in Zukunft das Monitoring zahlrei-
cher Therapieeffekte im Rahmen der Behandlung dermatologischer Erkrankungen sein (Kaatz

und Konig 2010).

Auch pharmakokinetische Prozesse, die zelluldre Antwort auf kosmetische und pharmazeuti-
sche Produkte sowie das Diffusionsverhalten von Arzneistoffen konnen durch Zweiphotonen-
absorption nachvollzogen werden: Mithilfe des MLT untersuchten Konig et al. 2006 die Dif-
fusion topisch applizierter Kosmetika durch das Stratum corneum und deren intradermale
Akkumulation und beschrieben anschlieBend die Freisetzung funktionalisierter Nanopartikel
in Haarfollikeln und Reteleisten (Konig et al. 2006, Wang et al. 2010). Auch im Rahmen der
Wundheilung wurde u.a. die Aktivitit von Fibroblasten und die Kollagenproduktion beobach-
tet (Wang et al. 2010, Torkian et al. 2004).

Neue Moglichkeiten ergeben sich auch in der Augenheilkunde: Mithilfe der Zweiphotonen-
fluoreszenzmikroskopie lassen sich neben den einzelnen Schichten der Kornea auch kollagene
Fasern des Hornhautstromas darstellen. Dariiber hinaus kénnen Keratozyten in ihrem physio-
logischen Milieu in vivo betrachtet und subzelluldre Strukturen, wie z.B. Mitochondrien auf-
grund ihres hohen NADPH Gehalts detektiert werden. Klinische Anwendung findet die Zwei-
photonenfluoreszenzmikroskopie in der Hornhauttransplantationschirurgie. Implantierte En-
dothelzellen der Kornea konnen postoperativ mithilfe von Zweiphotonenprozessen hinsich-

tlich ihrer Funktionalitit kontrolliert werden. Die hohere Auflosung retinaler Zellen und die
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Darstellung von Nervenfasern fiihrt zu einer Uberlegenheit der Zweiphotonenfluoreszenzmik-
roskopie hinsichtlich der Fritherkennung von Netzhauterkrankungen im Vergleich zur Diag-
nostik mittels OCT (Wang et al. 2010). Therapeutisch wird die Zweiphotonenabsorption nach
Katarakt Operationen genutzt: Die Freisetzung zytostatischer Wirkstoffe in der Linse zur
Verhinderung einer spéteren Triibung kann mithilfe dieser Methode getriggert werden (Kim et

al. 2006).

Im Tierexperiment wurden sowohl physiologische Funktionsparameter der Niere als auch die
Arzneimittelanflutung in 4 D Darstellung untersucht und somit intrakorporale Bildgebung
praktiziert. Zur Untersuchung pathophysiologischer Prozesse an der Niere eignet sich die
Multiphotonenlasertomographie hervorragend, da sie die Visualisierung und Quantifizierung

dynamischer Prozesse mit hoher Auflosung moglich macht (Kang et al. 2006).

Auch im Rahmen wissenschaftlicher Untersuchungen zur Entstehung und Therapie von Tu-
moren findet die Multiphotonenfluoreszenzbildgebung Anwendung: Die Wirksamkeit antian-
gionetisch wirksamer Medikamente in Tumorgewebe wurde durch Tozer et al. untersucht
(Tozer et al. 2005). Die potenzielle klinische Anwendung dieser modernen Bildgebung bei
Gliomoperationen propagierte Leppert nach Durchfiihrung einer experimentellen Studie zur
Unterscheidung zwischen Tumor- und normalem Nervenzellgewebe mittels Multiphotonen-

mikroskopie (Leppert et al. 2006).

Die genannten Beispiele reprisentieren nur eine kleine Auswahl zahlreicher Forschungsmog-
lichkeiten, die sich in der Medizin durch die Multiphotonenmikroskopie und -
lasertomographie ergeben. Aufgrund zahlreicher Vorziige gegeniiber klassischen mikroskopi-
schen Verfahren, wie z.B. einer hoheren subzelluldren Auflosung, der Darstellung von Struk-
turen in ihrer physiologischen Umgebung und der relativ groBen Eindringtiefe ins Gewebe
wird sich diese Technologie auch in Zukunft in verschiedensten Forschungsbereichen, aber

auch zunehmend in der klinischen Praxis etablieren.
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7 Schlussfolgerungen

1. Der Multiphotonenlaser Dermalnspect ermdglicht als nicht invasives, risikoarmes Verfah-
ren die horizontale, morphologische Darstellung epidermaler Schichten und einzelner Zellen
in hochster Auflosung in vivo und ex vivo. Die hohe Fokustiefe von ca. 200 um gestattet die
Visualisierung und Bewertung des epidermalen und dermalen Gefiiges. Damit kann die MLT
auch zur klinischen Diagnostik verschiedener pathologischer Hautverdnderungen eingesetzt

werden.

2. Die Moglichkeit einer differenzierten spektralen Analyse der emittierten Autofluoreszenz
(AF) und der second harmonic generation (SHG) erlaubt die Erfassung und Evaluierung al-

tersbedingter, dermaler Verdanderungen.

3. Aus dem Verhiltnis der AF des Elastins und dem SHG des Kollagens innerhalb der Dermis
berechnet sich der sogenannte SAAID Hautalterungsindex, der mit zunehmendem Alter auf-
grund des reduzierten Kollagengehalts und der Ablagerung elastischen Materials eine signifi-

kante, kontinuierliche Abnahme zeigt.

4. Die Hohe des SAAID ist abhéngig von der Messtiefe. Der Hautalterungsindex bleibt beim
jungen Probanden innerhalb der Dermis mit zunehmender Hauteindringtiefe konstant, wih-
rend er bei alter Haut nach einem Maximums innerhalb der papilldren Dermis auf einen Wert

abfillt, der bis zum Erreichen der maximalen Fokustiefe des Lasers konstant bleibt.

5. Der relativ hohe SAAID Wert innerhalb der papilliren Dermis des alten Menschen 1dsst
sich auf einen schmalen Streifen intakten Kollagens zuriickfithren, der als Grenzzone be-

zeichnet wird und einen Reparaturansatz UV-bedingter Schiden darstellt.

6. Die Dicke einzelner epidermaler Schichten und der gesamten Oberhaut ist unabhéngig vom
Alter der Haut. Sie zeigt jedoch deutliche Unterschiede an verschiedenen Korperstellen. Am

Handriicken lassen sich signifikant hohere Werte als am Unterarm messen.

7. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Hautfaltentiefe in Abhidngigkeit vom Alter las-
sen sich mithilfe des optischen 3D-Messgeridtes PRIMOS nicht nachweisen. Bei klarem Trend

muss allerdings die geringe Zahl an Probanden als Ursache betrachtet werden.
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8. Der Einsatz eines schwenkbaren Laserarms am Objektiv des MLT, erleichtert nicht nur die
Durchfiihrbarkeit von Messungen an unebenen Kdorperstellen, wie z.B. am Handriicken, son-

dern ermdoglicht auch den Zugang zu vorher schwer bzw. nicht erreichbaren Hautarealen.
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