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Zusammenfassung

1. Abstract
1.1. Abstract (Deutsch)

Einleitung: Antioxidantien, im Speziellen Carotinoide, die mit der Nahrung
aufgenommen bzw. supplementiert werden muissen, stellen einen wirksamen Schutz
vor Hautalterungsprozessen dar. Freie Radikale, die gebildet werden, wenn externe
Umwelteinflisse auf die Haut einwirken, kénnen durch Antioxidantien abgebaut
werden und bieten somit einen effektiven Schutz vor Hautschadigungen.

Methoden: In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden in einer Placebo-
kontrollierten in vivo Studie an 29 Probandinnen verschiedene Messungen zur
Detektion der Carotinoide, der Elastizitat der Haut sowie des Kollagen I-/Elastinindex
Uber einen Zeitraum von insgesamt zehn Monaten durchgefuhrt. Die Messungen
wurden in vivo an der Gesichtshaut (Wange), am Daumenballen und an der Innenseite
des Unterarmes vorgenommen. Von den 29 Probandinnen nahmen 14 taglich einmal
drei carotinoidhaltige Grinkohlextrakt-Kapseln (insgesamt 1650 pg Carotinoide/Tag)
ein (Verum-Gruppe), und 15 Frauen erhielten optisch identische Kapseln ohne
Wirkstoff (Placebo-Gruppe). Die nichtinvasiven Messmethoden, die fir diese Arbeit
verwendet wurden, erlauben es, Aussagen zur Zusammensetzung, zu
biomechanischen Eigenschaften und zum Antioxidantiengehalt der Haut zu treffen.
Zur Bestimmung der Carotinoide wurden zwei verschiedene optische Sensoren
(Biozoom® und CaroLED LMTB) sowie die Resonanz-Raman-Spektroskopie genutzt.
Der Kollagen I-/Elastinindex wurde mittels Multiphotonentomographie bestimmt, und
die Messung der Hautelastizitat erfolgte mit dem Cutometer®.

Ergebnisse: In dieser Studie konnte bestétigt werden, dass die orale
Supplementierung mit einem carotinoidreichen Grinkohlextrakt zu einem statistisch
signifikanten Anstieg der Carotinoide in der Haut, sowohl nach fiinf als auch nach zehn
Monaten, fuhrt.

Nahrungserganzungsmittel, die viele Antioxidantien enthalten, haben folglich einen
Einfluss auf den kutanen Carotinoidgehalt.

Eine weitere Erkenntnis ist dartuber hinaus der Einfluss von Carotinoiden auf die
extrazellulare Matrix der Dermis. Es wurde nachgewiesen, dass der Kollagen I-/Elastin
Hautalterungsindex signifikant ansteigt, dieser sich aber nicht in der Steigerung der

Elastizitat der Haut widerspiegelt.



Schlussfolgerung: Zusammenfassend kann diese Arbeit als eine Grundlage fiur die
Entwicklung weiterer Forschung bezlglich Hautalterung sowie hautschitzender
Effekte gesehen werden.

Die durchgefihrten in vivo Untersuchungen zur Wechselwirkung von
Carotinoiden/Antioxidantien und Hautalterung ergeben Aufschluss daruber, inwiefern
eine gesunde Lebensweise, insbesondere eine antioxidantienreiche Erndhrung, zur

Verbesserung der Hautstruktur beitragt.

1.2. Abstract (Englisch)

Influence of carotenoids on collagen I-/elastin index and skin parameters —

prospective placebo-controlled study

Introduction: Antioxidants, especially carotenoids, which have to be consumed with
food or supplemented, provide effective protection against skin aging processes. Free
radicals, which are formed when external environmental influences act on the skin, can
be metabolized by antioxidants and thus offer effective protection against skin damage.
Methods: In the present doctoral thesis, a placebo-controlled in vivo study on 29 test
subjects carried out various measurements to detect the carotenoid concentrations,
the elasticity of the skin and the collagen | / elastin index over a period of ten months.
The measurements were taken in vivo on the skin of the face (cheek), on the ball of
the thumb and on the inside of the forearm. Of the 29 test subjects, 14 took three
carotenoid-containing curly kale extract capsules (a total of 1650 ug carotenoids / day)
once a day (verum group), and 15 women received optically identical capsules without
active ingredient (placebo group).

The nonivasive measurement methods used for this thesis allow statements to be
made about the composition, biomechanical properties and antioxidant content of the
skin.

Two different optical sensors (Biozoom® and CaroLED LMTB®) and resonance
Raman spectroscopy were used to determine the carotenoids. The collagen I/elastin
index was determined by multiphoton tomography and the skin elasticity was

measured with the Cutometer®.



Results: This study confirmed that oral supplementation with a carotenoid-rich curly
kale extract leads to a statistically significant increase of carotenoid concentration in
the skin, both after five and ten months.

Food supplements that contain many antioxidants therefore have an influence on the
cutaneous carotenoid content.

Another finding is the influence of carotenoids on the extracellular matrix of the dermis.
It has been proven that the collagen | / elastin skin aging index increases significantly,
but this is not reflected in the increase in elasticity of the skin.

Conclusion: In summary, this thesis can be seen as a basis for the development of
further research into skin aging and skin protective effects. The in vivo investigations
carried out on the interaction of carotenoids / antioxidants and skin aging provide
information on the fact that a healthy lifestyle, in particular a diet rich in antioxidants,

contributes to the improvement of the skin structure.

10



2. Einleitung

2.1. Einfahrung

Wahrend der letzten Jahre sind Themen wie gesunde Ernahrung, Anti-Aging und
Lifestyle immer mehr in das Bewusstsein der Bevdlkerung gertickt. Das Interesse
daran wachst stetig und es ist weithin bekannt, dass sich eine ausgewogene
Erndhrung, mit viel Obst und Gemduse, positiv auf das Wohlbefinden und die
Gesundheit des Menschen auswirkt (Fito & Konstantinidou, 2016; Sun et al., 2016;
Dias, et al., 2014). Neben den physischen und physikalischen Eigenschaften der Haut
tragt auch ein entsprechendes Erscheinungsbild zum Wohlbefinden des Individuums
bei. Nicht umsonst wird die Haut auch als Spiegel der Seele bezeichnet.

Vor allem Vitamine (A, C, D, E), Carotinoide ([3-Carotin, Lycopin, Lutein, Zeaxanthin)
und andere Antioxidantien (Coenzym Q 10, Flavonoide etc.) stellen einen
Schutzmechanismus dar, der Zellen und Bindegewebe des menschlichen Kdrpers vor
oxidativem Stress schutzt. Dieser kann Ursache oxidativer Zellschadigung und
Hautalterung sein, fuhrt aber auch zu neurologischen (Xin, et al., 2015) oder
kardiovaskularen (Varga, et al., 2015) Erkrankungen und wird unter anderem durch
Umwelteinflisse wie Rauchen, Alkoholkonsum oder Sonneneinstrahlung verursacht.
Oxidativer Stress kann aber auch durch psychischen Stress oder hohe korperliche
Belastung, wie exzessiver Sport, hervorgerufen werden (Khoubnasabjafari et al., 2015;
Mons et al., 2016; Varadinova et al., 2015; Yoshida et al., 2015; Grether-Beck et al.,
2016; Schempp et al., 2000; Fluhr et al., 2011; Maeter et al., 2013; Darvin M. E. et al.,
2013; Vierck et al., 2012). Durch vorgenannte Umwelteinflisse entstehen freie
Radikale (ROS - reactive oxygen species) im menschlichen Korper. Hierbei handelt
es sich um hoch reaktive Substanzen, d. h. um Moleklle mit einem ungepaarten
Elektron und dadurch bedingter hoher oxidativer Kapazitat, die permanent in den
Mitochondrien der Zellen gebildet werden. In hoher Konzentration kdnnen sie sogar
Ursache von Hauttumoren sein. Dieser schadigenden Wirkung entgegenzuwirken, hat
der Korper ein antioxidatives Netzwerk entwickelt, was in der Lage ist, freie Radikale
zu neutralisieren (Thiele et al., 2001). Es sollten daher ausreichend Antioxidantien im
Organismus vorhanden sein, so dass es nicht zu einer Verschiebung zu Gunsten der

freien Radikalen kommt, die mit unkontrollierte Zellschadigung verbunden ist.

11



Carotinoide mussen mit der Nahrung aufgenommen werden. Bisher wurde zu deren
Detektion die Hochdruckflissigkeitstomographie (HPLC) verwendet. Nachteil dieser
Untersuchungsmethode ist, dass sie sehr aufwéndig und teuer ist und nicht non invasiv
durchgefuhrt werden kann, d. h. es missen zuvor invasiv Hautproben entnommen
werden. Eine nichtinvasive Methode zum Nachweis von Aufnahme und
Bioverfugbarkeit von Carotinoiden stellt beispielsweise seit einigen Jahren die
Resonanz-Raman-Spektroskopie dar (Darvin et al., 2016; Darvin et al., 2013).
Bezuglich der Neutralisierung freier Radikale sind dariiber hinaus die physiologische
Zusammensetzung und Konzentration der Antioxidantien von Relevanz, da sehr hohe
Konzentrationen eine paradoxe Wirkung haben kénnen und somit pro-oxidativ wirken
(Palozza et al., 2009; Lambert & Elias, 2010). In Zusammenschau der vorgenannten
Aspekte, gibt es Hinweise, dass eine physiologisch relevante Erhohung der
Carotinoide und anderer Antioxidantien im Gewebe, z. B. durch Supplementierung mit
Nahrungserganzungsmitteln, einen positiven Effekt auf die Hautalterung hat (Darvin et
al., 2006). Dieser Hypothese weiter nachzugehen, ist ein Aspekt der vorliegenden
Arbeit. Es wurde der positive Effekt auf den Hautstatus, bedingt durch carotinoidhaltige
Nahrungserganzungsmittel, anhand von verschiedenen Hautparametern untersucht.
Dazu gehoren zunachst der Nachweis des Carotinoidgehalts der Haut, die Messung
der Hautelastizitat und des Kollagen I-/Elastinindex (Heinrich et al., 2016). Um diese
Effekte genauer zu verstehen, bedarf es umfangreicher Untersuchungen. In dieser
Arbeit werden verschiedene Techniken eingesetzt, um die Carotinoidkonzentration
nicht invasiv in der Haut zu bestimmen.

Im weiteren Verlauf wird der Fokus dieser Arbeit vor allem auf dem Kollagen |-/
Elastinindex liegen. Die dermalen Proteine Kollagen | und Elastin scheinen in engem
Zusammenhang zur Hautalterung bzw. zum Anti-Anging-Effekt hinsichtlich der
Erndhrung bzw. Nahrungsergdnzungsmitteln zu stehen und stellen entsprechende
messbare Parameter dar (Gogly et al., 1997; Yasui et al., 2013). Verschiedene Studien
haben gezeigt, dass sich einerseits die Kollagen |- und Elastinstruktur aber
andererseits auch deren Verhaltnis zueinander mit dem Alter veréndert (Knott et al.,
2009; Sanchez et al., 2013; Koehler et al., 2009; Karagas et al., 2007). Die Elastizitat
der Haut steigt mit der Atrophie der Kollagen I-Faserblindel und der damit
verbundenen Abflachung der Fasernetze sowie der Zunahme der elastischen Fasern
an. Um diese Veranderung in der Haut nachzuweisen, bedurfte es friher der

Entnahme entsprechender Hautbiopsien. Heutzutage gelingt der Nachweis nicht
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invasiv in vivo durch die Zwei-Photonen-Tomographie, wobei Kollagen | mittels SHG-
(second harmonic generation) und Elastin durch AF- (Autofluoreszenz) Signale in der
Dermis nachgewiesen werden kann (Kénig, 2000; Konig, 2008).

Mittels der Zweiphotonenmikroskopie kann dadurch der Kollagen I/Elastinindex -
SAAID (SHG to AF aging index of dermis) bestimmt werden (Meinke et al., 2017,
Meinke et al., 2010).

SAAID = (SHG-AF)/(SHG+AF); (Kollagenintensitat—Elastinintensitat)

(Kollagenintensitat+Elastinintensitat)

Der Kollagen I-/Elastinindex ist ein objektiver Parameter zur nichtinvasiven in vivo
Bestimmung der extrinsischen und intrinsichen  Hautalterungsprozesse
unterschiedlicher Hautareale dient.

Des Weiteren kann man mit ihm Hautschutzeffekte, Wundheilungsprozesse und die
Erkennung von Hauterkrankungen beschreiben (Sugata et al., 2015; Cicchi et al.,
2010).

Es ist bekannt, dass die Konzentration der dermalen Kollagentypen I, IV, VIl und XVII
mit dem Alter abnehmen (Farage et al., 2013; Langton et al., 2016). Im Gegensatz zu
Kollagentyp | und Ill, kann man die Kollagentypen IV, VII und XVII nicht in vivo tGber
den SAAID quantifizieren. Dies ist nur durch Anwendung spezieller Berechnungen
maoglich (Shirshin et al., 2017). Die Kollagentypen I, I, [l und 1V repréasentieren in etwa

95% des gesamten Kollagens im menschlichen Korper (van den Berg & Cabri, 2003).

Die Hypothese dieser Arbeit besteht darin, nachzuweisen, ob systemisch verabreichte
Carotinoide, in dieser Studie carotinoidreiche Grunkohlextraktkapseln, die Synthese
von Kollagen | in den Fibroblasten signifikant erhéhen bzw. dessen nattrliche
Abnahme mit der Zeit verzogern. Diese Abnahme wird v. a. durch oxidativen Stress
verursacht und tragt, wie erwahnt, zur vorzeitigen Hautalterung bei. Es haben sich
unterschiedliche Verfahren etabliert, um diese zu quantifizieren.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei verschieden kutane Carotinoidsensoren, die
auf Basis der Reflexionsspektroskopie (SRRS, spatially resolved reflectance
spectroscopy) entwickelt wurden, verwendet. Mit diesen kénnen Carotinoide in der
Haut nicht invasiv gemessen werden (Meinke et al., 2017).

Daruber hinaus kam auf3erdem die Resonanz-Raman-Spektroskopie zur Bestimmung

der kutanen Carotinoide zum Einsatz. Hierbei handelt es sich um die urspriingliche
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Methode zur Erfassung der Carotinoide in der Haut. Diese ist jedoch wesentlich
aufwandiger und teurer im Vergleich zu den neuen, kostengiunstigen
Reflexionssensoren, die ferner, aufgrund ihrer geringen Grol3e, flexibel eingesetzt
werden konnen. Die Sekundarhypothese dieser Arbeit besteht darin, zu zeigen, dass
auch die verwendeten Ruckstreusensoren, ohne Raman-Aktvierung, die Carotinoide
verlasslich messen.

Um den Carotinoidgehalt in der Haut der Probandinnen gezielt zu steigern, nahm eine
Gruppe ein carotinoidreiches Grinkohlextrakt Gber zehn Monate ein. Eine
Vergleichsgruppe erhielt entsprechend ein Placebo-Praparat. Bereits in friheren
Studien konnte gezeigt werden, dass oral aufgenommene Carotinoide eine hohe
Bioverfugbarkeit sowie Radikalfangerpotential besitzen, was sich positiv auf das
Erscheinungsbild der Haut auswirkt (Meinke et al., 2010; Meinke, et al., 2013).

Mit der genannten Resonanz-Raman-Spektroskopie wurde eine qualitative
Carotinoidmessung durchgefiihrt. Durch Anregung auf zwei unterschiedlichen
Wellenlangen eines Argon-Lasers ist hier eine Unterscheidung der verschiedenen
Carotinoide (Carotinoide und Lycopin) moglich. Diese Methode stellt somit eine
Moglichkeit dar, Carotinoide direkt und nicht invasiv zu messen.

Um darlber hinaus den Einfluss von Carotinoiden auf die Elastizitat der Haut zu
untersuchen, wurde eine Saugmethode (Cutometer®) verwendet, die die Deformation
(Elongation) auswertet.

Des Weiteren wurden die optischen Parameter der natiurlichen Fluorophore Elastin
und Kollagen | bei Zwei-Photonen-Anregung untersucht und als objektiver
Hautalterungsparameter der Kollagen I-/Elastinindex (SAAID) berechnet.

Die nichtinvasiven Messungen, die alle in vivo durchgefuhrt wurden, fanden zu
folgenden Zeitpunkten statt: vor, funf und zehn Monate nach Einnahme des

Praparates.

2.2. Aufbau der Haut und ihre biomechanischen Eigenschaften

Die Haut, das flachenmalig grofl3te Organ des Menschen, tberzieht als Integumentum
commune mit ca. 1,5 bis 2 m? den Korper des Individuums. Sie bildet aulRerdem ein
Schutzorgan gegentber mechanischen Einwirkungen, stellt aber auch eine Barriere

gegenuber Bakterien dar und ist ein wichtiges Sinnes- und Immunorgan (Moll, 1998).
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Somit stellt eine gesunde Haut wesentliche Uberlebensfunktionen des menschlichen
Organismus sicher.

Sie besteht aus drei Hauptschichten, s. Abbildung 1, und lasst sich von auf3en nach
innen in Epidermis, Dermis und Subcutis einteilen. Ihr Kolorit wird bestimmt durch die
Eigenfarbe des Gewebes, d.h. durch das endogene Pigment Melanin, durch exogene
Pigmente und die Durchblutung.

Die Epidermis besteht aus einem mehrschichtigen, verhornenden Plattenepithel und
ist gefal3los. Je nach Kérperregion, Alter und Geschlecht weist sie eine Dicke von 30
bis 300 um auf (Moll, 1998).

Die Blutversorgung erfolgt von der Subcutis her durch je ein an der Subcutis-Dermis
Grenze und unter dem Papillarkorper der Dermis gelegenes GefalRnetz (mit
Kurzschlussanastomosen zur Umgehung der Kapillarbereiche) (Boss, 1993).

Diese unterteilt sich wiederum in vier Schichten, von auf3en nach innen in das Stratum
corneum, das Stratum granulosum, das Stratum spinosum und das Stratum basale.
Es handelt sich dabei um ein Proliferationsgewebe, wobei die Zellteilung vorwiegend
im Stratum basale erfolgt. Mit der Zellneubildung wandern die Zellen unter
Verédnderung ihrer Struktur zur Hautoberflache und werden letztendlich als
Korneozyten (denukleinierte Keratinozyten) abgeschilfert. Die Erneuerung der
Oberhaut nimmt unter physiologischen Bedingungen in etwa 30 Tage in Anspruch, d.h.
von der Zellteilung bis zur Hornschuppe.

Die Epidermis besteht zum grof3ten Teil, nahezu 90%, aus Keratinozyten. Dariliber
hinaus kommen noch Merkel-Zellen, Melanozyten, Langerhans-Zellen und
Lymphozyten vor.

Ihre Hauptfunktion ist der Schutz vor mechanischen Einwirkungen, chemischen
Reizungen, Austrocknung sowie Schutz gegeniber Strahleneinwirkungen
(Sonnenstrahlen, meist UV-Strahlung) und die immunologische Abwehr.

An die Basalmembran der Epidermis schliel3t sich nhach innen die Dermis an.

Die Fasern der Dermis sind in zwei Schichten angeordnet, dem Stratum papillare und
dem Stratum reticulare. Das feinere oberflachliche Stratum papillare wird durch zarte
elastische Fasern gebildet, den sogenannten papillaren Elastikaplexus. Das breitere
Stratum reticulare besteht aus kréaftigen Kollagen- und elastischen Fasern. Diese sind
in dicken gewellten B&ndern angeordnet, Blutgefalie finden sich kaum.

Zwischen den Fasern findet sich die Interzellularsubstanz (Matrix), welche

hauptsachlich aus Glykosaminoglykanen (v.a. Hyaloronsaure) besteht. Die
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vorherrschenden Zellen der Dermis sind Fibroblasten, die die Fasern und die Matrix
der Dermis synthetisieren. Sie sind somit fur die Produktion von Elastin und Kollagen
verantwortlich. AuRerdem finden sich in der Dermis Mastzellen, Makrophagen (M1-
und M2-Makrophagen), T-Zellen und Histiozyten sowie Rezeptoren fur Berthrung,
Druck, Schmerz und Temperatur (Meissnersche Tastkorperchen, Vater-Pacini-
Korperchen) und freie Nervenendigungen.

In der Tiefe entspringen Haarfollikel sowie SchweiRdriisen, deren Ausfiihrungsgénge
die Dermis durchziehen.

An die Dermis schliel3t sich die Subcutis, das Unterhautfettgewebe, an, was durch
lamellar angeordnetes Bindegewebe unterteilt wird. Es dient hauptsachlich der
Isolierung, der Energiereserve und letztendlich auch der mechanischen Polsterung
(Moll, 1998).

Schichten der Epidermis
s Hornzellschicht
5 (Stratum corneum)
. ==
e e Epidermis ——
{ Glanzschicht
- ik (Oberhaut) (Stratum lucidum)
(T 3 Kérnerschicht
y = (Stratum granulosum)
(J
Dermis e ‘
(Lederhaut) 0 Stachelzelischicht
e °/®
Subcutis .
(Unterhaut) Basalzellschicht
( basale)

Abbildung 1: Abbildung der Haut (Hartmann, 2021).

2.2.1. Biomechanische Eigenschaften der Haut

Reil3festigkeit und Elastizitat sind die wichtigsten biomechanischen Eigenschaften der
Haut und hangen in erster Linie von der Struktur der Dermis ab. Kollagen ist das am
haufigsten vorkommende Protein im menschlichen Kdrper (30%) und ein wesentlicher

Bestandteil des Bindegewebes als wichtigstes Strukturprotein.
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2.2.2. Dermale Strukturproteine Elastin und Kollagen

2.2.2.1. Kollagen

Kollagen ist ein Strukturprotein der extrazellularen Matrix und ein wesentlicher
Bestandteil von Knorpel, Knochen, Sehnen, Haut und Bindegewebe (Moll, 1998). Die
Synthese verlauft intrazellular in den Fibroblasten, in den Ribosomen des
endoplastmatischen Retikulums, die Prokollagen in den Extrazellularraum abgeben.
Es sind 28 Kollagene bekannt (Typ-I- bis XXVIII-Kollagen), die biochemisch nicht
identisch sind, wobei in der Dermis v. a. Typ-I-Kollagen vorherrscht (Moll, 1998). Dort
entsteht das Kollagen nach enzymatischer Abspaltung terminaler Peptide.

Kollagen besteht folglich aus Polypeptidketten, die eine linksgangige Helix haben.
Fibrillen bzw. feine Fasern, sind aus drei dieser Helices zu einer rechtsgangigen Helix
zusammengefasst, welche sehr zugfest sind und dem Gewebezusammenhalt im
Organismus dienen. Dies ist das gemeinsame strukturelle Merkmal von Kollagen. In
entspanntem Zustand bilden Kollagenfasern ein gewelltes Netzwerk, was sich unter
Dehnung in Richtung der einwirkenden Kraft glattet, solange bis alle Kollagenfasern
gespannt sind. Wirkt eine besonders starke Kraft auf die Kollagenfasern ein, kommt
es zur Verletzung im Sinne von plastischer Verformung der Haut, die nur bis zu einem
gewissen Malle reversibel ist. Unter dem Elektronenmikroskop weisen die
Kollagenfibrillen eine typische Querstreifung auf.

Besonders in Kollagen | findet man bis zu 96% der Dreifachhelix vor, wohingegen der
Dreifachhelixanteil zum Beispiel bei Kollagen Xl weniger als 10% betragt (Ricard-
Blum, 2011). Der periodische Aufbau ist die notwendige Voraussetzung, um aus
intensivem Licht ein SHG-Signal (Frequenzverdopplung) zu erzeugen. Der fur die
Tomographie der Haut wesentliche Effekt ist die Frequenzverdopplung/SHG-
Generierung. Hierdurch wird eine Stoffdifferenzierung méglich (Leonhardt, 1985).

2.2.2.2. Elastin

Das Protein Elastin bzw. die elastischen Fasern sind neben dem Kollagen die
wichtigsten Fasern der Haut und bilden subepidermal ein feines Netz, den
Elastikaplexus (vernetzte Tropoelastineinheiten). Diese Fasern sind erheblich dinner
als das Kollagen und kdnnen bis auf mehr als das Doppelte ihre LaAnge ausgedehnt

werden, bevor sie brechen. Besonders viele elastische Fasern sind im Gesicht und
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Nacken zu finden. Sie sind im Wesentlichen fir die Festigkeit und Elastizitat der
Dermis verantwortlich und reduzieren sich ab dem 30. Lebensjahr, was eine schlaffere
Haut im Alter bedingt (Moll, 1998; Boss, 1993).

Elastische Fasern kénnen mittels Zwei-Photonen-Anregung uber die Autofluoreszenz
nachgewiesen werden (Denk & Webb, 1990).

2.3. Antioxidantien und ihr Wirkmechanismus

Die menschliche Haut, insbesondere deren &ufRere Schicht, das Stratum corneum, ist
permanenten Umwelteinflissen ausgesetzt. Hierzu zahlen u. a. UV-Strahlen,
chemische Noxen und Bakterien. Zum Schutz gegeniber diesen externen Einflissen
verfugt der Korper tber ein entsprechendes Abwehrsystem aus enzymatischen und
nicht enzymatischen Antioxidantien (Thiele et al., 2001). Diese Antioxidantien
schitzen den Organismus vor schadigenden Effekten, die durch exzessive
Oxidationsprozesse ausgelost werden koénnen (Palozza et al., 2003). Das
Abwehrsystem besteht aus einem Zusammenspiel antioxidativer Molekile
unterschiedlicher Stoffgruppen. In dieser Arbeit werden speziell die Carotinoide im
allgemeinen und Lycopin betrachtet, die aufgrund ihrer zahlreichen konjugierten
Kohlenstoff-Doppelbindungen eine hohe antioxidative Aktivitat haben.

Eine der zu bericksichtigenden Ursachen der Hautalterung ist oxidativer Stress in
Form von freien Radikalen. Hierbei handelt es sich um Molekile, die Sauerstoff
enthalten und auch als reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species)
bezeichnet werden. Sie entstehen in den Mitochondrien als Nebenprodukt der
Zellatmung und koénnen in hoher Konzentration zu Zellschadigung und Hautalterung
sowie zu Hautkrebs fuhren (Wenk & Meewes, 2001). Zu den molekularen Oxidantien
gehoren u. a. Ozon oder Singulett-Sauerstoff 102, der eines der reaktivsten freien
Radikale ist. Es handelt sich um einen (photo-) chemisch angeregten Sauerstoff (Klotz
et al., 2001).

Carotinoide, insbesondere Lycopin, stellen effektive Singulett-Sauerstoff-Quencher
dar (Klotz et al., 2001), d.h. aktivierte O2-Verbindungen werden inaktiviert sowie der
Triplettzustand absorbiert (Palozza et al., 2009). Dabei wird Warme freigesetzt, s.

“®

folgende Formel (der Triplettzustand wird durch die hochgestellte ,1“ vor dem

Sauerstoffmolekil gekennzeichnet):
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102+ car — O2+car

1-car — car + Warme

Dieser sog. Quenching-Effekt stellt einen effektiven Schutz vor der zellzerstérenden
Wirkung photooxidativer Prozesse dar. Ein Mangel an Antioxidantien fuihrt zu einem
Uberangebot an freien Radikalen und folglich zu oxidativem Stress mit

zellschadigenden Prozessen.

2.3.1. Carotinoide

Carotinoide findet man weit verbreitet in der Natur. Sie sind u. a. fettlosliche
Antioxidantien, die in konzentrierter Form im Stratum corneum der Haut nachweisbar
sind und die Haut vor freien Radikalen, und deren potenziell schadlichen Effekten,
schitzen. Sie gehoéren somit zu den Hauptbestandteilen des antioxidativen Systems
des Menschen. Da sie im Organismus zwar metabolisiert aber nicht synthetisiert
werden kénnen, miussen sie mit der Nahrung, d. h. durch den Verzehr von Obst und
Gemiuse, aufgenommen werden. Ihre Resorption erfolgt Gber den Dinndarm. Sie
werden vorwiegend im Fettgewebe und der Leber gespeichert. Ihre Schutzwirkung
liegt in ihrer direkten antioxidativen Aktivitat, die von ihrer chemischen Struktur
abhangig ist. Je mehr Kohlenstoff-Doppelbindungen vorliegen, desto hoher ist ihre
antioxidative Wirkung (Palozza & Krinsky, 1992). Es wurde jedoch auch die
Umkehrung der antioxidativen zu einer prooxidativen Wirkung in vitro Versuchen
beobachtet, was bei sehr hohen Carotinoidkonzentrationen vorkommen kann (Aldini
et al., 2001).

Circa 70 % der Carotinoide der Haut machen R-Carotin und Lycopin aus. Sie
reprasentieren generell das antioxidative System im Koérper und bilden im Gewebe
Schutzketten, die vor der destruktiven Wirkung freier Radikale schiitzen (Haag et al.,
2011). In dieser Hinsicht spiegeln sie somit u. a. die Ernahrungsgewohnheiten und den
Lebensstil der Probandinnen in dieser Studie wider. Reprdsentativ flir den
Antioxidantienstatus der Haut wurden in dieser Arbeit Carotinoide und Lycopin

nichtinvasiv gemessen.
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2.3.1.1. R-Carotin
A Y 70 Y Ve e N

Abbildung 2: Struktur von f3-Carotin.

B-Carotin ist das bekannteste Carotinoid und die wichtigste Vorstufe von Vitamin A
(Retinol), auch als Provitamin A bezeichnet. Es findet sich in besonders hoher
Konzentration in Grunkohl (8,68 mg R-Carotin/100g) und besteht aus einer
Kohlenstoffkette mit jeweils einer Ringstruktur an beiden Enden, die wiederum durch
eine Isoprenoidkette verbunden sind, s. Abbildung 2. Das gesamte Molekil enthalt
neun konjugierte Kohlenstoff-Doppelbindungen mit vier Methylgruppen als
Seitengruppen und ist eine kristalline, in apolaren Losungsmitteln l6sliche, Verbindung.
Das Molekulargewicht betragt 536,9 g/mol. Es kommt sowohl in trans- als auch in cis-
Isomerisierung vor, wobei in der Natur vor allem die trans-Form zu finden ist, welche
sehr stabil ist. Erst eine Hitzebehandlung fuhrt zur Umwandlung in die cis-Form und
damit zum Aktivitatsverlust. B-Carotin ist empfindlich gegentber Licht, Sauerstoff,
Saure und hohen Temperaturen und besitzt eine hohe Quenching-Aktivitat (Pfander,
1992). Aufgrund der durch R-Carotin bedingten gelblichen Verfarbung der Haut wird
Licht besser absorbiert (Biesalski et al., 1997).

2.3.1.2. Lycopin

CHs CHs CHs CHs CH3 CHa

H3C\ \\\\\\\\\\

Abbildung 3: Struktur von Lycopin.

Lycopin ist ein azyklisches, linear aufgebautes Polyen, das zur Klasse der Carotinoide
gehort und in hoher Konzentration in Tomaten, Wassermelonen und Papayas
vorkommt. Es enthalt elf konjugierte Kohlenstoff-Doppelbindungen, s. Abbildung 3, die

dem Lycopin seine charakteristische rubinrote Farbe verleihen.
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AulRerdem ist dadurch seine Quenching-Aktivitat in etwa doppelt so grol3 wie bei 3-
Carotin, d. h. es fangt z. B. doppelt so viel Singulett-Sauerstoff ab und ist damit der
wirkungsvollste Sauerstoff-Quencher. Dies bedeutet, dass es in der Lage ist, durch
freie Radikale aktivierte Sauerstoffverbindungen zu inaktivieren (Biesalski et al., 1997;
Palozza & Krinsky 1992). Lycopin wird in der all-trans-Form aus der Nahrung
aufgenommen und liegt im Blutkreislauf als Isomerengemisch (41-50% als cis-Isomer)
vor, was in dieser Form hdchstwahrscheinlich besser aus dem Dunndarm resorbiert
werden kann. Aufgrund der fehlenden Ringstruktur besitzt Lycopin keine Provitamin A-
Aktivitat (Yeum & Russell, 2002).

2.4. Antioxidantienmessungen

Fiur die Messungen der Carotinoide in der Haut wurden zwei verschiedene optische
Sensoren, Biozoom® und CaroLED LMTB®, sowie das Resonanz-Raman-

Spektroskop benutzt.

2.4.1. Resonanz-Raman-Spektroskopie

Mit diesem laserspektroskopischen System kann man die charakteristischen
Energieniveaus eines Moleklls messen. Die nach dem indischen Physiker C. V.
Raman (1888-1970) benannte Raman-Spektroskopie beschreibt die spektroskopische
Untersuchung der inelastischen Streuung von Licht an Molekilen oder Festkdrpern
und ermdglicht damit den Nachweis von Stoffen in und auf der Haut (Brandmdller &
Moser, 1962). Im Jahr 2004 wurden von Gellerman et al. die ersten Untersuchungen
beschrieben, Carotinoide am menschlichen Auge zu detektieren (Gellermann &
Bernstein, 2004). Diese Methode wurde seitdem durch Darvin et al. weiterentwickelt.
Bis dahin war die HPLC-Chromatographie (high performance liquid chromatography)
der Goldstandard, um Carotinoide in der Haut zu bestimmen, wobei diese Methode
jedoch nicht non invasiv moglich war und grof3ere Gewebeproben bendétigt wurden
(Darvin et al., 2003).

Aufgrund der Tatsache, dass eine deutliche Korrelation zwischen der HPLC-
Chromatographie und der Raman-Spektroskopie besteht, ergibt sich daraus
inzwischen die Mdglichkeit, einzelne Carotinoide, wie Lycopin und [3-Carotin, in der

21



Haut in vivo nichtinvasiv und unmittelbar zu messen (Darvin et al., 2005; Ermakov et
al., 2004).

Dabei wird Laserlicht in die Haut eingestrahlt und neben den eingestrahlten
Frequenzen werden auch Frequenzen beobachtet, deren Unterschiede zur Frequenz
des eingestrahlten Lichts Informationen Uber die Schwingungs- und Photonen-
Prozesse liefern. Mit den jeweils erhaltenen Spektren kdnnen einzelne Substanzen
nachgewiesen werden (Darvin et al., 2016).

Die in der Studie genutzten angeregten Wellenlangen liegen im blau-griin Bereich des
Farbspektrums, welches mit dem maximalen Absorptionsvermdgen von Carotinoiden
zusammenfallt und bei Resonanzbedingungen zu einer entsprechenden Raman-
Signalverstarkung fuhrt. Hierzu wurde die duale Anregung mit einem Argonlaser bei
488 nm (Carotinoide) und 514,5 nm (Lycopin) verwendet (Darvin M. E. et al., 2006),

so dass entsprechende Messwerte erhoben werden konnten.

2.4.1.1. Physikalische Grundlagen

Bei der Raman-Spektroskopie handelt es sich um eine laserspektroskopische
Methode, mit der man die fur ein Molekl typischen Energieniveaus detektieren kann.
Dartber hinaus liefert sie Informationen Gber Schwingungszustande der Molekiile.
Durch die Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung und der
Elektronenhiille eines Molekils entsteht der Raman-Effekt. Er ist unabhangig von der
Erregerstrahlung und Wellenlange. Molekile mit leicht deformierbaren
Elektronenhillen bzw. wenig polaren Bindungen sind Raman-aktiv (Manickavasagam,
et al., 2014).

Bei der Bestimmung der Carotinoide in der Haut mittels Raman-Spektroskopie wird
durch grine und blaue Spektralfarbe (normochromatische Strahlung) eine Probe
angeregt, wobei nur ein sehr geringer Teil elastisch in alle Raumrichtungen gestreut
wird. Der grof3te Teil durchdringt die Probe (99,99%). Folglich hat die Frequenz der
eingestrahlten Laserwellenlange nahezu dieselbe Frequenz wie die Streustrahlung,
die man als Rayleigh-Streuung bezeichnet (Lademann et al., 2016). Ein sehr kleiner
Teil (10%%), die sog. Raman-Strahlung, wird inelastisch gestreut und ist
charakteristisch fur das zu untersuchende Molekdil.

Die Moglichkeit der Deformierung der Elektronenhille eines Molekils wahrend des

Schwingungsvorganges nach Anregung ist verantwortlich flr die Raman-Streuung.
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Dabei werden Bindungselektronen im Molekll periodisch verschoben und das

Molekilgerist in einen Schwingungszustand versetzt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung Raman-, Rayleigh-Streuung (Spiess & Klapétke, 1999).

(a) Die Probe wird durch die Anregungsstrahlung (Photonen des Lasers) f(L) in
einen energetisch angeregten Zustand gebracht.

(b) Die angeregte Probe emittiert Photonen und geht dabei in einen energetischen
Endzustand dber (G-E), der dem Grundzustand (G) entspricht; Rayleigh-
Streuung; die abgestrahlten Photonen haben nach der Schwingungsanregung
eine langere Wellenlange f(L)-f(E); Raman-Stokes-Streuung.

(c) Die angeregten Molekule (G+E) geben Schwingungsenergie an die Photonen
ab f(L)+f(E) und besitzen nach der Wechselwirkung mit der Laserstrahlung eine
niedrigere Schwingungsenergie; Antistokes-Raman-Streuung.

Den in Abbildung 4 beschriebenen Effekt der Frequenzverschiebungen nennt man
Raman-Shift. Die Frequenzverschiebungen werden in Wellenzahlen (cmt) relativ zur
Laserfrequenz angegeben, und die eingestrahlte Laser-Wellenlange wird hier gleich
null gesetzt. Stokes- und Antistokes-Strahlung haben den gleichen Shift, jedoch mit
umgekehrten Vorzeichen, so dass im Folgenden nur noch die Stokes-Raman-
Streuung dargestellt wird (Spiess & Klapétke, 1999).

Die Intensitat des Raman-Peaks ist direkt proportional zur Molekilkonzentration
(Koningstein, 1971). Mittels der Raman-Spektroskopie erhalt man eine spektrale
Information beziglich der Molekiile mit Raman-aktiven Kohlenstoff-Doppelbindungen.
Hierzu gehoren aufgrund der Art ihrer Doppelbindungen insbesondere Carotinoide,
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weshalb diese sehr gut zur Detektion mittels Raman-Streuung geeignet sind (Darvin
et al., 2004).

Abbildung 5 zeigt die Absorptionsspektren der menschlichen Haut bei einer
resonanten Anregungs-Wellenlange von 514,5 nm. Das von der Haut detektierte
Raman-Signal besteht aus einer groRen Untergrundfluoreszenz mit kleinen Raman-
Peaks.

Die Absorptionsspektren sind charakterisiert durch zwei pragnante Stokes-Linien bei
1156 cm™ und bei 1523 cm?, bei nahezu gleicher Intensitat. Diese Raman-Signale
ergeben sich aus den Schwingungen der Kohlenstoff-Einfachbindungen (C—C) sowie
der konjugierten Kohlenstoff-Doppelbindungen (C=C) (Ermakov et al. , 2004).

1523
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Abbildung 5: Raman-Spektrum der Haut unter Anregung durch Argon-Laser bei 514,5 nm
(Darvin et al., 2004).

In Abbildung 6 ist die Stokes-Streuung nach Abzug der Untergrundfluoreszenz
skizziert. Carotinoide sind, wie beschrieben, aufgrund ihrer leicht deformierbaren
Elektronenhillen (C-C, C=C) stark Raman-aktiv.
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Abbildung 6: Carotinoidbanden (Raman-Spektrum) der menschlichen Haut nach Einsatz eines
Spektrenauswertprogrammes (Darvin et al., 2004).

Im Rahmen der Entwicklung der Raman-Spektroskopie hat man das Spektrometer auf
HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography) - Messergebnisse geeicht, was bis
vor einigen Jahren die Standardnachweismethode fir Carotinoide war. Die Ergebnisse
beider Methoden korrelieren miteinander, und es ist dartiber hinaus die quantitative
Bestimmung der Carotinoidkonzentration méglich. Bereits Haag et al. haben gezeigt,
dass man mittels Raman-Spektroskopie die [3-Carotin- und Lycopinkonzentration

nichtinvasiv in der Haut nachweisen kann (Haag et al., 2011).

2.4.1.2. Absorptionsspektren der Carotinoide

Abbildung 7 zeigt die Absorptionsspektren von 3-Carotin und Lycopin. 3-Carotin und
Lycopin werden beide bei einer Wellenlange von 488nm (blaues Licht) angeregt,
wahrend Lycopin bei einer Wellenlange von 514,5 nm (grunes Licht) deutlich starker
angeregt wird (Darvin et al.,, 2006). Somit kann man durch die unterschiedliche
Anregungswellenlange die einzelnen Carotinoide gut durch einen Argon Laser
detektieren, da dieser beide Wellenlangen emittiert. Die Maxima beider Spektren
liegen im sichtbaren Spektralbereich und eignen sich dadurch optimal zum Nachweis
der genannten Substanzen mittels Raman-Spektroskopie in menschlicher Haut
(Darvin et al., 2005; Darvin et al., 2006). Die Resonanz-Raman-Messung ist daher
hochspezifische fur den Carotinoidnachweis.
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Abbildung 7: Absorptionsspektren von f3-Carotin (—) und Lycopin (---) in Ethanol (Darvin et al.,
2006).

2.4.2. Reflexionsspektroskopie

Die ortsaufgeloste Reflexionsspektroskopie, auch als spatially resolved reflectance
spectroscopy (SRRS) bezeichnet, wird zur Messung des Carotinoidgehaltes in der
Haut verwendet. Licht, welches von LEDs (light emitting diodes) ausgeht, wird dabei
auf die Haut gerichtet. Uber eine Spektralanalyse des reflektierten Lichts wird der
Gehalt an Carotinoiden in der Haut bestimmt. Da nur ein Teil des Lichtes reflektiert
und ein anderer Teil von den Carotinoiden absorbiert wird, handelt es sich um eine
guasi absorbtionsspektrometrische Messung. Es ist somit mdglich, eine Auskunft Giber
die Antioxidantienversorgung im Bereich des untersuchten Hautareals zu geben.

Neben der einfachen SRRS gibt es auch die MSRRS (multiple spatially resolved
reflectance spectroscopy), die die Ruckstreumessung an vielen Orten gleichzeitig
durchfihrt. Diese Messung ist nicht spezifisch fur die Carotinoide und muss daher auf

die Resonanz-Raman-Messung kalibriert werden.
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2.5. Elastizitatsmessung der Haut
2.5.1. Saugmethode: Cutometer®

In dieser Arbeit wurde die Bestimmung der Elastizitdit der Haut mittels
Ansaugverfahren durchgefuhrt. Graham und Holt entwickelten diese Saugmethode
1969 (Graham & Holt, 1969). Das auf dieser Methode basierende Cutometer®, wurde
von der Firma COURAGE+KHAZAKA electronic GmbH entwickelt. Inzwischen erfolgte
sein Einsatz in mehreren klinischen Studien, in denen es seine leichte Anwendbarkeit
und Zuverlassigkeit in der Beurteilung von Hauteigenschaften zeigte (Akhtar et al.;
2011; Ohshima et al., 2013).

Dabei wird im rechten Winkel zur Hautoberflache ein definiertes Stick Haut mittels
eines Vakuums angesaugt, was in Abbildung 8 schematisch dargestellt ist. Gemessen
wird dabei die Deformation der Haut sowie die Schnelligkeit und das Ausmal deren
Ruckstellung. Es handelt sich also um die elastische Verformung der Haut
(Messparameter UE), die viskoelastische Veranderung der Haut (Messparameter UV)
und das elastisches Rickstellmoment (Messparameter UR). In den darauffolgenden
Jahren wurde das Verfahren weiterentwickelt und verbessert sowie das Cutometer®
etabliert, womit hauptsachlich die Beschaffenheit der Dermis untersucht werden kann.
In entsprechenden Studien konnte eine Abnahme der Elastizitdt mit zunehmendem
Alter, abhangig von der untersuchten Korperstelle, nachgewiesen werden (Gniadecka
& Serup, 1995). Das Cutometer® wird erfolgreich in der Forschung und

Kosmetikindustrie eingesetzt und wurde daher auch fur die Durchfiihrung dieser Studie

ausgewabhlt (Information und Gebrauchsanweisung zum Cutometer® MPA 580, 2004).

Lichtquelle I | Unterdruck

Epidermis
Corium
Subcutis

Abbildung 8: Schematischer Aufbau der Cutometer-Sonde, Courage + Khazaka electronic
GmbH (courage-khazaka, 2020).
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2.6. Bestimmung des Kollagen I-/Elastin-Index (SAAID)
2.6.1. Multiphotonen-Laser-Tomographie: Dermalnspect®

Im Rahmen der Erforschung von Wechselwirkungen zwischen potenziellen
Arzneiwirkstoffen bzw. chemischen Substanzen, in diesem Fall carotinoidreiche
Nahrungserganzungsmittel, greift man gerne auf mikroskopische Methoden zurtick, da
viele Prozesse auf zellularer Ebene ablaufen. Sie bieten u. a. die Moglichkeit, Signale
aus dem molekularen Stoffwechsel selbst zu detektieren. Mit der
Multiphotonentomographie werden punktweise detektierte Signale mit dem
Rasterscanning-Prinzip zu einem Bild zusammengesetzt.

Bei stark erhohten Lichtintensitdten treten nichtlineare Effekte auf, die zur
Bildentstehung genutzt werden. Die gleichzeitige Absorption von zwei (oder mehreren)
Photonen wurde schon 1931 durch Maria Géppert-Mayer (Goppert-Mayer, 1931)
vorhergesagt, konnte aber erst 1961 durch Kaiser und Garrett (Kaiser, 1961) bestéatigt
werden.

Bei der Multiphotonentomographie handelt sich um eine nicht-invasive
Untersuchungsmethode mit hochster Auflésung, entwickelt durch Denk et al. im Jahr
1990 (Denk & Webb, 1990).

Fur die Messungen der vorliegenden Arbeit wurde das Dermalnspect®, ein
Mutiphotonen-Tomograph, der in dieser Form durch die Firma JenLab GmbH, Jena,
entwickelt wurde, benutzt.

Mit einem Femtosekunden-Laser mit Wellenlangen im Nahen Infrarot (NIR), und
Intensitaten zwischen MW/cm? bis GW/cm?, werden in den zu untersuchenden
Hautarealen nichtlineare Effekte, wie die gleichzeitige Absorption zweier oder
mehrerer Photonen oder Frequenzverdopplung, angeregt.

Die Anregung geschieht dabei ausschlie3lich in einem Fokusvolumen von unter einem
bis wenige Kubikmikrometer. Aul3erhalb dieses Bereiches dominiert die lineare
Wechselwirkung zwischen Laserstrahlung und Probe, in diesem Fall menschlicher
Haut. Durch dieses ,optische Fenster” dringt die Strahlung, im Vergleich zu UV-Licht,
tiefer in die Zellen der Haut ein, ohne schadliche Wechselwirkungen zu verursachen
(Sordillo et al., 2014).

Eine Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ist nicht notwendig, da es maéglich ist,

die endogenen Fluorophore zur Autofloreszenz anzuregen, die es ermdglichen,
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Eigenschaften der Zellen direkt zugénglich zu machen (Kdnig, 2000; Williams & Webb,
2001).

Die Signale liegen im sichtbaren Wellenlangenbereich und stammen aus einem
raumlich eng begrenzten Ort, so dass automatisch eine dreidimensionale Information
generiert werden kann. Zur Generierung eines Bildes wird grundséatzlich die Intensitat
des Fluoreszenzsignals genutzt.

Dieses basiert auf dem Prinzip der Fluoreszenzanregung eines Molekils durch zwei
oder mehrere Photonen. Jeder Laserpuls regt mehrere Molekule zur Fluoreszenz an.
Diese haben eine gewisse Lebensdauer in diesem angeregten Zustand und kehren
nach einigen Nanosekunden wieder in den Grundzustand zurick.

Natdrliche, in der Haut vorkommende Fluorophore bzw. fluoreszierende,
extrazellulare, dermale Matrixproteine, wie zum Beispiel Elastin oder Kollagen, kdnnen
durch zwei oder mehrere Photonen geringer Energie spezifisch angeregt werden. Sie
sind somit die Haupttrager der dermalen Fluoreszenz. Es kommt zur Autofluoreszenz,
die man durch die Wahl der geeigneten Wellenlange, bei der sie besonders effektiv
zur Fluoreszenz angeregt werden, differenzieren kann.

Dariiber hinaus kann man aul3erdem den Effekt der Induktion der
Frequenzverdopplung (SHG - second harmonic generation) bestimmter Molekile
beobachten, was man sich beziglich der Bildgebung bzw. Differenzierung des
Fasernetzwerkes der Dermis zu Nutze machen kann.

Die Multiphotonentomographie stellt dem Untersucher umfangreiche Informationen
zur Morphologie der Haut zur Verfigung und kann ohne Fluoreszenzfarbstoffe mit
einem geringen Zeitaufwand von weniger als 15 Minuten durchgefiihrt werden.
Dadurch bietet sich die Moglichkeit, im Gegensatz zu friheren Studien, bei denen man
zur Untersuchung Hautbiopsien entnehmen musste, in vivo, nicht invasiv,
morphologische Strukturen der Haut, anhand hochauflésender Gewebeschnittbilder,
gualitativ und quantitativ zu untersuchen. Hierbei ist einerseits eine morphologische
Unterscheidung der Zellen in der Haut und eine Differenzierung der einzelnen
Faserqualitaten sowie deren Quantifizierung moglich (Krdger et al., 2020). Ein weiterer
Vorteil stellt die beliebige Reproduzierbarkeit dar.

Folglich ist es heutzutage mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie mdglich, Kollagen | bzw.
Elastin in der Dermis nichtinvasiv in vivo nachzuweisen (Konig & Riemann, 2003;
Konig, Ehlers & Stracke, 2006; Konig et al., 2006; Koehler et al. 2006).
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2.6.2. Physikalische Grundlagen
2.6.2.1. Einphotonen-Fluoreszenzanregung

Bei der Einphotonen-Fluoreszenzanregung wird ein Fluoreszenzmolekil durch
Absorption geeigneter Energie in Form eines Photons optisch angeregt, d.h. in einen
energetisch hoheren Zustand versetzt. Beim Ubergang in den niederenergetischen
Grundzustand kommt es zur Energieemission in Form eines neuen Photons
(Fluoreszenz) (Lansing et al., 1989). Dieses muss die gleiche oder geringere Energie
besitzen als das absorbierte Anregungsphoton (Stoke’sche Regel). Als
Anregungsquelle werden bei der Einphotonen-Fluoreszenzanregung zum Beispiel

Argon-Laser oder Festkorper-Laser mit einer Wellenléange von 454-514 nm genutzt.

2.6.2.2. Zwei- oder Multiphotonen-Fluoreszenzanregung

Die Anregung erfolgt hierbei durch zwei oder mehr langwellige Photonen, wobei diese
Uber ausreichend Energie verfiigen missen, um ein Fluoreszenzmolekil in einen
angeregten Zustand zu versetzen. Zur Anregung verwendet man v. a. langwellige
Strahlung des nahen Infrarotbereichs (NIR) (Zieger et al., 2016).

Es kann z. B. ein Molekil mit einem Photon der Wellenlange A1 oder durch zwei
Photonen der Wellenlange A2 angeregt werden, s. Abbildung 9, wobei folgendes gilt:

Einphotonen-Fluoreszenzanregung: E1 = h"c/A1

Zweiphotonen-Fluoreszenzanregung: E1 = 2°E2 = 2'h"c/A2 — A1 = A2/2
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Abbildung 9: Prinzip der Ein- und Zweiphotonen-Fluoreszenzanregung sowie des SHG-Effektes
(Modifiziert nach Zieger et al., 2016).

Voraussetzung fir die Zwei- bzw. Multiphotonenanregung endogener Fluorophore,
wie z. B. Elastin oder Kollagen I, ist eine hohe Energie- bzw. Photonenflussdichte, die
man durch die Verwendung von Femtosekunden - gepulsten Lasern und Objektiven
mit hoher numerischer Apertur erreichen kann (Denk & Webb, 1990). Durch kurze
Pulse, statt konstanter Laserstrahlung, lassen sich aulRerdem Gewebeschaden
vermeiden, da dadurch niedrigere mittlere Energiedichten im Gewebe erreicht werden
und die Pulspausen eine Abkihlung des Gewebes ermdglichen (Kaatz & Kénig, 2010).
Im Gegensatz zur Einphotonenanregung ist das Fluoreszenzlicht (emittierte Licht)
kurzwelliger und energiereicher als die Anregungsstrahlung und kann durch die
Auswahl geeigneter Filtersysteme detektiert werden. Das Maximum der Zwei-
Photonen-Anregung befindet sich zwischen 700 und 750 nm. Hierbei werden mehr als

50% der gesamten Fluoreszenz erzeugt (Zipfel et al., 2003).

2.6.2.3. Frequenzverdopplung

Ein fir das dermale Kollagen | charakteristische Phanomen ist die sogenannte
Frequenzverdopplung, SHG (second harmonic generation). Voraussetzung flr deren

Induktion ist das Vorhandensein nichtzentrosymmetrischer Molekulstrukturen, wie
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man sie zum Beispiel in reifen Kollagenfasern findet (Friedl et al., 2007). Hierbei wird
Licht der halben Ausgangswellenlange erzeugt. Unter bestimmten Bedingungen
entsteht bei Bestrahlung einiger Materialien durch einen Laser mit hoher Intensitat
Strahlung mit doppelter Frequenz, die der Halbierung der Wellenl&nge entspricht. Die
Voraussetzung fur diesen Effekt wurde durch die Entwicklung des Lasers geschaffen

und erstmals von Franken et al. in kristallinem Quarz gezeigt (Franken et. al., 1961).

2.6.3. Endogene Fluorophore

Fluoreszierende Biomolekile kommen in allen Geweben vor, so auch in menschlicher
Haut. Kenntnisse ihrer Anregungseigenschaften sind Voraussetzung fir die effektive
Nutzung der Multiphotonentomographie. Mit bestimmten Wellenlangen kdnnen
endogene Fluorophore besonders effektiv angeregt werden und anschliel3end in
einem bestimmten Wellenlangenbereich emittieren. Trotz hé&ufiger spektraler
Uberlappung ist es mdglich, durch die Wahl der geeigneten Anregungswellenlange,
die einzelnen Fluorophore anhand ihrer Emissionsspektren zu unterscheiden, s.
Abbildung 10.

Normalisierte Fluoreszenz

Wellenldnge (nm)
Abbildung 10: Emissionsspektren fluoreszierender Biomolekiile. Retinol (gelb), Riboflavin

(schwarz), NADH (griin), Pyridoxin (grau), Folsdure (rot), Cholecalciferol (blau). (Modifiziert
nach Zipfel et al., 2003; Kaatz & Kénig, 2010).
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Zu den wichtigsten endogenen Fluorophoren der Haut gehéren die Nikotinsaure-
Derivate NADH und NADPH, die sich konzentriert in den Mitochondrien der Zellen
finden und wichtige Indikatoren fur den Zellmetabolismus sind (Kdnig, 2000; Masters
et al., 1997). Zu den fluoreszierenden Pigmenten der Haut gehtéren Melanin und
Lipofuszin, die sich vorwiegend innerhalb der zytoplasmatischen Vesikeln befinden
(Kaatz & Konig, 2010). Hierbei gibt Lipofuszin als Alterspigment einen Hinweis auf die
Hautalterung und Melanin Auskunft Uber den Hauttypen und den individuellen UV-
Schutz (Dimitrow et al., 2009; Kaatz & Konig, 2010).

Weitere wichtige Fluorophore sind die Strukturproteine Kollagen I, Elastin und Keratin.
Im Gegensatz zu den anderen Fluorophoren, die meist intrazellular auftreten, findet
man diese in der extrazellularen Matrix. Somit sind sie hauptsachlich verantwortlich fur
die dermale Fluoreszenz. Insbesondere Elastin zeigt eine starke Autofluoreszenz (AF),
wéahrend ein charakteristisches Phanomen des Kollagen | die sog.
Frequenzverdopplung (SHG) ist. Die von der Dermis emittierten Photonen stammen
folglich von Fluoreszenzprozessen und Effekten der Frequenzverdopplung und
konnen uber die entsprechende Filterwahl detektiert werden (Zoumi et al., 2002). In
Tabelle 1 sind die wichtigsten Fluorophore der Haut mit ihren entsprechenden

Anregungswellenlangen und Fluoreszenzmerkmalen aufgefihrt.
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Tabelle 1: Fluoreszenzeigenschaften endogener Fluorophore (modifiziert nach (Kaatz &

Kénig, 2010)).

Fluorophor Anregungs- Emissions- Anregung Referenz
wellenlange maximum
(nm) (nm)
Tryptophan 285 330 Einphotonen Gryczynski et al.
Tryptophan 570 330 Zweiphotonen 1996
Gryczynski et al.
1996
Flavoproteine 430-500 520-590 Einphotonen Masters et al.
Flavoproteine 730 525 Zweiphotonen 1999
Huang et al.
2002
NADH 355 470 Einphotonen Lakowicz et al.
NADH 730 470 Zweiphotonen 1992
Huang et al.
2002
NAD(P)H 340 470 Einphotonen Konig &
NAD(P)H 730 460 Zweiphotonen Schneckenburger
1994
Masters et al.
1998
Lipofuszin 364 555 Einphotonen Marmorstein et
al. 2002
Melanin (oxid.) 470 540 Einphotonen Kayatz et al.
Melanin 800 550 Zweiphotonen 2001
Teuchner et al.
2003
Porphyrine 407 600, 620, 640 Einphotonen Konig et al.1995
Keratin 277 382 Einphotonen Pena et al. 2005
Keratin 760 475 Zweiphotonen Pena et al. 2005
Elastin 300-340 420-460 Einphotonen Kdnig &
Elastin 740 480 Zweiphotonen Schneckenburger
1994
Zipfel et al. 2003
Kollagen 300-340 420-460 Einphotonen Kdnig &
Kollagen 730, 750 525 Zweiphotonen Schneckenburger
1994

Zoumi et al. 2002
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3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Haut stellt nicht nur die &uRere Barriere unseres Organismus gegenuber externen
Einflissen dar, sondern sie dient auch, v. a. im Gesicht, Reprasentationszwecken.
Viele Menschen versuchen mit den unterschiedlichsten kosmetischen Produkten, den
naturlichen Alterungsprozess der Haut aufzuhalten oder sogar umzukehren.
Aufgrund der Bedeutungszunahme der Ernahrung, hinsichtlich Lifestyle und Anti-
Aging, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die vermehrte orale Aufnahme von
Antioxidantien (Carotinoiden) oxidativen Stress reduzieren und dadurch einen Schutz
vor Zellschadigung bieten kann. Dazu wurden unterschiedliche, nicht invasive, in vivo
Messverfahren angewendet. Die Tatsache, dass biologisches Gewebe eingestrahltes
Licht zu einem Teil reflektiert, hat man sich hierbei zu Nutze gemacht.

Hauptziel der Arbeit ist zu untersuchen, ob die Einnahme von Carotinoiden einen
Einfluss auf die Hautparameter Elastizitdt, Hautfestigkeit und den Kollagen I-
/Elastinindex aufweist, die beide ein Mal3 fur die Hautalterung darstellen. Die
Hautparameter Elastizitdit und Hautfestigkeit wurden mittels Cutometer und der
Kollagen I-/Elastin-Index der Haut mittels Zwei-Photonen-Tomographie nichtinvasiv in
Vvivo untersucht.

Die Aufnahme und Bioverfugbarkeit der Carotinoide wurde zum einen mittels
Resonanz-Raman-Spektroskopie und zum anderen mit zwei RuUckstreusensoren
gemessen.

Die  unterschiedlichen  Messverfahren  untersuchten die  Validitat der
Ruckstreusensoren und dienten der Reproduzierbarkeit der Carotinoidbestimmung, da
die menschliche Haut ein inhomogenes Gewebe darstellt, bedingt durch Falten,

Muttermale, Narben etc.
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4. Material und Methoden

4.1. Freiwillige Probandinnen und Probenmaterial

An dieser Studie, die im Herbst startete (Ende Oktober) und bis zum erneuten
Herbstbeginn im darauffolgenden Jahr durchgefuhrt wurde, nahmen initial 34
hautgesunde weibliche Freiwillige im Alter von 40 bis 56 Jahren teil (mittleres Alter
49,2 Jahre), von denen 29 Teilnehmerinnen die Studie erfolgreich beendeten. Es
wurden nur weibliche Probanden ausgewahlt, da bei ihnen eine geringere Behaarung
der Haut vorliegt und somit vorab ein Storfaktor bezlglich der Messungen
ausgeschlossen werden konnte. Insgesamt gab es finf Dropouts, drei in der Verum-
Gruppe und zwei in der Placebogruppe. Zwei Probandinnen brachen die Teilnahme
aufgrund von Magenproblemen ab und drei weitere kamen nicht zur dritten
Nachuntersuchung. Keiner der Dropouts wurde ersetzt. Die verbliebenen 29
Probandinnen unterzogen sich alle den Messungen mit dem Zwei-Photonen-
Tomographen, dem Cutometer® und den Carotinoidmessungen.

Unter den 29 Probandinnen waren 10 Raucherinnen und 19 Nichtraucherinnen. Alle
Teilnehmerinnen hatten den Haut-Typ Il, nach der Fitzpatrick Klassifikation
(Fitzpatrick, 1988). Ausschlusskriterien fir eine Studienteilnahme waren
Hauterkrankungen, Schwangerschaft oder Stillzeit sowie bekannter Drogen- bzw.
Alkoholabusus.

Die Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den ethischen Richtlinien der
Deklaration von Helsinki, und nach Erhalt eines positiven Votums der Ethikkommission
der Charité-Universitadtsmedizin Berlin vor Studienbeginn, durchgefihrt.

Alle Studienteilnehmerinnen haben zuvor eine schriftliche Einverstdndniserklarung

abgegeben.

Probenmaterial:

Um den Carotinoidgehalt in der Haut zu erhéhen, nahm ein Teil der Probandinnen
wahrend der Studie, d. h. Uber einen Zeitraum von zehn Monaten, taglich drei
Grunkohlkapseln auf einmal ein - im Folgenden die Verum-Gruppe. Diese Kapseln
wurden durch BioActive Food, Bad Segeberg, Deutschland, bereitgestellt, wobei eine

Kapsel folgende Substanzen enthielt:
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- Lutein 430 pug

- Betakarotin 70 ug

- Lycopin 30 ug

- Zeaxanthin 20 pug
Insgesamt wurden somit taglich 1650 pg (3 Kapseln & 550 pg) Carotinoide
supplementiert.
In bereits vorausgegangen Studien hatte sich gezeigt, dass 0.g. Gemuseextrakt eine
gute Bioverfugbarkeit hat und als Radikalfanger geeignet ist (Adur et al., 2014; Cicchi
et al., 2010). Der Inhalt der Chargen wurde durch Resonanz-Raman-Spektroskopie
auf die Wirksubstanz tberpruift.
Die Kontrollgruppe erhielt optisch identische Placebo-Kapseln ohne Wirkstoff
(Antioxidantien).
Alle Probandinnen flhrten ein Tagebuch, in dem sie die tagliche Einnahme
protokollierten.
Die Messungen wurden vor, funf und zehn Monate nach Beginn der Einnahme der
Carotinoid-haltigen Kapseln durchgefiihrt. Gemessen wurde am Daumenballen, an der
ventralen Seite des Unterarmes und an der Wange. Carotinoide kann man vor allem
gut am Daumenballen nachweisen, da an dieser Korperregion das Stratum corneum
dicker ist. Dadurch wird vermieden, dass beispielsweise Carotinoide im Blut im
Rahmen der Messung miterfasst werden. Der Kollagen I-/Elastinindex wurde an der
Wange und an der ventralen Seite des Unterarmes gemessen, um je eine
sonnenexponierte und eine sonnengeschitzte Hautpartie zu nutzen, die aul3erdem

wenig behaart ist.

4.2. Funktionsweise des Biozoom®

Der MSRRS-Sensor Biozoom®, s. Abbildung 11, verwendet mehrere unterschiedlich
positionierte Lichtsender und -detektoren (LED), die verschiedenen Abstéande und
Winkel zwischen Sender und Detektor fur die Bestrahlung und Detektion aufweisen.
Eine Messung dauert ca. 15 Sekunden. Der breite Messfleck (2 cm x 2 cm) macht den

Sensor weniger anféllig fur Fehler durch die Messposition (Meinke et al., 2017).
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Abbildung 11: Biozoom (www.mybiozoom.com, 2021).

4.2.1. Messvorgang und Messparameter

Der Sensor wird mit einem Notebook verbunden und das Programm Biozoom®
Scanner wird gestartet. Die Messung kann beginnen, sobald der Sensor blinkt. Nun
wird der Daumenballen der rechten Hand auf den Sensor aufgelegt und den
Anweisungen (Heben/Senken) des Daumenballens gefolgt. Es werden nacheinander
funf Messungen durchgefuhrt, die das Gerat automatisch speichert. AnschlieRend
dauert es circa zwei Minuten, bis der nachste Proband gemessen werden kann.

Die Probandinnen (Verum- und Placebogruppe), die vor der Messung keine
kosmetischen Produkte (z. B. Handcreme) anwenden durften, wurden zu Beginn, nach
funf Monaten und nach zehn Monaten gemessen, und bei jedem Besuch wurde die
Messung drei Mal wiederholt. Fur die Auswertung wurde der Mittelwert verwendet.
Die Daten wurden in willkiirlichen Einheiten von 0 bis 10 dargestellt, wobei 0 Werten
unterhalb des Schwellenwertes und 10 dem maximal beobachteten Wert entspricht, d.
h. ca. 1 nmol Carotinoide/g menschlicher Haut. Die Messungen mit diesem Sensor

wurden ausschlie3lich am Daumenballen durchgefiihrt.

4.3. Funktionsweise des CaroLED LMTB®

Der CaroLED Sensor dient der Erfassung und Quantifizierung von Carotinoiden in der
menschlichen Haut und wurde fir diese Messungen auf die Handinnenflache kalibriert.
Bei friheren Messungen mit RRS (Resonanz Raman Spektroskopie) und CaroLED an
den gleichen Objekten wurde ein Kalibrierdatensatz gewonnen. Nach der
Vorverarbeitung der Rohdaten wurde eine multivariante Kalibrierung basierend auf
partieller Regression der kleinsten Quadrate durchgefuhrt. Diese Kalibrierung mit RRS

als Referenzmethode ergibt den Carotinoidgehalt auf einer relativen Skala.
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Die in der vorliegenden Studie gewonnen Daten waren nicht Bestandteil des
Kalibrierverfahrens. Das hier zugrunde liegende Messprinzip basiert auf SRRS
(spatially resolved reflectance spectroscopy) (Andree et al., 2010; Arifler et al., 2006;
Doornbos et al., 1999; Lisenko & Kugeiko, 2013).

Abbildung 12: CaroLED LMTB Sensor (Laser- und Medizintechnologie, Berlin, LMTB).

4.3.1. Messvorgang und Messparameter

Die Probandin legt, wie in Abbildung 12 dargestellt, ihren rechten Daumenballen auf
den Sensor. Dieser Vorgang wir finf Mal hintereinander wiederholt. Auch hier wurden
die Probandinnen zuvor darauf hingewiesen, keine Hautpflegeprodukte aufzutragen.
Der Sensor erfasst den Carotinoidgehalt der Haut, woraus anschliel3end ein Mittelwert
gebildet wird.

Erneut wurden Daten in willkirlichen Einheiten von 0 bis 10 dargestellt, wobei 0 Werten

unterhalb des Schwellenwertes und 10 dem maximal beobachteten Wert entspricht.

4.4. Funktionsweise des Resonanz-Raman-Spektrometers

Das Resonanz-Raman-Spektrometer dient der nicht invasiven Messung von
Carotinoiden in der Haut. Es besteht aus einem Argon Laser (Laser 2000 GmbH), der
gleichzeitig auf zwei Wellenlangen emittiert (488 nm und 514,5 nm), einem
Spektrometer, einer CCD (charge coupled device) Kamera (eine Kamera mit einem
lichtempfindlichen Sensor, der proportional zur eingestrahlten Lichtmenge ein
elektrisches Signal ausgibt) und einem Computer. Abbildung 13 stellt den
schematischen Aufbau dar.
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Abbildung 13: schematischer Aufbau eines Raman-Spektrometers (Lademann et al., 2016) (1-
Laser, 2-optisches Abbildungssystem, 3-Filter, 4-Handstiick, 5-Haut, 6-Hauttyperkennung, 7-
Spektrometer mit Detektor, 8-Computer).

Die emittierte Laserstrahlung wird durch eine optische Quarzfaser zu einem Handstlck
geleitet, in dem das Licht gefiltert und auf die Haut projiziert wird. Anschliel3end wird
das Raman-Signal durch ein zweites Abbildungssystem erfasst und als Faserbindel
zu einem Spektroskop geleitet. Eine CCD-Kamera nimmt das entstandene Spektrum
auf und leitet es an einen Computer weiter. Eine Messung dauert ca. 10 bis 15
Sekunden. Bei einer Wellenlange von 488 und 514,5 nm betragt die Eindringtiefe der
Laserstrahlung ca. 150 — 200 pm. Aufgrund der geringen Eindringtiefe wird
gewabhrleistet, dass am Handballen die Laserstrahlung nicht die Blutgefal3e in der
Dermis erreicht und somit die Carotinoide im Blut nicht die Messsignale beeinflussen.
Daruber hinaus wird die anregende Laserstrahlung auf ein méglichst grol3es Hautareal
projiziert (ca. 6,5 mm Durchmesser), um den Einfluss auf die Messergebnisse durch

die Oberflachenstruktur der Haut, wie beispielsweise Pigmentation, zu minimieren.

4.4.1. Messvorgang

Vor Beginn der Messung setzen die Probandinnen eine Laserschutzbrille auf und
legen dann die jeweils zu messende Hautstelle, hier einmal den Daumenballen der
rechten Hand sowie im nachsten Messvorgang die linke Wange, an die Messstelle des
Handstlcks. Ein Shutter wird zunachst nach unten gedriickt, so dass kein Laserlicht
durchkommt. Bei einer Wellenlage von 488 nm ist blaues Licht zu sehen, womit hier
zunachst Carotinoide gemessen werden. Es wurden je finf Messungen unter blauem

Anregungslicht durchgefihrt. Danach wird auf grines Anregungslicht, mit einer
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Wellenlange von 514,5 nm, umgestellt und somit Lycopin gemessen. Es erfolgt der
bereits beschriebene Messvorgang. Auch hier wurden funf Messwerte ermittelt. Im
Anschluss an jede Probandin wurde der Messkopf mit einem entsprechenden

Desinfektionsmittel gereinigt.

4.4.2. Messparameter

Bei jedem Versuchsdurchgang wurde sowohl fiunf Mal an der Wange als auch am
rechten Daumenballen gemessen. Aus den erhaltenen Werten wurde jeweils der
Mittelwert gebildet. Die einzelnen Messungen fanden zu insgesamt funf
unterschiedlichen Zeitpunkten statt, erstmalig vor Einnahme der Griinkohlkapseln,
anschlieBend in einem Intervall von 2,5 Monaten, bis nach zehn Monaten die

Abschlussmessung durchgefuhrt wurde.

4.5. Funktionsweise des Cutometer® MPA 580

Das Cutometer® verfugt tber vier verschiedenen Sondengréf3en, wobei fur diese
Studie die géngigste mit einem Durchmesser von 2 mm benutzt wurde, s Abbildung
14. Im Rahmen des Messvorgangs wird durch die definierte Offnung der Sonde die
Haut mittels Unterdrucks fur einige Millimeter angesogen, wobei der Unterdruck von
20-500 mbar variabel einstellbar ist.

Die Eindringtiefe der angesaugten Haut wird bertihrungslos tber ein in der Sonde
enthaltenes optisches Messsystem registriert. Dieses Messsystem besteht aus einem
Lichtsender bzw. -empfanger und zwei Glasprismen, die sich gegeniber liegen. Diese
leiten das Licht vom Sender zum Empfanger. Letztendlich wird das Lichtverhaltnis
gemessen, welches sich entsprechend der Hauteindringtiefe in die Sonde proportional
verandert.

Mit zunehmendem Eindringen der Haut in die Sonde nimmt die Intensitat des
verwendeten infraroten Lichtstrahls ab. Diesen Effekt macht man sich hier zunutze.
Die Verformung der Haut wahrend des Ansaugprozesses wird durch dieses System
mit einer absoluten Genauigkeit von 0,01 mm erfasst (Barel et al., 1995). Die Sonde
verflugt Uber eine Druckfeder, so dass wahrend des Messvorganges ein konstanter

Druck auf die zu messende Hautstelle gewéhrleistet ist.
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Die Software des Gerates ermoglicht die Speicherung der Patientendaten bzw. der
Probandennummer, Untersuchungszeitpunkt, gemessenes Hautareal, die relative
Luftfeuchtigkeit, Umgebungstemperatur, Messsondentyp, Modus der Messtechnik.
Unter den verschiedenen Messmodi, die das Cutometer® bietet, wurden hier die vom
Hersteller vorgegebenen Standardeinstellungen fur Modus 1 gewahlt, d. h. ein
konstanter Unterdruck von 450 mbar, eine Ansaugzeit von funf Sekunden und eine
Relaxationszeit von drei Sekunden fur drei Ansaugvorgadnge (Information und
Gebrauchsanweisung zum Cutometer® MPA 580, 2004). Zur genaueren statistischen

Auswertbarkeit wurde jeder Messzyklus einmal wiederholt.

Abbildung 14: Cutometer MPA 580.

4.5.1. Messvorgang

Die Probandin sollte sich einige Minuten vor der Messung zunéachst akklimatisieren,
da korperliche Anstrengung und Transpiration das Messergebnis beeinflussen. Mittels
Klimaanlage wurde die Temperatur des Untersuchungsraumes im Bereich von 21-22°
C gehalten. Als Messstelle wurde die Haut der linken Wange 2 cm ab dem auf3eren
Augenwinkel auf einer Linie zum Tragus (Ohr) festgelegt. Am Untersuchungstag
durften die Probandinnen weder kosmetische noch medizinische Produkte auf dem zu
messenden Hautareal anwenden. Die Messungen erfolgten stets im Sitzen.

Nach Eingabe der Probandennummer und Auswahl des gewtinschten Modus wurde

der Messvorgang gestartet. Das Cutometer® wurde auf das zu messende Areal (linke
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Wange) aufgesetzt. Ein Positionierungsring wurde fur eine exakte Messung mittels
speziellem Kleberinge auf der Haut befestigt. Das Cutometer® muss senkrecht zur
Hautoberflache gehalten und die Druckfeder maximal eingedrickt werden, um einen
konstanten Druck zu gewéhrleisten, s. Abbildung 15. Wahrend des
Untersuchungsvorganges sollte das Gerat ruhig gehalten und die Position nicht
verandert werden. Die Probandin sollte daher entspannt sitzen und sich nicht
bewegen. Nach Abschluss der Messung erhalt man eine Messkurve mit den
entsprechenden Messwerten, die sich in Datenverarbeitungsprogramme exportieren
und abspeichern lassen. Sie erlauben die Berechnung unterschiedlicher Parameter

zur Beschreibung der Hautfestigkeit und viskoelastischer Eigenschaften der Haut.

Abbildung 15: Messung der Hautelastizitdt mittels Cutometer (www.dermaviduals.de, 2020).

4.5.2. Messparameter

Die Messkurve, die man zu den erhobenen Messergebnissen erhélt, ist in Abbildung

16 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 16: Messparameter des Cutometers (Modlifiziert nach Spada et. al., 2019) y-Achse:
Eindringtiefe der Haut, x-Achse: zeitlicher Verlauf des Messvorgangs.

Bei dem vorbeschriebenen Messprinzip werden verschiedene Messparameter erfasst.
Zu Beginn der Untersuchung, d.h. wahrend der Ansaugphase der Haut, gesamt als UF
(maximale Hautdeformation) bezeichnet, unterscheidet man in zwei Unterphasen. Der
erste Teil der Kurve, UE (sofortige elastische Deformation der Haut), stellt die sofortige
elastische (lineare) Deformation der Haut dar und wird nach etwa 0,11 bis 0,15
Sekunden gemessen. Dieser Abschnitt reprasentiert die Langenausdehnung der
Kollagenfasern durch das Ansaugen. Wahrend der Dehnung erhéht sich die Reibung
zwischen den Kollagenfaserbindeln und vermindert die Deformation der Haut. Diese
Phase der verzogerten Deformation, UV (viskose Deformation der Haut), wird als
viskdses Verhalten der Haut beschrieben. Die gesamte viskoelastische Veranderung
wahrend des Messvorgangs, d.h. wéhrend des Ansaugens, wird als UF bezeichnet
und Uber einen Zeitraum von funf Sekunden gemessen. Betrachtet man den
Zusammenhang zwischen der sofortigen elastischen Deformation und der viskosen
Deformation der Haut, stellt man fest, dass je groRer die elastischen
Materialeigenschaften sind, desto kleiner ist der viskése Anteil/Phase an der
Gesamtausdehnung. Sobald das Vakuum wegfallt, ist die Haut bestrebt, wieder ihren
Ausgangszustand einzunehmen. Das sofortige elastische Ruckstellvermdgen der

Haut wird mit UR beschrieben und 0,1 Sekunden nach Beendigung der Ansaugphase
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gemessen, was das Zusammenziehen der Elastinfasern erfasst. Da die Haut ein
viskoelastisches Verhalten aufweist, tritt nach Beendigung des Vakuums keine
sofortige vollstandige Erholung ein. Erst langsam nimmt die Haut wieder ihren
Ausgangszustand an. Die verbleibende Deformation wird zehn Sekunden nach
Ansaugbeginn gemessen. Dieser Parameter wird mit R bezeichnet. Das elastische
Ruckstellvermégen der Haut ist umso grof3er je kleiner der Wert R ist.

Mit dem Cutometer® werden absolute Werte gemessen, aus denen relative
Parameter, wie zum Beispiel das viskoelastische Verhaltnis, ermittelt werden. Hierzu
setzt man den Anteil aus elastischer und viskdser Deformation der Haut ins Verhaltnis,
UV/UE (viskoelastisches Verhéltnis). Dies stellt den Anteil der Viskoelastizitdt am
elastischen Teil der Kurve dar. Wie bereits erwahnt, zeigt sich, dass je kleiner der Wert,
desto hoher ist die Elastizitat des gemessenen Materials.

Die Nettoelastizitat der Haut, d.h. die sofortige elastische Erholung verglichen mit der
sofortigen elastischen Ausdehnung, berechnet sich aus dem Quotienten UR/UE
(elastische Funktion). Je mehr dieser Wert gen 1 strebt, umso elastischer ist das
Material. Die relative elastische Erholung der Haut ermittelt man aus dem Verhaltnis
von UR/UF. Die sofortige elastische Rickstellung wird in das Verhaltnis mit der
maximalen Deformation der Haut gebracht. Auch hier ist die Elastizitdt umso grof3er,
je weiter sich UR (elastisches Ruckstellungsvermégen der Haut) an UF (maximale
Hautdeformation) annahert. Darliber hinaus lasst sich die biologische Elastizitat
ermitteln. Dabei setzt man die Hautharte (R), respektive die verbleibende Deformation
der Haut, ins Verhaltnis zur Gesamtdeformation (UF), (R/UF). Je héher der errechnete
Quotient, desto groRer ist die verbleibende Hautdeformation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Parameter Hautfestigkeit und Hautelastizitat
sowie ihre Veranderungen durch die Einnahme von hochdosierten Carotinoiden, in
Form von Grinkohlextrakt, untersucht. Hierzu wurden zwei der mit dem Cutometer®

bestimmten Parameter evaluiert.

RO: Dieser Parameter gibt die maximale Hautdeformation oder Gesamtdeformation
(UF) durch den angelegten Unterdruck in Millimeter an und stellt somit ein direktes
Mal3 fur die Hautfestigkeit an. Je fester die Haut ist, desto mehr Kraft besitzt sie, sich
dem Ansaugen zu widersetzen. Eine Zunahme von RO entspricht folglich einer
Abnahme der Hautfestigkeit.
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R2: Dieser Parameter ist das Verhdltnis zwischen Ansaugen bzw. der maximalen
Amplitude bei Auslenkung durch den Unterdruck und der maximalen Ruckbildung der
Haut nach Ablassen des Unterdrucks, auch Bruttoelastizitat bezeichnet. Je grof3er
dieser Quotient ist, desto vollstandiger gelingt die Ruckbildung und umso gréf3er sind
die elastischen Eigenschaften der Haut.

Die Messungen mit dem Cutometer® erfolgten zu Beginn der Studie, nach funf und

wiederum nach insgesamt zehn Monaten.

4.6. Funktionsweise des Dermalnspect®

Bei dem hier verwendeten Multiphotonen-Tomographen, s. Abbildung 18, handelt es
sich um ein Lasersystem, bei dem Anregungswellenlangen zwischen 700 und 1000
nm bei Pulsdauern <100 fs generiert werden kénnen. Das System besteht aus
piezogetriebenen Optiken, schnellen Photo-Multiplier-Tube-Detektormodulen und
einer Kontrolleinheit Uber einen Femtosekundenlaser zur Fluoreszenzanregung und
SHG-Induktion, wobei man die Anregungswellenléange auf +/- 1 nm genau einstellen
kann. Einen schematischen Aufbau zeigt Abbildung 17. Das System entspricht,
aufgrund der Schutz-Einhausung des Lasers, der Laserschutzklasse 1-M der
europaischen Laserschutzverordnung.

Im Rahmen der hier durchgefihrten Untersuchung wird der erzeugte Laserstrahl tGiber
das definierte Hautareal gefuhrt und scannt dieses in der Focusebene ab. Die
emittierten Lichtquanten werden durch einen Strahlenteiler getrennt und zur Analyse
an die Detektormodule weitergeleitet, nachdem sie einen entsprechenden
Bandpassfilter passiert haben. Anschliel3end werden die gemessenen Daten durch
eine Analysesoftware zu einem Bild der Focusebene zusammengesetzt. Dadurch,
dass man die Focusebene vertikal schrittweise bis in eine Tiefe von ca. 200 um
verschieben kann, erhalt man durch die so erzielte Dreidimensionalitat eine Biopsie.
Es besteht die Moglichkeit, die einzelnen Schnitte mit einer entsprechenden Software

zu einem Stapel zusammenzusetzen.
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Abbildung 17: vereinfachter schematischer Aufbau des Lasers mit Scan-Detektor-Einheit
(Kaatz & Kénig, 2010).

Abbildung 18: Multiphotonentomograph Dermalnspect®.

4.6.1. Messvorgang

Fir die Untersuchungen wird der Multiphotonentomograph Dermalnspect®
verwendet, der mit einem Titanum-Saphir-Laser im Femtosekundenbereich
ausgestattet ist (Mai Tai XF, Spectra Physics, USA). Abbildung 19 zeigt eine Ansicht
der genannten Software.

47



Der Laser wird mit einer Anregungswellenlange von 760 nm betrieben und erzeugt 100
fs-Impulse mit einer Wiederholungsfrequenz von 80 MHz.

Um die Struktur der Dermis in verschieden Hautschichten/-tiefen zu untersuchen,
wurden hochempfindliche Photomultiplier verwendet.

Die Autofluoreszenzsignale (AF) werden durch die Photomultiplier im Bereich von 409-
680 nm detektiert und die Second-Harmonic-Generation-Signale (SHG) in einem
Bereich von 373-387 nm. Beides geschieht auf zwei Kanalen gleichzeitig. Das Gerat

ist mit einer hochaperturigen Ol-Immersions-Linse 1° (VergréRerung 40 fach; NA 1.3)

ausgeriistet.
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Abbildung 19: Ansicht der Mai Tai-Control Softwaré.

Zur in vivo Messung der Haut wurde die Probandin zunéchst auf einer elektrisch
verstellbaren Untersuchungsliege bequem platziert. Ein ferromagnetischer Kegelring
mit einem 0,17 mm dicken Deckglaschen (Spezialglasfenster) wurde am jeweiligen
Untersuchungsareal, einmal am ventralen Unterarm und in einer zweiten Messung an
der Wange, mit einem zuvor angebrachten Klebering fixiert. Bei allen Probandinnen
wurde der Bereich am ventralen Unterarm 30 cm proximal der Fingerspitze des
Mittelfingers ausgewabhlt, so dass dieser bei den folgenden Messungen reproduzierbar
war. Die Wahl des zweiten Messpunktes traf die Wange, da hier die beste
Kopplungsmoglichkeit mit dem Messarm des Gerates auf einer Linie zwischen Nase
und Ohr bestand. Hier wurde der Messpunkt auf einer Linie zwischen &uf3erem
Augenwinkel und apikalem Ohransatz gewabhilt.
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Zum Angleich der Brechungsindices wurde mit einem Tropfen Wasser der Kontakt
zwischen Deckglas und Haut und mit einem Tropfen Immersionsél der Kontakt
zwischen Deckglaschen und der Linse hergestellt. Die Probandin wurde anschlieRend
in die entsprechende Untersuchungsposition gebracht und der am
Untersuchungsareal befestigte Kegelring an den magnetischen in-vivo-Adapter der
Linse gekoppelt.

Vor Beginn der Messungen wurde beachtet, dass im Untersuchungsraum eine
Luftfeuchtigkeit von 40 und 60% besteht. Aul3erdem sollte die Raumtemperatur 21,0
+/- 2,5°C betragen. Beides wurde in diesem Fall durch eine Klimaanlage gewahrleistet.
Zur Vermeidung von Fremdlichteinflissen fanden die Messungen in einem
abgedunkelten Raum statt. Eine Kalibrierung des Gerates war nicht erforderlich. Diese
kann nur vom Hersteller vorgenommen werden.

Damit sich das Messfeld nicht verschiebt, sollten sich die Probandinnen nicht
bewegen. AuBerdem wurden die Probandinnen darauf hingewiesen, dass sie vor
Untersuchungsbeginn, d.h. mindestens 24 Stunden vorher, keine Kosmetika auf die
zu untersuchenden Hautareale auftragen und mindestens vier Stunden vorher nicht
mehr Baden oder Duschen.

Wahrend der Messungen wurde der Laserfocus von der Hautoberflache in 10 um
Schritten in tiefere Hautpartien bewegt, s. Abbildung 20 und 21. Die maximale
Eindringtiefe in die Haut betrug 120 pum. Die Strahlung, die aus unterschiedlichen
Tiefen gesammelt wird, wurde Gber Schnitte von 132,3 x 132,3 um Grol3e gemittelt.
Die Erfassungszeit fir einen Schnitt betrug sieben Sekunden, so dass eine
zufriedenstellende Messstabilitdt sowie eine stabile Bildqualitéat realisiert werden
konnte. Die durchschnittliche Untersuchungsdauer betrug ca. 15 Minuten. Nach
Beendigung der Messung wurden die verwendeten Edelstahl-Koppelstiicke vom

Einweg-Glasfenster getrennt und desinfiziert.
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Abbildung 20: Orientierung der Bildaufnahmen mit dem Multiphotonentomographen (Darvin,
2017).

Abbildung 21: horizontale Bildgebung von der Hautoberfldche (Korneozyten, Bild a) bis in die
Tiefe von 90 um (Kollagenfasern, Bild j).

4.6.2. Messparameter

Durch die Wahl entsprechender Filtersysteme lassen sich mit Hilfe der MPT auch
einzelne Faserqualitaten, zum Beispiel elastische und kollagene Fasern,
unterscheiden. Dies erfolgt durch die Beurteilung der einzelnen Fasern in Bezug auf

Autofluoreszenz (AF) und Frequenzverdopplung (SHG). Fibrillares Kollagen, in dieser
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Untersuchung Kollagen Typ I, erzeugt nur eine schwache Autofluoreszenz jedoch eine
deutliche Frequenzverdopplung. Im Gegensatz dazu zeigen Elastinfasern nach
Zweiphotonen-Fluoreszenzanregung eine starke Autofluoreszenz. Diesen Effekt kann
man sich zur Unterscheidung der beiden Faserqualitaten zu Nutze machen. Die
Quantifizierung von Elastin und Kollagen wurde mittels Evaluation der Graustufen des
Messfeldes (ROI = region of interest) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit einer
speziellen Software ,FrameScan-Orion TechnoLab™"

Der Kollagen I-/Elastinindex wurde hier fur die Gesamttiefe berechnet und die Profile
auf den Beginn des SHG-Signals normalisiert.

In dieser Nomenklatur nimmt der SAAID mit zunehmender Hautalterung ab und
erreicht seinen niedrigsten Wert -1, wenn das Kollagen komplett durch elastische
Fasern ersetzt ist.

Die Signalintensitaten der Autofluoreszenz (AF) und Frequenzverdopplung (SHG) zur
Berechnung des Kollagen I-/Elastinindex wurden von je zwei Quadratflachen a 30 pm?
pro Aufnahme analysiert. Die Areale waren in der oberen Dermis, von der
Hautoberflache (in 10 um Schritten) bis in eine Tiefe von 100 um, lokalisiert. Diese
wurden sowohl im AF- und SHG-BIld an der gleichen Stelle verortet. In Abbildung 22
ist ein Profil des Kollagen I-/Elastinindex (SAAID-Profil) sowie Bilder der

Autofluoreszenz und Frequenzverdopplung dargestellt.
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Abbildung 22: Aufnahme von AF und SHG mittels Multiphotonentomographie zur Bestimmung
der Elastin- und Kollagengehalte und Berechnung der SAAID-Werte (Kollagen I-/Elastinindex)
mit entsprechender SAAID-Kurve. In der Tiefe von 0 bis 70 um (iberwiegt die AF (Elastin) und
ab 70 um setzt das SHG-Signal (Kollagen) ein (rot).

4.7. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistik-Software R
Version 4.0.4 (2021-02-15) -- "Lost Library Book", Copyright (C) 2021 The R
Foundation for Statistical Computing. Alle erhobenen Daten wurden mittels
explorativer Datenanalyse auf Normalverteilung ausgewertet. Bei Normalverteilung
wurde der ungepaarte t-Test angewendet, um Unterschiede in den Mittelwerten
zwischen den Gruppen zu ermitteln (Verum versus Placebo) und der gepaarter t-Test
fur Veranderungen innerhalb einer Gruppe. Bei nicht normal verteilten Daten kam der
Wilcoxon-Rangsummentest zur Anwendung. Der Pearson-Korrelationskoeffizient
wurde berechnet, um eine Korrelation darzustellen. Das Signifikanzniveau wurde auf

a = 0,05 festgelegt. Im weiteren Verlauf des Textes werden Signifikanzen wie folgt

52



abgekirzt: * =p <0,05; * =p <0,01; ** = p <0,001; ns = nicht signifikant. Die Angabe

aller Messwerte im Rahmen dieser Arbeit erfolgt als Mittelwert + Standardabweichung.

4.7.1. Auswertung der Daten

Die mittels optischer Sensormethode erhobenen Daten wurden zunéchst auf den
Ausgangswert normalisiert, da die einzelnen Werte grof3e Schwankungen aufwiesen.
Fur die Auswertung innerhalb einer Gruppe, d.h. innerhalb der Verum- bzw.
Placebogruppe wurde der gepaarte t-Test durchgefiihrt. Zur Datenanalyse der Effekte

zwischen der Verum- und Placebogruppe wurde der ungepaarte t-Test angewendet.
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5. Ergebnisse

5.1. Messung der Carotinoide mittels optischer Sensormethoden
CaroLED LMTB® und Biozoom®

Es zeigte sich, dass die gemessenen Carotinoidwerte der Verum-Gruppe, unter
Supplementierung mit Grunkohlextraktkapseln, nach funf Monaten signifikant
anstiegen (p = 0,006) und in den darauffolgenden funf Monaten wieder leicht abfielen,
wobei sie jedoch weiterhin deutlich Gber den initialen Werten zu Studienbeginn lagen
(p = 0,009). Dies konnten fur beide optische Messsensoren nachgewiesen werden.
Die Werte der Placebogruppe, die mit dem CaroLED gemessen wurden, wiesen nach
funf Monaten einen leichten Anstieg (p = 0,178) auf und fielen nach zehn Monaten
leicht ab, wobei die Veranderungen keine Signifikanz (p = 0,067) zeigten.

Die Carotinoidkonzentration in der Placebo-Gruppe, die mit dem Sensor Biozoom®
ermittelt wurde, blieb wéhrend der ersten funf Monate unverandert (p = 0,351) und fiel
nach zehn Monaten Supplementierung minimal ab. Auch hier waren die
Veranderungen nicht signifikant (p = 0,065). Den Verlauf der, mit den optischen
Sensoren erhobenen, Carotinoidwerte Uber den gesamten Zeitraum der Studie zeigt
Abbildung 23.
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Abbildung 23: Verlauf der gemittelten kutanen Carotinoidkonzentration gemessen mit
CarolED LMTB und Biozoom, (V = Verum, PL = Placebo).
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Abbildung 24: Verlauf der gemittelten kutanen Carotinoidkonzentration gemessen mit Caro
LED LMTB u. Biozoom (MSRRS) am Daumenballen (MW +s). + p<0,05 zwischen Placebo u.
Verum; (*) p<0,1; *p<0,05; **p<0,01 zum Ausgangswert. N = 15 Placebo u. N = 14 Verum.
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Abbildung 25: Korrelation zwischen der Verum-Gruppe Biozoom und CarolLED nach zehn
Monaten am Daumenballen mit Regressionsgeraden, p = 5,441 e-05, R?> = 0,8691223.
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Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, zeigt sich zwischen den beiden unterschiedlichen
optischen Sensoren zur Messung der Hautcarotinoide eine hohe Korrelation der am

Daumenballen ermittelten Carotinoidwerte.

5.2. Messung von Carotinoiden und Lycopin mittels Resonanz-
Raman-Spektroskopie

Die Messungen aller Carotinoide und von Lycopin mit dem Raman-Spektrometer
erfolgten an der Hand (Daumenballen) und im Gesicht (Wange). Hier zeigte sich in der
Verum-Gruppe sowohl fiir Lycopin als auch fir alle Carotinoide an beiden Messstellen
ein signifikanter Anstieg nach finf Monaten. Wahrend die Werte fir Lycopin, im
Gesicht und an der Hand, nach zehn Monaten weiterhin signifikant anstiegen, fielen
der Carotinoidgehalt in der Haut nach zehn Monaten im Gesicht und an der Hand ab,
blieb aber noch deutlich héher im Vergleich zum Ausgangswert. Auch hier waren die
Veranderungen signifikant.

In der Placebogruppe konnte nach fliinf Monaten ein signifikanter Anstieg fur alle
Carotinoide im Gesicht und an der Hand nachgewiesen werden. Nach zehn Monaten
stiegen die Werte der Carotinoide an der Hand weiter an, wobei im Gesicht kein
weiterer Anstieg zu verzeichnen war. Die gemessenen Werte waren jedoch an beiden
Messstellen nach zehn Monaten hdher als zu Beginn der Messungen und signifikant.
Fur Lycopin konnte im Gesicht und an der Hand nach funf Monaten nur ein diskreter
Anstieg nachgewiesen werden, wobei die Verdnderungen an der Hand nicht signifikant
waren. Nach zehn Monaten kam es an beiden Messpunkten zu einem weiteren
leichten Anstieg des Lycopingehalts. Hier waren die Veranderungen signifikant. Der
Verlauf der Messwerte ist in Abbildung 26 und 27, getrennt fir Placebo (A) und Verum
(B), graphisch dargestellt.
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Abbildung 26: Verlauf der Raman-Messwerte in der Placebo-Gruppe (A) der Studie.
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Abbildung 27: Verlauf der Raman-Messwerte in der Verum-Gruppe (B) der Studie.
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Tabelle 2: Entwicklung der Raman-Messwerte (Lycopin und Carotinoide, willkiirliche
Einheiten) in der Placebo-Gruppe zu Studienbeginn (V01), nach fiinf (V03) und zehn Monaten
(V05), p-Wert gemdf3 gepaarter t-Test.

Placebo

V01l VO3 p-Wert V01 V05 p-Wert
Carotinoide | 3,4476 5,0182 < 0,001 3,4476 5,4537 < 0,001
Hand | 41 644 +1,635 +1,644 +1,507
Carotinoide | 2,5038 3,9308 < 0,001 2,5038 3,9232 < 0,001
Gesicht | +1,273 +1,654 +1,273 +1,629
Lycopin | 1,2579 1,476 0,1268 1,2579 1,9302 0,0055
Hand | +0,7259 40,6074 40,7259 40,9156
Lycopin | 1,048 1,40207  0,0148 1,04803  1,6544 0,0038
Gesicht | +0,4684 40,5928 40,4684 40,7517

Tabelle 3: Entwicklung der Raman-Messwerte (Lycopin und Carotinoide, willkiirliche
Einheiten) in der Verum-Gruppe zu Studienbeginn (V01), nach fiinf (V03) und zehn Monaten

(V05), p-Wert gemdf3 gepaarter t-Test.

Verum V01 V03 p-Wert V01 V05 p-Wert
Carotinoide | 4,1581 6,4848 < 0,001 4,1581 5,9956 < 0,001
Hand | +1206  +1,4312 +1,206 +1,2591
Carotinoide | 2,6098 4,2906 < 0,001 2,6098 3,8882 <0,001
Gesicht | +0,6442  +1,0644 +0,6442  +1,0888
Lycopin | 1,403 2,0571 < 0,001 1,403 2,1912 < 0,001
Hand | £0,551 10,449 40,551 10,7483
Lycopin | 1,0973 1,658 0,003 1,097285 11,8077 < 0,001
Gesicht | +£0,4208 40,4609 71 +0,599
10,4208
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Abbildung 28: Ramanspektroskopie, Mittelwerte von Lycopin und aller Carotinoide (iber einen
Zeitraum von zehn Monaten, getrennt nach Hand (Ha) und Gesicht (Ge) sowie Verum (V) und

Placebo (P).
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Abbildung 29: Korrelation zwischen der Verum-Gruppe CaroLED und Raman-Spektroskopie
nach zehn Monaten am Daumenballen mit Regressionsgerade, p = 0,01168, R? = 0,6509849.
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5.3. Messung der Hautfestigkeit und Bruttoelastizitat mittels
Cutometer®

RO: Dieser Parameter gibt die maximale Hautdeformation oder Gesamtdeformation
(UF) durch den angelegten Unterdruck in Millimeter an und stellt somit ein direktes
Mal3 fur die Hautfestigkeit dar. Je fester die Haut ist, desto mehr Kraft besitzt sie, sich
dem Ansaugen zu widersetzen. Eine Zunahme von RO entspricht folglich einer

Abnahme der Hautfestigkeit.

R2: Dieser Parameter ist das Verhaltnis zwischen Ansaugen bzw. der maximalen
Amplitude bei Auslenkung durch den Unterdruck und der maximalen Rickbildung der
Haut nach Ablassen des Unterdrucks, auch Bruttoelastizitat bezeichnet. Je groRRer
dieser Quotient ist, desto vollstandiger gelingt die Ruckbildung und umso gréf3er sind
die elastischen Eigenschaften der Haut.

Die Messungen mit dem Cutometer erfolgten zu Beginn der Studie, nach funf und
wiederum nach insgesamt zehn Monaten. Mit Hilfe dieser Messmethode konnten
unterschiedliche Beobachtungen zur Entwicklung von Hautfestigkeit und
Hautelastizitdt gemacht werden, s. Tabelle 4.

Tabelle 4: Entwicklung der Cutometer Messwerte RO und R2 fiir Verum- und Placebo-Gruppe.
Absolute und prozentuale Entwicklung der Werte (R2 ist bereits ein prozentualer Wert,
deshalb keine absolute Differenz), p-Wert gemdf gepaarter t-Test, zu Beginn (V01) und zu
Studienende nach zehn Monaten (VO05).

Messparameter V01 V05 Aabs. Aproz. p-Wert
Verum

RO in mm 0,1856+0,0545 0,3005+0,0748 0,1149 +61,91% 0,00004
R2in % 0,8361+0,08 0,697+0,081 -13,91% 0,00002
Placebo

RO in mm 0,1566+0,0949 0,2788+0,1072 0,1222 +78,03% 0,001
R2in % 0,8473+0,073  0,7904+0,0995 -5,69% 0,01

Die Hautfestigkeit (RO) der Verum-Gruppe wies zu Studienbeginn einen Messwert von
0,1856+0,0545 mm auf. Im Laufe der Untersuchungstermine entwickelte sich der Wert
Uber 0,15134+0,0663 mm nach funf Monaten hin zu 0,30054+0,0748 mm nach zehn

Monaten. Dies entspricht einer Verminderung der Hautfestigkeit von = 62 % tber den
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gesamten Beobachtungszeitraum. Die Messungen innerhalb der Placebogruppe
zeigten zu Studienbeginn Werte von 0,1566+0,0949 mm, nach finf Monaten
0,137940,0819 mm und nach zehn Monaten 0,2788+0,1072 mm. Sowohl in der
Verum- (p < 0,001) als auch Placebogruppe (p = 0,001) waren die Veranderungen
signifikant.

Der Parameter R2, der die elastischen Eigenschaften der Haut widerspiegelt wies in
der Verum-Gruppe zu Beginn der Studie einen Messwert von 0,8361+0,08 und zu
Studienende einen Wert von 0,697+0,081 auf. Dies ist eine Abnahme von knapp
14% zum Ausgangswert. Auch in der Placebogruppe zeigte sich eine Abnahme, die
jedoch mit knapp 6% nicht ganz so hoch ausfiel. Die Verdnderung wiesen eine
Signifikanz in der Placebo- (p = 0,01) und Verum-Gruppe (p > 0,001) auf.

Die Hautfestigkeit (A = R0) nimmt im Laufe des Untersuchungszeitraumes signifikant
ab, sowohl in der Placebo- als auch Verum-Gruppe, wobei die Abnahme in der
Placebogruppe etwas hoher ausfallt.

Die Bruttoelastizitat (B = R2) nimmt in beiden Gruppen signifikant ab, wobei sie in der
Verum-Gruppe etwas starker abnimmt als in der Placebogruppe. Der Verlauf der
Hautfestigkeit (A = RO) und Bruttoelastizitdt (B = R 2) ist graphisch in Abbildung 30
dargestellt.
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Abbildung 30: Verlauf der Cutometer-Messwerte in Verum- und Placebo-Gruppe fiir A =
Hautfestigkeit (RO) und B = Bruttoelastizitdt (R2).

5.4. Messung des Kollagen I- / Elastinindex (SAAID) mittels
Dermalnspect®

Der Kollagen |- / Elastinindex, SAAID, wurde am ventralen Unterarm und an der
Wange gemessen. Die maximale Messtiefe in die Haut betrug 120 um. Vor der
statistischen Auswertung wurden alle Bilder qualitativen Mindestanforderungen
unterzogen. Die Bildqualitat wurde beispielsweise durch Bewegungsartefakte
unruhiger Probandinnen beeinflusst, so dass sich aus diesen Griinden das statistisch
analysierte Datenmaterial reduzierte. Der Kollagen I-/Elastinindex wurde fir die
Gesamttiefe berechnet und die Profile auf den Beginn des Signals der
Frequenzverdopplung normalisiert. Es wurden vier Werte nach Einsetzen der
Frequenzverdopplung innerhalb der Mittelwerte betrachtet. Dadurch war es maéglich,
Daten aus dem apikalen Bereich der papillaren Dermis unterhalb des Stratum basale

zu erhalten.
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Abbildung 31: Gruppierter Boxplot des SAAID fiir die Verum-Gruppe an Unterarm (UA) und im
Gesicht (G) sowie fiir die Placebo-Gruppe an Unterarm (UAP) und Gesicht (GP) zu
Studienbeginn (V01), nach fiinf Monaten (V03) und zu Studienende nach zehn Monaten (V05).
Das untere Ende der Box beschreibt das erste Quartil und das obere Ende das dritte Quartil.
Die Linie innerhalb der Box das zweite Quartil, den Median.

Funf Monate nach Studienbeginn zeigte sich in der Placebo-Gruppe am Unterarm (p
< 0,001) und im Gesicht (p = 0,027) ein signifikanter Anstieg der SAAID-Werte. Auch
in der Verum-Gruppe konnte ein signifikanter Anstieg im Gesicht (p < 0,001) und am
Unterarm (p = 0,002) gezeigt werden.

Nach zehn Monaten, d. h. zu Studienende, zeigte sich nur noch in der Verum-Gruppe,
sowohl fur die Messungen am Unterarm (p = 0,013) als auch fir die Messungen an
der Wange (p < 0,001) ein signifikanter Anstieg der SAAID-Werte. In der Placebo-
Gruppe konnte dahingegen weder fur die Messungen am Unterarm (p = 0,266) noch
an der Wange (p = 0,339) ein signifikanter Anstieg nach zehn Monaten nachgewiesen

werden.
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Vergleicht man die Werte des Kollagen I-/Elastinindex des Gesichts der Placebo-
Gruppe mit der Verum-Gruppe zu Studienende nach zehn Monaten, zeigte sich hier
ein signifikanter Anstieg (p < 0,001).

Fiur die Gesamtheit der Messungen zeigten sich in der Verum-Gruppe durchgehend
hohere Werte als in der Placebo-Gruppe, s. Abbildung 32.
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Abbildung 32: Verteilung der Differenzen der Mittelwerte des Kollagen I-/Elastinindex fiir den
Zeitraum von fiinf Monaten (schwarz) und den Gesamtzeitraum der Studie von zehn Monaten
(rot) unterteilt nach Messbereich und Placebo-/Verum-Gruppe (G_PL = Gesicht Placebo, G_V =
Gesicht Verum, UA_PL = Unterarm Placebo, UA_V = Unterarm Verum).
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6. Diskussion

Umwelteinflisse, wie UV-Strahlung, aber auch der Lebensstil oder Noxen, wie
Rauchen, haben einen Einfluss auf das Hautbild. Durch Bildung freier Radikale kann
es zu Schadigungen und Beschleunigung des Hautalterungsprozesses kommen.
Antioxidantien, wie zum Beispiel Carotinoide, die in besonders hoher Konzentration in
bestimmten Obst- und Gemisesorten vorkommen, tragen dazu bei, diesen Prozess
der Zellzerstérung aufzuhalten. Daher hat auch die Erndhrung jedes einzelnen
entscheidenden Einfluss auf ein gesundes Hautbild. Die Auswahl der Nahrungsmittel
unterliegt jedoch auch bei einem gesunden Lebensstil regionalen und saisonalen
Schwankungen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Zunahme des kutanen Carotinoidgehaltes sowie die
Veranderung des Kollagen I-/Elastinindex (SAAID) in der Haut unter Einnahme eines
carotinoidreichen Nahrungsergédnzungsmittels nicht invasiv nachzuweisen. Dariber
hinaus sollten Veranderungen der biomechanischen Eigenschaften der Haut, wie
Elastizitat und Hautfestigkeit, beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass ein deutlicher Anstieg des Kollagen I-/Elastinindex, nach zehn
Monaten Supplementierung mit einen carotinoidreichen Griunkohlextrakt, zu
verzeichnen ist. Des Weiteren konnte mit drei weiteren nicht invasiven Messmethoden
gezeigt werden, dass unter vermehrter oraler Zufuhr von Antioxidantien, der

Carotinoidgehalt in der Haut steigt.

Da in dieser Studie alle Probandinnen den Hauttyp Il (Fitzpatrick, 1988) hatten, kann
der unterschiedliche Melaningehalt bei den einzelnen Hauttypen vernachlassigt
werden. Inhomogenitaten der Hautoberfliche wurden dadurch minimiert, dass
Hautstellen mit wenig Behaarung fur die Untersuchungen gewahlt wurden. Weiterhin
wurden durch eine entsprechend grof3e Laserauflageflache im Rahmen der
Untersuchungen mit dem Ramanspektrometer bzw. Multiphotonentomographen

Inhomogenitéten reduziert.

Aus friheren Studien ist bekannt, dass der Carotinoidgehalt wahrend der Sommer-
und Herbstmonate im Organismus hoher ist als wahrend der Wintermonate, da dann

naturgemald das Angebot an frischem Obst und Gemuse gro3er ist (Darvin et al.,
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2005). Die Messungen dieser Studien fanden an hautgesunden Probandinnen
erstmalig im Oktober (europdaischer Herbst) statt. Die zweite Messung erfolgte im
Frihjahr und die dritte Messung (Studienabschluss) im Spatsommer bzw. erneut
gegen Herbstanfang.

Carotinoide sind aufgrund ihrer zahlreichen Doppelbindungen stark Raman-aktiv.
Dadurch eigenen sie sich besonders gut zu diesem methodischen Nachweis. Ein
weiterer Vorteil der Raman-Spektroskopie ist die hohe Sensitivitat der Messmethode,
so dass auch geringe Carotinoidkonzentrationen detektiert werden kdnnen. Nach
Untersuchungen von Darvin et al. (2003, 2005) besteht u. a. eine starke Abhangigkeit
zwischen Ernédhrung und der Carotinoid-Konzentration in der Haut. Dies konnte auch
in der vorliegenden Arbeit mit der genannten Messmethode nachgewiesen werden.
Die Messungen wurden sowohl am Daumenballen als auch im Gesicht (Wange)
durchgefuhrt. Die Probandinnen, die tber den gesamten Zeitraum von zehn Monaten
ihre  Erndahrung mit carotinoidreichen Grinkohlextraktkapseln supplementierten,
wiesen, im Vergleich zur Placebo-Gruppe, an beiden Messorten zu allen
Untersuchungszeitpunkten héhere Carotinoid- und Lycopin-Konzentrationen in der
Haut auf. Dies spricht, wie erwartet, flir einen positiven Effekt des eingesetzten
Nahrungserganzungsmittels und bestatigt die von Darvin et al. (2003, 2005)
beschriebenen Beobachtungen. Lediglich im Gesicht fiel gegen Ende der Studie
(Zeitpunkt nach 7,5 und 10 Monaten) die Carotinoidkonzentration ab. Eine Ursache fur
diesen Abfall lasst sich durch die Wahl des Messortes begrinden. Die Wange ist,
verglichen mit dem Daumenballen, deutlich lichtexponierter und somit starker
schadlicher Sonnenstrahlung ausgesetzt. Durch diese Exposition werden freie
Radikale induziert, die zu oxidativem Stress filhren und durch Antioxidantien
neutralisiert werden kdnnen. Der genannte Mechanismus konnte folglich eine Ursache
fur die Abnahme des Carotinoidgehalts im Bereich der Wange darstellen.

Der signifikante Anstieg der Carotinoidwerte in der Placebo-Gruppe im Gesicht und an
der Hand nach funf Monaten, erklart sich vermutlich erneut durch den gesitinderen
Lebensstil der Probandinnen seit Studienbeginn, der sich unter regelmaRiger
Beobachtung einstellte.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es in beiden Gruppen zu einem Anstieg der
Carotinoidwerte Uber den Gesamtverlauf der Studie im Vergleich zu den
Ausgangswerten kam, was, wie bereits erwahnt, hochstwahrscheinlich auf die

gesiundere Lebensweise wahrend des Studienzeitraumes zurtickzufiihren ist.

66



Diese Beobachtung konnte auch mit den beiden optischen Sensormethoden,
Biozoom® (MSRRS) und CaroLED LMTB®, gemacht werden, die zusatzlich zur
Resonanz-Raman-Spektroskopie zum Einsatz kamen.

Hier zeigte sich eine hohe Korrelation der vorgenannten Messmethoden, was fur eine
valide Messung spricht. Die jeweils erhobenen Carotinoidwerte im Bereich des
Daumenballens korrelieren sehr gut, wobei sich nur die absoluten Werte
unterscheiden.

Gleiches gilt fur die Messungen mit dem Resonanz-Raman-Spektroskop und dem
optischen Sensor CaroLED. Auch hier konnte eine gute Korrelation beider
Messmethoden bezlglich der Carotinoid-Detektion nachgewiesen werden. Obwohl die
Raman-Spektroskopie die deutlich sensitivere Messmethode darstellt, zeigt sich, dass
auch mit einem einfacher-aufgebauten optischen Sensor ein valides Messergebnis
erhoben werden kann. Die Tatsache, dass die Ruckstreusensoren gut mit der
Resonanz-Raman-Spektroskopie korrelieren, bietet in der Praxis die schnelle und

unkomplizierte Moglichkeit der Messung der Hautcarotinoide.

Wie bereits in den Untersuchungen mit dem Raman-Spektroskop nachgewiesen, sah
man auch mit beiden optischen Sensoren eine signifikante Zunahme der
Carotinoidkonzentration in der Verum-Gruppe, wobei der Anstieg nach finf Monaten
deutlich hoher ausfiel. Nach zehn Monaten kam es zu einem vergleichbaren Abfall,
wobei die Werte auch hier Uber den Ausgangswerten blieben. Die Werte in der
Placebo-Gruppe stiegen, wie in der Verum-Gruppe, nach finf Monaten an und fielen
nach zehn Monaten wieder ab, wobei hier die Auspragungen nicht so stark waren wie
in der Verum-Gruppe.

Die erhobenen Verédnderungen in der Placebogruppe sind, wie bereits beschrieben,
moglicherweise darauf zurlckzufihren, dass die Probandinnen wéahrend des
Beobachtungszeitraumes starker auf eine gesindere Erndhrung als gewdhnlich
achteten und das Bewusstsein dazu durch die Teilnahme an dieser Studie geweckt
wurde.

Des Weiteren kdnnten auch die jahreszeitlichen Unterschiede eine Erklarung fir den
sinkenden Carotinoidgehalt sein. In den Herbst- und Wintermonaten kommt es
beispielsweise haufiger zu Infekten der oberen Atemwege, was diesen Effekt
mitbedingt (Darvin et al., 2005). Im Vergleich zu vorausgegangenen Studien (Meinke

et al.,, 2010; Meinke et al., 2013) wurde in dieser Langzeitstudie insgesamt ein
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niedrigerer Anstieg der Hautcarotinoide beobachtet, wobei jedoch auch die
supplementierte Carotinoiddosis niedriger war, hier 1650 pg Carotinoide/Tag. Der in
der Verum-Gruppe erwartete signifikante Anstieg im Vergleich zur Placebo-Gruppe
von 10 bis 20% ist dennoch eingetreten.

Bereits in einer friher durchgefiihrten in vivo Studie konnte mittels paramagnetischer
Elektronenresonanz-Spektroskopie (Meinke et al., 2013) nachgewiesen werden, dass
orale verabreichte Carotinoide eine antioxidative Wirkung im Sinne von Radikalfangern
haben. Demnach impliziert die in der Verum-Gruppe gemessene hdhere
Carotinoidkonzentration eine grollere Radikalfanger-Aktivitat. Wie erwéhnt sind
Antioxidantien Teil der Abwehrkette des Organismus in der Neutralisation freier
Radikale. Beispielsweise kommt es durch Sonneneinstrahlung, d. h. UV-A und UV-B
Strahlung, zur direkten Freisetzung freier Radikale in der Haut und zur Einwanderung
von Entzindungszellen in das kutane Bindegewebe. Durch die Einwirkung der
Strahlen werden antioxidativen Schutzmechanismen geschwéacht, und es entwickelt
sich eine Zellschadigung in der Haut durch Strahlen-induzierte Radikale (Darvin et al.,
2014). Dieser Effekt wird als vorzeitige Hautalterung bezeichnet (Baillie et al., 2011,
Proksch et al., 2014; Manickavasagam et al., 2014).

Folglich kann durch den in dieser Arbeit nachgewiesenen erhéhten Carotinoidgehalt
in der Haut, ein Schutz gegenuber Strahlung aus dem Nahinfrarot- und sichtbaren

Spektrum resultieren.

Als weitere nicht invasive Untersuchungsmethode zur Messung der biomechanischen
Eigenschaften der Haut wurde das Cutometer® eingesetzt. Hiermit sollte die
Hautfestigkeit und Bruttoelastizitat gemessen werden.

Die mit dieser dermatologischen Diagnostikmethode erhobenen Parameter sind
schwierig einzuordnen. RO, als Parameter fur die Hautfestigkeit, sinkt zunachst nach
funf Monaten sowohl in der Verum- als auch Placebo-Gruppe. Dies spricht fir die
erwartete Zunahme der Hautfestigkeit. Allerdings steigt RO nach zehn Monaten steil,
sogar Uber das Ausgangsniveau, an, was fir eine deutliche Abnahme der
Hautfestigkeit spricht. Bezuglich der Hautelastizitat, Messparameter R2, ist in beiden
Gruppen ein diskreter  Abfall der Messparameter  wahrend des
Beobachtungszeitraumes nach funf und zehn Monaten zu verzeichnen. Dies deutet

insgesamt auf geringe Abnahme der Elastizitat hin.
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Die Bewertung der Hautfestigkeit und -elastizitat mit dem Cutometer® ist allerdings
auch nur punktweise mdglich, da der Sondenéffnungsdurchmesser lediglich 2 mm
betragt und es daher schwierig ist, genau denselben Messort in der
Wiederholungsmessung zu reproduzieren. Darlber hinaus unterliegt die Messqualitat
dem, durch den Untersucher, auf die Sonde ausgetbten Druck (Bonaparte et al.,
2013). Die Auswertung bleibt daher sehr punktuell und es stellt sich die Frage, wie
viele Einzelmessungen durchgefihrt werden mussten, um eine adaquate Aussage
beziglich der Hautfestigkeit und Elastizitat treffen zu konnen.

Fur eine genauere Auswertung der Hautelastizitdt kame theoretisch noch eine
histologische Auswertung einer Hautprobe, mit Evaluation der elastischen
Faserdichte, in Betracht. Dies wirde jedoch einen mehrmaligen invasiven Eingriff
voraussetzen, der im Rahmen dieser Arbeit unverhaltnismafilig gewesen ware. Die
erhobenen Hautparameter dieser Arbeit wurden alle nichtinvasiv in vivo gemessen.
Zum Nachweis der Veranderungen des Kollagen I-/Elastinindex (SAAID) wurde der
Multiphotonentomograph Dermainspect® eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein
nichtinvasives bildgebendes Verfahren, mit dem hochaufgeloste Gewebeschnittbilder
erzeugt werden konnen. Darlber hinaus konnen die Autofluoreszenz (AF) bzw.
Frequenzverdopplung (SHG-second harmonic generation) der dermalen Proteine
Elastin und Kollagen | gemessen werden. Aus diesen Messparametern wurde

anschlielend der Kollagen I-/Elastinindex berechnet.

Im Rahmen friiherer Untersuchungen konnte eine Korrelation zwischen dem Kollagen
I-/Elastinindex und dem kutanen Carotinoidgehalt nachgewiesen werden (Darvin et al.,
2014). Diese Beobachtung wurde jedoch bisher nicht durch die Wirkung eines

Nahrungserganzungsmittel wie Griinkohlextrakt gemacht.

Wahrend der Durchfihrung dieser Studie traten verschiedene verfahrenstechnische
Schwierigkeiten auf. Zum einen erschwerte die Auswahl der Messregion an der Wange
die korrekte Positionierung einzelner Probandinnen, da es ihnen nicht méglich war, in
der erforderlichen Untersuchungsposition einige Zeit zu verweilen.

Zum anderen wiesen einige der Probandinnen im voéllig abgedunkelten
Untersuchungsraum Beklemmungsgefihle auf. Daher war es nicht allen mdglich, in

der notwendigen Position fur den benotigten Untersuchungszeitraum nahezu
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bewegungsfrei liegen zu bleiben. Es kam folglich zu Bewegungsartefakten, wodurch
sich das statistisch analysierte Datenmaterial geringfugig reduzierte.

Die mit dieser Methode erhobenen MessgréRen zeigen, dass die Werte des Kollagen
I-/Elastinindex nicht nur in der Verum-Gruppe, sondern auch in der Placebo-Gruppe
an der Wange und am ventralen Unterarm angestiegen sind, wobei der Anstieg nur
am Unterarm signifikant ist.

Insgesamt war der Anstieg des Kollagen I-/Elastinindex jedoch in der Verum-Gruppe
nachweislich hdher als in der Placebo-Gruppe. Dies spricht fur eine Verbesserung in
der extrazellularen Matrix im Vergleich zur Erstuntersuchung zu Studienbeginn im
Herbst. Ursachlich hierfir kdnnte ein verminderter Abbau von elastischen Fasern in
der Dermis oder die Bildung von neuen Kollagen I-Fasern sein, was einerseits auf die
orale Supplementierung mit dem Griinkohlextrakt und andererseits auch auf die
maoglicherweise gesundere Ernahrung der Probandinnen zuriickgefiuhrt werden kann.
Beispielsweise regen hohe Konzentrationen von Vitamin C die Kollagensynthese in
der Haut an und unterstitzen den antioxidativen Schutz vor Sonnenstrahlung -
induzierten Lichtschaden (Pullar et al., 2017). Auch die immer grol3ere
Bedeutungszunahme weiterer Nahrungserganzungsmitteln wahrend der letzten Jahre,
was sich u. a. im Konsumverhalten der Verbraucher widerspiegelt, kbnnte ein weiterer
einflussnehmender Faktor sein.

Im Rahmen der Anti-Aging-Forschung konnte in aktuellen Untersuchungen in vitro
nachgewiesen werden, dass hydrolysiertes Kollagen, in Form von Trinkampullen, die
Kollagen- und Elastinsynthese fordert (Lin et al., 2020). Hydrolysiertes Kollagen ist
reich an Aminosauren wie Glyzin und Prolin und reichert sich nach oraler Aufnahme in
der Haut an, wo es zur Regeneration beitragt und, teils in Kombination mit
Hyaluronsaure oder Antioxidantien, die Hauttrockenheit und Faltentiefe reduziert
(Lupu et al., 2020).

In dieser Studie konnte im Rahmen der Elastizitaitsmessung mit dem Cutometer®
keine verbessernde Auswirkung der beschriebenen Steigerung des Kollagen I-
/Elastinindex auf die Elastizitat der Haut nachgewiesen werden. Mdglicherweise hangt
dies einerseits damit zusammen, dass die Multiphotonentomograpie zur Ermittlung
des Kollagen I-/Elastinindex eine sensitivere Nachweismethode als die
Elastizitatsmessung mit dem Cutometer® darstellt. Andererseits kdnnten die

nachgewiesenen Anderungen in der papillaren Dermis aber auch von zu geringer
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Intensitat sein, um eine effektive Auswirkung auf den untersuchten Parameter der
Hautelastizitdt zu haben. Ferner ware vorstellbar, dass ein noch langerer

Beobachtungszeitraum sich positiv auf die Hautelastizitat auswirken kénnte.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass sowohl der Carotinoidgehalt als auch der
Kollagen I-/Elastinindex in der Haut steigt, was auf einen Anti-Aging-Schutz des
antioxidatienhaltigen Nahrungserganzungsmittels hinweist. Dieser Effekt spiegelt sich
aber nicht in den Hautparametern (Bruttoelastizitat und Hautfestigkeit) wider, so dass

diesbeziglich weitere Untersuchungen notwendig sind.

Hinsichtlich der klinischen Relevanz stellt der nichtinvasive Nachweis der dermalen
Strukturproteine Elastin und Kollagen | mittels Multiphotonentomographie eine
Untersuchungsmethode dar, von der Patienten mit Hauterkrankungen, wie z. B.
Psoriasis vulgaris, profitieren kdnnen, da hiermit auf subzellularer Ebene betroffene
Hautbereiche eindeutig identifiziert werden kdnnen (Konig K. B. et al., 2020).

Des Weiteren kommt diese Untersuchungsmethode auch Atopikern sowie Patienten
mit Mastozytose zu Gute. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
hiermit Mastzellen, die u. a. Heparin und Histamin speichern, sowie deren
Aktivierungsstatus, in der humanen papillaren Dermis visualisiert werden kénnen
(Kroger et al., 2020).

Aber auch fur anderen Fachdisziplinen auf3erhalb der Dermatologie/Allergologie bietet
diese Nachweismethode die Mdoglichkeit der Prognose von Krankheitsverlaufen.
Beispielsweise ist dies in der Kardiologie in Bezug auf Herzklappenerkrankungen
denkbar, wie aktuell in experimentellen Untersuchungen beschrieben (Jannasch et al.,
2021).

Letztlich zeigt sich, dass Anti-Aging-Effekte schwierig zu messen sind, da viele
externe, teils nicht beeinflussbare Faktoren, wie Jahreszeit, Lebensstil, Nervositat etc.
auf die Messwerte einwirken kdonnen. Da der Kollagen I-/Elastinindex (SAAID)
insgesamt weniger empfindlich auf temporare auf3ere Einfllisse reagiert, konnte dieser
als zuverlassiger Parameter beziiglich der Messung des Hautalterungsstatus dienen.
Des Weiteren bietet insbesondere die Multiphotonentomographie die Mdéglichkeit,
dynamische Prozesse nichtinvasiv und in vivo zu beobachten und aufgrund dessen,
Behandlungsplane zu erstellen. Dank permanenter Forschung kann es gelingen, neue

Untersuchungstechniken zu etablieren und die Patientenversorgung zu optimieren.
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