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ZUSAMMENFASSUNG
1 ABSTRACT

1.1 ABSTRACT (DEUTSCH)

Einfiihrung: Eine hohe Bildauflosung zur Darstellung der Epidermis und Dermis ist essentiell, um
deren Funktionen und die Auswirkungen diverser Einfliisse zu verstehen. Verschiedene Ex- und
In-vivo-Methoden kénnen die Epidermisdicke (ED) sowie die strukturelle Zusammensetzung der
Dermis abbilden. Eine optische Biopsie vermeidet im Gegensatz zur invasiven Probenentnahme
die prédparative Verdnderung der Gewebestruktur, ist schneller und schmerzfrei. In der
vorliegenden Pilotstudie wird die optische Biopsie durch Aufnahmen mittels eines Weitfeld-Zwei-
Photonen-Mikroskops (2PM) realisiert. Diese Scans basieren auf einer Zwei-Photonen angeregten
Fluoreszenz (TPEF) im Nahinfrarotbereich, welche ein Autofluoreszenz- (AF-) Signal im
sichtbaren Spektralbereich emittiert. Dieselbe Primérstrahlung erzeugt gleichzeitig eine Frequenz-
verdoppelte Sekundirstrahlung (SHG) bei vorliegenden geordneten Molekiilstrukturen. Die Dicke
und Struktur der Epidermis und Dermis verdndern sich bekanntermaflen im Alter. Das Stratum
corneum (SC) dagegen konnte bisher nur artifiziell dargestellt werden. Es existieren nur wenige
Studien iiber die Variation der Hautschichtung in verschiedenen Korperregionen und unter

differenter Umweltbelastung.

Methodik: DreiBig hautgesunde Probanden von 18 bis 66 Jahre wurden mittels eines modifizierten
2PM untersucht. Von flinf verschiedenen Korperregionen wurde je ein Falschfarbenbild (200 um
x 7 mm) erzeugt. Die ED wurde in den 2PM-Aufnahmen gemessen und die Werte mit Ergebnissen
der optischen Kohidrenztomografie verglichen. Anhand der 2PM-Bilder wurde das Kollagen-
Elastin-Verhiltnis iiber den SHG-zu-AF-Altersindex der Dermis (SAAID) berechnet und in
Abhingigkeit des Alters, des Geschlechts und der Korperregion analysiert.

Ergebnisse: AF- und SHG-Signale erlauben nach Spektraltrennung synchron und deckungsgleich
je ein Zellular- und Kollagenbild aufzuzeichnen. Zudem wird Elastin durch das AF-Signal
sichtbar. Das durch Tape Stripping reduzierte SC verbessert die Signalintensitdt. Um das AF-
Signal zu verstdrken ist die Haarentfernung und Verwendung von destilliertem Wasser als
Kontaktmedium essentiell. An sonnenexponierter Haut ist die gesamte Epidermis sowie das SC
signifikant dicker im Vergleich zu sonnengeschiitzten Hautarealen (p < 0,05). Die ED nimmt mit
steigendem Alter signifikant ab (p < 0,05), ebenso der SAAID (p < 0,05). Ménner zeigen im
Vergleich zu Frauen eine dickere Epidermis, jedoch einen signifikant kleineren SAAID (p <0,05).



Der SAAID am volaren Unterarm ist signifikant hoher als am Abdomen (p <0,05). Am niedrigsten
ist der SAAID an der Glutealregion (p < 0,05).

Fazit: Die Weitfeld-2PM stellt eine neue Methode zur nicht-invasiven vertikalen Darstellung der
Epidermis und Dermis dar. Insbesondere sind die SC-Abbildung sowie eine Unterscheidung von
Kollagen und Elastin moglich. Neben genderspezifischen Unterschieden weisen die
Messergebnisse der ED und des SAAID auf einen stirkeren Einfluss unterschiedlicher

Korperregionen im Vergleich zum Alter hin.

1.2 ABSTRACT (ENGLISCH)

Introduction: High-resolution images of the epidermis and dermis are essential to understand their
function and changes caused by influences. Several ex-vivo and in-vivo methods are available to
determine the epidermis thickness (ET) and dermis. Optical biopsies avoid preparative influence
of tissue structures, are quick and painless in contrast to punch biopsies. In the present study, these
optical biopsies could be realized in scans using wide-field two-photon microscopy (2PM). These
scans are based on two-photon exited fluorescence (TPEF) with excitation in the near-infrared
range, which generates an autofluorescence (AF) signal in the visible spectral range. The same
primary radiation simultaneously generates a frequency-doubled secondary generation (SHG) in
the presence of ordered molecular structures. The thickness and structure of the epidermis and
dermis are known to change with age. The stratum corneum (SC), on the other hand, could only
be represented artificially. There are only few studies on the variation of the skin layers in different

body regions and under different conditions.

Methods: Thirty skin-healthy volunteers aged 18 to 66 were scanned by using the modified 2PM.
A false-colour image (200 pm x 7 mm) of five different body sides was generated. The ET was
measured by 2PM and compared to images of optical coherence tomography (OCT). From the
2PM images, the collagen-elastin-ratio was calculated using the SHG-to-AF-aging-index of

dermis (SAAID) and analysed as a function of age, gender and body region.

Results: AF and SHG signals allow synchronous and congruent recording of cellular and collagen
images after spectral separation. Elastin is made visible by the AF signal. The signal intensity is
enhanced by reduction of the SC using tape stripping. To enhance the AF signal, hair removal and
use of distilled water as a contact medium is essential. ET decreases significantly with increasing

age (p <0.05), as does SAAID (p <0.05). Men show a thicker epidermis compared to women, but



a smaller SAAID (p < 0.05). The SAAID on the volar forearm is significantly higher than on the
abdomen (p < 0.05). SAAID is lowest in the gluteal region (p < 0.05).

Conclusion: The wide-field 2PM is a new method for non-invasive imaging of the epidermis and
dermis, in particular the SC and elastin. In addition to gender-specific differences, the
measurement results of ET and SAAID indicate a stronger influence of different body regions

compared to age.

2 EINFUHRUNG

Zur Darstellung der Hautschichten und deren Komponenten sowie zur Diagnostik benigner und
maligner Hauterkrankungen wird nach wie vor in der Dermatologie die invasive Probenentnahme
zur histologischen Betrachtung via Mikroskopie als Goldstandard verwendet. Hierbei wird die

Cutis in einer Vertikalansicht analysiert. Die Zeit bis zur Diagnose betrigt ca. 24 bis 48 Stunden

(1; 2).

Die Cutis besteht aus drei Schichten: der Epidermis, Dermis und Subcutis. In dieser Arbeit liegt
der Fokus auf den obersten zwei Schichten, der Epidermis und der direkt darunterliegenden oberen
Dermis. Die Epidermis gliedert sich wiederum in vier Schichten, das Stratum corneum (SC),
Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale (3). Die durchschnittliche Dicke des
SCs betrdgt 10 bis 30 um (4; 5; 6). Als duBBerste Hautschicht hat das SC direkten Kontakt zur
Umgebung. Dadurch wird diesem die besondere Rolle des Barriereschutzes gegen extrinsische
Einfliisse zugeschrieben, wie zum Beispiel ultraviolette (UV) Strahlung, Dehydratation oder
Penetration von Stoffen. Am SC lassen sich zudem hyperkeratotische Prozesse sowie
Wundheilungsgeschehen beobachten (5; 7). Insgesamt ist jedoch die gesamte Epidermis wichtig
zur Beurteilung von Einflussfaktoren auf die Schutzfunktion der Haut (8; 9). Verschiedene
Messungen der Epidermisdicke (ED) sind bereits etabliert, weisen jedoch sehr unterschiedliche
Ergebnisse auf und sind auf Grund unterschiedlicher Messmethoden schwer zu vergleichen. In der
Literatur werden fiir die ED im Mittel Werte zwischen 75 und 100 um angegeben (3; 8; 10; 11).
Die Basalmembran, das Stratum basale, trennt die Epidermis von der Dermis. Uber Reteleisten ist
die Epidermis mit der Dermis verbunden. Diese Transitzone wird dermoepidermale Junktionzone
genannt. Die Dermis unterteilt sich in das Stratum papillare und Stratum reticulare und besteht
hauptsidchlich aus der Extrazelluldarmatrix (EZM) (3). Zudem sind in jener u.a.

Hautanhangsdriisen, Haarfollikel, Blut- und Lymphgefaf3e lokalisiert. Die Hauptbestandteile der



EZM sind Kollagen zu 70 bis 80 % und Elastin zu 2 bis 4 %. Sie verleihen der Haut ihre Elastizitit
(12).

Neben der invasiven Probenentnahme existieren vielversprechende technische Methoden zur
Visualisierung der Hautschichten im Rahmen einer nicht-invasiven optischen Biopsie. Der grof3e
Vorteil gegeniiber dem Goldstandard ist die Moglichkeit einer In-vivo-Diagnostik, bei der durch
das Wegfallen des invasiven FEingriffes unerwiinschte Nebenwirkungen, wie Schmerzen,
Entziindung, Blutung und Narbenbildung entfallen. Intrinsische Effekte wie Genetik, Alter oder
Geschlecht und extrinsische Einfliisse, wie Therapieeffekte, ultraviolette (UV-) Strahlung, Toxine
oder Schadstoffe auf einzelne Hautschichten und deren Bestandteile konnen evaluiert werden. Die
optische Kohérenztomografie (OCT), Laserscanning Mikroskopie (LSM), Confocal Raman
Mikroskopie (CRM) und Zwei-Photonen-Mikroskopie (2PM) zédhlen aktuell zu den verwendeten
optischen Technologien (5; 6; 9; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 10). Die LSM erzeugt horizontale
Scanbilder in einer hohen Aufldsung, die nach Zusammensetzung (engl.: stitching) der
Einzelbilder zu Mosaiken {iber mehrere Millimeter. Die Gewebetiefe kann bei einer
Anregungswellenldnge von 785 nm bis zu einer Maximaltiefe von 200 bis 300 um registriert
werden (19; 14). Hierbei kann die Darstellung im Fluoreszenz- als auch im Reflexionsmodus
(RCM) erfolgen, welcher zur Darstellung von der Morphologie angewendet wird. Multiple Stacks
konnen iibereinandergelegt werden, so dass nachtriglich ein vertikales Bild entsteht, allerdings
mit Informationsverlust (14; 20). Mit dem In-vivo-LSM VivaScope ist eine zelluldre Auflosung,

jedoch keine Unterscheidung zwischen Elastin und Kollagen moglich (21; 19).

Indessen ist die OCT bisher die einzige Technik, welche direkt einen Vertikalscan erlaubt. Die
Haut kann iiber eine Lédnge von mehreren Millimetern und bis zu einer Tiefe von 1 bis 2 mm
gescannt werden (22). Der Vergleich mit dem histologischen Bild ist durch die vertikale
Ausrichtung des OCT-Bildes moglich (23). Die Evaluierung der Epidermis und deren
morphologischen Strukturen kann wie gewohnt vorgenommen werden, ist aber mit den fiir In-
vivo-Messungen zur Verfligung stehenden Gerdten durch deren geringere Bildauflosung nur
eingeschrinkt moglich. Die OCT wird dennoch zu diagnostischen Zwecken mit herangezogen,
beispielsweise in der Hauttumordiagnostik zur Bestimmung der Morphologie von

Basalzellkarzinomen (22).

Ein neues innovatives vertikal abbildendes Verfahren ist die 2PM. Das System basiert auf einem

nichtlinearen Effekt im Nahinfrarotbereich. Die von zwei Photonen erzeugte Fluoreszenz (engl.:



two-photon excited fluorescence; TPEF) wird in einem Bild dargestellt. Fluorophore sind
Bestandteile in Mitochondrien und diversen membrangebundenen Enzymen der Zelle, wie
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NAD(P)H) und Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) sowie Melanin und Elastin. Zellmembran und Zellkern heben sich nicht fluoreszierend ab
(16; 24; 25; 26). Wird dieses Verfahren ohne Zugabe von kontrastgebenden exogenen Substanzen
nur durch die fluoreszenzoptischen Eigenschaften der korpereigenen Molekiile in deren jeweiligen
Konzentration 1im Gewebe angewandt, so stellt die erzeugte Sekundérstrahlung
autofluoreszierende Strahlung dar. Demnach entsteht hier ein Autofluoreszenz- (AF-) Bild (16).
Dagegen kann der physikalische Effekt der Frequenzverdopplung (engl.: second harmonic
generation; SHG) nur in geordneten Molekularstrukturen erreicht werden, wie zum Beispiel am
Kollagen. Die Visualisierung des dermalen Kollagens ist durch die Bestandteile von kristallinen
und nicht Zentromer beinhaltender Strukturen moglich (5). Somit ist sowohl eine zellulédre

Auflosung als auch die Darstellung von EZM-Strukturen moglich.

Das 2PM kann daher als vergleichende Referenz zu bestehenden Studien und deren Ergebnissen
herangezogen werden (7). Die bisherige 2PM-Bildgebung erfolgt wie bei der LSM zunichst
horizontal und ermdglicht eine vertikale Betrachtung durch die Aufnahme von Z-Stapeln und
Berechnung von vertikalen Bildern. Grundsitzlich sind die Bildgroen auf unter 500 um begrenzt
und weisen zusétzlich durch das Sticking eine schlechtere Qualitét auf. Die vertikale Bildgebung
schafft einen schnellen und umfassenden Uberblick iiber die Haut. Die OCT kann wegen der
gleichen Schnittbildebene als Vergleichstechnik eingesetzt werden (22). Dabei sollte
beriicksichtigt werden, dass das verwendete OCT ,,VivoSight 3.2, im Gegensatz zu OCTs mit
hoheren Auflésungen, eine Auflésung von ca. 10 um aufweist. Das SC mit einer mittleren Dicke
von 12 pm wird dadurch artifiziell dargestellt. Damit ist diese OCT nicht fiir die Bestimmung der
SC-Dicke geeignet. Aufnahmen des SCs zur genauen Bestimmung der SC-Dicke waren bisher
weder invasiv noch nicht-invasiv moglich (14; 27). Eine Ausnahme bildet die Visualisierung und
Messung des SCs durch die OCT mit Dicken iiber 50 um, wie es an den Handflichen und

FuBlsohlen sowie bei hyperkeratotischer Haut vorkommt (9; 7).

Des Weiteren ldsst sich durch die oben genannten Verfahren die Hautalterung ermitteln. Diese
wird durch intrinsische und extrinsische Aspekte beeinflusst (28). Der entscheidendste
extrinsische Umweltfaktor und die Ursache der Hautalterung ist hierbei die Sonnenstrahlung (29;
30; 31). Die Exposition von Sonneneinstrahlung induziert freie Radikale, die mit den

Bestandteilen der EZM interagieren bis ein kritisches Level erreicht ist (32). Dieser Effekt, die



verfrithte Hautalterung (engl.: photoaging), geht mit einer dermalen Elastose einher (23; 33; 28).
Der Grad der Hautalterung kann durch das Verhéltnis zwischen Kollagen und Elastin bestimmen
werden (2; 33; 34). Die Kollagenfaserbiindel atrophieren mit zunehmendem Alter, woraus eine
Abflachung der Reteleisten resultiert. Zudem diinnt sich das Elastinnetz durch die
Faseransammlung aus (35; 36). Vor allem die Akkumulation der Elastinfasern kennzeichnet den
Grad der extrinsischen Hautalterung (23; 33; 37). Vorherige Studien haben bereits den Kollagen-
Elastin-Index sowohl in-vivo als auch ex-vivo getestet. Dieser kann durch den in der Dermis
gemessenen SHG-AF-Index im Alter (engl.: SHG-to-AF-age-index of dermis; SAAID)

quantifiziert werden und ist folgend definiert:

(SHG—AF)
(SHG+AF) @)

SAAID =
Er eignet sich als nicht-invasive Objektivierung der Determinierung intrinsischer und extrinsischer
Hautalterung. Der SAAID ist eine aussagekriftige Methode zur Analyse der Dermis durch die
Auswertung der im selben Scan registrierten AF- und SHG-Signalintensitit (38). Durch
Photoaging wird eine Kollagenatrophie und damit einhergehende Verminderung der
Kollagenmenge induziert, welches in der Reduktion des SHG-Signals objektiviert wird. Zudem
wird durch eine verstirkte AF-Signalintensitit des Elastins die solar gesteigerte Elastose

wiedergespiegelt (16; 39; 40; 23).

Das erste Ziel der Arbeit war es das In-vivo-Messverfahren mit dem 2PM-Prototypen zu
optimieren. Als Basis dienten bisher gewonnene Daten aus Ex-vivo-Studien an Schweineohren
(41). Im Fokus stand die Fragestellung, welchen Einfluss eine Haarentfernung, Reduktion des SCs
sowie Verwendung unterschiedlicher Kontaktagentia auf die Bildqualitit und -auflésung haben.
Danach erfolgte die Darstellung der gesamten Epidermis inklusive des SCs. In den Aufnahmen
wurde deren Dicke ausgemessen. Die detaillierte Ansicht der Epidermis und Dermis sowie
Messergebnisse zur ED-Bestimmung wurden mit den Daten eines kommerziellen OCT-Geriétes
verglichen. Die Verdnderung der Elastin- und Kollagenstrukturen der Dermis im Alter wurde mit
Hilfe des SAAID erfasst. Der Bezug der Studien zueinander und deren Inhalte sind in Abbildung
ldargestellt. Im Fokus der Auswertung lag die Fragestellung in wie fern intrinsische Faktoren, wie
Alter, Geschlecht und Korperregion, sowie extrinsische Parameter, wie UV-Strahlung, Einfluss

auf das SC, die gesamte Epidermis und die dermalen EZM-Komponenten nehmen.



Methodenoptimierung
n-vivo
Paper 1
Bestimmung der Hautalterung Bestimmung der ED
iiber den SAAID
Paper 2 Paper 3

Abbildung 1: Zusammenhinge der Publikationen

3 MATERIAL UND METHODIK
3.1 PROBANDEN

Die Studie nach dem Medizin-Produktegesetzt erhielt ein positives Votum durch die
Ethikkommission des Landes Berlin (DIMDI-Number: 00008670 (A), Eudamed-Number: CIV-
13-08-0115553). Alle Probanden gaben ihre schriftliche Einwilligung. Eingeschlossen wurden
volljdhrige Probanden, welche frei von Barriereschdden der Haut sowie benignen und malignen
Hauterkrankungen waren und die deutsche Staatsbiirgerschaft innehatten. Die Kriterien stimmen
mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki iiberein. Schwangere, stillende Frauen und in
richterlichen und behordlichen Einrichtungen untergebrachte Menschen gemiB § 29 Medizin-
Produkte-Gesetz sowie Drogen- und Alkoholabhingige wurden ausgeschlossen. In der gesamten
Studie nahmen insgesamt dreifig freiwillige Probanden teil, welche in drei Altersgruppen (AG)
gegliedert wurden: AG 1 (18 bis 30 Jahre), AG 2 (31 bis 50 Jahre), AG 3 (50 bis 66 Jahre). Die
Probanden wurden zudem nach Hauttypen entsprechend der Klassifikation nach Fitzpatrick
eingeteilt (42). Zur Methodenoptimierung zu Beginn der Studie wurden insgesamt zehn Probanden
(Probandennummer 01 bis 10; Frauen: n = 6, Ménner: n = 4) mit dem Hauttyp [ bis Il (AG 1: n=
4, AG 2: n = 3, AG 3: n= 3) ausgewdhlt. Zur Analyse der ED und des SCs sowie des SAAID
wurde die Studie um zwanzig Probanden (Probandennummer 11 bis 30; Frauen: n = 10, Ménner:

n = 10) des Hauttyp Il (AG 1: n=7, AG 2: n =7, AG 3: n = 6) erweitert.

3.2 STUDIENDURCHFUHRUNG
Fiinf verschiedene Hautareale wurden gescannt. Diese wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen
Sonnenexposition, mechanischen Belastung und ihrer Erreichbarkeit mit dem 2PM ausgewaihlt.

Als Beispiel sonnengeschiitzter Haut fungierte die Innenseite des Unterarms (volar / ventral,
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Flexorengruppe) in gestreckter Position, der Unterbauch (Abdomen, pelvis, Os coxae), die
Glutealregion (Crista iliaca, Ubergang vom Riicken zum GesiB) und die Wade (Musculus
gastrocnemius, Zentrum). Die Auflenseite des Unterarms (dorsal, Extensorengruppe) wurde zur
Vermessung sonnenexponierter Haut verwendet (35; 34). Die Glutealregion ist ein Vertreter fiir
ein Areal mit mechanischer Belastung. Zur Messung mittels 2PM lag die Testperson auf einer
Kosmetikliege (Queen I Classic 1-motoring; soleni Calssic), welche die genaue Positionierung des

zu untersuchenden Korperteils und der Hautregion gewihrleistete.

In dem ersten Teil der Pilotstudie wurden am volaren und dorsalen Unterarm sowohl nicht rasierte
und rasierte Haut als auch SC-reduzierte Haut untersucht. Das zu messende Hautareal wurde zu
Beginn drei Mal desinfiziert (Softasept® N Braun, Art.-Nr.: 3887138, Hamburg, Deutschland).
Zur Elimination der Vellus- und Terminalhaare wurde bei der Gruppe, die rasiert wurde, fiinf Mal
eine superficiale Rasur vorgenommen (Wilkinson Sword, non-steril, Art.-Nr.: 182H, Wilkinson
Sword GmbH, Solingen, Deutschland). Zur Reduktion des SCs wurde die Tape Stripping-Methode
angewandt. Hierfiir wurde ein Klebefilm von ca. (5 x 1,9) cm? (tesa®Film, Art. Nr.: 5529,
Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) auf die rasierte Haut gepresst und anschlieBen mit einem
Roller zehn Mal dariiber gerollt bevor der Klebestreifen abgezogen wurde. Dieser Prozess wurde
fiinf Mal wiederholt. Weiterhin wurden Glycerin (propane-1,2,3-triol; C3H803) und destilliertes
Wasser auf ithre Eignung zur Anpassung des Brechungsindex untersucht. Hierzu wurden die

Produkte vor dem Aufsetzten des Messkopfes auf die Haut getropft.

In der Erweiterung der Pilotstudie wurde jedes der fiinf verschiedenen Hautareale nach optimierter
Subjektpriaparierung mit dem 2PM gescannt. Dazu wurde das zu scannende Hautareal rasiert,
danach drei Mal desinfiziert und abschlieBend destilliertes Wasser als Kontaktmedium appliziert.
Basierend auf einem Uberblickscan in der XZ-Achse 2000 x 400 pm? mit einer Bildaufldsung von
10 pm und Geschwindigkeit von 10 mms™ wurde ein Detailscan mit einer Auflésung von 1 um
entsprechend 1 Pixel (px) aufgenommen. Zur Darstellung des Bildes wurden die Kanile 1 und 2
des Verarbeitungsprogrammes DataViewer Version 1.3 genutzt. Das gleiche Vorgehen wurde an

jedem Hautareal mit der additiven Anwendung des flinfmaligen Tape Strippings wiederholt.

3.3 STATISTIK
Zur statistischen Analyse wurden die Datenprogramme Microsoft Excel 2010 und SPSS 22 (IBM
® SPSS® Statistics) fiir Windows 10 verwendet. Die Messwerte des SCs, der ED und des SAAID

wurden einer (Ko-) Varianzanalyse unterzogen. Der statistischen Auswertung war je der
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Friedmann-Test fiir abhingige Stichproben vorangestellt. Die Signifikanz des Einflusses
differenter Korperareale auf das SC, die ED und den SAAID wurde mittels des gepaarten
Wilcoxon-Tests getestet. Zur Analyse der Auswirkung des Geschlechts und Alters auf das SC, die
ED und den SAAID wurde der ungepaarte Mann-Whitney-Test angewandt. Der Effekt
unterschiedlicher Altersgruppen auf das SC, die ED und den SAAID wurde durch den
nichtparametrischen Kruskall-Wallis-Test analysiert. Als statistisch signifikant wurden alle p-
Werte mit p < 0,05 definiert. Eine Korrelationsanalyse bezogen auf alle durch das 2PM und die

OCT gemessenen ED-Werte wurde vorgenommen.

3.4 ZWEI-PHOTONEN-MIKROSKOPIE (2PM)

Fiir die gesamte Studie wurde das 2PM (2PM VertiSCAN V.21; W.O.M. WORLD OF
MEDICINE GmbH, Berlin) verwendet. Der Aufbau und die Funktionsweise sind im Paper 1
Abbildung 1 abgebildet. Ein Gewebebild wird durch einen Scan der Haut mittels einer Flying
Optic erzeugt. Der Fokus eines Ultrakurzpulslasers (780nm, TEMO00, Pulsdauer 100fs, Rep. Rate
100 MHz) bewegt sich lateral durch das adjustierte Hautareal mit einem
Hochgeschwindigkeitsscan bis 40 mms™. Dieser ist gekoppelt an eine mit 14 g Masse ultraleichten
hochaperturigen Scanlinse (NA = 1,25). Das AF-Bild wird durch Sekundérstrahlung erzeugt, dass
die fluoreszierenden Molekiile, angeregt durch zwei Photonen, aussenden, wenn sie auf ihr
urspriingliches Energieniveau zuriickfallen. AF- und SHG-Bilder werden simultan nach der
Erregung mit einer Wellenldnge von 780 nm in einer Gréf3e von 7 mm lateral in der X-Richtung
und 500 pum vertikal in der Z-Ebene generiert. Die unterschiedlichen Wellenldngen der
Sekundirstrahlung werden durch Spektralfilter, sogenannte Dichroite, in Kanéle separiert und
durch je einen Sekundirelektronenvervielfacher, einen Photomultiplier, pro Kanal registriert. Das
SHG-Signal der Sekundérstrahlung liegt bei exakt der halben Primérwellenlénge, also bei 390 nm,
und wird im Kanal 1 von 380 bis 410 nm registriert. Von 415 nm bis 720 nm wird das AF-Signal
im Kanal 2 identifiziert (41). Aus den aufgenommenen Daten entstehen zwei Grauwertbilder, die
in einem Falschfarbenbild mit wéhlbarer Pixelauflosung von 0,5 bis 50 pm zusammengefiihrt

werden konnen.

3.5 OPTISCHE KOHARENZTOMOGRAFIE (OCT)
Die OCT funktioniert nach dem Prinzip der Weilllicht-Interferometrie in einer Michelson-
Anordnung (15). Je nach Riickstreueigenschaft des jeweiligen Gewebebestandteils, wie

Zellmembran, Zellkern, Zytoplasma, EZM und Melaningranula, ergibt sich ein Kontrastbild,
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welches ein Muster erzeugt (14). Ein optisches Interferometer erfasst die riickgestreute
Lichtintensitét als Funktion der Gewebetiefe und rechnet dies in ein zweidimensionales Schnittbild
in einem A- und B-Scan um (7; 35; 11). In dieser Studie wurde der VivoSight-Scanner ,,VivoSight
3.2.* (Michelson, Kent, GroBbritannien) verwendet. Dieses Multistrahl-System nutzt eine
Frequenz von 20 kHz, welches mit einem Hochgeschwindigkeits-Laserscanner (santec®, Japan)
verbunden ist. Die Hautschichten werden in einem lateralen Scanbereich von 6 x 6 mm, in einer
Tiefe von 1 bis 2 mm, je nach Gewebebeschaffenheit unterhalb der Hautoberfliche in einer
Auflésung von < 7,5 um lateral und < 5 pm axial mit einer maximalen Fokustiefe von 1 mm
abgebildet. Zur Gewihrleistung einer moglichst hohen Eindringtiefe werden Wellenldngen im
Infrarotbereich von 900 bis 1350 nm genutzt (43; 44; 45). Der VivoSight-Scanner verwendet eine
Laser-Zentralwellenldnge von 1305 nm. Dies ermdglicht nicht-invasiv und in Echtzeit das

Erkennen von mikroskopischen Strukturen des Gewebes (35; 7; 11).

3.6 BESTIMMUNG DER STRATUM CORNEUM- UND EPIDERMISDICKE

Die Dicke des SCs wurde als Distanz zwischen der ersten superficialen Struktur und dem Beginn
des Stratum granulare bestimmt (4; 6). Das Programm Image J wurde verwendet, um das SC alle
125 px in einem Falschfarbenbild auszumessen. Zur Kalkulation der ED im 2PM-Scan wurde das
Programm DataViewer genutzt. Hierfiir wurde die Bilddatei des jeweiligen Einzelkanals
ausgewahlt. Alle 150 pm wurde die Schichtdicke mit einem Curser in dem bestimmten Kanal in
counts pro px notiert. Dabei war die ED als Distanz zwischen der Hautoberfliche und der
dermoepidermalen Junktionzone definiert. Dies ist mit dem Beginn des AF-Signals bis zum
Beginn des SHG-Signals dargestellt. Das Minimum und Maximum der ED beschreiben die
epidermalen Reteleisten und dermalen Papillen, welche als Téler und Berge erscheinen (46).
Demzufolge werden die SHG-Werte von den AF-Werten subtrahiert:

ED = AF-Signal — SHG-Signal (2)

Die durch das 2PM untersuchten Hautareale wurden anschlieend je zwei Mal durch die OCT
visualisiert. Genutzt wurde der A-Scan, welcher 60 Bilder pro Phasenbild (engl.: frame) erzeugt.
Zum Bemessen der Epidermis wurde ein Bild ausgewihlt, welches frei von Haarfollikeln und
Storartefakten war. Die Epidermis stellt sich in der OCT, wie im Paper 3 Abbildung 1 zu sehen
ist, als Zone der duBlersten hellen Reflektion und der nidchsten Lichtriickstreuungsschicht, der

Dermis, als weniger reflektierende Frequenz, dar (15).
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3.7 ERMITTLUNG DES SAAID

Die AF-und SHG-Signalintensitdt zur Berechnung des SAAID wurden von je drei Quadratflichen
mit einem Umfang von 4400 um? pro Aufnahme analysiert. Die markierten Areale waren in der
oberen Dermis lokalisiert. Ausgeschlossen wurden Bereiche mit Blutgefden oder vermindertem
Signal. Im Durchschnitt wurde das Zentrum des gekennzeichneten Rechtecks bei 100 pm
unterhalb der Oberfldache positioniert. Es wurde je im AF- und SHG-BIld an der gleichen Stelle

verortet. Zur Analyse der Graustufenwerte wurde Imagel 1.41 (Java 1.6.0_45) verwendet.

4 ERGEBNISSE

Der 2PM VertiScan hat die Moglichkeit eine Aufnahme der Epidermis bis in die obere Dermis zu
generieren. Das AF-Signal stellt sich im Farbbild griin dar. Das AF-Signal der epidermalen Zellen
wird durch die endogenen Fluorophore des Zytoplasmas erzeugt, dadurch erscheint der Zellkern
dunkel. Das SC ist die intensive autofluoreszierende oberste Schicht und als hellgriine Linie
sichtbar. Die darunterliegenden lebenden epidermalen Zellen weisen ein weniger intensives AF-
Signal auf. Das Kollagen, welches in den Papillen vertikal ausgerichtet ist, wird durch das SHG-
Signal im Falschfarbenbild rot dargestellt. Eine Abgrenzung der Epidermis zum Stratum papillare
der Dermis wird somit eindeutig visualisiert. Die Hiigel und Téler der epidermalen Junktionzone
sind deutlich sichtbar, wodurch die Basallamina erkennbar wird. Die auf der Basallamina
liegenden pigmentierten Zellen sind wiederum AF-Signal reicher als die dariiber liegenden
epidermalen Zellschichten. Ausgenommen davon sind die Korneozyten. Die Elastinfasern der
Dermis werden erst durch deren Aggregation sichtbar. Das AF-Signal der Elastinfasern wird von
dem weitaus hoheren SHG-Signal des Kollagens iiberlagert. So wirken die Elastinfasern im
Startum reticulare gelb. Zudem erscheinen die Blutgefdle des Plexus superficialis, welche
unterhalb der Papillen lokalisiert sind, schwarz, ohne AF- oder SHG-Signal. Jene sind
schlaufenférmig angeordnet. Im Paper 1 Abbildung 3, 4 und 7 sind die einzelnen Strukturen

beschriftet.

4.1 VORUNTERSUCHUNGEN

4.1.1 Einfluss von Kontaktfliissigkeit

Zum optimalen Kontakt und zur Minimierung der Reflektion an den optischen Grenzfldchen wird
zwischen Messkopf und Haut ein Kontaktmittel aufgetragen. Nach der Applikation von Glycerin
ist das SC als ein helles Signal zu sehen, ebenso auf durch Tape Stripping SC-reduzierter Haut.

Das SC grenzt sich stark von den kaum sichtbaren anderen epidermalen Zellen sowie Elastinfasern
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der Dermis ab. Kollagenfasern wiederum sind sichtbar. Eine hohere Bildaufldsung und Intensitét
epidermaler und dermaler Bestandteile resultiert durch das Auftragen des Kontaktmediums

Wasser im Gegensatz zu Glycerin, welches Paper 1 Abbildung 5 deutlich illustriert.

4.1.2 Einfluss der Haarentfernung

Das Haar gliedert sich in Haarschaft und Follikel. Der Haarschaft besteht aus verhorntem Keratin,
welches ein sehr helles AF-Signal aufweist. Daraus resultiert eine Abnahme der Signalintensitét
unterhalb des Haares. Durch den starken Signalverlust im umliegenden Gewebe sind dort keine
epidermalen Zellen mehr sichtbar. Dies ist im Paper 1 Abbildung 4 und 6 veranschaulicht. Das

SHG-Signal ist ebenso stark reduziert.

4.1.3 Einfluss der Tape Stripping-Methode

Das Tape Stripping entfernt die oberste Schicht des SCs. Die infolgedessen reduzierte Zahl der
Korneozyten vermindert den von ihnen ausgehende Streuungs- und Absorptionseffekt. Dies
wiederum steigert die AF-Signalintensitét in der Epidermis. In den Scans des Papers 1 Abbildung

7 ist der Effekt im Vergleich abgebildet.

4.2 STRATUM CORNEUM- UND EPIDERMISDICKE

4.2.1 Bestimmung der Stratum corneum-Dicke und deren Einflussfaktoren

Die Dicke des SCs nimmt von der Wade iiber den dorsalen Unterarm, volaren Unterarm, der
Glutealregion zum Abdomen zu. Das SC am dorsalen Unterarm ist signifikant dicker als am
volaren Unterarm (p < 0,001), der Glutealregion (p = 0,017) und des Abdomens (p = 0,012).
Visualisiert sind die Ergebnisse in einem Boxplot im Paper 3 Abbildung 3. Das SC der Wade ist
signifikant am dicksten gegeniiber dem volaren Unterarm (p = 0,001), dem Abdomen (p = 0,001)
und der Glutealregion (p = 0,004) mit Ausnahme des dorsalen Unterarms. Die SC-Dicke
verschmailert sich signifikant im Alter am Abdomen (p = 0,009), hingegen verdickt sie sich an der
Glutealregion signifikant (p = 0,015). Ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die SC-Dicke

kann in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.

4.2.2 Bestimmung der Epidermisdicke und deren Einflussfaktoren

Die Epidermis insgesamt ldsst sich sowohl durch das 2PM als auch durch die OCT kontrastieren.
In der Gegeniiberstellung beider Methoden wird stets mit dem 2PM eine dickere Epidermis im
Vergleich zur OCT gemessen, mit Ausnahme der Epidermis am Abdomen. Beide Methoden

korrelieren positiv signifikant (r = 0,494; p <0,0001; N =97). Im Box-Plot des Papers 3 Abbildung
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4 sind die Werte beider Messmethoden gegeniibergestellt. Unter der Nutzung des 2PM zeigen alle
untersuchten Korperregionen eine unterschiedliche ED. Im Vergleich zum volaren Unterarm (p =
0,004) und Abdomen (p = 0,001) ist die Epidermis am dorsalen Unterarm signifikant dicker. Die
ED am volaren Unterarm ist signifikant dicker als am Abdomen (p = 0,003). Am Abdomen ist die
Epidermis signifikant am diinnsten (p < 0,01). Auch mit der OCT wird die ED an der Glutealregion
am dicksten gemessen. Sie ist im Vergleich zum dorsalen Unterarm (p = 0,003), volaren Unterarm

(p=0,002), Abdomen (p = 0,015) sowie zur Wade (p < 0,001) je signifikant dicker.

Beide vertikale Techniken der optischen Biopsie zeigen die Korrelation zwischen dem Alter und
jeder der fiinf Korperregionen, im Paper 3 Abbildung 5 illustriert. In der bildlichen Darstellung
mit dem 2PM geht die Dickenabnahme mit der Abflachung der epidermalen Reteleisten und
dermalen Papillen einher. Die Abnahme der ED im Alter ist am dorsalen Unterarm (p = 0,002)
und volaren Unterarm (p = 0,009) signifikant. In der OCT ist eine Abnahme der ED im Alter
einerseits am dorsalen Unterarm (p = 0,028) und volaren Unterarm (p = 0,01), andererseits am

Abdomen (p = 0,038) signifikant festzustellen.

Betrachtet man den Einfluss des Geschlechts auf die ED, so wird allzeit eine dickere Epidermis
an allen untersuchten Hautarealen der Ménner im Vergleich zu Frauen gemessen. Signifikant ist
dieses Phanomen am Abdomen (p = 0,028) und an der Wade (p = 0,041). In der OCT ist dieser
Effekt an der Glutealregion (p < 0,001) signifikant.

4.3 BESTIMMUNG DES SAAID UND DESSEN EINFLUSSFAKTOREN

Der SAAID ist abhédngig von den Anteilen der Elastin- und Kollagenstrukturen. Die Werte des
SAAID der verschiedenen Korperregionen sind dem Box-Plot des Papers 2 Abbildung 2 zu
entnehmen. An der Glutealregion ist der SAAID im Vergleich zu allen anderen Kdrperregionen
signifikant am niedrigsten (p < 0,05). Der SAAID am volaren Unterarm zeigt in seiner Tendenz
einen hoheren Wert als am dorsalen Unterarm und ist gegeniiber dem Ergebnis des Abdomens

signifikant hoher (p = 0,023).

Bereits visuell ist der Unterschied zwischen junger und gealterter Haut erfassbar, wie Paper 1
Abbildung 8 und Paper 2 Abbildung 3 zeigen. Die Kollagenfasern wirken in ihrer Signalintensitéit
des SHG im Verhiltnis zu den Elastinfasern, die eine hohere Signalintensitdt des AF aufweisen,
vermindert. Die Elastinfasern scheinen in der Dermis dlterer Haut mehr durch, als in der Dermis

jingerer Haut, wodurch die obere Dermis orange wirkt. Durch die Berechnung des SAAID kann
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diese altersbedingte dermale Gewebeverdnderung objektiviert werden. In dieser Studie ist die
negative Korrelation zwischen dem SAAID und Alter am dorsalen Unterarm (p = 0,017) und an

der Glutealregion (p = 0,02) signifikant, siche Paper 2 Abbildung 4.

Analysiert man den Einfluss des Geschlechts auf den SAAID, so liegt der Index bei Frauen in
allen Korperregionen hoher als bei Méannern, wie Paper 2 Abbildung 5 zeigt. An der Wade ist
diese Beobachtung signifikant (p = 0,004).

5 DISKUSSION
5.1 METHODENOPTIMIERUNG

Eine hohere Bildauflosung und Intensitit epidermaler und dermaler Bestandteile resultiert aus der
Verwendung von destilliertem Wasser als Kontaktmedium und einer Haarrasur sowie dem
Anwenden der Tape Stripping-Methode zur Beurteilung spezifisch dermaler Strukturen. Der
Vorteil des Kontaktmediums Wasser im Gegensatz zu Glycerin ldsst sich durch den
Brechungsindex des Glycerins n = 1,47 erklaren. Dieser ist vergleichbar mit jenem des Kollagens
n = 1,47, unterscheidet sich jedoch deutlich von dem der Epidermis n = 1,43. Wasser mit einem
Brechungsindex von n = 1,33 liegt hingegen deutlich ndher an dem der Epidermis und ihrer
Bestandteile. Der Brechungsindex des Zytoplasmas ist n = 1,35 und der des Zellkerns n = 1,36
(47). Zudem penetriert Wasser besser in die superficiale Schicht des SCs und beeintrachtigt somit
nicht das Kollagen-Signal. Zudem liegt eine Diskrepanz zwischen dem Brechungsindex der Haut
und der starken Strahlung des Haares bei nicht rasierter Haut vor. Die dunklen Areale um die
Haarfollikel ergeben sich aus der Absorption der Anregungsstrahlung durch den pigmentierten
Haarschaft. Die durch Tape Stripping erhohte Signalintensitit dermaler Strukturen mit
resultierendem Informationsgewinn konnte bereits durch dhnliche Ergebnisse in Ex-vivo-Studien

an Schweinehaut nachgewiesen werden (41).

5.2 EINFLUSSFAKTOREN AUF EPIDERMALE UND DERMALE STRUKTUREN

5.2.1 Evaluierung der Stratum corneum-Dicke

Das SC ist an der Wade am dicksten. Dies kann durch eine weniger natiirliche Hautabschilferung
gegeniiber anderer Hautschichten erkléart werden (27). Ein dickeres SC am dorsalen Unterarm als
eine UV-exponierte Hautstelle gegeniiber sonnengeschiitzter Haut, wie die des Abdomens, des
volaren Unterarms und der Glutealregion, wird auch durch die Studie von Huzaria, et. al

verzeichnet. Er verwendete die CRS als Messmethode und detektierte ein dinneres und raueres
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SC an sonnengeschiitzter Haut im Vergleich zu sonnenexponierter Haut (20). Bereits 1997 wies
Lock-Andersen, et al. darauf hin, dass das SC an Korperstellen mit gering ausgesetzter UV-
Einstrahlung weniger Photoprotektion aufzeigt (48). Ebenso konnte eine Verdnderung der SC-
Dicke im Alter belegt werden. Auch wenn diese nicht fiir alle gemessenen Hautareale generalisiert
werden kann. Verschiedene Studien zeigen dhnlich kontroverse Ergebnisse. OCT-Messungen,
welche u.a. aus falscher Annahme das SC bemessen haben, ergaben sowohl eine Verdickung des
SCs im Alter am Abdomen als auch ein Ausdiinnen des SCs am dorsalen Unterarm und der
Glutealregion (49). Andere Studien konnten keine signifikante Korrelation zwischen der
Veridnderung der SC-Dicke und dem Alter unter der Nutzung ex-vivo von Lichtmikroskopie oder
in-vivo mit CRS feststellen (14; 13; 48; 49). Abgesehen von Fruhstorfer, et al., welcher ein
diinneres SC am volaren Zeigefinger bei Frauen im Vergleich zu Méinnern maf, gab es keine

weiteren Studien, die den Einfluss des Geschlechtes auf die SC-Dicke identifizieren (50).

5.2.2 Auswertung der Epidermisdicke

Die Epidermis ist einerseits an der Glutealregion unabhédngig vom Alter und des Geschlechts im
Vergleich zu allen anderen Korperregionen am dicksten (p < 0,05). Dieses Areal ist beispielhaft
fiir eine der mechanischen Belastung stark ausgesetzten Korperregion. Durch die grof8ere Dehnung
der Haut verringert sich der elastische Charakter des Gewebes (27; 45). Andererseits weisen die
Ergebnisse den Einfluss extrinsischer Faktoren, wie UV-Strahlung auf (51; 52). Die Epidermis
sonnenexponierter Haut ist dicker als die der UV geschiitzten (53; 14). Da die Epidermis der
Glutealregion dicker ist als die am dorsalen Unterarm, liegt es nahe, dass die unterschiedlichen
extrinsischen Faktoren die Wachstums- und Differenzierungsprozesse in differentem Malle
beeinflussen und irritieren. Im Gegensatz dazu konnte der intrinsische Einfluss der Korperregion
auf die ED in der OCT-Studie von Mogensen, et al. nicht gezeigt werden. Hier existierte kein
signifikanter Unterschied zwischen der ED des dorsalen Unterarmes und des volaren Unterarmes

sowie gegeniiber der Wade (15).

Eine Verschmilerung der ED mit zunehmendem Alter wurde bereits in der Vergangenheit mit
vielen verschieden Bildgebungsprozessen, wie der OCT, LSM, CRS und auch histologisch via
Lichtmikroskopie nachgewiesen (14; 15; 48; 52; 53). Mit der neuen Methode des 2PMs als auch
dem VivoSight-Scanner wird das bestétigt. Die statistisch negative Korrelation zwischen Alter
und ED wird auch in einer OCT-Studie von Mogensen, et al. nachgewiesen, welche verschiedene
Korperregionen, wie Gesicht, Brustkorb, Nacken und Wade untersuchte (15). Die Ergebnisse von

Sandby-Magiller, et al., die keine signifikante Abhidngigkeit der ED im Alter an verschiedenen
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Hautstellen, wie Schulter, dorsaler Unterarm und Gesal3 zeigen, stehen dem Ganzen kontrovers
entgegen (13). In der Evaluation und Diskussion der Messergebnisse muss neben der intrinsischen,
chronischen Hautalterung auch der Prozess der extrinsischen Hautalterung wie das Photoaging
beriicksichtigt werden. Beide Effekte {iiberlappen sich. Die Sonnenexposition induziert
Hautalterungsprozesse, die sich in der Zunahme der ED, u.a. aus inflammatiorischen
Hyperpigmentierung resultierend, als auch in der Reduktion des Kollagens in der Dermis
niederschlagen (53; 18; 14). Die Interaktion beider Prozesse wurde durch Neerken, et al. mit der
OCT und einem CRS dargestellt. U.a. wurde gezeigt, dass die Reduzierung der ED von der
spezifischen Korperstelle abhingig ist. Der Effekt ist an sonnengeschiitzter Haut deutlicher als an
nicht UV-geschiitzter Haut. Die Dicke der gesamten Epidermis, gemessen am Unterarm, nahm

schrittweise signifikant bis zu einer ED von 15 um mit zunehmendem Alter ab (14).

Zudem haben Frauen eine dickere Epidermis als Ménner. Im Gegensatz dazu zeigte die OCT-
Studie von Mogensen, et al. keinerlei geschlechtsspezifische Unterschiede der ED an zwolf
verschiedenen Korperregionen (15). Die Studie von Gambichler, et al. zeigte ebenso keinen
signifikanten Einfluss des Geschlechts auf die ED im Bereich der Skapula, Wade, des ventralen
Unterarms, GesdB und Pektoralis. Ausgenommen sind die Ergebnisse an der Stirn. Hier war die

ED signifikant diinner (p < 0,05) bei dlteren Frauen im Vergleich zu dlteren Ménnern (46).

5.2.3 Bewertung des SAAID

Die Anteile der Elastin- und Kollagenstrukturen differieren in ihrer VerhidltnisméBigkeit in
unterschiedlichen Korperregionen. Ein niedriger SAAID am dorsalen Unterarm weist eine
physiologisch niedrigere Elastizitit auf als am volaren Unterarm, welches die Ergebnisse
vorangegangener Studien unterstreicht. Sanchez, et al. zeigte hohere SAAID-Werte von UV-
protektierter Haut gegeniiber Sonnenstrahlung ausgesetzter Haut (34). Ein dhnlicher Effekt wurde
in einer Studie von Darvin, et al. aufgezeigt, in der die Einwirkung von UV-Strahlung auf die
ungeschiitzte Haut gegeniiber mit Sonnencreme-geschiitzter Haut, iiber einen Zeitraum von vier
Wochen, untersucht wurde (32). Interessanterweise ist in der hiesigen Studie der SAAID am
sonnengeschiitzten Gesi3 am niedrigsten. Der Einfluss von mechanischen Noxen und Bewegung
scheint hier einen weiteren Effekt zu haben, welcher die Haut Giber dem Gluteus stark ausdehnt
und so zu einer hoheren elastischen Belastung fiihrt. Auch da ist der Unterschied der SAAID-
Werte zwischen zwei sonnengeschiitzten Bereichen, dem volaren Unterarm und der Glutealregion,
deutlicher als zwischen dem sonnengeschiitzten volaren Unterarm und dem sonnenexponierten

dorsalen Unterarm. Resultierend ist der Einfluss auf den SAAID nur multifaktoriell zu verstehen.
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Ein Vergleich mit weiteren Studien ist auf Grund der unterschiedlich angewandten Methoden und
untersuchten Korperregionen, wie das Gesicht, der nicht ndher bezeichneten Unterarm, der

Nacken und nicht weiterer definierte Korperstellen, erschwert (32; 1; 43; 35; 38; 37).

Die Auflockerung der Kollagenbiindel im Alter, wodurch das Fasernetzwerk an seiner geordneten
Struktur verliert, zeigt sich in der Verminderung des SHG-Signals. Die Kollagenfasern verlieren
an ihrer Haltekraft (54). Die Elastinfasern dagegen akkumulieren, welches sich in einer erhéhten
Intensitdt des AF-Signals wiederspiegelt (50). Die Verminderung des SAAID mit zunehmendem
Alter kann in dieser Studie belegt werden. Koehler, et al. nutzte den sogenannten Dermis-
Morphologie-Score, welcher zugleich zur Quantifizierung der morphologischen Verdnderungen
im Alter dient. Es zeigte sich das gleiche Ergebnis, eine signifikante Abnahme des Index im Alter
(35). In der Studie von Lin, et al. war ebenso eine Zunahme von AF-Arealen im Vergleich zur
Abnahme von SHG-Arealen im Alter zu sehen, welche die histologischen Strukturverdnderungen
der Dermis wiederspiegeln (39). Karagas, et al. verwies nicht nur auf eine starke und hoher
frequentierte Solarelastose in sonnenexponierter Haut, sondern zeigte auch eine signifikante
Zunahme mit dem Alter (p <0,001) auf (33). Die intraindividuellen Eigenschaften der Dermis und
individuelle Kumulation der Solarexpression erkldren die unterschiedlichen Werte in den
einzelnen Altersgruppen. Dariiber hinaus sollten weitere intrinsische und umweltbedingte
Einflussfaktoren, wie das Nutzen von Sonnencreme oder Rauchen, beriicksichtigt werden. Die
vorliegende Studie war nicht darauf abgezielt den kurzfristigen Effekt von UV-Strahlung auf die
Haut zu untersuchen, weswegen der Zeitraum der Datengewinnung auf die sonnendrmeren Monate

zwischen September und Dezember (Berlin, Deutschland) gelegt wurde.

Dartiber hinaus lassen sich in der vorliegenden Studie geschlechtsspezifische Unterschiede finden.
Der SAAID ist bei Frauen hoher als bei Minnern. In der Literatur hingegen werden
unterschiedliche Ergebnisse berichtet. Koehler, et al. demonstrierte eine geschlechtsspezifische
dynamische Verdnderung des SAAID im Alter. Frauen wiesen eine steilere und schnellere
Reduzierung des SAAID auf als die jeweilige Vergleichsgruppe der Ménner (40). In

nachfolgenden Studien konnte diese Korrelation nicht reproduziert werden (43; 35).

5.3 VOR- UND NACHTEILE DER VERWENDETEN 2PM- UND OCT-GERATE ZUR
BESTIMMUNG KUTANER STRUKTUREN
Mit dieser Pilotstudie kann gezeigt werden, dass das 2PM, neben der bereits bekannten

Messmethode der OCT, eine alternative Technik der nicht-invasiven Darstellung der Epidermis
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ist. Wahrend das SC durch das 2PM als eine klar abzugrenzende autofluoreszierende Schicht
erscheint, wie Paper 1 Abbildung 3 und Paper 3 Abbildung 2 demonstrieren, kann das SC mit der
hier verwendeten OCT nicht eindeutig definiert werden. Die epidermale Junktionzone bildet sich
im 2PM als Welle ab. In der OCT stellt sich die Transitzone zwischen Epidermis und Dermis
aufgrund der Auflosungsgrenzen der OCT eher als eine gerade Linie dar. Die Diskrepanz der
ausgemessenen ED-Werte kann damit erkldrt werden, dass das 2PM eine deutlich hohere
Auflésung als die hier verwendete OCT bietet. Zwar sind die Epidermis und Dermis in der OCT
gut voneinander abgrenzbar, jedoch nicht bis auf zelluldre Ebene. Im Bild ist die wellenformige
Struktur nicht sichtbar, so dass angenommen wird, dass ungenauere Messdaten resultieren.
Kritisch muss die 2PM-Technik der ED-Bestimmung insofern gesehen werden, als dass diese, die
aus der Histologie bekannte, sehr wellenartige dermoepidermale Ubergangszone exakt wiedergibt,
jedoch eine geeignete Mittelwertbildung bendtigt, um einen flir das gesamte Hautareal validen
ED-Wert angeben zu koénnen. Bei Fehlern in dieser Statistik konnen auch inkorrekte Werte durch

hohe Schwankung bei der Ausmessung entstehen (17; 46).

6 FAZIT

Das Weitfeld-2PM bietet eine vertikale Schnittbildgebung {iber mehrere Millimeter lateraler
Ausdehnung in einer zelluldren Auflosung in-vivo. Das weite Sichtfeld ermdglicht einen sehr
guten Uberblick iiber epidermale und obere dermale Strukturen sowie deren Veriinderungen. Die
Reduktion starker Absorption und Streuung der Strahlung durch Haarentfernung oder Abtragen
von Korneozyten durch Tape Stripping gewéhrleistet die Lichtausbreitung in tiefere Schichten.
Verglichen mit der OCT bietet das innovative 2PM mit seiner hoheren Auflésung eine Methode
zur genaueren Untersuchung und detaillierten Darstellung der Epidermis, wodurch zum Beispiel
die Reteleiste aussagekriftig abgebildet werden kann. Dariiber hinaus ist die Abbildung des SCs
ohne Artefakte moglich. Daraus folgend ist das Messen der SC-Dicke liber mehrere Zentimeter an
verschiedenen Hautstellen zum ersten Mal durchfiihrbar. In nachfolgenden Studien kénnen nun
auch detaillierte Einflussfaktoren und minimale Auswirkungen auf die Verdnderung der obersten
Schicht der Epidermis detektiert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Methoden, 2PM und
OCT, zur Identifizierung der ED geeignet sind. Dadurch ist die Evaluierung der Einfliisse
intraindividueller, intrinsischer und extrinsischer Faktoren auf jene moglich. Die ersten In-vivo-
Aufnahmen zeigen, dass die Visualisierung von elastischen Fasern in AF-Bildern moglich ist. Die
unterschiedlichen Signalintensititen konnen somit auch zur Bestimmung des Hautalters genutzt
werden. Die Quantifizierung der Hautalterung ist mit dem SAAID moglich. Dieser ist abhéngig

von FElastin- und Kollagenstrukturen, welche sich in ihrer Zusammensetzung an verschiedenen
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Korperstellen deutlich unterscheiden. Damit bestétigt diese Pilotstudie den Einfluss des Alters auf
die EZM. Dariiber hinaus wurden erste Hinweis auf die Beeinflussung des SAAID durch das
Geschlecht gezeigt. Zudem war es durch die Anwendung derselben Methode in einer Studie
moglich signifikante Unterschiede des SAAID beziiglich sonnengeschiitzter und UV-ausgesetzter
Hautareale zu messen. Wegen der geringen Anzahl an Probanden sind weitere Studien nétig, um
die Daten zu verifizieren. Durch das Anwenden des beschriebenen nicht-invasiven Prozesses ist
dies ethisch vertretbar. In zukiinftigen Studien muss beriicksichtigt werden, dass die Korperregion

einen erheblichen Einfluss auf den SAAID hat, um gemessene Werte nicht zu verzerren.

Zu schlussfolgern ist, dass das 2PM eingesetzt werden kann, um kosmetische, medizinische und
umweltbedingte Effekte auf das SC, die gesamte Epidermis und die obere Dermis zu evaluieren.
Die invasive Diagnostik in der Dermatologie mittels Histologie kann durch die optische Biopsie

via 2PM additiv unterstiitzt und der Einsatz jener minimiert werden.
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