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Zusammenfassung

Einleitung: UbermaRige Bestrahlung mit ultraviolettem (UV) Licht flihrt zu akuten
und chronischen UV-Schaden und ist der Hauptrisikofaktor fur die Entstehung von
Hautkrebs. Zur Pravention werden Ublicherweise Sonnenschutzmittel verwendet,
deren Wirksamkeit Uber die Messung der minimalen Erythemdosis (MED), basierend
auf makroskopischen Veranderungen der Haut, bestimmt wird. Das Standardverfah-
ren fur eine detailliertere Analyse der UV-induzierten Hautveranderungen ist bislang
die Histologie. Eine neuere nicht-invasive Untersuchungsmaoglichkeit bietet die kon-
fokale Laserscanmikroskopie (KLM), mit der sich die Haut in vivo mit einer Auflésung
auf zellularer Ebene darstellen lasst.

Ziel Das Ziel dieser Studie ist die morphologische Darstellung standardisierter klini-
scher und histologischer Merkmale der akut sonnengeschadigten Haut mittels KLM
sowie die Testung der Effektivitdt von Sonnenschutzmitteln auf zellularer Ebene.
Methoden: Hierfur wurden die Unterarme von zehn Studienteilnehmern einmalig mit
UVB-Licht mit ansteigender Dosierung (96, 132, 168, 204, 240 mJ/cmz) bestrahlt.
Der linke Unterarm blieb dabei ungeschutzt, wahrend der rechte Unterarm durch eine
hochpotente Sonnencreme geschutzt war. Die Untersuchung mittels KLM erfolgte
nach 24, 48 und 72 Stunden. Zur Validierung der Ergebnisse wurde von einem Stu-
dienteilnehmer eine Biopsie von der ungeschutzten Haut entnommen.

Ergebnisse: Die mittels KLM identifizierten morphologischen Veranderungen im un-
geschitzten Hautareal beinhalteten das Auftreten von Spongiose, Sunburn cells
(apoptotische Zellen), Mikrovesikel und einer Vasodilatation sowie den Verlust der
Honigwabenstruktur. Das Vorkommen von Sunburn cells und Mikrovesikel hing von
der UVB-Dosis und von der individuellen Sensitivitat der Studienteilnehmer ab. Im
geschutzten Hautareal trat nur einmalig eine Spongiose auf. Die Ergebnisse wurden
durch den Nachweis von Sunburn cells und Mikrovesikel in der Hautbiopsie validiert.
Schlussfolgerung: Die KLM ist ein geeignetes Verfahren zur nicht invasiven Beur-
teilung von UV-Licht-induzierten, akuten dynamischen Veranderungen der Haut.
Ahnlich wie bei der Histopathologie lassen sich durch die KLM akute schwere UV-
Schaden durch den Nachweis von Sunburn cells und Mikrovesikel darstellen. Die
KLM konnte daher in Zukunft bei der Klassifikation von Sonnenbrandreaktionen und
bei der Analyse der Effektivitat von Sonnenschutzmitteln auf zellularer Ebene Ver-

wendung finden.



Summary

Background: Excessive ultraviolet (UV) radiation leads to acute and chronic UV
damage and is the main risk factor for the development of skin cancer. Sunscreens
are usually used for prevention. Their efficacy is determined by measurement of the
minimal erythema dose (MED) which is based on the observation of macroscopic
changes occurring to the skin. Currently, histology represents the standard procedure
for more accurate morphological alterations of the skin caused by UV light. A novel
non-invasive imaging approach is offered by Reflectance confocal microscopy
(RCM), a tool that allows in vivo visualization of the skin at cellular-level resolution.
Aim: The aim of this study is to provide a morphological representation of standard-
ized clinical and histological features of acutely sun-damaged skin using RCM as well
as analysing the efficacy of sunscreens at a cellular level.

Methods: For this purpose, the forearms of ten study participants were irradiated
once with gradually increasing doses of UVB light (96, 132, 168, 204, 240 mJ / cm?)
using an irradiation device. The left forearm was unprotected while the right forearm
was protected by a highly potent sunscreen. The RCM investigation was performed
24, 48 and 72 hours after irradiation. To validate the results a biopsy was taken from
the unprotected skin of one of the study participants.

Results: The morphological changes in the unprotected skin area identified by RCM
encompassed appearance of spongiosis, sunburn cells (apoptotic cells), microvesi-
cles and vasodilation as well as the disruption of honeycomb pattern. The detection
of sunburn cells and microvesicles depended on the UVB dose and the individual
sensitivity of the study participants. Only one time spongiosis was observed in the
protected skin. The results were validated by histological detection of sunburn cells
and microvesicles in the skin biopsy.

Conclusion: The RCM is a suitable method for the non-invasive assessment of
acute dynamic changes in the skin triggered by UV light. Similar to histopathology,
RCM can identify acute severe UV damage by detecting important features like sun-
burn cells and microvesicles. In the future, RCM could therefore be used to classify
sunburn reactions and to investigate the effectiveness of sunscreens at a cellular

level.
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1 Einleitung

1.1 Dermatitis solaris

1.1.1 Atiologie

Bei der Dermatitis solaris handelt es sich um eine akute, entzindliche Dermatose,
die durch eine UbermaRige Exposition der Haut gegenuber ultraviolettem (UV) Licht
verursacht wird (Megahed und Schaller 2006).

Das auf die Haut einwirkende UV-Licht stammt aus verschiedenen Quellen; dazu
zahlen als naturliche Lichtquelle die Sonne, aber auch kunstliche Lichtquellen wie
Solarien oder Fototherapiegerate (McStay et al. 2018). Vor allem das mittel- und
langwellige UV-Licht (290—400 nm) ist in der Haut biologisch wirksam. Innerhalb die-
ses Bereichs unterscheidet man UVB- (290-320 nm) und UVA-Licht (320-400 nm).
Das kurzwelligere UVC-Licht (200—290 nm) gelangt aufgrund der Ozonschicht nicht
auf die Erdoberflache und hat somit keinen Effekt auf die Haut (Fritsch 2009, pp. 84-
85).

Hauptausloser der Erythembildung und der Dermatitis solaris ist die UVB-
Bestrahlung (Knuschke et al. 2012). Erytheme konnen auch durch UVA-Licht erzeugt
werden, jedoch sind dafur bis zu tausendmal hohere Dosen notwendig. Da das UVA-
Licht den groReren Anteil am Sonnenlicht einnimmt, ist es aber dennoch fur 15 %
des erythematogenen Effekts verantwortlich (Fritsch 2009, pp. 85-86).

Das UVB-Licht spielt auch bei der Synthese von Vitamin D eine wichtige Rolle. Durch
eine fotochemische Konversion wird 7-Dehydrocholesterin in der Epidermis zu Vita-
min D3 umgewandelt (Fritsch 2009, p. 84). Zur Bildung von Vitamin D werden relativ
geringe UVB-Dosen (ca. 10 % der minimalen Erythemdosis (MED) an Handen und
Gesicht bei Exposition zweimal pro Woche) bendtigt (Knuschke et al. 2012).

Zu den Einflussfaktoren der Erythementstehung gehdren der Feuchtigkeitsgehalt der
Haut (feuchte Haut > trockene Haut), die Reflexionseigenschaften der Umgebung
(Wasser, Schnee und Eis > Sand), die Dicke der Ozonschicht bzw. die Hohenlage
uber dem Meeresspiegel (dunne Ozonschicht / Bergregion > dicke Ozonschicht /
Flachland), der Breitengrad (Aquator > gemaRigte Zonen) und die Tageszeit (Mit-
tagszeit > Abend- bzw. Morgenstunden) (McStay et al. 2018).



1.1.2 Epidemiologie

Die Dermatitis solaris gehort zu den haufigsten pathologischen Zustanden der Haut.
Mehr als drei Viertel aller Sonnenbrande ereignen sich im Kindes- und Jugendalter
vor dem 20. Lebensjahr (Fritsch 2009, p. 86). In den USA haben zwei Drittel aller
Kinder und mehr als ein Drittel der Erwachsenen (36,2 %) jahrlich einen Sonnen-
brand (McStay et al. 2018). Das mannliche Geschlecht zeigt eine hohere Pravalenz
(Hall et al. 2003). Die UV-Empfindlichkeit bzw. die Neigung zu Sonnenbranden be-
ruht auf der individuell vorhandenen Menge und Art des Melanins. Das schwarzbrau-
ne Eumelanin absorbiert als potenter Lichtfilter alle Bereiche des UV- und sichtbaren
Lichts. Das roétliche Phanomelanin ist dagegen ein vergleichbar schwacher Lichtfilter
(Fritsch 2009, p. 86).

Die durch UV-Licht ausgelGsten pathobiologischen Reaktionen (z. B. Erythem, Pig-
mentierung, Dermatitis solaris) hangen vom jeweiligen Hauttyp ab. Das Gleiche gilt
fur die Entstehung von aktinischen Keratosen, Basalzellkarzinomen und Melanomen
unter Langzeit-UV-Einwirkung. Fitzpatrick (1975) unterscheidet sechs Hauttypen
(s. Tab. 1). Besonders empfindlich sind Personen mit einem Hauttyp |-Il. Sie sind
meistens hellhautig, haben blonde oder rote Haare und blaue oder grine Augen
(Plewig et al. 2012, p. 699).

Tabelle 1: Klassifikation der Hauttypen nach Fitzpatrick mit Hautreaktion nach erstmaliger 30-
minutiger Sonnenexposition im Sommer (modifiziert nach Neumann und Lehmann 2003)

Typ Hautrétung Braunung

I Immer Nie

Il Immer Gelegentlich
I Gelegentlich Immer

Ive Nie Immer

Ve MaRig pigmentierte Ethnien

VI? Stark pigmentierte Ethnien

 Nach extremer UV-Exposition ist auch bei diesen Hauttypen ein Sonnenbrand sowie eine zusatzli-
che Pigmentierung moglich (Plewig et al. 2012, p. 699).



1.1.3 Pathophysiologie

Durch UV-Licht werden pro-inflammatorische Mediatoren, wie Prostaglandine, Inter-
leukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-6), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und Histamin,
freigesetzt, wodurch es zu einer entzundlichen Reaktion der Haut mit Vasodilatation
der HautgefalRe und Infiltration von neutrophilen Granulozyten sowie Lymphozyten
kommt (Fritsch 2009, p. 86; McStay et al. 2018).

Neben diesen entzundlichen Prozessen wird auch die Desoxyribonukleinsaure (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA) in den Zellen der Epidermis geschadigt (Mullenders
2018). Bei ausbleibender Reparatur treten typische ,UVB-fingerprint Mutationen®, die
unter anderem das Tumorsuppressorgen TP53 und das Protoonkogen NRAS betref-
fen, auf. In epidermalen Keratinozyten und Langerhanszellen wird durch die DNA-
Schadigung die Apoptose eingeleitet und die betroffenen Zellen werden eliminiert
(Mohania et al. 2017). Der komplexe Apoptose-Signaltransduktionsweg wird durch
pro- und anti-apoptotische Mediatoren reguliert. Bei einer chronischen UVB-
Strahlung kommt es zur Aufhebung des Gleichgewichts dieser Signale, was zur Bil-
dung von Hautmalignitaten fuhren kann (Van Laethem et al. 2005).

Auch UVA-Strahlen kénnen die Zellen indirekt Uber die Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (z. B. Superoxidradikale, Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale), die zy-
totoxisch und kanzerogen wirken, schadigen. UVA-Strahlen dringen bis in die Dermis
ein und fuhren bei chronischer Exposition zur Veranderung des elastischen Binde-
gewebes und somit zur Faltenbildung (fotoaging) (Berking 2005).

Eine wiederholte und weniger intensive UV-Bestrahlung fuhrt zur Ausbildung von
Schutzmechanismen, wozu die Spatpigmentierung und die Ausbildung einer Licht-
schwiele gehoren. Die Pigmentierung (Braunung) erfolgt durch eine Stimulation von
Melanozyten. Bei der Sofortpigmentierung kommt es durch Oxidation nicht gefarbter
Melaninvorstufen zu einer aschgrauen oder braunlichen Pigmentierung noch wah-
rend der UV-Exposition (UVA-Strahlen), die bereits nach Stunden verblasst. Bei der
Spatpigmentierung tritt 24—72 Stunden nach UV-Exposition (UVA- und UVB-
Strahlen) durch eine gesteigerte Melaninsynthese eine verzogerte kupfer- / kaffee-
braune Pigmentierung ein, die fur Tage bis Wochen bestehen bleibt. Da sich nur das
durch UVB-Strahlen synthetisierte Melanin in der gesamten Epidermis verteilt, ist das
UVB-Spektrum fast ausschlieldlich fur diesen Schutz verantwortlich. Die durch UVB-

induzierte Ausbildung einer Akanthose und Hyperkeratose (Lichtschwiele) schitzt



nicht nur vor UV-induzierenden Schaden, sondern auch vor unspezifischen Umwelt-
noxen. Bei wiederholter Bestrahlung hat sie nach 2—3 Wochen ihr Maximum erreicht
und bleibt Uber Wochen bestehen (Plewig et al. 2012, pp. 698-701). Laut Lee et al.
(2002) ist die Akanthose und Hyperkeratose 24-48 Stunden nach einer UVB-
Bestrahlung am starksten ausgepragt und nimmt nach 72 Stunden allmahlich wieder
ab.

1.1.4 Klinik

Klinisch imponiert beim UV-Licht-assoziierten Erythem ein hellrotes, scharf auf die
lichtexponierte Kérperregion begrenztes Areal (Grad 1, s. Abb. 1), das durch Uber-
warmung, Odembildung und Beriihrungsempfindlichkeit gekennzeichnet ist. Es be-
ginnt 4—6 Stunden nach der UV-Exposition, erreicht seinen Hohepunkt nach 12—-24
Stunden und klingt nach 48-72 Stunden wieder ab. Bei starkerer UV-Einwirkung
kommt es gelegentlich zur Blasenbildung (Grad 2), sehr selten zur Nekrose (Grad 3).
Daneben konnen Allgemeinsymptome wie Krankheitsgefuhl, Kaltegefuhl, Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen und eine Kreislaufsymptomatik bei schweren Sonnenbranden
auftreten. Bei geringgradigem Sonnenbrand folgt auf die entzindliche Roétung eine
Abschuppung mit anschlieRender Pigmentierung. Bei schweren Sonnenbranden ge-
hen die Blasen in ein nassendes und krustoses Stadium uber, bevor schliel3lich eine
Schuppung und Abheilung einsetzt (Faurschou und Wulf 2008; Plewig et al. 2012, p.
704; Proksch et al. 2007). Als Folgeerscheinung kdnnen Pigmentverschiebungen wie

Epheliden, Lentigines und Navuszellnavi auftreten (Terhorst 2009, p. 76).



Abbildung 1: Klinisches Bild der Dermatitis solaris Grad 1 — auf die lichtexponierte, ungeschiitzte
bzw. unbekleidete Korperregion begrenztes rotes Erythem (Proksch et al. 2007)

1.1.5 Histopathologie

Bei der Dermatitis solaris lassen sich histopathologisch geschadigte Keratinozyten
darstellen. Die Schadigung ist nach 12—-72 Stunden nachweisbar, ihre Auspragung
hangt von der UV-Dosis ab. Die besonders im oberen und mittleren Stratum spino-
sum auftretenden eosinophilen dyskeratotischen Zellen zeigen pyknotische zusam-
mengeschrumpfte Kerne mit leer aussehendem, blassem Zytoplasma (Plewig et al.
2012, p. 704). Diese apoptotischen Keratinozyten werden als Sunburn cells (SBC)
bezeichnet (s. Abb. 2). Die Apoptose wird als protektiver Mechanismus der Haut in-
terpretiert, der geschadigte Zellen mit einem erhohten Entartungsrisiko eliminiert
(Megahed und Schaller 2006).

Zu den von Linse und Richard (1990) beschriebenen, durch UV-Licht ausgeldsten
epidermalen Veranderungen gehorten neben SBC, welche die Autoren in "Spiegelei-
Zellen" der frihen exsudativen Phase (Typ 1), und in "dunkle Zellen" der spaten de-
generativen Phase (Typ II) einteilten, auch intra- und extrazellulare Odeme und in-
traepidermale Vesikel.

Bei zunehmender Schadigung ist in der Epidermis neben einer vakuoligen Basalzell-
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degeneration ein Ubergang der SBC in eine groRflachige Zellnekrose bis hin zur Bla-
senbildung zu beobachten (Megahed und Schaller 2006; Plewig et al. 2012, p. 704).
Im Korium ist eine Vasodilatation mit einem oberflachlichen, perivaskularen und in-
terstitiellen Infiltrat von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten nachweisbar
(Megahed und Schaller 2006).

Lavker et al. (1995) wiesen dermale (z. B. Infiltration von Entzindungszellen) und
epidermale Veranderungen (z. B. Hyperplasien, Verdickung des Stratum corneums)
nach UV-Exposition nach.

Laut Gilchrest et al. (1983) haben UVA-Strahlen im Vergleich zu UVB-Strahlen eine
relativ groRere Wirkung auf die Dermis (Infiltration neutrophiler Granulozyten, peri-
vaskulare lymphozytare Infiltrate, leichte EndothelzellvergroRerung, Mastzellhy-
pogranulation, Vasodilatation, Extravasation von Erythrozyten) als auf die Epidermis
(intra- und interzellulare Odeme, Reduktion der Langerhanszellen).

Pearse et al. (1987) fanden sowohl nach UVB- als auch nach UVA-Bestrahlung eine
Zunahme der Epidermisdicke, der Dicke des Stratum corneums und der Keratinozy-
tengroRe. Der Thymidin-Markierungsindex (Maf} fur die Proliferation) nahm jedoch
nur nach UVB-Bestrahlung zu. Da demnach nicht nur die UVB-Bestrahlung einen
direkten Einfluss auf die epidermale Morphologie und den Stoffwechsel hat, sollten
auch UVA-Strahlen beim UV-Schutz berucksichtigt werden.



Gestorte Hautbarriere

Geschadigte Keratinozyten

Sonnenbrand-Zellen

Vakuolige Degeneration
der Basalmembranzone

Lymphozytére Infiltrate mit
neutrophilen Granulozyten

Erweiterte BlutgefaBie

Abbildung 2: Histologie der Dermatitis solaris Grad 1-2 (Proksch et al. 2007)

1.1.6 Differentialdiagnosen

Die bedeutendste Differentialdiagnose der Dermatitis solaris ist die systemische foto-
toxische Reaktion. Sie gehdrt neben der fotoallergischen Reaktion zu den Lichtder-
matosen, tritt jedoch wesentlich haufiger als diese auf. Zur Auslésung ist neben
langwelliger UV-Strahlung eine fotosensibilisierende Substanz notwendig. Diese
kann endogen entstehen (Porphyrine) oder iatrogen (Medikamente) zugefihrt wer-
den. Zu den Arzneimitteln, die eine systemische fototoxische Reaktion auslésen,
zahlen beispielsweise Tetrazyklin, Ciprofloxacin, Furosemid oder Amiodaron. Strah-
lendosen, die normalerweise reaktionslos toleriert werden, fiihren bei fotochemi-
schen Reaktionen ohne immunologische Grundlage zu einer abnormen entzindli-
chen Haureaktion (Lehmann und Schwarz 2011; Plewig et al. 2012, pp. 715-716).

Das UVA-Licht versetzt den Fotosensibilisator in einen ,excited state“. Die Energie

wird an Sauerstoffmolekile (Peroxidbildung) oder andere benachbarte Molekile ab-



gegeben, wobei freie Radikale entstehen, welche Uber Umgebungsreaktionen und
Bildung toxischer Produkte die fototoxische Reaktion auslosen. Bei der fotoallergi-
schen Reaktion entstehen dagegen antigene Determinanten, die zu einer klassi-
schen CD-4 vermittelten Immunreaktion fuhren (Fritsch 2009, pp. 89-91).

Das klinische Bild der fototoxischen Reaktion ahnelt einem starken Sonnenbrand mit
Erythem, Odem und Blasen mit haufiger anschlieRender Pigmentierung und ist
streng auf das lichtexponierte Hautareal begrenzt. Die Diagnose lasst sich durch den
typischen Befund und eine ausfuhrliche Anamnese stellen. Zusatzlich kann der Foto-
sensibilisator durch eine Fotoprovokation nachgewiesen werden. Neben Absetzen
der auslésenden Substanz und Lichtschutz kommen lokal Glukokortikoid- und zink-
haltige Externa zum Einsatz (Lehmann und Schwarz 2011; Plewig et al. 2012, pp.
715-716).

1.1.7 Therapie

Die symptomatische Therapie der Dermatitis solaris erfolgt primar ambulant. In
schweren Fallen, d. h. bei Verbrennungen zweiten Grades (Blasenbildung) mit einem
Befall von > 10-15 % der Korperoberflache bei Erwachsenen bzw. 5-10 % der Kor-
peroberflache bei Kindern ist eine stationare Behandlung mit Uberwachung indiziert.
(Altmeyer o. J.).

Bis zur volligen Ruckbildung der Symptome sollte die UV-Exposition vermieden wer-
den. Zudem ist eine ausreichende Flussigkeitszufuhr sicherzustellen (Dirschka et al.
2010, pp. 355-356). Bei Verbrennungen ersten Grades sollte die Haut zur Begren-
zung der Entzindung und des Ausmales der Verbrennung sowie zur Schmerzlinde-
rung mit feuchten Umschlagen gekuhlt werden. Eine Kuhlung mit Eis- oder Cold-
Packs ist aufgrund der potenziellen Kalteschaden zu vermeiden (Proksch et al.
2007).

Eine Lokaltherapie mit zinkhaltigen Lotionen lindert den Juckreiz und wirkt kiihlend
(Plewig et al. 2012, p. 704). Die Wirksamkeit von lokalen Steroiden ist umstritten.
Wegen der erhohten Infektionsgefahr bei langerer Anwendung sollte eine Applikation
frihzeitig Uber einen kurzen Zeitraum in Form von Cremes oder Lotionen erfolgen
(Proksch et al. 2007). Der Therapieansatz beruht lediglich auf klinischer Erfahrung

(Altmeyer o. J.). Die meisten Studien belegen nur einen geringen oder keinen Effekt



lokaler Steroide bei Verbrennungen. Bei einer Reevaluation der Wirksamkeit von
Steroiden im Rahmen zweier Ubersichtsartikel basierend auf unterschiedlichen Stu-
dien fehlte ebenfalls ein signifikanter Effekt (Proksch et al. 2007).

Bei ausgedehnter Blaschenbildung kann direkt nach Sonnenexposition einmalig Ace-
tylsalicylsaure (z. B. ASS) 1000 mg und erganzend Vitamin C (z. B. Cebion) 400—
1000 mg unter Magenschutz verabreicht werden. Nicht-steroidale Antirheumatika
werden aufgrund der unzureichenden Studienlage nicht mehr allgemein zur Behand-
lung der Dermatitis solaris empfohlen. Nur bei schweren Reaktionen mit gro3en Bla-
sen und umfangreichem Erythem werden schnell ausschleichend systemische Glu-
kokortikoide wie Prednisolon 40-60 mg/Tag per os (z. B. Decortin H) eingesetzt
(Altmeyer o. J.).

1.1.8 Protektion

Zum Schutz vor UV-Strahlen kommen neben der Meidung starker Sonnenexposition,
der Nutzung entsprechender Bekleidung sowie einer Kopfbedeckung und Sonnen-
brille auch Sonnenschutzmittel zum Einsatz (Teichmann et al. 2006). Sonnencremes
und -lotionen beinhalten unlosliche physikalische und / oder I6sliche chemische Fil-
ter. Bei physikalischen Filtern (z. B. Zinkoxid, Titandioxid) wird das UV-Licht grof3ten-
teils gestreut und reflektiert. Bei chemischen Filtern wird die energiereiche Strahlung
absorbiert und als energiearmere, langwelligere Strahlung wieder abgegeben. Son-
nencremes mit chemischen Filtern wirken erst 30 Minuten nach der Applikation
(Bundesamt fur Strahlenschutz 2020).

Der Lichtschutzfaktor (LSF) gibt an, wieviel langer man sich mit Sonnenschutzmittel
im Vergleich zu ohne Sonnenschutzmittel in der Sonne aufhalten kann, ohne einen
Sonnenbrand zu bekommen. Der von der ,Internationalen Methode zur Bestimmung
des Lichtschutzfaktors® bestimmte Wert bezieht sich auf den Schutz vor UVB-
Strahlen. Hochwertige Sonnenschutzmittel sollten aber sowohl vor UVB- als auch vor
UVA-Strahlen schitzen. Der Schutz vor UVA-Strahlen wird separat angegeben
(Bundesamt fur Strahlenschutz 2020).

Sonnenschutzmittel werden nach europaischer Klassifikation entsprechend ihres
LSF in vier Schutzstufen eingeteilt (niedriger Schutz LSF 6-10, mittlerer Schutz LSF
15-25, hoher Schutz LSF 30-50, sehr hoher Schutz LSF > 50) (Plewig et al. 2012, p.
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722).

Laut dem Bundesamt fur Strahlenschutz sollten Kinder Sonnenschutzmittel mit min-
destens einem LSF 30 und Erwachsene mit einem LSF 20 auftragen. In Regionen
mit starker UV-Einwirkung sollte ein hoher bis sehr hoher LSF gewahlt werden (Bun-
desamt fur Strahlenschutz 2020).

Zum Erreichen des maximalen Schutzes muss eine grofe Menge Sonnenschutzmit-
tel aufgetragen werden. Um den gesamten Korper eines Erwachsenen zu schitzen,
sind 30—-35 ml (Springer Medizin 2020) oder 2 mg/cm? nétig (Bundesamt fiir Strah-
lenschutz 2020). Ein regelmaliges Nachcremen ist besonders nach dem Aufenthalt
im Wasser notwendig, da auch bei wasserfesten Praparaten nach zweimaligem 20-
minutigen Baden bis zu 50 % abgewaschen werden. Kinder mussen konsequent vor
UV-Strahlen geschitzt werden. Insbesondere Sauglinge und Kleinkinder bis zum
Alter von 2 Jahren durfen nicht direkt der Sonne ausgesetzt werden; ein Aufenthalt
im Schatten und textiler Schutz sind unbedingt erforderlich (Bundesamt fur Risiko-
bewertung 2019; Bundesamt fur Strahlenschutz 2020).

Aktuell wird uber mogliche gesundheitliche Risiken und umweltschadigende Wirkun-
gen einiger Inhaltsstoffe von Sonnenschutzmitteln diskutiert. In einer Studie der Food
and Drug Administration (USA) wurden chemische UV-Filter (Oxybenzon, Octocry-
len, Octinoxat, Avobenzon, Homosalat, Octisalat) nach Hautapplikation im Blut nach-
gewiesen. Da diese Studie jedoch keinen Beweis fur eine Gesundheitsschadigung
liefert, halten die Autoren einen Verzicht auf Sonnenschutzmittel nicht fur gerechtfer-
tigt (Matta et al. 2020). Laut dem Bundesamt fur Risikobewertung sind nach derzeiti-
gem wissenschaftlichen Stand gesundheitsschadliche Beeintrachtigungen bei Ver-
wendung von in der Europaischen Union erhaltlichen Sonnenschutzmitteln nicht zu
erwarten (Bundesamt fur Risikobewertung 2019).

Ebenso fehlen aktuell Beweise daflr, dass Inhaltsstoffe von Sonnencremes fur die
Schadigung von Wasserorganismen (z. B. im Rahmen des Korallensterbens) ver-
antwortlich sind. Experten sehen eher die Erwarmung der Ozeane durch den Klima-
wandel als ursachlich (Bundesamt fur Strahlenschutz 2020). Dennoch verbietet der
Pazifikstaat Palau seit 2020 als erstes Land weltweit Sonnencremes mit bestimmten
Inhaltsstoffen (z. B. Oxybenzon, Octinoxat, Octocrylen) wegen ihrer Auswirkung auf
das marine Okosystem. Die amerikanischen Jungferninseln folgten bereits diesem

Vorgehen; Hawaii und Key West (Florida) werden sich 2021 anschlieRen (Altmeyer
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und Barth 2020). Das Thema bleibt Gegenstand weiterfuhrender wissenschaftlicher

Untersuchungen.

1.2 Konfokale Lasermikroskopie

Bei histologischen Analysen wird die Gewebemorphologie lediglich in vitro beurteilt.
Bei diesem Verfahren konnen bei der Probengewinnung iatrogene Gewebetraumata
ausgelost werden und bei der Aufarbeitung Artefakte entstehen (Rajadhyaksha et al.
1999b). Neuere, nicht invasive Untersuchungsmethoden, wie die optische Koha-
renztomografie (OCT) (Gambichler et al. 2005a; 2005b; 2006) und die konfokale La-
sermikroskopie (KLM), umgehen diese Nachteile und ermdglichen die Darstellung
von histomorphologischen Strukturen in vivo. Mit diesen Techniken lassen sich mor-
phologische Veranderungen in Geweben in vivo in Echtzeit Uber einen langeren Zeit-
raum beobachten (Rajadhyaksha et al. 1999b; Schmitz et al. 2013).

1957 wurde das Prinzip der KLM erstmals beschrieben. Als Lichtquelle diente zu der
Zeit Weillicht (Gareau et al. 2008, pp. 1-6; Winston 2016). Bis zur Entstehung eines
hochauflosenden in vivo Mikroskops dauerte es fast vierzig Jahre. 1995 entwickelten
Rajadhyaksha et al. (1995; 1999a; 1999b) an der Harvard Medical School unter Ver-

wendung eines Lasers als Lichtquelle das erste KLM.

1.2.1 Optisches Grundprinzip und Auflésung

Das KLM ist aus einer Lichtquelle, einem Strahlteiler, einer Objektiv- und Fokussie-
rungslinse, einer Scanoptik, einer Lochblende und einem Detektor aufgebaut (s. Abb.
3). Bei der Lichtquelle handelt es sich um einen Dioden-Laserstrahl, der in die Haut
eindringt, nachdem er den Strahlteiler und die zwischengeschaltete Optik passiert
hat (Calzavara et al. 2008; Gareau et al. 2008, pp. 1-6).
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Abbildung 3: Grundprinzip eines konfokalen Lasermikroskops am Beispiel des Vivascope 1500 (mit
freundlicher Genehmigung der Mavig GmbH)

In der Haut fokussiert der Laserstrahl einen kleinen Punkt in einer Gewebeebene,
wobei mit Hilfe eines Rasterscanners die Ebene in horizontaler Richtung untersucht
wird. Die Gewebe-, Zell- und Mikrostrukturen weisen verschiedene Brechungsindizes
auf, wodurch der auftretende Lichtstrahl unterschiedlich reflektiert, gestreut oder ab-
sorbiert wird. Der reflektierte Lichtstrahl gelangt dann Uber die Lochblende zurick
zum Detektor, wodurch Signale herausgefiltert werden, die nicht aus der fokussierten
Ebene kommen. Dadurch ergibt sich die hohe Auflésung des KLM (Astner und Ulrich
2010; Hofmann-Wellenhof et al. 0. J.; Welzel et al. 2017) Die vom Detektor auf den
Computer geleiteten Signale werden von der integrierten Software (VivaScan®) be-
arbeitet, so dass aus den unterschiedlichen Reflexionsmustern zweidimensionale
Bilder in unterschiedlichen Graustufen entstehen, auf welchen die verschiedenen
Hautschichten und Strukturen morphologisch sichtbar sind (Calzavara-Pinton et al.
2008).

Je heller die Struktur im konfokal mikroskopischen Bild zur Darstellung kommt, desto
hoher ist der Brechungsindex dieses ,endogenen Kontrastmittels“. Den hochsten
Brechungsindex weist Melanin (n=1,72) auf, gefolgt von Keratin (n=1,51) und Kol-
lagen (n=1,43). Dagegen besitzen die Epidermis (n=1,34) und Dermis (n=1,41) nied-
rige Brechungsindizes (Astner und Ulrich 2010; Gareau et al. 2008, pp. 1-6; Welzel
et al. 2017).
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Die laterale Auflosung betragt 0,5-1 ym und liegt daher im zellularen Bereich. Die
axiale Auflosung liegt bei 3—5 ym und ist vergleichbar mit der Routinehistologie, bei
der die Schichtdicke typischerweise 5 um betragt.

Bei der konventionellen Histologie werden die Gewebeschnitte senkrecht zur Kor-
peroberflache angefertigt, wodurch vertikale Bilder entstehen. Bei der KLM sind die
optischen Schnittbilder dagegen horizontal zur Korperoberflache ausgerichtet, was
ein Umdenken bei der Auswertung erfordert. Die maximale Eindringtiefe betragt
300 um, womit eine Darstellung der Epidermis bis in die obere Dermis mdoglich ist
(Astner und Ulrich 2010; Rajadhyaksha et al. 1999b).

Der Name der KLM leitet sich aus der Anordnung der Lichtquelle, des fokussierten
Punktes im Gewebe und des Blendendurchmessers des Detektors ab. Sie befinden
sich in einer optisch konjugierten fokalen Ebene zueinander (Calzavara-Pinton et al.
2008).

1.2.2 Einsatz der KLM in der Dermatologie

Das KLM-Verfahren ermdglicht eine hochauflosende, horizontale Darstellung der
Hautschichten bis ins obere Stratum reticulare (Sies et al. 2020; Welzel et al. 2017).
Die Vorteile gegenuber der konventionellen Histologie mit vertikalen Schnittbildern
sind eine Vermeidung von zeitaufwandigen Gewebepraparationen mit irreversiblem
Gewebeuntergang, die Vermeidung von Artefakten bei der Probeentnahme, Einle-
gung und Farbung sowie die Vermeidung von iatrogenen Traumata und Narbenbil-
dungen (Astner und Ulrich 2010; Rajadhyaksha et al. 1999b).

In den vergangenen Jahrzehnten wurde die KLM erfolgreich zur Diagnostik bei be-
nignen, neoplastischen und entzindlichen Hauterkrankungen eingesetzt (Welzel et
al. 2017). Dazu zahlen Basalzellkarzinome (Nori et al. 2004), aktinische Keratosen
(Ulrich et al. 2008), Morbus Bowen (Ulrich et al. 2012), Kontaktekzeme (Astner et al.
2005; 2006; Maarouf et al. 2019), Psoriasis (Ardigo et al. 2009) und Vitiligo (Ardigo et
al. 2007b). Inzwischen hat sich die KLM in der dermatologischen Praxis zur Diagnos-
tik, Verlaufsbeobachtung und Therapiekontrolle oberflachennaher Hautveranderun-
gen etabliert.

Besonders hilfreich ist die KLM bei der Einschatzung der Dignitat von melanozytaren

Lasionen. Laut Pellacani et al. (2014) wird durch den Einsatz der KLM die Anzahl
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unnotiger Entnahmen von gutartigen Navi reduziert und die Spezifitdt der Mela-
nomdiagnostik verbessert. In einer Studie von Rueter et al. (2019) erreichte die KLM
bei der Diagnostik von Basalzellkarzinomen bei immunsupprimierten Patienten nach
Organtransplantation Sensitivitatsraten von 80-100 %.

Bei oberflachlichen entzundlichen Dermatosen interessieren neben den Diagnosen
auch die Verlaufe und Therapieeffekte (Welzel et al. 2017). Laut einer Multi-Center-
Studie von Ardigo et al. (2016) ist die KLM in der Lage, die drei dermato-
histopathologischen Hauptgruppen (spongiotische, psoriasiforme und Interface-
Dermatitis) entziindlicher Dermatosen zu differenzieren.

Im Rahmen der Erregerdiagnostik lassen sich mit der KLM in vivo Milben (Sarcoptes
scabiei bei Scabies oder Demodex folliculorum bei Rosacea) sowie Hyphen bzw.
Sporen bei der Onychomykose bzw. Tinea corporis darstellen. Fir die Visualisierung
von Viren und Bakterien ist die Auflosung zu schwach. Infektionen werden indirekt
uber die Darstellung der Entzindungsreaktion identifiziert (Welzel et al. 2017).
Weiter kann die KLM auch ex vivo angewendet werden. Die Technik ist insbesonde-
re fur die Schnellschnittdiagnostik und Schnittrandkontrolle in der onkologischen Chi-
rurgie interessant (Sies et al. 2020; Welzel et al. 2017). Kirzlich wurde die KLM ex
vivo erfolgreich bei der Diagnosestellung des bulldsen Pemphigoids eingesetzt
(Bagci et al. 2019), wenn auch die klassische direkte Immunfluoreszenz eine hohere
Sensitivitat zeigte (Sies et al. 2020).

1.2.3 KLM-Analyse der gesunden Haut

Mithilfe der KLM lassen sich die Schichten der Haut mit ihrer Zellanordnung darstel-
len (Welzel et al. 2017). Bei einer Eindringtiefe von bis zu 300 ym sind alle Schichten
vom Stratum corneum bis zum oberen Stratum reticulare erfassbar.

Das Stratum corneum besteht aus grof3en (10-30 um), kernlosen, polygonalen Ke-
ratinozyten. Aufgrund der unterschiedlichen Refraktionsindices von Immersionsme-
dium und Stratum corneum stellt sich diese Schicht leuchtend hell dar. Die Kera-
tinozyten haben dunkle Umrandungen und sind in Inselgruppen angeordnet. Die
Gruppen werden durch dunkle Falten separiert, die der Hautfelderung entsprechen.
Im tieferliegenden Stratum granulosum und Stratum spinosum sind die polygona-

len Zellen kleiner (10—25 pm) und weisen dunkle Zellkerne und leuchtendes Zyto-
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plasma auf. In den Zellen des Stratum granulosum treten zusatzlich helle Granula im
Zytoplasma auf. Durch die regelmaflige Anordnung der Zellen entsteht eine honig-
wabenartige Struktur.

In dem darunterliegenden Stratum basale sind die Basalzellen lediglich 10-20 ym
grol3. Ihre Helligkeit ist abhangig vom Melaningehalt, d. h. vom Hauttyp (s. Tab. 1)
und vom Braunungszustand der Haut. Durch die Darstellung pigmentierter basaler
Keratinozyten auf den Papillenspitzen zeigt sich ein pflastersteinartiges Muster.

An der dermoepidermalen Junktionszone bilden die Basalzellen leuchtende Ringe
um die dunklen dermalen Papillen. In ihnrem Zentrum befinden sich kleine Hohlraume,
in denen sich bewegende refraktile Zellen erkennen lassen. Diese Strukturen ent-
sprechen den Kapillargefalen und dem in vivo Blutfluss. Die Blutgefalde sind im da-
runterliegenden Stratum papillare und Stratum reticulare von Kollagenblindeln
umgeben, die ein netzartiges Geflecht bilden.

Mit der KLM kénnen auch Hautanhangsgebilde (z. B. Ausfuhrungsgange ekkriner
Drusen, Talgdrusen, Haarfollikel) abgebildet werden. Die spiralartigen Ausfuhrungs-
gange ekkriner Drusen schlangeln sich hell durch die Epidermis und Dermis, die
Talgdrusen erscheinen spulenartig mit einem hellen zentralen Haar.

Die mit der KLM dargestellten Merkmale konnen stark variieren und hangen vom Al-
ter, vom Geschlecht und von der Ethnie des Individuums sowie von der Lokalisation
des Areals ab. Die Struktur der Haut verandert sich nach UV-Exposition (Calzavara-
Pinton et al. 2008; Nehal et al. 2008). Melanin wirkt als Kontrastmittel, so dass das
Zytoplasma von stark pigmentierten Zellen hell erscheint (Middelkamp-Hup et al.
2006; Rajadhyaksha et al. 1995).

1.2.4 KLM-Analyse der akut sonnengeschadigten Haut

Gambichler et al. (2006) wiesen mittels KLM und OCT nach einer Bestrahlung mit
der MED bzw. dreifachen MED eine Zunahme der Epidermisdicke, eine Zunahme
der Pigmentation der Basalzellschicht (Zunahme der Helligkeit des Stratum basale
rund um die dermalen Papillen), eine Zunahme des Gefalldurchmessers (Vasodilata-
tion) in den dermalen Papillen und eine Abnahme der dermalen Reflexivitat (derma-
les Odem) nach. Die Veranderungen waren bis zu 72 Stunden nach der UV-

Exposition nachweisbar. Die Dickenzunahme der Epidermis (Abstand zwischen der
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Hautoberflache und der oberen Grenze der dermalen Papillen) um 20-50 % beruhte
hauptsachlich auf einer Dickenzunahme des Stratum corneum (Abstand von der
Hautoberflache bis zum ersten erkennbaren Kern im Stratum granulosum), aber
auch auf einer Verdickung des Stratum spinosum durch eine Akanthose .

Zu den mittels KLM detektierten histomorphologischen Veranderungen der Epidermis
von Probanden, die in Solarien innerhalb von drei Wochen sechsmal mit UVA be-
strahlt wurden, zahlten eine Zunahme der Dicke des Stratum corneums und der mi-
nimalen Epidermisdicke, eine Zunahme des Melanisierungsindex und eine Abnahme
der Grol3e der Zellen im Stratum granulosum (Gambichler et al. 2004b).

Da eine UV-Exposition (Dermatitis solaris) vornehmlich tiefere Schichten der Epi-
dermis und thermische Hitze eher héhere Schichten der Epidermis beeinflusst, mani-
festieren sich die resultierenden Verbrennungen ersten Grades in der KLM verschie-
den. Bei der Dermatitis solaris nimmt die Dicke des Stratum corneums zu, bei der
thermischen Schéadigung dagegen ab. Die Dickenzunahme des Stratum basale ist
bei der Dermatitis solaris gréBer als bei der thermischen Schadigung. Die GréBenzu-
nahme der Koérnerzellen des Stratum granulosum sind dagegen bei der thermischen

Verbrennung starker ausgepragt (Altintas et al. 2009).

1.3 Zielsetzung

Durch UV-Licht induzierte Veranderungen der Haut wurden bereits in vorangegan-
genen Studien mittels KLM untersucht (Gambichler et al. 2004a; 2004b; 2006). Das
Ziel der vorliegenden Dissertation ist die KLM-basierte Analyse von durch UV-Licht
ausgelosten morphologischen Veranderungen im Halbseitenvergleich. Dazu werden
die Befunde von ungeschutzter (linker Unterarm) und mittels hochpotenter UV-Filter
geschutzter Haut (rechter Unterarm) nach UV-Exposition Uber einen Zeitraum von 72
Stunden verglichen. Zur Analyse der Effektivitat der Sonnencreme auf zellularer
Ebene sollen die Entwicklung interzellularer Odeme (Spongiose), die Aufhebung der
Organisation der Zellverbande (Verlust der Honigwabenstruktur) und die Verande-
rung der BlutgefalRe (Vasodilatation) beurteilt werden.

Der Fokus soll aber auf bislang noch nicht untersuchten Aspekten, wie dem Nach-
weis von apoptotischen Zellen (SBC) und Mikrovesikeln liegen. Erganzend sollen die

durch die KLM dargestellten Veranderungen durch eine Hautbiopsie validiert werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Studienteilnehmer und Studienprotokoll

In die vorliegende klinische Studie wurden zehn Studienteilnehmer eingeschlossen.
Bei den Teilnehmern handelte es sich um Studenten und Angestellte der Universi-
tatsklinik Charité Berlin, wobei die Rekrutierung durch direktes muandliches Anspre-
chen erfolgte. Acht der Probanden waren weiblich und zwei mannlich. Zum Zeitpunkt
der Untersuchung lag das Alter der Studienteilnehmer zwischen 24 und 34 Jahren
(Durchschnittsalter 28,5 Jahre). Die Testpersonen wiesen einen Hauttyp zwischen Il
und IV auf (s. Tab. 1). Die Teilnahme an der Studie war freiwillig.

Vor der Durchfuhrung wurden den Teilnehmern der Ablauf sowie der Anlass der Stu-
die erklart. Zusatzlich wurde vor Beginn der Untersuchung sichergestellt, dass im
Testareal keine UV-Exposition innerhalb der letzten zwei Monate stattgefunden hatte
und dass in der Eigen- bzw. Familienanamnese der Probanden kein Hautkrebs vor-
lag. Weitere Ausschlusskriterien waren eine Fotosensibilitat, die Einnahme von foto-
sensibilisierenden Medikamenten, ein Alter unter 18 Jahren, eine Schwangerschaft
oder eine geistige Behinderung.

Die klinische Untersuchung wurde nach den ethischen Grundsatzen der Deklaration
von Helsinki durchgefuhrt. Eine Genehmigung der Ethikkommission der Charité Ber-
lin fur medizinische Forschung am Menschen lag vor (Ethikantrag Nummer EA
1/020/09).

Die Ergebnisse von funf Probanden des vorliegenden Kollektivs wurden veroffentlicht
(Ulrich et al. 2009). Bei den Autoren ist die Autorin der vorliegenden Arbeit als C. RuU-
ter gefuhrt. Die aus der Arbeit Ubernommenen Abbildungen werden im Folgenden

gekennzeichnet.
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2.2 UV-Bestrahlungsgerat — Saalmann-Multitester

Die UV-Exposition der Haut erfolgte mithilfe eines Saalmann-Multitesters (Saalmann
GmbH, Herford, Deutschland). Mit diesem Gerat konnen Fotopatch-Tests durchge-
fuhrt und Lichttreppen erstellt werden. Der Saalmann-Multitester verflgt Uber einen
getrennt  einstellbaren UVA- und UVB-Bereich mit einem UVA/UVB-
Lichttreppenvorsatz. Dieser besteht aus je funf Testfeldern mit einem Durchmesser
von je 15 mm (s. Abb. 4). Die fest integrierte Energieabstufung fur die Testareale
betragt 85 %, 70 %, 55 % und 40 % der eingestellten Ausgangdosis. Fur die
Energieabstufung gibt es Dosistabellen, wobei die Empfehlungen je nach Hauttyp
variieren konnen. Als Eingabedosis wird vom Hersteller ein Mittelwert von
100 mJ/cm? empfohlen. Uber die Steuerung wird die Belichtungszeit ermittelt.

Im Folgenden ist die fur die vorliegende Arbeit relevante UVB-Lichttreppe in verkurz-
ter Form aufgefuhrt (s. Tab. 2).

Tabelle 2: Lichttreppe im UVB-Bereich
(Ubernommen und gekiirzt aus Saalmann-Multitester SBC LT 400, Gebrauchsanweisung und Techni-
sche Beschreibung (Multi 99.doc, REV 01, Stand 14.06.1999))

Eingabedosis Dosis Dosis Dosis Dosis
Areal 1 Areal 2 Areal 3 Areal 4 Areal 5
[mJ/cm?] [mJ/cm?] [mJ/cm?] [mJ/cm?] [mJ/cm?]
90 77 63 50 36
100 85 70 55 40
110 94 77 61 44
120 102 84 66 48
130 111 91 72 52
140 119 98 77 56
150 128 105 83 60
160 136 112 88 64
170 145 119 94 68
180 153 126 99 72
190 162 133 105 76
200 170 140 110 80
210 179 147 116 84
220 187 154 121 88
230 196 161 127 92
240 204 168 132 96
250 213 175 138 100
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Abbildung 4: Saalmann-Multitester (mit freundlicher Genehmigung Saalmann® medical GmbH & Co.
KG)

2.3 Durchfuhrung der Bestrahlung

Die Bestrahlung mittels des Saalmann Multitesters (Saalmann GmbH, Herford,
Deutschland) erfolgte in der Fototherapieabteilung der Charité Berlin. Alle Stu-
dienteilnehmer wurden einmalig mit UVB-Licht nach einem definierten Protokoll zu
Beginn der Studie bestrahlt. Die UVB-Bestrahlung wurde in Form einer Lichttreppe
mit ansteigender Dosierung (96, 132, 168, 204, 240 mJ/cm?) durchgefiihrt, woriiber
dann die MED bestimmt wurde.

Als Testareal dienten die ventralen Unterarme, da diese in der Regel dem UV-Licht
kaum ausgesetzt sind (s. Abb. 5). Darliber hinaus war in diesem Bereich die Bestrah-
lung, die Untersuchung und die Beurteilung einfach durchzufuhren. Der linke ventrale
Unterarm wurde ungeschitzt und der rechte unter Sonnenschutz bestrahlt. Dazu
wurde eine kommerziell erhaltliche, liposomale Sonnencreme mit einem hohen Licht-
schutzfaktor (LSF) und Pumpsystem verwendet (Daylong actinica, Filter: Tinosorb S
und Tinosorb M; Spring Ltd., Egerkingen, Schweiz). Auf den rechten Unterarm wur-
den 30 Minuten vor der Bestrahlung zwei Hube entsprechend einer Menge von

2 mg/cm? aufgetragen.
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Abbildung 5: Durchfiihrung der UV-Exposition mit dem Saalmann-Multitester (mit freundlicher Ge-
nehmigung Saalmann® medical GmbH & Co. KG)

2.4 Klinische Evaluation

Die klinische Beurteilung erfolgte 24, 48 und 72 Stunden nach der UVB-Bestrahlung.
Dabei wurden die Daten der ungeschiitzten und der mittels Sonnencreme geschutz-

ten ventralen Unterarme verglichen.

Erytheme

Die durch die UVB-Bestrahlung entstandenen Erytheme wurden folgendermalfien

klassifiziert:

A = kein Erythem

B = gerade erkennbares, ungleichmafiges Erythem

C = flachiges, gleichmaliges, helles Erythem

D = deutliches Erythem ohne Odem

E = feuerrotes Erythem mit Odem und Schmerzhaftigkeit

F = violett rotes Erythem mit starkem Odem und starker Schmerzhaftigkeit,
eventuell Blasenbildung
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Bestimmung der Minimalen Erythemdosis (MED) und der maximalen UV-Dosis
Die MED ist die kumulative UV-Dosis, bei der erstmals ein Erythem auftritt (Sancle-
mente et al. 2008). Nach Durchfuhrung der Lichttreppe, bei der funf Testfelder mit
UV-B-Licht in aufsteigender Dosierung (96, 132, 168, 204, 240 mJ/cm?) bestrahlt
wurden, wurden die potenziell entstandenen Erytheme nach 24 Stunden beurteilt.
Dabei wurde bestimmt, bei welcher Bestrahlungsdosis erstmals ein Erythem auftrat.
Diese entsprach der individuellen MED des Studienteilnehmers. In der vorliegenden
Studie lagen die MED entweder bei 168 oder bei 204 mJ/cm?. Der néchsthéhere ab-
lesbare Wert wurde als individuelle maximale UV-Dosis festgelegt und lag bei 204
oder 240 mJ/cm?.

Bestimmung des Hauttyps

Der Hauttyp der Probanden wurde durch die Promovendin bestimmt (s. Tab. 1). Be-
rucksichtigt wurden die Hautfarbe und das Vorkommen oder Fehlen von Sommer-
sprossen, die Haarfarbe, die Augenfarbe, die anamnestische Reaktion auf eine Son-
nenbestrahlung, d. h. die Wahrscheinlichkeit des Auftretens oder Nichtauftretens ei-
nes Sonnenbrandes bzw. einer Braunung, und die anamnestische Eigenschutzzeit,

d. h. die bendtigte Zeit bis zum Auftreten eines Erythems bei ungeschutzter Haut.

2.5 Evaluation durch konfokale Lasermikroskopie

Geratecharakteristika des Vivascope 1500

FUr die in vivo Untersuchung der Haut wurde ein kommerziell erhaltliches KLM-
System (Vivascope 1500; Mavig GmbH, Minchen, Lucid-Tech Inc., Henrietta, NY,
USA) verwendet (s. Abb. 6). Das KLM (VivaScope®) besteht aus einem Geratewa-
gen mit PC (Monitor und Tastatur), einer digitalen Makrokamera (VivaCam®) und
einem 830 nm Diodenlaser, der an einem Schwenkarm angebracht ist. Er verfugt
Uber ein 30 x-Wasserimmersions-Objektiv und eine numerische Apertur von 0,9.
(Gareau et al. 2008, pp. 1-6; Mavig GmbH 2020). Die Laserenergie ist kleiner als
30 mW und damit ungefahrlich fur das Auge und das zu untersuchende Gewebe
(Laserklasse I) (Welzel et al. 2017).
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Abbildung 6: Konfokales Lasermikroskop — Vivascope 1500 (mit freundlicher Genehmigung der
Mavig GmbH)

Vorbereitung fur die Aufnahmen

Fir die Untersuchung wurde ein Edelstahl-Gewebering mit einem zuvor befestigten
transparenten Fenster auf die Haut geklebt (s. Abb. 7A). Vorher wurde auf die Haut
ein Tropfen Immersionsdl aufgebracht, um die Oberflachenreflexion zu minimieren.
Da die Refraktionsindices von Ol (n=1,50), Stratum corneum (n=1,55) und transpa-
rentem Fensterglas (n=1,52) annahernd gleich sind, wurde so eine vorzeitige Bre-
chung des Lichts vermieden. AnschlieRend wurde mit einer digitalen Makrokamera
(VivaCam®), die auf dem Edelstahlring positioniert wurde, ein dermatoskopisches
Bild der Hautoberflache mit einer Grofde von 10 x 10 mm und 5 Megapixeln angefer-
tigt (s. Abb. 7B). Diese Aufnahme diente der Orientierung zur Lokalisation der konfo-
kalmikroskopisch untersuchten Areale. Nach Entfernung der Kamera wurde auf das
Klebefenster ein wasserbasiertes Ultraschallgel (n=1,35) aufgebracht (s. Abb. 7C).
Der Brechungsindex des Gels ahnelt dem der Epidermis (n=1,34), wodurch eine
Darstellung durch die Epidermis bis in die Dermis moglich wurde. Danach wurde das

Gehause des Objektivs auf dem Gewebering magnetisch fest fixiert, wodurch bewe-
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gungsbedingte Artefakte minimiert werden sollten (s. Abb. 7D) (Gareau et al. 2008,
pp. 1-6; Hofmann-Wellenhof et al. o. J.; Mavig GmbH 2020).

b 4
VIVASCOPE"
S 0 0O e

Abbildung 7: Vorbereitung der Aufnahmen mit dem Vivascope 1500 (mit freundlicher Genehmigung
der Mavig GmbH)

A: Positionierung des Edelstahl-Geweberings, B: VivaCam® zur Anfertigung einer Ubersichtsaufnah-
me, C: Applikation des Ultraschallgels, D: Positionierung des Vivascope 1500 auf dem Gewebering

Aufnahmemodalitdten des Gerates

Bei der Aufnahme kann zwischen verschiedenen Modalitaten gewahlt werden. In
einer gewahlten horizontalen Ebene (Epidermis, dermoepidermale Junktionszone
oder obere Dermis) ist es moglich, ein Einzelbild von einer Gré3e von 500 x 500 uym
zu erstellen. Die Aufnahme von 16 x 16 Einzelbildern in dieser Ebene (x-y-Richtung)
mit einer maximalen Ausdehnung von 8 x 8 mm wird als VivaBlock® bezeichnet.
Dieser hat eine Auflosung von 2 Pixel/um. Bei der Erstellung eines VivaStacks®
werden Aufnahmen in vertikaler Ebene (z-Richtung) durchgefiihrt, wodurch eine ,op-
tische Stanzbiopsie” entsteht. Durch die Kombination der VivaBlock®- und Vi-
vaStack-®-Aufnahme (x-y-z-Richtung) entsteht ein VivaCube® mit einer 3D-
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Darstellung eines bestimmten Areals. Zudem ist es moglich, Videosequenzen aufzu-
nehmen und dadurch sich bewegende Blutzellen bzw. den Blutfluss darzustellen. Der
ganze Aufnahmevorgang dauert ungefahr 10 Minuten (Hofmann-Wellenhof et al. o.
J.; Mavig GmbH 2020; Welzel et al. 2017).

Mit der integrierten VivaScan® Software werden die Patientendaten und Aufnahmen
gespeichert, bearbeitet und dargestellt. Mit dem ,Electronic Zoom* kénnen Aufnah-
men um das 1,7-fache vergroRert werden, mit dem ,Automatic Image Control* wird
die Bildintensitat automatisch angepasst und mit dem ,Video Capture Software Mo-

dul” kdnnen Videoaufnahmen erstellt werden (Mavig GmbH 2020).

Aufnahmen und Dokumentation der Schichten der Epidermis und Dermis
Die Bilder wurden systematisch aufgenommen und dokumentiert. Die Auswertung
erfolgte durch die Promovendin in Zusammenarbeit mit einem Dermatologen, der
uber weitreichende Erfahrungen mit der KLM verfugte.
Dabei wurde mit der Darstellung der obersten Schicht der Epidermis, d. h. mit dem
Stratum corneum, begonnen. Danach wurden Bilder des Stratum granulosum, des
Stratum spinosum und der dermoepidermalen Junktionszone angefertigt. Zuletzt
wurde die retikulare Dermis dargestellt. Fur jede Schicht wurden drei horizontale
(XY)-Karten (VivaBlock®) angelegt (Ubersichtskarte: 4 mm x 4 mm). Zusétzlich wur-
den pro Schicht vier bis sechs Bilder mit einer AusschnittgroRe von 500 x 500 pm
aufgenommen. Die Aufnahmen erfolgten vor der UVB-Bestrahlung (Zeitpunkt 1) so-
wie 24 (Zeitpunkt 2), 48 (Zeitpunkt 3) und 72 Stunden (Zeitpunkt 4) nach der Be-
strahlung. Untersucht wurde die Haut des ungeschutzten und des mittels Sonnen-
creme geschutzten ventralen Unterarms.
Der Vergleich bzw. die Auswertung des Bildmaterials erfolgte verblindet nach einem
standardisierten Protokoll. Die Verblindung betraf den Namen, das Alter, das Ge-
schlecht und den Hauttyp der Probanden. Die Bilder wurden retrospektiv morpholo-
gisch-deskriptiv evaluiert.
Folgende Parameter wurden auf den KLM-Aufnahmen untersucht:

o Auftreten einer Spongiose (interzelluldres Odem)

¢ Auftreten von SBC

¢ Auftreten von Mikrovesikel

¢ Verlust der Honigwabenstruktur

e Auftreten einer Vasodilatation
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Die Bewertung der Parameter erfolgte nach folgendem Schema:
°- nicht vorhanden
e (-) nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflosung
e + vorhanden/ schwach ausgepragt

e ++ vorhanden / malig ausgepragt

+++ vorhanden / stark ausgepragt
k. A. keine Angabe

2.6 Hautbiopsie und Routinehistologie

Zur Validierung wurden die Ergebnisse der KLM mit nachweisbaren morphologi-
schen Veranderungen einer Routinehistologie abgeglichen. Hierfir wurde zum Zeit-
punkt 3 (48 Stunden nach der UVB-Bestrahlung) von einem Studienteilnehmer eine
4 mm Stanzbiopsie vom linken ventralen Unterarm entnommen. Die entsprechende
Hautstelle wurde zunachst desinfiziert und mit Lokalanasthesie betaubt. Die Aufar-
beitung und Auswertung des entnommenen Probematerials erfolgte in der Abteilung
fur Dermatohistologie der Charité Universitatsmedizin Berlin. Hier wurde das Biopsat
zunachst mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Dann erfolgte der Zuschnitt
in vertikale 3 ym dicke Scheiben und anschliefend eine Farbung mittels Hamatoxy-
lin-Eosin. Die Beurteilung unter dem Lichtmikroskop erfolgte durch einen erfahrenen

Dermatohistologen.
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3 Ergebnisse

Zu den Zeitpunkten 1-3 konnten die Daten aller Probanden (n = 10) ausgewertet
werden. Die Daten zum Zeitpunkt 4 beziehen sich auf neun Probanden, da ein Pro-
band den Untersuchungszeitpunkt nicht wahrnehmen konnte.

3.1 Klinische Auswertung

Zunachst wurde die Erythementwicklung der Probanden am rechten ventralen son-
nengeschutzten Unterarm nach 24, 48 und 72 Stunden beurteilt. Nach der Bestrah-
lung mit der individuell unterschiedlichen maximalen Dosis von 204 oder 240 mJ/cm?
zeigte sich bei keinem Probanden zu keinem Zeitpunkt ein Erythem (s. Tab. 3). Auf
die Beurteilung und Dokumentation der Befunde des rechten Unterarms nach der
Bestrahlung mit der MED wurde daher verzichtet.

Tabelle 3: Klinische Evaluation des Erythems am rechten geschitzten ventralen Unterarm 24, 48 und
72 Stunden nach UV-Bestrahlung mit einer maximalen Dosis von 204 oder 240 mJ/cm?

Studien- uv-B Ablesung Ablesung Ablesung

teilnehmer Dosis in nach nach nach
mJ/icm®> 24 h 48 h 72 h

1 I 240 A A A

2 Il 240 A A A

3 1l 240 A A A

4 Il 240 A A A

5 1l 240 A A A

6 Il 204 A A A

7 I 204 A A A

8 \% 240 A A A

9 Il 204 A A A

10 Il 204 A A k. A.

Legende: A = kein Erythem; B = gerade erkennbares, ungleichmaRiges Erythem; C= flachiges,
gleichmaRiges, helles Erythem; D= deutliches Erythem ohne Odem; E= feuerrotes Erythem mit Odem
und Schmerzhaftigkeit; F= violett rotes Erythem mit starkem Odem und starker Schmerzhaftigkeit,
eventuell Blasenbildung; k.A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)
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AnschlieRend wurde die Erythementwicklung des linken ungeschutzten ventrale Un-
terarm 24, 48 und 72 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der MED bewertet.
Dabei zeigten die Probanden individuell unterschiedliche Reaktionen (s. Tab. 4). Die
meisten Probanden entwickelten 24 Stunden nach der Bestrahlung mit der MED ein
gerade erkennbares, ungleichmafliges Erythem, das im Zeitverlauf abheilte oder
persistierte. Bei einem Studienteilnehmer wurde das Erythem im Untersuchungsver-
lauf jedoch starker. Nach 48 und 72 Stunden war ein feuerrotes, schmerzhaftes
Erythem mit Odem nachweisbar.

Tabelle 4: Klinische Evaluation des Erythems am linken ungeschitzten ventralen Unterarm 24, 48
und 72 Stunden nach UV-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED)

Studien- Hauttyp UVB-Dosis  Ablesung Ablesung Ablesung

teilnehmer in mJ/cm? nach 24 h nach 48 h nach 72 h

I 204
1l 204
1l 204
1l 204
204
I 168
I 168
\Y 204
I 168
10 1l 168 C C

Legende: A = kein Erythem; B = gerade erkennbares, ungleichmaRiges Erythem; C= flachiges,
gleichmaRiges, helles Erythem; D= deutliches Erythem ohne Odem; E= feuerrotes Erythem mit Odem
und Schmerzhaftigkeit; F= violett rotes Erythem mit starkem Odem und starker Schmerzhaftigkeit,
eventuell Blasenbildung; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)
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Nach der Bestrahlung mit der individuell unterschiedlichen maximalen UV-Dosis von
204 oder 240 mJ/cm? zeigte sich 24 Stunden nach der Bestrahlung bei den meisten
Probanden ein etwas starkeres flachiges, gleichmaliges, helles Erythem, das sich im
weiteren Untersuchungsverlauf zurtickbildete (s. Tab. 5). Auch hier entwickelte sich

das Erythem eines Studienteilnehmers gegenlaufig (siehe unten).
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Tabelle 5: Klinische Evaluation des Erythems am linken ungeschitzten ventralen Unterarm 24, 48
und 72 Stunden nach UV-Bestrahlung mit einer maximalen Dosis von 204 oder 240 mJ/cm?

Studien- Hauttyp UVB-Dosis  Ablesung Ablesung Ablesung

teilnehmer in mJ/cm? nach 24 h nach 48 h nach 72 h

I 240
1l 240
1l 240
1l 240
240
I 204
I 204
\Y 240
I 204
10 1l 204 C C

Legende: A = kein Erythem; B = gerade erkennbares, ungleichméaRiges Erythem; C= flachiges,
gleichmaRiges, helles Erythem; D= deutliches Erythem ohne Odem; E= feuerrotes Erythem mit Odem
und Schmerzhaftigkeit; F= violett rotes Erythem mit starkem Odem und starker Schmerzhaftigkeit,
eventuell Blasenbildung; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)

© 00 N o g A WN =
O ® W O OO 0O O o
O 0 U 0 W W W O m
X 0 >» U W W W w O m

>

3.2 Konfokale Lasermikroskopie (KLM) — unbehandelte Haut

Die Epidermis zeigte in den KLM-Aufnahmen eine gleichmaRige Struktur (s. Abb. 8-
10). Charakteristisch waren epidermale Inseln, die durch dunkle Falten separiert
wurden. Diese Falten entsprachen den Hautfalten. Die Keratinozyten waren regel-
mallig angeordnet, wodurch sich die typische honigwabenartige Struktur ergab.
Intrazellular zeigten Keratinozyten ein dunkles Zentrum, das dem Zellkern entsprach.
Das umgebende Zytoplasma war deutlich heller gefarbt. Die Zellen variierten in Ab-
hangigkeit von der Schicht in ihrer GroRe. Im Stratum corneum waren die Zellen mit
10-30 ym am gréflten (s. Abb. 8). In dem darunterliegenden Stratum granulosum
hatten die Keratinozyten eine Grofie von 20-25 um (s. Abb. 9). Im Stratum spinosum
Betrug der Durchmesser der Zellen 15-25 ym (s. Abb. 10).
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Abbildung 8: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des linken Unterarms vor der Bestrah-
lung mit UVB — Stratum corneum (Ulrich et al. 2009)

Charakteristisch fiir das Stratum corneum sind grof3e, gleichmaRig angeordnete, kernlose, polygonale
Zellen.

Abbildung 9: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des linken Unterarms vor der Bestrah-
lung mit UVB — Stratum granulosum (Ulrich et al. 2009)

Charakteristisch fir das Stratum granulosum sind regelmaflig angeordnete, polygonale Zellen (Ho-
nigwabenmuster). Der Zellkerne sind dunkel gefarbt, das Zytoplasma leuchtend mit hellen Granula.
Bei den dunklen Arealen handelt es sich um Hautfalten (*).
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Abbildung 10: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des linken Unterarms vor der Bestrah-
lung mit UVB — Stratum spinosum (Ulrich et al. 2009)

Charakteristisch fur das Stratum spinosum sind kleine, regemaRig angeordnete, polygonale Zellen
(Honigwabenmuster) mit dunklen Zellkernen und leuchtendem Zytoplasma.

An der dermoepidermalen Junktionszone lag ein Muster aus Ringstrukturen (s. Abb.
11). Das Stratum basale leuchtete durch die dort lokalisierten pigmentbeladenen Ba-
salzellen und Melanozyten hell. Die Zellen bildeten leuchtende Ringe um die dunklen
dermalen Papillen (s. Abb. 11, rote Kreise). Im Zentrum der Papillen waren Hohlrau-
me erkennbar, die als Kapillaren identifiziert wurden. Im Lumen der Gefalde waren

die Erythrozyten als kleine leuchtende und bewegliche Zellen sichtbar.
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Abbildung 11: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des linken Unterarms vor der Bestrah-
lung mit UVB — dermoepidermale Junktionszone (Ulrich et al. 2009)

Dermoepidermale Junktionszone mit dunklen dermalen Papillen, die von Basalzellen in Form von
leuchtenden Ringen umrandet werden (runde leuchtende Strukturen mit dunklem Zentrum; roter
Kreis). Im Zentrum der dermalen Papillen sind kleine Hohlrdume erkennbar, wobei es sich um Kapil-
largefale mit Erythrozyten handelt (weil3er Pfeil).

3.3 Konfokale Lasermikroskopie (KLM) — ungeschutzte Haut

Bei den Studienteilnehmern wurden die beiden Hautareale am linken ventralen Un-
terarm untersucht, die entweder mit der MED oder mit der maximalen Dosis von 204

mJd/cm? oder 240 mJ/cm? bestrahlt wurden.
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3.3.1 Spongiose

24 Stunden nach der Bestrahlung mit der MED war im Testareal auf epidermaler
Ebene bei neun Studienteilnehmern eine Verbreiterung des hellen Interzellularraums
zu beobachten. Hierbei handelt es sich um eine Spongiose. Abbildung 12 und 13
zeigen die Spongiose im Stratum granulosum und Stratum spinosum. Nach 48 Stun-
den war das interzellulare Odem noch bei sieben Studienteilnehmern nachweisbar
und nach 72 Stunden bei funf von neun Studienteilnehmern. Bei zwei der Stu-
dienteilnehmer nahm die Spongiose im Verlauf zu (s. Tab. 6).

Nach der Bestrahlung mit der héheren Dosis von 204 mJ/cm? oder 240 mJ/cm? zeig-
te sich nach 24 Stunden bei acht Studienteilnehmern eine Spongiose. Nach 48 Stun-
den war dieses Phanomen bei neun Studienteilnehmern nachweisbar und nach 72
Stunden bei sechs von neun Studienteilnehmern. Bei einem Studienteilnehmer trat

eine Spongiose nach 72 Stunden erstmals auf.

Tabelle 6: Auftreten einer Spongiose am linken ungeschiitzten Unterarm nach der UVB-Bestrahlung
mit der minimalen Erythemdosis (MED) bzw. mit der maximalen Dosis

Zeit- Proband

punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24 h + + + + + + + - + +
48h + + = + + + + = + =

72 h ++ ++ - + + + - - - k. A.

24 h + + + + + + - + - +

48 h + + + + + + = + + +

72 h + + - + + + + - - k. A.
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflosung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / maRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)
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Abbildung 12: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms

24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Spongiose im Stra-
tum granulosum (Ulrich et al. 2009)

Die Spongiose ist an der Erweiterung und Hervorhebung des Interzellularraums erkennbar.

Abbildung 13: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 24

Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Spongiose im Stratum
spinosum (Ulrich et al. 2009)

Die Spongiose ist an der Erweiterung und Hervorhebung des Interzellularraums erkennbar.
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3.3.2 Sunburn cells

Bei drei Studienteilnehmern waren 24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der
MED grofe Keratinozyten zu beobachten (s. Tab. 7). Diese Zellen stellten sich als
grofRe schwarze Hohlraume mit einem hellen runden, teilweise auch gezackten Zent-
rum dar (s. Abb. 14). Hierbei handelte es sich um apoptotische Zellen (SBC). Nach
48 Stunden waren diese Zellen bei sechs Studienteilnehmern nachweisbar (s. Abb.
15 und 16). Betroffene wiesen mehrheitlich einen Hauttyp von Il oder Ill auf. 72
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der MED traten keine SBC mehr auf.

Bei funf Studienteilnehmern waren 24 Stunden nach der Bestrahlung mit der maxi-
malen UVB-Dosis SBC nachweisbar (s. Abb. 17). Nach 48 Stunden betraf dies eben-
falls funf Studienteilnehmer, wobei im Vergleich zum 24-Stunden-Befund bei einem
Studienteilnehmer die Zellen nicht mehr nachgewiesen werden konnten und bei ei-
nem anderen Probanden die Zellen erstmals auftraten. Nach 72 Stunden waren SBC
bei zwei von neun Studienteilnehmern nachweisbar.

Bei einigen Studienteilnehmern konfluierten diese zu Mikrovesikel, worauf im folgen-
den Kapitel 3.3.3 eingegangen wird.

Tabelle 7: Auftreten von apoptotischen Zellen (Sunburn cells) am linken ungeschiitzten Unterarm
nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) bzw. mit der maximalen Dosis

Zeit- Proband

punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24h - ++ - - + + - - - -

48h  ++ + - + + + + - - -

72h - - - - - - - - - k. A.
24h + + - + + + - - - -

48h  ++ + - - + + + - - -

72h + - - - - + - - - k. A.
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflosung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / maRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)
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Abbildung 14: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 24
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Stratum granulosum mit
Sunburn cells (Ulrich et al. 2009)

Sunburn cells mit groBem schwarzen Rand und hellem Zentrum (roter gestrichelter Kreis). Das Er-

scheinungsbild des hellen Zentrums variiert von zackig bis rund. Grund hierfiir ist das unterschiedliche
Apoptose-Stadium.

Abbildung 15: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 48
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Stratum granulosum mit
Sunburn cells (Ulrich et al. 2009)

Sunburn cells mit runden zentralen Zellkernen und einem ausgedehnten dunklen Zytoplasmarand
(gelbe gestrichelte Kreise)
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Abbildung 16: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 48
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Stratum spinosum mit
Sunburn cells (Ulrich et al. 2009)

Sunburn cells entweder mit gezacktem Kern und einem schmalen dunklen Rand (roter gestrichelter

Kreis), oder mit runden zentralen Zellkernen und einem ausgedehnten dunklen Zytoplasmarand (gel-
ber gestrichelte Kreise)

Abbildung 17: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschitzten linken Unterarms 24
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis von 240 mJ/cm? — Stratum granulosum
mit Sunburn cells und Mikrovesikel (Ulrich et al. 2009)

Sunburn cells (gestrichelte gelbe Kreise), die teilweise zu Mikrovesikel konfluieren (roter gestrichelter
Kreis, s. Kap. 3.3.3)
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3.3.3 Mikrovesikel

24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit MED konfluierten mehrere SBC bei ei-
nem Studienteilnehmer. In den Aufnahmen waren grof3e schwarze Hohlraume mit
teilweise gezackten Zentren erkennbar, die als Mikrovesikel identifiziert werden
konnten (s. Tab. 8). Nach 48 Stunden waren diese Mikrovesikel bei zwei Studienteil-
nehmern nachweisbar (s. Abb. 18) und nach 72 Stunden bei einem von neun Stu-
dienteilnehmern.

Auch bei der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis traten nach 24 Stunden bei
zwei Studienteilnehmern Mikrovesikel auf (s. Abb. 19-21); nach 48 Stunden war dies
bei drei Studienteilnehmern und nach 72 Stunden bei zwei von neun Studienteilneh-
mern der Fall. Die Studienteilnehmer, bei denen die Veranderungen auftraten hatten
einen Hauttyp von Il oder Il

Tabelle 8: Auftreten von Mikrovesikel am linken ungeschitzten Unterarm nach der UVB-Bestrahlung
mit der minimalen Erythemdosis (MED) bzw. mit der maximalen Dosis

‘ Mikrovesikel

Zeit- Proband

punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24h - + - - - - - - - -

48h + ++ - - - - - - - -

72h - + - - - - - - - k. A.
24h - ++ - + - - - - - -

48h ++ +++ - + = - g - - -

72h + + - - - - - - - k. A.
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflésung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / mafRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k.A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)
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Abbildung 18: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 48
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — Stratum granulosum mit
Mikrovesikel (Ulrich et al. 2009)

Mikrovesikel (runde gestrichelte Kreise) imponieren als groRe dunkle konfluierende Hohlrdume mit

hellen rundlichen Strukturen im Zentrum. Zusatzlich ist eine Spongiose durch Erweiterung des Inter-
zellularraums erkennbar.

Abbildung 19: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschuitzten linken Unterarms
24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis von 240 mJ/cm?® — Stratum granulo-
sum mit ausgepragten Mikrovesikel (gelbe Pfeile) (Ulrich et al. 2009)

Zusatzlich ist eine Spongiose erkennbar.
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Abbildung 20: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschuitzten linken Unterarms
24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis von 240 mJ/cm? —Stratum spinosum
mit ausgepragten Mikrovesikel (gelbe Pfeile) (Ulrich et al. 2009)

Zusatzlich ist eine Spongiose erkennbar.

Abbildung 21: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschuitzten linken Unterarms
24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis von 240 mJ/cm? — Dermoepidermale
Junktionszone mit ausgepragten Mikrovesikel (gelbe Pfeile) (Ulrich et al. 2009)

Zusatzlich ist eine Spongiose erkennbar.
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3.3.4 Verlust der Honigwabenstruktur

24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der MED war bei keinem Studienteilneh-
mer die Honigwabenstruktur verandert (s. Tab. 9). Nach 48 und 72 Stunden war bei
funf Studienteilnehmern die Honigwabenstruktur aufgehoben.

Bei der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis war nach 24 Stunden bei einem
Studienteilnehmer die Epidermis durch den Verlust der Honigwabenstruktur struktu-
rell-morphologisch verandert. Nach 48 Stunden waren sechs und nach 72 Stunden

funf von neun Studienteilnehmern betroffen.

Tabelle 9: Verlust der Honigwabenstruktur am linken ungeschiitzten Unterarm nach der UVB-
Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) bzw. mit der maximalen Dosis

Verlust der Honigwabenstruktur

Zeit- Proband

punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

24h - - - - - - - - - -

48h + + - + + + - - - -

72 h + + - + + + - - - k. A.

24h - - - - - + - - - -

48h + + - + + + - - - +

72 h ++ + - + + + - - - k. A.
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflosung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / maRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)

Beim Verlust des Honigwabenmusters kommt es zu einer Aufhebung der architekto-
nischen Struktur. Erkennbar ist dies an einer Aufhebung des regelmafigen polygona-
len Musters des Stratum granulosum und Stratum spinosum, das aus den dunklen
Zellkernen der Keratinozyten und den refraktilen Zellgrenzen bzw. der interzellularen
Substanz besteht (s. Abb. 22 und 23).

40



Abbildung 22: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 48
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen UV-Dosis von 240 mJ/cm? — Stratum granulo-
sum/ Stratum spinosum mit Aufhebung der Honigwabenstruktur.

Beim Verlust der Honigwabenstruktur sind irregulare Zellgrenzen und eine grof3e Variabilitat der Kera-
tinozyten erkennbar.

Abbildung 23: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschutzten linken Unterarms 48
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen UV-Dosis von 240 mJ/cm?®~ Stratum granulo-
sum/ Stratum spinosum mit Aufhebung der Honigwabenstruktur.

Beim Verlust der Honigwabenstruktur sind irregulére Zellgrenzen und eine grof3e Variabilitat der Kera-
tinozyten erkennbar.
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3.35 Vasodilatation

Auf dermaler Ebene war 24 Stunden nach der Bestrahlung mit einer MED bei sechs
Studienteilnehmern eine Blutgefalidilatation sichtbar, die mit einem schnelleren Blut-
fluss verbunden war (s. Tab. 10 und Abb. 24). Nach 48 Stunden war die Vasodilata-
tion noch bei vier Studienteilnehmern nachweisbar (s. Abb. 25). Das Gleiche galt fur
den 72 Stunden Untersuchungszeitpunkt, wobei bei einem Studienteilnehmer die
Vasodilatation erstmals nach 72 Stunden auftrat und bei einem weiteren nicht mehr
nachzuweisen war.

Eine Vasodilatation nach der Bestrahlung mit der maximalen Dosis war nach 24
Stunden bei sieben Studienteilnehmern und nach 48 bzw. 72 Stunden bei sechs

Studienteilnehmern erkennbar.

Tabelle 10: Auftreten einer Vasodilatation am linken ungeschitzten Unterarm nach der UVB-
Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) bzw. mit der maximalen Dosis

Vasodilatation

Zeit- Proband

punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24 h + + + + + - - - + -

48 h + (-) - + + - - - + -
72h  ++ () - + + + - - - k. A
24 h + + + + + + - - + -

48 h + (-) + + + + - - (-) +
72h  + + - + + + - - + k. A
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflosung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / mafRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k. A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)



Abbildung 24: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschuitzten linken Unterarms
24 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — papillare Dermis mit
dilatierten BlutgefaRen (Ulrich et al. 2009)

Die roten Pfeile kennzeichnen langliche, leuchtende Strukturen, die dilatierten BlutgefaRen entspre-
chen. Bei der in-vivo Untersuchung konnten sich bewegende Zellen detektiert werden.

Abbildung 25: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des ungeschuitzten linken Unterarms
48 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der minimalen Erythemdosis (MED) — papillare Dermis mit
dilatierten BlutgefaRen (Ulrich et al. 2009)

Die roten Pfeile kennzeichnen langliche, leuchtende Strukturen, die dilatierten BlutgefaRen entspre-
chen. Bei der in-vivo Untersuchung konnten sich bewegende Zellen detektiert werden.
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3.4 Histologie der ungeschitzten Seite nach der Bestrahlung

Das histologische Praparat, das 48 Stunden nach der Bestrahlung mit 240 mJ/cm?
von Proband 1 entnommen wurde, diente der Validierung der konfokalmikroskopisch
beschriebenen Merkmale. SBC und Mikrovesikel waren konfokalmikroskopisch bei
diesem Probanden besonders ausgepragt darstellbar, so dass ein Vergleich gut
moglich war.

In der Histologie zeigten sich epidermal einzelne apoptotische Keratinozyten, sowie
multiple Mikrovesikel mit zentralen Zellen mit akantholytischem und runden Erschei-
nungsbild. Dermal war zudem die Vasodilatation gut sichtbar (s. Abb. 26).

Abbildung 26: Histologischer Schnitt (Hdmatoxylin-Eosin-Farbung) des ungeschitzten linken Unter-
arms 48 Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit 240 mJ/cm? (Ulrich et al. 2009)

Erkennbar sind multiple Mikrovesikel mit zentralen Zellen mit akantholytischem und rundem Erschei-
nungsbild (roter gestrichelter Kreis), einzelne apoptotische Keratinozyten (weiler Pfeil) und eine Blut-
gefallerweiterung in der oberen Dermis.
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3.5 Konfokale Lasermikroskopie (KLM) — geschutzte Haut

Spongiose

Bei der Untersuchung der sonnengeschutzten Haut des rechten Unterarms nach der
Bestrahlung mit einer maximalen Dosis von 204 oder 240 mJ/cm? zeigte sich nach
24 Stunden bzw. 72 Stunden bei keinem Studienteilnehmer eine Spongiose. Nach 48
Stunden war diese bei einem Studienteilnehmer nachweisbar (s. Tab. 11).

Tabelle 11: Auftreten einer Spongiose am rechten geschitzten Unterarm nach der UVB-Bestrahlung
mit der maximalen Dosis

Spongiose
Zeit- Proband
punkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24 h - - - - - - - - - -
48 h - - - - - - - e e +
72 h - - - - - - - - - k.A.
Legende: - = nicht vorhanden; (-) = nicht sichtbar aufgrund von beeintrachtigter Auflésung; + = vor-

handen / schwach ausgepragt; ++ = vorhanden / mafRig ausgepragt; +++ = vorhanden / stark ausge-
pragt; k.A.= keine Angabe (Proband hat den Termin nicht wahrgenommen)

Sunburn cells
Nach der Bestrahlung des rechten geschutzten Unterarmes mit der maximalen UVB-
Dosis traten bei keinem der Studienteilnehmer zu den drei Messzeitpunkten SBC

auf.

Mikrovesikel
Nach der Bestrahlung des rechten geschutzten Unterarmes mit der maximalen UVB-
Dosis traten bei keinem der Studienteilnehmer zu den drei Messzeitpunkten Mikro-

vesikel auf.

Verlust der Honigwabenstruktur

Nach der Bestrahlung des rechten geschutzten Unterarmes mit der maximalen UVB-
Dosis zeigte keiner der Studienteilnehmer zu den drei Messzeitpunkten einen Verlust
der Honigwabenstruktur der Epidermis.
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Vasodilatation
Nach der Bestrahlung des rechten geschutzten Unterarmes mit der maximalen UVB-

Dosis trat zu keinem der drei Messzeitpunkte eine Vasodilatation auf.

Die Intaktheit der Strukturen der Haut 24 Stunden nach der Bestrahlung mit der ma-
ximalen UV-Dosis wird auch in den Aufnahmen in Abbildungen 27 deutlich. Anzei-
chen einer UVB-bedingten Schadigungen (Spongiose, SBC, Mikrovesikel, Verlust

der Honigwabenstruktur, Vasodilatation) waren nicht bzw. nur einmalig erkennbar.

Abbildung 27: Konfokale Lasermikroskopie (KLM) Aufnahme des geschiitzten rechten Unterarms 24
Stunden nach der UVB-Bestrahlung mit der maximalen Dosis von 240 mJ/cm? (Ulrich et al. 2009)

a: Stratum corneum, b: Stratum granulosum, c: dermoepidermale Junktionszone, d: papillare Dermis
Alle Schichten prasentieren sich homogen mit polygonalen Zellen, die in einem Honigwabenmuster
angeordnet sind. Es liegen kein Anzeichen fir eine UV-Schéadigung vor.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Konfokalen Lasermik-
roskopie (KLM) — ungeschiitzte Haut vs. geschitzte Haut

In den folgenden Abbildungen 28 und 29 sind die Ergebnisse der KLM-Analysen zu-
sammengefasst. Es wird deutlich, dass sich die Auspragung der untersuchten Para-
meter bei beiden UV-Dosierungen in der ungeschutzten Haut und der geschitzten
Haut deutlich unterscheidet. In der geschitzten Haut kam eine Spongiose nur einma-
lig vor (s. Abb. 28).

Spongiose
100
90
” Minimale Erythemdosis
70
60 . Maximale Dosis
g 50
C
< 40
30
20
10
0
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
ungeschlitzte Haut geschiitzte Haut

Abbildung 28: Vorkommen der Spongiose in ungeschutzter (links) und geschutzter Haut (rechts) 24,
48 und 72 Stunden nach der UV-Exposition (minimale Erythemdosis (MED) bzw. maximale Dosis: 204
oder 240 mJ/cm?)

Angaben in Prozent (24 und 48 h: n =10; 72 h: n = 9)

Die anderen Merkmale wurden nur auf der ungeschitzten Seite detektiert (s. Abb.
29). Am haufigsten trat eine Vasodilatation auf. Aber auch der Verlust der Honigwa-
benstruktur war nach 48 Stunden in etwa der Halfte der Probanden prasent. SBC

und insbesondere Mikrovesikel traten dagegen deutlich seltener auf.
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Abbildung 29: Vorkommen von Sunburn cells, Mikrovesikel, Verlust der Honigwabenstruktur und
Vasodilatation in ungeschutzter Haut 24, 48 und 72 Stunden nach der UV-Exposition (minimale Eryth-
emdosis (MED) bzw. maximale Dosis: 204 oder 240 mJ/cm? )

Angaben in Prozent (24 und 48 h:n=10; 72 h: n =9)
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4 Diskussion

Die Bedeutung der UV-Bestrahlung als Risikofaktor bei der Entstehung von Haut-
krebs ist unstrittig (Brash et al. 1996). Die bei einer Ubermafligen UV-Bestrahlung
entstehenden DNA-Schaden spielen eine ausschlaggebende Rolle bei der Karzino-
genese. Durch die Exposition von Zellen gegenuber kurzwelligem UVB-Licht (290—
320 nm) kommt es zur Bildung von Pyrimidin-Dimeren. Neben dem UVB-Licht ist
aber auch UVA-Licht Uber die Auslosung der Bildung freier Radikale und uber die
Generierung von oxidativem Stress an der Karzinogenese beteiligt. Diese Phanome-
ne fuhren unter anderem in den Zellen zu DNA-Einzelstrangbriichen und Querver-
netzungen von Proteinen (Mullenders 2018).

Der Organismus ist in der Lage solche geschadigten Zellen zu erkennen und zu re-
parieren. Falls keine Reparatur moglich ist, leitet die Zelle die Apoptose ein, um eine
maligne Entartung zu verhindern (Mohania et al. 2017; Van Laethem et al. 2005).
Zum Schutz der Haut vor UV-Licht werden haufig Sonnencremes verwendet. Dabei
sollen sie nicht nur akute UV-Schaden in Form von Sonnenbranden verhindern, son-
dern die Haut auch vor chronischen UV-Schaden bewahren. Daher kommen Son-
nencremes auch vermehrt zur Pravention von Hautkrebs zum Einsatz.

Der angegebene LSF bei Sonnencremes bezieht sich auf den Schutz vor UVB Strah-
len. Aktuelle Untersuchungen zur Schutzwirkung von Sonnencremes konzentrieren
sich lediglich auf die Erythementstehung und auf die Ermittlung der MED. Die Beur-
teilung der Schutzwirkung erfolgt demnach anhand klinischer Parameter. Die Auswir-
kung der Sonnencreme auf durch UV-Licht verursachte strukturelle oder zellulare
Veranderungen wird nicht analysiert. An dieser Stelle setzt die vorliegende Untersu-
chung ein.

Lange Zeit konnten UV-assoziierte, zellulare Veranderungen der Haut nur durch in-
vasive histologische Untersuchungen analysiert werden. Mit dem KLM steht jedoch
seit einiger Zeit ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren zur Verfugung, dessen
Auflosung mit der Routinehistologie vergleichbar ist und mit dessen Hilfe es mdglich
ist, die Haut auf zellularer Ebene in vivo und in Echtzeit darzustellen (Rajadhyakasha
et al. 1999a; 1999b). Bislang wurde die KLM insbesondere bei der Beurteilung von
entzundlichen und neoplastischen Pathologien eingesetzt, wo sie sich durch eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitat auszeichnet (Ardigo et al. 2009; Astner et al. 2006;
Horn et al. 2008; Nori et al. 2004; Pellacani et al. 2007; Ulrich et al. 2008).
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In der vorliegenden Studie wurde die KLM verwendet, um akut sonnengeschadigte
Haut in vivo auf zellularer Ebene zu untersuchen. Dazu wurden die linken und rech-
ten Unterarme von Probanden mit einem UVB-Bestrahlungsgerat mit unterschiedli-
chen UV-Dosen (Lichttreppe) bestrahlt. Die Haut auf dem rechten Unterarm war da-
bei durch eine hochpotente Sonnencreme geschutzt. Anschlielfend wurden in regel-
mafigen Abstanden (24, 48 und 72 Stunden) die klinische Symptomatik (Erythem-
entwicklung) und die morphologischen Veranderungen der akut UV-geschadigten
Haut bei Applikation der MED bzw. einer maximalen Dosis von bis zu 240 mJ/cm? in
vivo untersucht. Zu den mittels KLM erhobenen morphologischen Parametern zahl-
ten das Auftreten einer Spongiose, von SBC (apoptotische Zellen), Mikrovesikel und

die Zerstorung der Honigwabenstruktur sowie eine potenzielle Vasodilatation.

4.1 Geschutzte versus ungeschutzte Haut

Die klinischen und morphologischen Veranderungen liefen parallel ab. An der son-
nengeschutzten Haut entwickelte sich klinisch auch bei der Bestrahlung mit der ma-
ximalen UV-Dosis bei keinem Probanden ein Erythem. Diskrete morphologische
Veranderungen zeigten sich lediglich einmalig in Form einer Spongiose.

Wie erwartet, war die Erythementwicklung der ungeschutzten Haut deutlich ausge-
pragter, insbesondere nach der Bestrahlung mit der maximalen UV-Dosis. Die klini-
schen Veranderungen korrelierten mit dem Auftreten und der Auspragung der mor-
phologischen Veranderungen. Auch der Zeitverlauf der Erythementwicklung verlief
parallel zu der Entwicklung der morphologischen Veranderungen. Lediglich der Ver-
lust der Honigwabenstruktur nahm im Zeitverlauf trotz Abnahme der Erytheme zu.
Das Erythem war bei einem Probanden besonders stark ausgepragt und nahm im
Zeitverlauf noch deutlich zu. Diese Befunde korrelierten mit der Entwicklung und
Schwere der morphologischen Veranderungen. SBC und Mikrovesikel waren bei die-
sem Studienteilnehmer besonders ausgepragt und verdeutlichten die starke Schadi-

gung auf zellularer Ebene.
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4.2 Spongiose

Bei der Spongiose handelt es sich um ein Odem der Epidermis, das histomorpholo-
gisch zur Erweiterung des Interzellularraums fuhrt. Bei ausgepragter Spongiose kann
es zur Auflosung des Zellverbands und zur Bildung intraepithelialer Blaschen kom-
men. Dieser Vorgang ist Ausdruck eines durch Entzindungszellen vermittelten in-
flammatorischen Prozesses. Diese Zellen sind in der Epidermis und in der oberen
Dermis nachweisbar und konnen zur Schadigung von Keratinozyten fuhren, im Ext-
remfall auch zu einem Zelluntergang im Stratum spinosum. Bei spongiotischen Der-
matiden kommt es zur raschen Phagozytose der apoptotischen Keratinozyten (Wey-
ers 0. J.).
Bei der Spongiose stellt sich konfokalmikroskopisch der Interzellularraum des Stra-
tum granulosum und Stratum spinosum heller und verbreitert zwischen den dunklen
Keratinozyten dar (Ardigo et al. 2012, pp. 349-365; Astner und Ulrich 2012, pp. 381-
389).
In der vorliegenden Studie wurde die Spongiose haufig an der ungeschutzten Haut
beobachtet. Alle Studienteilnehmer, wenn auch teilweise zu unterschiedlichen Zeit-
punkten, waren betroffen. Die Spongiose trat etwas haufiger bei der Bestrahlung mit
der maximalen UV-Dosis auf. Der Hohepunkt der Spongioseentwicklung lag bei 24—
48 Stunden. In der geschutzten Haut trat die Spongiose lediglich einmalig bei einem
Probanden auf.
In verschiedenen Arbeiten konnte in histologischen Praparaten bereits eine Spongio-
se nach UV-Exposition dargestellt werden (Gilchrest et al. 1981; 1983; Hruza und
Pentland 1993; Koller et al. 2014).
Auch konfokalmikroskopisch wurde eine Spongiose nach UV-Bestrahlung bereits
beschrieben (Koller et al. 2014). In dieser Studie trat eine leichte Spongiose nach
UV-Bestrahlung (UVA und UVB) mit der dreifachen MED als Zeichen einer begin-
nenden Entzindungsreaktion zusammen mit Entzindungszellen und Vasodilatation
bereits nach einer Stunde auf. Der Hohepunkt wurde nach 72 Stunden erreicht; nach
einer Woche war der Befund ricklaufig. Die Autoren beschrieben die Spongiose als
wolkigen, dunklen Schleier mit einer Unscharfe in den tieferen Schichten. In der vor-
liegenden Studie traten dagegen im Rahmen der Spongiose helle verbreiterte Inter-
zellularraume im Stratum spinosum und Stratum granulosum auf.
Die Datenlage lasst vermuten, dass die Spongiose ein haufiges konfokalmikroskopi-
sches Merkmal der akut sonnengeschadigten Haut ist. Dieser Parameter ist jedoch
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wenig spezifisch, da eine Spongiose auch im Rahmen unterschiedlicher inflammato-
rischer Dermatosen auftritt.

Laut Astner et al. (2005) zahlt die Spongiose neben Mikrovesikel und Exozytose zu
den morphologischen Veranderungen bei allergischen Kontaktekzemen. Auch Sam-
haber et al. (2016) identifizierten die Spongiose neben Mikrovesikel und entzindli-
chen Infiltraten im Stratum granulosum und Stratum spinosum als morphologisches
Merkmal der allergischen Kontaktdermatitis.

Laut der Multicenter-Studie von Ardigo et al. (2016) ist eine mittelschwere bis schwe-
re Spongiose neben einem unregelmafligen Honigwabenmuster und einer Vasodila-
tation ein Hauptmerkmal der spongiotischen Dermatitis.

Bei entzundlichen Erkrankungen aus der Gruppe der Interface-Dermatitiden wurde
eine Spongiose beim Lupus erythematodes (Moscarella et al. 2012, pp. 391-400)
und beim Lichen planus beschrieben (lanosi et al. 2019). Eine moderate Spongiose
war konfokalmikroskopisch bei der Psoriasis vulgaris (Ardigo et al. 2009) und promi-
nenter bei der seborrhoischen Dermatitis nachweisbar (Agozzino et al. 2012, pp.
367-379).

Im Rahmen maligner Erkrankungen wurde eine Spongiose konfokalmikroskopisch
bei der Mycosis fungoides nachgewiesen (Agero et al. 2007; Lange-Asschenfeldt et
al. 2012).

4.3 Sunburn cells

SBC entsprechen durch UV-Licht stark geschadigten Keratinozyten, die einen pro-
grammierten Zelltod (Apoptose) eingegangen sind (Berking 2005; Van Laethem et al.
2005).

Mit der Darstellung von SBC an der ungeschutzten Haut wurde in der vorliegenden
Untersuchung ein neues konfokalmikroskopisches Merkmal definiert, Uber das die
UV-bedingte Schadigung auf zellularer Ebene visualisiert werden kann. Die SBC
prasentierten sich als grof3e schwarze Hohlraume mit hellem Zentrum, das je nach
Apoptose-Stadium rund bis zackig geformt war.

24 und 48 Stunden nach der Bestrahlung mit der maximalen UV-Dosis waren diese
apoptotischen Zellen bei der Halfte der Probanden an dem ungeschutzten Unterarm

nachweisbar. Nach 72 Stunden waren SBC bei weniger als einem Viertel der Pro-
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banden noch vorhanden.

In der Vergangenheit wurden SBC bereits in histologischen Arbeiten dargestellt
(Gilchrest et al. 1981; Hruza und Pentland 1993). Gilchrest et al. (1981) beschrieben
die Zellen als dyskeratotische, vakuolisierte Keratinozyten, die bereits 30 Minuten
nach der Bestrahlung auftreten und nach 24 Stunden ein Maximum zeigen.

Lediglich Koller et al. (2014) haben bisher SBC mittels KLM nachgewiesen. Dabei
basierten die Experimente auf die der vorliegenden Analyse zugrundeliegenden Ver-
offentlichung (Ulrich et al. 2009). Die Autoren nahmen zusatzlich eine quantitative
Auswertung der SBC-Anzahl vor. Eine morphologische Beschreibung fehlte jedoch,
so dass kein Vergleich mit den vorliegenden Daten maoglich ist.

Nach der UV-Bestrahlung (UVA und UVB) mit der dreifachen MED wiesen Koller et
al. (2014) schon nach einer Stunde bei der Halfte der Probanden SBC nach, nach 24
Stunden zeigten alle Probanden diese Zellen. Auch nach 72 Stunden waren die Zel-
len bei allen Probanden nachweisbar, jedoch in einer geringeren Anzahl. Nach einer
Woche waren SBC nur noch bei zwei Probanden auffindbar.

Das Maximum der Schadigung bzw. das maximale Auftreten der SBC lag in der vor-
liegenden Arbeit bei 24-48 Stunden. Bei Koller at al. (2014) war der Hohepunkt eben-
falls nach 24 Stunden erreicht (nach 48 Stunden erfolgte keine Messung). Nach 72
Stunden waren bei Koller et al. noch bei allen untersuchten Probanden SBC nach-
weisbar, wahrend in der vorliegenden Studie bereits ein deutlicher Ruckgang stattge-
funden hatte.

Insgesamt traten SBC bei Koller at al. (2014) haufiger als in der vorliegenden Studie
auf, was wahrscheinlich auf die deutlich hohere UV-Dosis (dreifache MED) zurtckzu-
fuhren ist. Die zusatzlich applizierte UVA-Strahlung ist fur die Schadigung kaum rele-
vant, da die energiereichere UVB-Strahlen beim Sonnenbrand eine groRRere Rolle
spielt (Berking 2005; Van Laethem et al. 2005).

Einer der Probanden der vorliegenden Studie, bei dem sich keine SBC entwickelten,
besal} eine pigmentierte Hautfarbe (Hauttyp IV, s. Tab. 1) und folglich einen hoheren
endogenen UV-Schutz. Die Bedeutung des Hauttyps wird in der kurzlich veroffentli-
chen Studie von Diffey et al. (2019) deutlich. Danach hatten zwei Drittel der im Ver-
einigten Konigreich lebenden Befragten mit stark pigmentierter Hautfarbe (inklusive
Hauttyp VI) noch nie einen Sonnenbrand gehabt. In Nigeria betrug der Anteil ein Drit-
tel und in Sudafrika fast die Halfte der Befragten. Aullerdem gaben zwei Drittel der

im Vereinigten Konigreich lebenden Studienteilnehmer mit stark pigmentierter Haut-
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farbe an, noch nie Sonnenschutz verwendet zu haben, in den teilnehmenden afrika-
nischen Landern betrug der Anteil dagegen nur ein Drittel (Diffey et al. 2019).

In einem Buchbeitrag von Moscarella et al. (2012, pp. 391-400) wurden nekrotische
Keratinozyten konfokalmikroskopisch als leicht leuchtende polygonale Strukturen im
Stratum spinosum beschrieben, die sich gro3er als die umgehenden Keratinozyten
darstellen. Diese Strukturen traten im Zusammenhang mit Lichen planus, Lupus
erythematodes und auch mit Sonnenbrand auf. Die Ursachen fur die differente Be-

schreibung der Morphologie der Zellen bleibt Gegenstand weiterfuhrender Studien.

4.4 Mikrovesikel

Mit der Darstellung von Mikrovesikel wurde in der vorliegenden Studie ein weiteres
neues konfokalmikroskopisches Merkmal definiert. Mikrovesikel stellten sich als gro-
Re schwarze Hohlraume mit teilweise gezackten Zentren dar. Sie entstanden aus
konfluierenden SBC. In der vorliegenden Arbeit wurden sie als Anzeichen einer mas-
siven Schadigung der Haut gewertet.

Bei der Bestrahlung mit der MED traten bereits nach 24 Stunden bei einem Stu-
dienteilnehmer auf der ungeschutzten Seite Mikrovesikel auf, nach 48 Stunden bei
zwei und nach 72 Stunden bei einem Teilnehmer. Bei der Bestrahlung mit der hohe-
ren UV-Dosis waren zu jedem Untersuchungszeitpunkt mehr Probanden betroffen
und auch die Auspragung war starker. Der HOhepunkt des Auftretens zeigte sich bei
beiden Bestrahlungsdosen nach 48 Stunden.

Im Gegensatz zu der vorliegenden Definition von Mikrovesikel als konfluierende SBC
werteten Koller et al. (2014) Mikrovesikel als Folgeerscheinung eines Odems. Weiter
beschrieben die Autoren eine Stunde nach der Bestrahlung bei einem Probanden
Mikrovesikel, die sich nach 24 Stunden in Blasen umgewandelt hatten. Zudem entwi-
ckelte dieser Proband nach 24 Stunden eine ausgedehnte Nekrose (Koller et al.
2014). Eventuell entsprachen diese Mikrovesikel den in der vorliegenden Arbeit als
Mikrovesikel identifizierten Strukturen. Moglicherweise ware es sinnvoll diese Form
der Mikrovesikel in Zukunft als ,Nekrosevesikel“ zu bezeichnen.

Gekammerte Mikrovesikel mit intravesikularen Entzindungszellen umgeben von in-
traepidermaler Spongiose und damit verbundenem unregelmalligen Honigwaben-

muster wurden kurzlich mittels KLM bei der Shiitake-Dermatitis beschrieben (Cussigh
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et al. 2019).

4.5 Verlust der Honigwabenstruktur

Beim Verlust des Honigwabenmusters kommt es zu einer Aufhebung der architekto-
nischen Struktur. Dabei wird das regelmafige polygonale Muster des Stratum granu-
losum und Stratum spinosum, das aus den dunklen Zellkernen der Keratinozyten und
den refraktilen Zellgrenzen bzw. der interzellularen Substanz besteht, aufgelost
(Hofmann-Wellenhof et al. o. J.).

Ein Verlust der Honigwabenstruktur war nach der UVB-Bestrahlung mit der MED
nach 48- und 72 Stunden bei der Halfte der Probanden nachweisbar und nach der
Bestrahlung mit der maximalen UV-Dosis nach 24 Stunden bei einem Studienteil-
nehmer, nach 48 Stunden bei sechs und nach 72 Stunden bei funf Studienteilneh-
mern. Das Maximum war demnach nach 48—72 Stunden erreicht.

Eine Veranderung des charakteristischen Honigwabenmusters wurde nach UV-
Bestrahlung bisher nur von Koller et al. (2014) untersucht. Die Autoren beschrieben
nach der UV-Bestrahlung (UVA und UVB) mit der dreifachen MED nach 72 Stunden
eine Vergroberung des Honigwabenmusters bei fast allen Probanden und einen
kompletten Verlust bei zwei Studienteilnehmern. Die Frage ob der Verlust der Ho-
nigwabenstruktur eine Folge der Spongiose ist, liel3en die Autoren offen. Sie begrin-
deten ihre Uberlegung damit, dass die Spongiose bereits nach 24 Stunden und der
Verlust der Honigwabenstruktur erst nach 72 Stunden auftrat (Koller et al. 2014).

Im Gegensatz zur vorliegenden Studie lag die maximale Auspragung bei Koller et al.
(2014) bei 72 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt war die Zerstdrung der architektoni-
schen Struktur in der vorliegenden Studie bereits wieder rucklaufig.

Ein Verlust der normalen Honigwabenstruktur lasst sich mittels KLM auch bei aktini-
schen Keratosen (Horn et al. 2008; Ulrich et al. 2008), bei malignen Melanomen (Pel-
lacani et al. 2007) oder Basalzellkarzinomen (Nori et al. 2004) nachweisen (Astner
und Ulrich 2010). Der Verlust der epidermalen Honigwabenstruktur stellt eines von
funf Hauptkriterien bei der KLM-Analyse von Basalzellkarzinomen dar (Nori et al.
2004).
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4.6 Vasodilatation

Blutgefalie stellen sich bei der KLM als dunkle kanalikulare oder rohrenformige
Strukturen in den dermalen Papillenspitzen dar. In ihrem dunklen Lumen sind beweg-
liche, leuchtende Zellen erkennbar, wobei es sich um Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten im Blutstrom handelt (Puig et al. 2012, pp. 23-31).

24 Stunden nach der Bestrahlung mit einer MED war bei sechs Studienteilnehmern
der vorliegenden Untersuchung eine Blutgefalldilatation erkennbar, nach 48 Stunden
und 72 Stunden bei jeweils vier Probanden. Bei einem Studienteilnehmer trat die Va-
sodilatation erstmals nach 72 Stunden auf. Nach der Bestrahlung mit der maximalen
Dosis war nach 24 Stunden bei sieben Studienteilnehmern die Vasodilatation sicht-
bar, nach 48 und 72 Stunden bei jeweils sechs Studienteilnehmern.

In der Vergangenheit wurde eine Gefal3erweiterung nach UV-Bestrahlung histolo-
gisch mehrfach beschrieben (Gilchrest et al. 1983; Hruza und Pentland 1993). Zu-
dem wurde eine UV-assoziierte (Breitband-UV, UVA, UVB) Vasodilatation, verbun-
den mit einem verstarkten Blutfluss, auch mittels KLM nachgewiesen. Dazu reichte
die Verabreichung der einfachen MED. Die Vasodilatation trat sofort nach der Be-
strahlung, nach 24 und 72 Stunden und auch nach einer Woche auf. Keine der Ver-
gleichsstudien fuhrte eine Messung nach 48 Stunden durch. Wie auch bei der vorlie-
genden Studie war der Hohepunkt der Vasodilatation in diesen Studien nach 24
Stunden zu verzeichnen (Gambichler et al. 2006; Koller et al. 2014; Yamashita et al.
2007). Bei Koller et al. (2014) war die Beurteilung der Vasodilatation nach 72 Stun-
den und nach einer Woche aufgrund der Odementwicklung nur eingeschrankt mog-
lich. Die Autoren vermuteten einen Hohepunkt der Vasodilatation bei 72 Stunden, da
die Odementwicklung mit einer Vasodilatation einhergeht. In der Studie von Ya-
mashita et al. (2007) kam es direkt nach der UVA-Bestrahlung mit 15 und 25 J/cm?
dosisabhangig zu einem verstarkten Blutfluss bei den Hauttypen II-VI (s. Tab. 1), der
auch nach einer Woche noch nachweisbar war. Auch im Rahmen entzindlicher Er-
krankungen wurde eine Vasodilatation, z. B. beim Kontaktekzem, beschrieben (Koller
et al. 2009). Ardigo et al. (2007a) berichteten bei der Untersuchung von Lasionen
des Lupus erythematodes Uber prominente, rundliche oder lineare, dunkle kanaliku-
lare Strukturen innerhalb der dermalen Papillen, die in Korrelation zur Histologie als

erweiterte Blutgefalde im Bereich der superfiziellen Dermis identifiziert wurden.
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4.7 Limitationen des Studiendesigns und der KLM-Methodik

In der vorliegenden Studie ist die Probandenzahl mit zehn Studienteilnehmern recht
klein. Kleine Probandenkollektive sind in der experimentellen Forschung nicht selten
und liefern haufig wissenschaftliche Hinweise fur die Konzeption groRerer Studien.
Auch in den zitierten KLM-Studien mit UV-bestrahlter Haut von Gambichler et al.
(2004b) und Koller et al. (2014) wurden jeweils nur etwa zehn Studienteilnehmer ein-
geschlossen. Da jedoch einige der untersuchten Phanomene (z. B. SBC, Mikrovesi-
kel) individuell verschieden auftraten, ware ein groReres Probandenkollektiv aussa-
gekraftiger gewesen.

Aufgrund der geringen Probandenzahl hat die Studie einen rein deskriptiven Charak-
ter. Eine statistische Auswertung war nicht moglich. Zukunftige Untersuchungen mit
einem groReren Studienkollektiv sind fur die Validierung der vorliegenden Daten un-
verzichtbar.

Zudem waren die Studienteilnehmer mit einem Alter zwischen 24 und 34 Jahren (Mit-
telwert 28,5 Jahre) recht jung. Daher stellt sich die Frage, ob sich die Ergebnisse
auch auf andere Altersgruppen uUbertragen lassen. Gilchrest et al. (1982) untersuch-
ten die akut sonnengeschadigte Haut unterschiedlicher Altersgruppen. Sie schluss-
folgerten aus ihren Ergebnissen, dass im Alter die Sonnenbrandreaktion geringer ist
und sich auRerdem langsamer entwickelt.

Einige Studien analysierten die alternde Haut auf epidermaler und dermaler Ebene
auch mittels KLM (Kawasaki et al. 2015; Longo et al. 2013a; 2013b; Sauermann et
al. 2002; Wurm et al. 2012;). Sauermann et al. (2002) hielten die KLM als geeignet
zur Charakterisierung und Quantifizierung altersbedingter histologischer Verande-
rungen der Epidermis und papillaren Dermis. Longo et al. (2013a) beschrieben eine
Abnahme der Epidermisdicke, vermehrte GroRenunterschiede und ein polymorphe-
res Aussehen der Keratinozyten bei zunehmendem Alter. In einer weiteren Studie
entwickelten Longo et al. (2013b) ein aus drei Einzelscores bestehendes Scoringsys-
tem zur Quantifizierung der Alterszeichen der Haut. In dem nach dem 65. Lebensjahr
stark ansteigenden epidermalen Disarray-Score wird neben der Epidermisdicke und
den Falten auch das irregulare Honigwabenmuster berucksichtigt.

Die KLM ist folglich ein geeignetes nicht-invasives Untersuchungsverfahren zur Iden-
tifizierung von epidermalen und dermalen Veranderungen der alternden Haut. Weite-
re Untersuchungen sollten durchgefuhrt werden, in denen die in der vorliegenden

Studie beschriebenen morphologischen Merkmale der akut sonnengeschadigten
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Haut in allen Altersgruppen analysiert werden. Von besonderem Interesse ware in
diesem Kontext auch die Analyse der Regenerationsfahigkeit und Regenerationszeit
reifer Haut. Wie sich das von Longo et al. (2013b) beschriebene irregulare Honigwa-
benmuster alterer Haut bei einer akuten UV-Schadigung verhalt, sollte ebenfalls ana-
lysiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zwar der Hauttyp der Probanden bestimmt, bei der
UV-Dosis und bei der weiteren Auswertung der Daten aber nicht berucksichtigt. In
Folgestudien sollten die KLM-Parameter nach UV-Exposition in Abhangigkeit vom
Hauttyp analysiert werden.

Weiter dominierten in der vorliegenden Untersuchung weibliche Probanden (8 vs. 2
Manner). Ein Einfluss des Geschlechts auf die KLM-Parameter der Haut nach UV-
Exposition konnte bei geringer Patientenzahl nicht untersucht werden. Dieser Para-
meter sollte in zukunftigen Studien ebenfalls Bertcksichtigung finden.

Als technische Limitation der KLM muss die begrenzte optische Eindringtiefe bis ins
Stratum papillare der Dermis gewertet werden. Dadurch kdnnen tiefer liegende Ver-
anderungen nicht dargestellt werden (Welzel et al. 2017). Da sich in der vorliegenden
Arbeit die Merkmale der akut sonnengeschadigten Haut jedoch grofdtenteils auf die
Epidermis beschrankten, spielte diese Einschrankung keine Rolle.

Die korrekte Auswertung der KLM-Bilder erfordert zudem weitreichende histologische
Erkenntnisse und muss erlernt werden. Auch erfahrenen Histopathologen kann die
Interpretation der Bilder Schwierigkeiten bereiten, da fur die horizontale optische
Schnittbildung ein Umdenken erfordert ist (Welzel et al. 2017).

4.8 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Studie kam es zu einer dosisabhangigen Schadigung der unge-
schutzten Haut durch die UVB-Bestrahlung. Durch die Verwendung einer Sonnen-
creme konnte dieser wirksam vorgebeugt werden. Die mittels KLM ermittelten mor-
phologischen Parameter, die die Schadigung der Epidermis abbildeten, verliefen pa-
rallel zur Erythembildung.

Die vorliegenden Befunde belegen die Eignung der KLM zur Beurteilung von dyna-
mischen durch UV-Licht ausgelésten Veranderungen der Haut. Ahnlich wie die His-

topathologie ist die KLM in der Lage akute UV-Schaden durch den Nachweis von
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SBC und Mikrovesikel abzubilden.

Im Gegensatz zur Histopathologie erfolgt die Beurteilung bei der KLM in vivo und
bedarf keiner invasiven Biopsien. Zudem vermeidet die KLM die bei der Histopatho-
logie notwendigen Fixationen und Farbungen und damit eine Quelle mdglicher Arte-
fakte.

Die KLM konnte daher zuklnftig verwendet werden, um Sonnenbrandreaktionen ge-
nauer zu klassifizieren und um die Effektivitat von Sonnenschutzmitteln auf zellularer
Ebene zu testen.

Weiter eignet sich die KLM zur Beurteilung des Nutzens topischer Rezepturen bei
dermatologischen Fragestellungen (Segurado-Miravalles et al. 2018). Ein weiteres
vielversprechendes Einsatzgebiet fur die KLM ist die Antiaging-Forschung. Es liel3e
sich mit dieser Methode beispielsweise auch die Wirksamkeit von Antioxidantien zum
Schutz vor zellularen Schaden analysieren, sowie der Nutzen von topischen Anti-
aging-Produkten untersuchen. Hierzu wurden bereits erste Analysen durchgefuhrt
(Campione et al. 2020; Sauermann et al. 2004).

An der Weiterentwicklung der KLM wird fortlaufend gearbeitet, beispielsweise sind
die Darstellung einer vertikalen Bildgebung, eine automatische Analyse und eine te-
ledermatologische Anwendung geplant. Zudem wird vermutlich in Zukunft eine Dar-
stellung tieferer Schichten maoglich sein (Hofmann-Wellenhof et al. o. J.).
WeiterfUhrende Studien sollten ergéanzend zur KLM weitere nicht-invasive optische
Untersuchungstechnik anwenden, um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhdhen
und die Sonnenbrandklassifikation zu verbessern.

Die Multiphotonentomografie (MPT) liefert optische in vivo Biopsien in Form von ho-
rizontalen Schnittbildern. Die Auflosung im subzellularen Bereich ist erheblich hoher
als die der KLM. Jedoch erfordert die Untersuchung mehr Zeit und ist anfalliger fur
Bildartefakte (Sies et al. 2020). In einer Studie wurde die MPT bereits zur Analyse
der Entzindungsreaktion auf zellularer Ebene beim atopischen Ekzem genutzt (Huck
et al. 2016).
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