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Inhaltsangabe

Diese Dissertation untersucht mittels Elektronenmikroskopie das Hydratationsverhalten
des Stratum Corneums. Im ersten Kapitel werden die theoretischen Grundlagen beschrie-
ben, beispielsweise die Bildung des Stratum Corneums und welche Aufgabe es speziell in
der Permeationsbarriere der Haut spielt. Die Elektronenmikroskopie ist fiir die Untersu-
chung von biologischem Material seit Jahrzehnten etabliert. Eine korrekte Interpretation
der Bilder erfordert aber das Wissen um die Wechselwirkung zwischen den Elektronen und
der Probe sowie der Signalkontrastmechanismen, die zudem beeinflut werden durch die
genaue Praparation. Daher schlieflen sich an die biologischen Grundlagen auch solche iiber
die Elektronenmikroskopie an.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bestehende Probenpréparationstechnik fiir Haut we-
sentlich weiterentwickelt: Beispielsweise wurden die Proben nicht chemisch fixiert, son-
dern physikalisch immobilisiert, damit insbesondere der inh&rente Wassergehalt erhalten
blieb. Dies geschah beispielsweise durch Gefrieren in fliissigem Ethan (Plungegefrieren), um
grofle Querschnittsflichen und somit statistische Auswertungen des Hydratationsverhaltens
nach topischer Applikation verschieden konzentrierter Salzlosungen zu ermdoglichen. Hoch-
auflosende Strukturuntersuchungen wurden an hochdruckgefrorenen Proben durchgefiihrt.
Zusétzlich wurde untersucht, welchen Einflufl die Eroffnung eines zusétzlichen Penetrati-
onsweges hatte, indem das Stratum Corneum auch von der Seite hydriert wurde. Durch
diese Adaption von Préiparation und Abbildung an das spezielle Probenmaterial wurde es
nicht nur moglich, einzelne hochauflésende Aufnahmen zu interpretieren, sondern auch die
biologische Variation und Signifikanz der Daten zu beurteilen.

Anhand der erhobenen Daten zeigt sich ein lokal unterschiedliches Hydratationsverhalten:
Wihrend die Zellen des tiefen und des oberen Stratum Corneum (HautauBenseite) sehr
hydrophil wirken und in ihrer Hydratation und Dicke zum Teil deutlich mit den extern
applizierten Medien korrespondierten, konnte sowohl bei Oberarm- als auch bei Gesichts-
haut eine mittlere Zone identifiziert werden, die die geringste Wasseraufnahme zeigte und
auch mechanisch sehr stabil war. Dies berechtigt zu der Annahme, dafl dies der Ort der
effektivsten Hydratationsbarriere im Stratum Corneum ist.






Abstract

In this thesis, the hydration-behaviour of the Stratum Corneum is investigated by electron
microscopy. The first chapter provides general theoretical background, for example the
formation of the Stratum Corneum and its biological function as a permeation barrier in
the skin. Although the electron microscopy of biological samples is established as a com-
mon technique for decades, proper interpretation of the images requires further knowledge
about the underlying electron-sample-interactions and signal contrast mechanisms. These
are also affected by the sample preparation. Thus, the chapter about the biological basics
is followed by a chapter about electron microscopy.

A part of this work consists of modifying and improving an existing sample preparation
protocol for skin: Instead of chemical fixation, the samples were physically fixed to reli-
ably preserve the inherent water content. For example, freezing in liquid ethane (plunge
freezing) makes large cross sections and statistical analysis of the hydration behaviour af-
ter topical application of different salt solutions possible. High resolutional images were
possible with high pressure frozen samples. Additional investigations were performed after
enabling a further penetration pathway by hydrating the Stratum Corneum from the side.
Having adapted the preparation protocol to the specific sample type, it became possible
not only to interpret single high resolutional images but also to estimate the biological
variation and significance of all data.

The data show a local variation of the hydration behaviour: Cells in the deeper and upper
Stratum Corneum (near the outside of the skin) are extremely hydrophilic and their hy-
dration state and thickness in part corresponds directly with the externally applied media.
Between these two zones, a zone with very low water uptake and high mechanical stability
could be discriminated using samples from the upper arm and from the face. This leads
to the hypothesis that the effective hydration barrier of the Stratum Corneum is located
in this zone.
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Kapitel 1

Einleitung

Als das Leben vor Urzeiten das Meer verlief3, um das Land zu erobern, mufite sich nicht nur
das Atmungssystem von Kiemen auf Lungen umstellen. Mindestens genauso entscheidend
war die Ausbildung einer effektiven Hydratationsbarriere an der Korperaufienseite, um un-
kontrollierten Wasserverlust und damit ein Austrocknen des Organismus zu vermeiden. Mit
der Haut hat sich wahrend der Evolution eine solche Barriere entwickelt, die das Koérperin-
nere auch gleichzeitig vor Mikroorganismen, chemischen, osmotischen, thermischen und
mechanischen Einwirkungen schiitzt. Letzteres zeigt sich insbesondere an mechanisch be-
lasteten Hautarealen (wie zum Beispiel an der FuBsohle und den Innenseiten der Hénde),
wo die Haut besonders dick ausgebildet ist. Bei sehr starker Belastung kommt es gar zur
Schwielenbildung. Selbstversténdlich ist auch der "moderne” Mensch nach wie vor von
einem einwandfreien Funktionieren seiner Haut abhingig. Das wird einem drastisch vor
Augen gefiihrt, wenn grofle Hautareale zerstort sind (beispielsweise durch starke Verbren-
nungen) und dadurch akute Lebensgefahr besteht.

Wenn bisher von der Wirkung der Haut als Barriere die Rede war, so ist dies nicht sta-
tisch zu verstehen, denn neben ihrer Schutzfunktion dient die Haut als Speicher fiir Fette,
Zucker, Wasser und Salze [1] und als Stoffwechselorgan; als Beispiel sei hier die Synthese
von Vitamin D mit Hilfe von Sonnenlicht erwdhnt. Dariiber hinaus ist die Haut auch ein
wichtiges Sinnesorgan, indem sie Schmerzen, Warme und Druck registriert und verarbeitet,
und sie besitzt eine gewisse Bedeutung als Atmungsorgan. Weitere Einblicke in Funktion
und Aufbau der Haut gibt [2], [3], [4].

Moglich gemacht werden diese vielfidltigen Funktionen der Haut unter anderem durch die
komplexe Organisation: Wahrend ihre Speicher- und Stoffwechselfunktion ausschlieflich
von den lebenden Schichten ausgeiibt wird, ist der &uflere tote Bereich, das Stratum Cor-
neum, hauptséchlich fiir die Barrierefunktion zusténdig. Es besteht aus flachen*, parallel
angeordneten Zellen, den Corneozyten, und dazwischenliegenden Lipiden, die auch parallel
organisiert sind und Lamellen bilden. Es ist bekannt, dafl Hautkontakt mit Losungsmitteln
(zum Beispiel Aceton) den Zusammenhalt im Stratum Corneum massiv stort [5]. Auch
Kontakt mit destilliertem Wasser fiir mehrere Minuten zerstort deutlich die mechanische

* typische Dicken: 200 nm, typische Durchmesser: 30 pm.
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Integritiat und es kommt zur Ausbildung von Wasseransammlungen zwischen den Corneo-
zyten, die auch ihrerseits eine massive Wasseraufnahme zeigen [6],[7]. Insbesondere die
Reaktion dieser Schichten, die den Korper vor Dehydratation schiitzen sollen, auf eine
extern aufgepriagte Befeuchtung ist bisher noch nicht systematisch untersucht worden.
Die notige Auflosung fiir eine solche Untersuchung bietet beispielsweise die Elektronenmi-
kroskopie. Sie hat sich in den letzten Jahrzehnten als unverzichtbar bei der Strukturanalyse
von biologischen Systemen erwiesen, was nicht zuletzt an der hohen Auflésung und in dem
breiten Anwendungsspektrum begriindet liegt. Weil aber fiir die Untersuchungen sémtliche
Stoffwechselprozesse in den Proben nachhaltig gestoppt werden miissen und weil der intrin-
sische Wassergehalt im Inneren die Abbildung mittels eines Elektronenstrahls unméglich
machen wiirde, haben sich verschiedene Praparationsverfahren entwickelt. Sie sind speziell
den jeweiligen Proben angepafit und besitzen spezifische Vor- und Nachteile. Insbesondere
Artefakten und strukturellen Beeinflussungen kommt dabei entscheidende Bedeutung zu,
sodafl die Qualitdt und die Aussagekraft der elektronenmikroskopischen Untersuchungen
meist ganz wesentlich durch die Praparation bestimmt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit werden Hydratationsstudien an humaner Haut vorgenom-
men, indem verschieden konzentrierte Salzlosungen fiir 12 Stunden extern appliziert wer-
den. Fiir die Untersuchung ist bereits eine entsprechende Priparation etabliert [8], die die
Visualisierung im Elektronenmikroskop erlaubt. Diese muf3 allerdings dem Untersuchungs-
gegenstand und den speziellen Anforderungen angepasst werden. Beispielsweise ist fiir eine
statistische Analyse der Verdnderung einzelner Corneozyten nach Hydratation das Anferti-
gen grofler Querschnitte der Haut notwendig. Ferner darf der Wassergehalt im Gewebe nicht
verdndert werden und schliefSlich sollen neben statistischen Analysen auch hochauflosende
Abbildungen des Stratum Corneums ermoglicht werden.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

Untersuchungsgegenstand dieser Dissertation ist die Morphologie des Stratum Corneums
und dessen Verdnderung bei definierter Hydratation. Es ist Teil der Haut, die bei allen
Landlebewesen ein hochspezialisiertes Organ mit spezifischen Funktionen darstellt, die in
engem Zusammenhang mit dem histologischen Aufbau steht. In Abschnitt 2.1 ab Seite 4
wird daher das Stratum Corneum als Teil der néchstgrofleren Struktur, der Epidermis,
beschrieben. Besonderes Gewicht wird dabei neben der Histologie und Physiologie insbe-
sondere den Aspekten der mechanischen Stabilitét zukommen.

Das Stratum Corneum ist aus einzelnen Zellen, den Corneozyten, aufgebaut. Typischer-
weise haben sie Dicken von wenigen 100 nm und sind damit lichtmikroskopisch praktisch
nicht in ihrer biologischen Dynamik statistisch zu analysieren. Die Elektronenmikroskopie,
die sich in den letzten Jahrzehnten in der biologischen Forschung als unverzichtbar heraus-
gestellt hat, ist da wesentlich geeigneter. Allerdings erhélt man so kein direkt sichtbares
Abbild, sondern generiert dieses erst aus den detektierten Elektronen, die mit der Probe
interagiert haben. Abschnitt 2.2 ab Seite 10 beleuchtet die zugrundeliegenden Wechsel-
wirkungen, die verschiedenen Mikroskopieverfahren sowie die Detektionsmechanismen fiir
Elektronen als fiir die Interpretation der Bilder unverzichtbare Grundlagen.

Um eine ungestorte Flughahn der Elektronen zu gewéhrleisten, herrscht im Inneren von
Elektronenmikroskopen Vakuum*. Das Stratum Corneum — wie alle biologischen Struk-
turen — besitzt allerdings einen intrinsischen Wassergehalt, der im Vakuum kontinuierlich
evaporieren wiirde, was eine stabile reproduzierbare Abbildung unmdoglich machen wiirde.
Um nun die Eigenschaften des Stratum Corneums mit den Anforderungen der Elektronen-
mikroskope in Einklang zu bringen, sind spezielle Probenprédparationen notwendig, auf die
in Abschnitt 2.3 ab Seite 25 eingegangen wird.

Es gibt auch Elektronenmikroskope, die bereits bei bei Raumtemperatur und einem Vakuum von 2500 Pa
bis 7000 Pa betrieben werden kénnen, sodafl Wasser nicht aus der Probe evaporiert. Allerdings sind bei
Raumtemperatur keine Querschnitte von Haut in einer fiir diese Arbeit notwendigen Prézision herzustellen
und abzubilden.
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2.1 Das Stratum Corneum als Teil der humanen Haut

Die Haut ist mit ca. 1,8 m? eines der flichenméiBig gréfiten und mit der Lunge zusammen
eines der wenigen Organe, das zwischen zwei unterschiedlichen Kompartimenten liegt: Auf
der einen Seite findet sich das Innere des menschlichen Korpers, ein Medium im wohl-
definierten und stets sorgfiltig aufrechterhaltenen Gleichgewichtszustand, das sich unter
anderem durch konstante Feuchtigkeit, Temperatur und Salzkonzentration sowie festen pH-
Wert auszeichnet. Auf der Auflenseite hingegen befindet sich die Umwelt des Menschen,
das heiflt eine Umgebung, die sich duferst vielgestaltig présentiert. Den grofiten Teil des
Korpers bedeckt die Felderhaut, die durch linienférmige Vertiefungen in kleine Felder un-
terteilt und unterschiedlich behaart ist. Bei der Leistenhaut hingegen fehlen Haare und
Talgdriisen; sie findet sich beispielsweise an den Innenflichen von Handen und Fiiflen.
Morphologisch gliedert sich die Haut im wesentlichen in drei Teile (vergleiche Abbildung 2.1
auf der folgenden Seite): Die Subcutis, die Dermis und schlieflich die Epidermis auf der
Korperaufienseite; letztere werden in eigenen Kapiteln (2.1.2 und 2.1.3) beschrieben.

2.1.1 Subcutis

Die Subcutis (auch Unterhaut genannt) ist eine von der Dermis nicht scharf abgegrenzte
lockere Bindegewebsschicht mit stellenweise umfangreichen Fetteinlagerungen (dem Unter-
hautfettgewebe) das die Auspolsterung der Haut iibernimmt und als schlechter thermischer
Leiter vor Warmeverlust schiitzt. Die Verschiebbarkeit der Haut ist in dieser Schicht be-
griindet [9]. In der Unterhaut liegen zahlreiche Blutgefafie, die ihre Ausldufer in immer
feineren Veristelungen bis in die Papillen der Dermis aufsteigen lassen. Auflerdem bein-
haltet diese Schicht ein dichtes Netz von vegetativen Nerven, die an den Driisen, Muskeln
und Blutgefdfien der Haut enden. Zudem sind Subcutis und Dermis dicht von sensiblen
Nervenfasern durchsetzt, die nach vielen Verdstelungen entweder als freie Nervenenden
(Schmerzsinn) auslaufen oder Nervenendorgane bilden. Diese Nervenendorgane vermitteln
die verschiedenen Hautsinnesempfindungen wie Druck, Wirme, Kélte und den Ortssinn.
Sie liegen so dicht vermischt nebeneinander in der Haut, dafl immer gleichzeitig verschie-
dene Reizeindriicke zusammen vermittelt werden. So fiithlt man zum Beispiel zur gleichen
Zeit, ob ein Korper spitz, hart und kalt ist usw. Durch diese Reizaufnahme kénnen als
Abwehrmafinahme des Korpers Reflexvorgéinge eingeleitet werden.

2.1.2 Dermis

Die Dermis ragt in die Epidermis mit vielen kegelférmigen Vorspriingen, den Papillen,
hinein. Sie enthalten feine Blutgefifie (Kapillaren), die die Erndhrung der geféfllosen Epi-
dermis gewéhrleisten. An den Innenflichen der Héande und Fiifle, besonders an den Fin-
gerbeeren, sind hohe und weniger hohe Papillen in parallelen Linien so angeordnet, dafl
auf der Hautoberflache feine Leisten und Rillen entstehen, die bei jedem Menschen (selbst
bei eineiigen Zwillingen) verschieden sind und den charakteristischen Fingerabdruck erge-
ben. Die Dermis hélt die Haut unter dauernder elastischer Spannung. Deshalb klaffen ihre
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Felderhaut Leistenhaut

Epidermis

Dermis

Subcutis

Abbildung 2.1: Schematischer Querschnitt durch Felderhaut (links) und Leistenhaut (rechts):
Die Dermis ist iiber zapfenférmige Vorspriinge, den Papillen, mit der Epidermis verbunden. Diese Papillen
tragen Nervenenden (la: MEISSNERsches Tastkorperchen) und sorgen fiir die Erndhrung der geféfllosen
Oberhaut (1b zeigt Kapillarschlingen der Papillen). Die Epidermis besteht aus dem Stratum Basale (SB),
dem Stratum Spinosum (nicht eingezeichnet), dem Stratum Granulosum (SGr) und findet ihren Abschluf
im Stratum Corneum (SC). 2: quer angeschnittene Blutgefifle; 3: Nervenende (VATER-PACINISCHES La-
mellenkorperchen); 4: Schweildriise; 5: Haarwurzel (Haare fehlen in der Leistenhaut); 6: Fettzellen; K:
Bereich des Kollagens in der Dermis .

Rénder auseinander, wenn man sie einschneidet.

Die Dermis besteht aus einem Geflecht von Bindegewebe und elastischen Fasern. Eine
wesentliche Bedeutung kommt dabei den Kollagenfasern zu (auf das 98 % des Trockenge-
wichtes der Dermis entfallt [2]). Weil sie in dieser Arbeit insbesondere zur Beurteilung der
Abbildungsqualitiat der Elektronenmikroskope genutzt wurden, werden sie in einem geson-
derten Unterabschnitt im Anschlufl besprochen. Aus tierischen Hauten wird durch Ger-
bung daraus Leder, woher ihr veralteter deutscher Name ”Corium” (Lederhaut) stammt.
Sie enthélt viele Blut- und Lymphgefiafie, Nerven und glatte Muskulatur. Durch die Anord-
nung und den verschiedenen Verlauf der Bindegewebsfasern entsteht die auf der Oberhaut
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sichtbare feine Felderung und die Spaltrichtung der Haut. Durch die Schweifldriisen kann
ggf. aus der Haut Schweifl abgesondert werden, der durch Verdunstung die Haut kiihlt und
vor Uberhitzung schiitzt.

In der Dermis liegen auch die Wurzeln der Haare. Morphologisch setzen sie sich aus dem
inneren Bereich (dem Mark, oder ”Cortex”) und einem &uferen Bereich (der Cuticula)
zusammen, in dem flache, dehydrierte Zellen dachziegelartig iibereinanderliegen.

Kollagen

Grundbaustein des Kollagens ist eine Polypeptidkette, die eine a-Helix bildet. Ein Kol-
lagenmolekiil besteht aus drei solcher Peptidketten, die sich (vergleichbar mit den beiden
Strangen der DNA) rechtsgéngig umeinander winden und so eine durch Wasserstoftbriicken
stabilisierte Tripel-Alpha-Helix bilden, die gemeinsames Strukturdetail aller Kérperkolla-
gene ist. 90 % bestehen dabei aus Kollagen vom Typ I, das (zusammen mit Kollagen vom
Typ III) in der Haut eine wesentliche Rolle spielt. Die Einzelmolekiile sind 300 nm lang
und haben einen Durchmesser von 1,5nm. Sie lagern sich um 67 nm versetzt zueinander
zu Fibrillen zusammen (vergliche [10], [11] sowie Abbildung 2.2 und Abbildung 2.3 auf der
folgenden Seite). Dies bewirkt eine charakteristische transverse Banderung der Periode

67+[1m

©) NRRRRRRRRRNNARRRNN]

Abbildung 2.2: Aufbau des Kollagen I: Drei a-Polypeptidketten bilden zusammen eine Tripel-
Alphahelix (a), die das Kollagenmolekiil darstellt. Um 67nm versetzt lagern sich diese Molekiile zu den
Fibrillen (b) zusammen. Diese Versetzung bewirkt das charakteristische periodische Hell-Dunkel Muster
(c) bei Anfirbung,.

(Abbildung nach [11])

67nm in den Typ I Kollagenfibrillen. Thr Durchmesser liegt zwischen 50 nm und 200 nm
bei einer Gesamtldnge von bis zu einigen Mikrometern. Die einzelnen Kollagenmolekiile
sind dabei umeinander verwunden [12], [13], [14]: In den Typ-C Fibrillen schliefien die Mo-
lekiile mit der Langsachse der Fibrille einen Winkel von 17° ein. Sie besitzen einen kleinen,
auffillig uniformen Durchmesser und kommen bevorzugt an anatomischen Stellen vor, wo
das Bindegewebe grofien und wiederholten Deformationen ausgesetzt ist. Bei den Typ-T
Fibrillen hingegen betrigt der Winkel nur ungefdhr 5°. Sie haben groflere und heterogene
Durchmesser.
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Abbildung 2.3: Unterstruktur der Kollagenfibrillen: TEM-Aufnahme eines Ultradiinnschnittes
einer gefriersubstituierten Probe. Deutlich ist die Béanderung in L&ngsrichtung zu erkennen. Die 67 nm
Periode ist in dieser Auflésung nur noch schwer zu erkennen; sie wurde durch Rechtecke hervorgehoben.
Mefbalken: 100 nm (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Roger Wepf)

Die Fibrillen sind zu dickeren Kollagenbiindeln angeordnet. Elastische Fasern zwischen
diesen Biindeln fiihren diese nach mechanischer Belastung wieder in ihren Grundzustand
zuriick. Kollagen hat eine enorme Zugfestigkeit und verbindet daher unter anderem in Seh-
nen die Muskeln mit den Knochen. Auf das jeweilige Eigengewicht bezogen ist Kollagen
(vom Typ I) sogar zugfester als Stahl.

2.1.3 Epidermis

Die Epidermis bildet die d&uBlere Begrenzung des Koérpers. Dort werden in der tiefsten
Schicht, dem Stratum Basale, kontinuierlich Keratinozyten gebildet, die in einem typi-
scherweise 28 Tage dauernden Zyklus zur Hautoberfliche wandern und dort schliellich
durch normale mechanische Belastungen abgerieben werden*. Auf diesem Weg werden sie
nacheinander Bestandteile des Stratum Spinosums, des Stratum Granulosums und schlief3-
lich des Stratum Corneums, dehydrieren dabei kontinuierlich und durchlaufen verschiedene

* Quantitative Abschétzungen gehen von 2 Milliarden abgeschuppten Zellen téglich aus.
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Stoffwechselaktivitdten. Insbesondere werden verschiedene Keratine ([15], [16], [17]) syn-
thetisiert, die eine entscheidende Rolle als Stiitzproteine spielen. Sie werden ausschliefSlich
in Paaren, bestehend aus einem sauren und einem basischen Polypeptid, exprimiert. Thre
Zusammensetzung ist charakteristisch fiir den Differenzierungsgrad der Zelle und damit
fiir die jeweilige Epidermisschicht: Fiir die Basalschicht sind die Paare K5 und K14/K15
typisch, fiir das Stratum Granulosum hingegen K2e und K11. Circa 90 %-95% der Epi-
dermiszellen sind Keratinozyten, der Rest besteht aus Langerhanszellen, T-Lymphozyten,
Merkelzellen und Melanozyten zur Immunabwehr und Pigmentierung der Haut [18], [3],
4].

Die Epidermis grenzt sich von der Demis durch die Basalmembran ab, die fiir grofie-
re Molekiile eine Diffusionsbarriere darstellt [19], [20]. Da Blut- und Lymphgefiafie in der
Epidermis fehlen, erfolgt die Erndhrung ausschliellich durch Diffusion aus der Dermis; zap-
fenformige Vorspriinge (Papillen) erhohen dabei die Kontaktflache.

An die Basalmembran schlieBt sich nach auen das Stratum Basale (auch Basalschicht
genannt) an, in dessen charakteristisch rechteckigen Zellen sich die basalen Stammzellen
finden, die zeitlebens ihre Teilungsfihigkeit behalten. Durch Zellteilung entstehen bespiels-
weise weitere teilungsfihige Zellen, die in der Basalschicht verbleiben oder Keratinozyten,
die weiterdifferenzieren und zur Hautauflenseite wandern. Spezielle Strukturen, die soge-
nannten Hemidesmosomen, verankern die Basalzellen mit der Basalmembran. Durch die
Stammzellen bilden sie (dhnlich wie das Riickenmark) ein " zelluldres Gedéchtnis” der Haut,
was unter anderem zur Folge hat, dafl sich UV-Schédden in der Erbsubstanz akkumulieren
und nach Jahren oder Jahrzehnten zum Hautkrebs fithren kénnen.

Das 5 bis 15 Schichten umfassende Stratum Spinosum ist gepriagt durch eine intensive
Stoffwechselaktivitét, in der verschiedene Proteine (insbesondere die verschiedenen Kerati-
ne) und Lipide synthetisiert und eingelagert werden. Entsprechend viele Organellen finden
sich in den Zellen, die untereinander iiber viele Desmosomen und Tonofibrillen Kontakt
haben. In den obersten Lagen bilden sich als besondere Vesikel die rund 100 nm-300 nm
groflen Lamellar bodies (auch Odlandbodies, Keratinosomen oder membran coated granules
genannt) aus.

Die Lamellar bodies werden im Stratum Granulosum, das ungefihr 1-3 Zellagen um-
fafit, mit lamellaren Membranstrukturen gefiillt und exocytiert, wodurch sich hochgeord-
nete zusammenhéngende Lipidlamellen zwischen den Zellschichten ausbilden. Die Proteine
verbleiben hingegen im Inneren und vernetzen sich miteinander unter Enzymeinwirkung.

Sind die Keratinozyten im Stratum Corneum (auch Hornschicht genannt) angekommen,
so werden sie Corneozyten genannt. Synthetisierende Organellen und der Zellkern werden
abgebaut, sind also hochstens noch als Reste vorhanden, das heifft die Zellen sind tot.
Diese Eigenschaft wird im allgemeinen benutzt, um Keratinozyten des Stratum Granu-
losums sicher von Corneozyten abzugrenzen. In ihrem Inneren wurden die faserférmigen
Proteine (Intermediérfilamente, Keratine) durch Kreuzvernetzung zu einem dichten sta-
bilen Geriist kondensiert. Dieser Prozef fithrt zu deutlich abgeflachten und dehydrierten
Zellen (ca. 10 %-35% Wassergehalt [21], [22], [23], [24]) und gibt den Corneozyten ihre
Form und aulergewohnliche Festigkeit. Es verbindet auch angrenzende Corneozyten iiber
besonders feste Zell-Zellkontakte, die Desmosomen, miteinander: Sie bestehen aus zwei ge-
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geniiberliegenden Desmosomenhélften (”desmosomal plaques”) — je eine in jeder Zelle —
die wiederrum aufgebaut sind aus Integrinen* [25] und iiber bestimmte Anheftungsprotei-
ne mit dem Zytoskelett (Keratin) verkniipft sind. Im Interzellularraum sind die Integrine
miteinander assoziiert [9], [26]. Bei Plattenepithelien wie dem Stratum Corneum ist dies
besonders stark ausgepragt.

Gleichzeitig hat sich in den Corneozyten die sogenannte, circa 15-20nm dicke, Cornified
Envelope an der Innenseite der Zellmembran vollsténdig ausgebildet, die das Keratingeriist
vor chemischen Einfliissen schiitzt und als semipermeable Membran wirkt [27]. Sie besteht
aus verschiedenen vernetzenden Proteinen (hauptséchlich Involucrin, Loricrin, Elafin und
Cystatin A [28]). Die Cornified Envelope zusammen mit dem Keratingeriist bilden ein
chemisch wie mechanisch aulerordentlich stabiles inneres Skelett. Zwischen den einzelnen
Schichten des Stratum Corneums haben sich kontinuierliche Lipidlamellen ausgebildet, die
zusammen mit den Corneozyten die wichtigtste Barriere der Epidermis gegen mechani-
sche, biologische und chemische Einwirkungen sowie insbesondere gegen (De)Hydratation
bildet [29],[30], [31], [32], [33]. Gegen "normale” mechanische Beanspruchung zeigt sich
die Barriere erstaunlich stabil [34], wihrend eine Storung der interzelluldren Lipide (bei-
spielsweise durch Einwirkung von Aceton) sie wesentlich stérker schiadigt [35]. Die Verdun-
stungsrate der Haut (auch transepidermaler Wasserverlust genannt; englisch TEWL=Trans
Epidermal Water Loss) liegt zwischen 0,3m/cm2n und 5m/em2n [3], [36], [37]. Erst diese
hocheffektive Hydratationsbarriere macht ein Uberleben méoglich und erklirt gleichzeitig
die Gefahr, die von grofiflichigen Verbrennungen durch den Zusammenbruch dieser Bar-
riere ausgeht.

Teilweise wird in der Literatur noch das Stratum Lucidum abgegrenzt, das sich nach au-
Ben direkt an das Stratum Granulosum anschliet. Es hebt sich allerdings nur in lichtmi-
kroskopischen Aufnahmen insbesondere bei Leistenhaut ab und es ist nicht klar, ob eine
grundlegende morphologische Abgrenzung innerhalb des Stratum Corneum gerechtfertigt
ist. Insgesamt umfafit das Stratum Corneum — je nach Korperareal — 5-25 Schichten [38]
und ist zwischen 20 pm (Augenlider) und 500 pm (Ferse) dick [39]. Eine gute Ubersicht
iiber das Stratum Corneum gibt Plewig et al. in [40]; als Monographie sei [41] genannt.

Wasserhaushalt / NMF

Der Restwassergehalt wie auch der transepidermale Wasserverlust (TEWL) des Stratum
Corneums wird unter anderem geregelt iiber den Gehalt an wasserloslichen Molekiilen,
die mit den Corneozyten assoziiert sind [42]. Sie werden zusammenfassend als Natural
Moisturizing Factors (NMF) bezeichnet. Dazu zéhlen beispielsweise Amminosduren wie
Glycin, Prolin, Alanin, aber auch Urea (Harnstoff), Milchsdure, Polyole (beispielsweise
Saccharide und Glycerol) und auch alle Salze. Daher werden Hautcremes gezielt NMF's —
beispielsweise Glycerin, Urea und auch Honig — zugesetzt, um die Haut zu befeuchten.

* Transmembranproteine der Zellmembran
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Zellverklammerungen

Wihrend Desmosomen punktformig wirken und relativ gleichméBig verteilt sind (sozusa-
gen wie Nieten im Stratum Corneum), bilden benachbarte Corneozyten Uberlappungen
aus (vergleiche Abbildung 2.4), die typischerweise 10 % ihrer Oberfliche ausmachen. Sie
sind vielfach wie Klammern oder Anker ausgebildet und scheinen einen bedeutenden Bei-
trag fiir die mechanische Stabilitit zu leisten; trotzdem sind diese Strukturen noch nicht
systematisch untersucht. Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit ihr Verhalten bei
mechanischer Beanspruchung untersucht werden (Abschnitt 4.3.1 ab Seite 77).

Abbildung 2.4: Zellverklammerungen im Stratum Corneum bilden sich meist zwischen zwei oder
mehr Corneozyten aus (in diesem Fall zwischen den Zellen 1 und 2 sowie a und b). Mefbalken: 1 pm

2.2 Elektronenmikroskopie

Im Elektronenmikroskop entstehen die Bilder durch Interaktionen der Elektronen mit der
Probe. Entsprechend werden in Abschnitt 2.2.1 einige grundlegende Wechselwirkungen
zwischen Elektronen und Materie diskutiert, die in diesem Zusammenhang von Bedeutung
sind. Rein phdnomenologisch werden allgemein die Elektronen, die auf der gleichen Pro-
benseite austreten, auf der sie auch eingestrahlt werden (also "reflektiert” werden), von
denen unterschieden, die auf der gegeniiberliegenden austreten (”transmittiert” werden).
Obwohl anschaulich, ist diese Unterscheidung vom physikalischen Standpunkt willkiirlich
und wenig prézise, denn sie sagt nichts iiber die zugrundeliegenden Wechselwirkungen oder
ihre Haufigkeit aus.

Tendenziell tragen die reflektierten Elektronen Informationen aus der obersten Schicht
der Probe und lassen daher teilweise Riickschliisse auf die Topographie zu. Man unter-
scheidet dabei verschiedene Klassen (Sekundérelektronen und Riickstreuelektronen), die
unterschiedliche Energien, unterschiedliche Winkelverteilungen und ein unterschiedliches
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Auflésungsvermdégen haben. Thre Detektion und die darauf aufbauende Rasterelektronen-
mikroskopie wird in den Kapiteln 2.2.2 und 2.2.3 diskutiert. Bei diinnen Proben steigt der
Anteil der transmittierten Elektronen. Sie werden weniger durch die Topographie beein-
fluBt als viel mehr durch die Materie, die sie durchlaufen. Kapitel 2.2.4 gibt einen Uber-
blick. IThre Winkel- und Energieverteilungen werden im Transmissionselektronenmikroskop
genutzt, um unterschiedliche Aspekte des Probenvolumens zu analysieren. Vom Aufbau
dhnelt es einem Lichtmikroskop, bei dem statt Photonen allerdings Elektronen verwendet
werden. Kapitel 2.2.5 stellt exemplarisch die Detektoren und Methoden der Transmissi-
onselektronenmikroskopie vor, die im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurden. Schlief$lich
gibt es noch die Raster-Transmissionselektronenmikroskope, die sowohl die emittierten als
auch die transmittierten Elektronen detektieren. Es lassen sich allerdings dort (wie auch
im Transmissionselektronenmikroskop) keine massiven gefrorenen Proben untersuchen.

2.2.1 Wechselwirkungen zwischen Probe und Elektronen

Ein Elektron wechselwirkt beim Durchgang durch Materie mit den darin enthaltenen Ato-
men. Weil der Elektronenstrahl dadurch insgesamt eine Aufweitung erfihrt, wird dies auch
Streuung genannt. Bleibt die Summe der kinetischen Energien und die Summe der Im-
pulse der Wechselwirkungspartner erhalten, so spricht man von elastischer Streuung. Bei
inelastischer Streuung hingegen wird ein Teil der kinetischen Energie in Atom- und/oder
Elektronenanregung oder Gitterschwingungen konvertiert. Dabei bleibt natiirlich die Ge-
samtenergie und der Gesamtimpuls erhalten. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber
die wesentlichen Wechselwirkungen gegeben werden; ausfiihrlicher wird die Elektron-Probe-
Wechselwirkung in [43] und [44] diskutiert.

Die Ablenkung eines Primérelektrons aus seiner urspriinglichen Bahn wird durch den so-
genannten differentiellen Wirkungsquerschnitt g—g(é’) beschrieben. Er gibt die Wahrschein-
lichkeit do an, dafl das Primérelektron um einen Winkel ¢ in einen Raumwinkel df2 gestreut
wird und mufl mittels Wellenmechanik berechnet werden. Der gesamte Wirkungsquer-
schnitt o ergibt sich durch Integration iiber alle Raumwinkelbereiche d2 = 27 sin (#) d6:

o

—(0) 27 sin (6) dO (2.1)

o =
0

g\:;
o

Er kann beispielsweise benutzt werden, um den Anteil der gestreuten Elektronen zu be-
rechnen.

Elastische Streuung

Die Wellenfunktion des Elektrons kann aus der Schrodingergleichung exakt berechnet wer-
den; beispielsweise durch Partialwellenansatz. Bricht man diesen nach dem ersten nichttri-
vialen Term ab, so erhélt man die BORNsche Niaherung. Sie ist nicht mehr giiltig fiir Atom-
kerne hoherer Ordnung oder Mehrfachstreuungen, erlaubt aber eine analytische Losung fiir
einfache Modellpotentiale V.
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Fiir die Wellenfunktion erhélt man in dieser Niherung die Uberlagerung der einfallenden
ungestorten ebenen Welle (in z-Richtung mit der Wellenzahl kq) mit einer Kugelwelle der
Wellenzahl k nach Streuung:

o
Uy = Uy |exp (2mikoz) + i f(0) - exp (27ikr)
r

Der elastische differentielle Wirkungsquerschnitt ergibt sich dann zu:

dael
dQ2

0) = £ (O

Weil der elastische (wie iibrigens auch der inelastische Wirkungsquerschnitt) mit steigen-
dem Streuwinkel stark abféllt (das heifit Streuungen um grofie Winkel sind selten), wird
92(0) = | f(0)|?* sehr klein fiir groBe 6, sodaB die obere Integrationsgrenze in Gleichung 2.1
auch durch oo ersetzt werden kann. Da im Integranden nur kleine 6 beitragen, kann zusétz-
lich sin (#) durch € ersetzt werden, sodaf sich o ndherungsweise ausdriicken 1483t als:

o0
dO' el

dQ2

O = 21

6do = 2r / 1£(8)2 66 (2.2)
6=0

0=0

Setzt man beispielsweise die Wechselwirkung mit einem einzigen Atom der Kernladungs-

zahl Z im WENTZELschen Atommodell an, so ergibt sich das Potential zu
Vi(r)=— 6220 exp (—%) mit R = ayZ~"* und dem BoHRschen Radius ay. Der differenti-

4dme
elle Wirkungsquerschnitt von Elektronen der kinetischen Energie E, Ruheenergie £y und

Wellenlénge A ergibt sich dann zu:

doa . AZ°RY 1 + E/g,)? 1
(6) = 2 X 0 2 2 (23)
a0 G [+ )]
wobei 0y = =2 ist. Bei dem charakteristischen Winkel 6., fallt der differentielle elastische

2R
Wirkungsquerschnitt auf ein Viertel des Wertes fiir § = 0 ab.

Integration iiber 6 geméfl Gleichung 2.2 liefert den gesamten Wirkungsquerschnitt in der
BornNschen Néaherung zu:

h2Z* s
o> — 73 2.4
mit § = 7.
Die so berechneten Werte stimmen aber nur maflig mit realen Elektronenstreuexperimenten
in Festkorpern {iberein. Grund hierfiir ist die nicht zu vernachlassigende Mehrfachstreuung.
Zudem ist die Proportionalitdt zu Z3 ein typisches Resultat der BORNschen Approxima-
tion.
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Inelastische Streuung

Bei der inelastischen Streuung an Atomen konnen folgende Wechselwirkungen unter-
schieden werden:

e Anregung von Molekiiloszillationen in Gasen oder Phononenschwingungen der Atome
in Festkorpern. Der Energieverlust liegt typischerweise zwischen 20 meV und 1eV.

e Intra- und Interband-Anregungen der dufleren Atomelektronen sowie Anregung der
Valenz- und Leitungselektronen zu Plasmaschwingungen (insbesondere im freien Elek-
tronengas der Metalle). Die meisten dieser Anregungen zeigen relativ breite Energie-
verlustmaxima im Energieverlustbereich von 1eV und 50eV.

e Anregung von inneren Elektronen der Atome in unbesetzte Energiezustéinde ober-
halb der Fermikante. Der Energieverlust mufl dafiir mindestens so grofy sein wie die
Bindungsenergie der Elektronen (ca. 50 eV bis zu mehreren keV).

Fiir ausschliefSlich Inter- und Intrabandanregungen ergibt sich der differentielle Wirkungs-
querschnitt ndherungsweise zu:

—2

92+012ne
dainel< ) A1+ E/Eo)2 7 1= (1 + ) l)
df2 47T4a12{ (02 + 0i2nel)2

Il

(2.5)

mit Oipe = é, wobei J die mittlere lonisationsenergie des Atoms ist. Ndherungsweise ergibt
sie sich als J = 13,5 Z (in eV).

Verhiltnis der Wirkungsquerschnitte zueinander

Sowohl bei der elastischen als auch bei der inelastischen Wechselwirkung wird der Abfall
des differentiellen Wirkungsquerschnittes mit steigendem 6 wesentlich bestimmt durch die
Winkel 0., bzw. 0;,., die somit als charakteristische Abfallwinkel zu interpretieren sind.
Typischerweise haben sie Werte von 6, = 10mrad bzw. 6, =0,1 mrad. Dadurch, dafl
Oinel K g ist, findet inelastische Streuung in einem wesentlich kleineren Winkelbereich
statt als elastische Streuung (vergleiche auch Abbildung 2.5 auf der néchsten Seite).
Fiir grofie Streuwinkel 6, das heifit 6 > 60, sowie 0 > 0,,q, stehen die elastischen (2.3) und
inelastischen (2.5) differentiellen Streuquerschnitte in einem einfachen Verhéltnis:
doipel 1
“dou " Z (2.6)
dQ
Analog zu Gleichung 2.1 bzw. 2.2 kann daraus das Verhéltnis der Gesamtwirkungsquer-

schnitte gewonnen werden:

~ 2 (2.7)
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inelastisch

elastisch

In(©)

Abbildung 2.5: Qualitativer Verlauf des differentiellen Wirkungsquerschnittes 42 (6) in

dQ
doppelt-logarithmischer Auftragung gegen den Streuwinkel 6 bei elastischer und inelastischer Streuung.

Letztere findet in einem deutlich engeren Winkelbereich statt.
(Abbildung nach [44])

Experimentell ([45], [46]) ergibt sich das Verhéltnis zu:

Oinel ~ @
Oel A

(2.8)

Hieraus ergibt sich die wichtige Folgerung, daf leichte Elemente (Z<20) Elektronen vor-
wiegend inelastisch und damit um kleine Winkel streuen. Bei schweren Elementen iiber-
wiegt hingegen die elastische Streuung um grofle Winkel. Dies hat Auswirkungen auf
die unterschiedlichen Kontrastarten im Transmissionselektronenmikroskop (vergleiche Ab-
schnitt 2.2.5 ab Seite 21) wie auch auf die Signalausbeute im Rasterelektronenmikroskop.

2.2.2 Riickgestreute und emittierte Elektronen

Haben die eintreffenden Primérelektronen eine Energie Ej, dann haben die daraufhin von
der Probe ausgehenden Elektronen eine Energieverteilung zwischen 0 und FEj. Der quali-
tative Verlauf ist in Abbildung 2.6 auf der folgenden Seite dargestellt. Den zahlenméafig
grofften Anteil stellen dabei jene Primérelektronen, die vor Austritt aus der Probe kei-
ne oder nur wenig Energie durch Stofle mit Atomkernen verloren haben. Dies sind die
sogenannten Riickstreuelektronen (englisch: BSE fiir BackScattered Electrons), die den
hochenergetischen Teil in Abbildung 2.6 ausmachen und bei Probenatomen mittlerer und
hoher Ordnungszahl am hiufigsten eine Energie zwischen 70 % und 90 % der Primérener-
gie besitzen. Mit steigender Energiedeposition der Primérelektronen sinkt auch die Wahr-
scheinlichkeit, daf sie die Probe verlassen konnen. Daher zeigt sich in der Energieverteilung
ein Abfall in der Anzahl der austretenden Elektronen zu niedrigeren Energien hin. Unter-
halb von etwa 50eV (typischerweise zwischen 3eV und 5eV) gibt es aber einen scharfen
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Anstieg durch Emission der sogenannten Sekundérelektronen. Dies sind im wesentlichen
Elektronen der Probe, welche ihre kinetische Energie durch inelastische Stofle der Primér-
elektronen erhalten haben. Sekundérelektronen werden definiert als alle von der Probe
ausgehenden Elektronen mit einer kinetischen Energie unter 50eV. Obwohl auch einige
Riickstreuelektronen in diesen Bereich abgebremst werden und so als Sekundérelektronen
gezihlt werden, sind sie aufgrund ihrer geringen Anzahl vernachléassigbar. Die Sekundér-
elektronen konnen durch Priméirelektronen als auch durch Riickstreuelektronen erzeugt
werden. Stammen Riickstreu- oder Sekundirelektronen direkt aus einer einzigen Inter-

N(E),

M-----cmmmm T
\ 4

S
m

50 eV

Abbildung 2.6: Energieverteilung der von der Probe ausgehenden Elektronen: SE: Sekun-
dérelektronen; RE: Riickstreuelektronen; E,: Beschleunigungsspannung; N(E): Anzahl der austretenden
Elektronen einer bestimmten Energie F.

(Abbildung nach [47])

aktion des Primérstrahls mit der Materie, werden sie "erster Ordnung” genannt und mit
BSE1 beziehungsweise SE1 bezeichnet (vergleiche Abbildung 2.7 auf Seite 17). Alle mehr-
fach in der Probe gestreuten Elektronen heiflen zweiter Ordnung. Ferner grenzt man noch
die Elektronen hoherer Ordnung ab, die aus Wechselwirkungen mit Gerédtewandungen oder
anderer Materie aufler der Probe entstehen. Im Rahmen dieser Arbeit werden sie zusam-
mengenommen nur als BSEn bzw. SEn bezeichnet.

Eindring- und Austrittstiefen der Elektronen

Beim Weg durch Materie verliert ein Elektron bestdndig Energie, bis es entweder die Mate-
rie verlassen kann oder in ihr zum Stillstand kommt. Es hat damit nur eine endliche Reich-
weite. Die Eindringtiefe R ist definiert als der maximale Abstand normal zur Oberfléache,
den ein Priméarelektron zuriicklegen kann. Im Wesentlichen legt sie das Probenvolumen fest,
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in dem Energie durch den Elektronenstrahl deponiert wird (im Folgenden ” Anregungsvo-
lumen” genannt), und es somit potentiell zu Ionisationen und damit zu Strahlenschéden
und lokaler elektrostatischen Aufladung kommen kann.

Die Austrittstiefe von Riickstreuelektronen ist ungefihr halb so grofl wie R. Fiir die niede-
renergetischen Sekundérelektronen betrédgt die Austrittstiefe hingegen nur noch 1 nm-5nm
und ist umso kleiner, je besser die elektrische Leitfahigkeit der Probe ist. Mehrere 10 % al-
ler erzeugten Sekundérelektronen werden wieder absorbiert, bevor sie iiberhaupt austreten
konnen.

Auflésungsvermogen der von der Probe ausgehenden Elektronen

Durch Elektronendetektoren (naher diskutiert in Abschnitt 2.2.3) kann nur die Gesamt-
summe aller Sekundérelektronen (also SE1, SE2 und SEn) bzw. aller Riickstreuelektronen
(BSE1, BSE2 und BSEn) nachgewiesen werden, aber es kann nicht zwischen ihnen diskri-
miniert werden.

Sekundérelektronen und Riickstreuelektronen erster Ordnung (SE1, BSE1) entstehen per
definitionem ausschliefllich durch Wechselwirkungen mit dem Primérelektronenstrahl. Sie
tragen iiber die Probe Informationen mit hochster Ortsauflosung.

Sekundérelektronen und Riickstreuelektronen zweiter Ordnung (SE2, BSE2) werden durch
Riickstreuelektronen erzeugt, die in Materie eine wesentlich groflere Reichweite haben.
Folglich tragen sie Informationen aus einem wesentlich grofleren Volumen in sich und man
erreicht mit ihnen eine geringere laterale Auflosung. Thr Anteil am Gesamtsignal kann
nur vermindert werden, indem man die Probenoberfliche speziell prapariert (” Elektronen-
strahlbedampfung”, Abschnitt 2.3.3 ab Seite 37).

Sekundérelektronen und Riickstreuelektronen hoherer Ordnung (SEn) entstehen nicht aus-
schlieBllich durch Wechelwirkung mit der Probe und bewirken daher hauptséchlich ein Hin-
tergrundrauschen im Signal. Thr Anteil am Signal ist nur durch bauliche Verdnderungen im
Inneren des Elektronenmikroskops zu vermindern (beispielsweise Beschichtung der inneren
Metallfachen mit einem elektronenabsorbierenden Material (Kohlenstoff)).

In einem homogenen Objekt tragen Sekundérelektronen aufgrund ihrer wesentlich geringe-
ren Energie hauptséchlich Informationen aus der Oberfliche, wihrend die energiereicheren
Riickstreuelektronen dann auch Informationen aus tieferen Probenbereichen beinhalten.

2.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Im folgenden Abschnitt sollen die heute gebréduchlichsten Detektoren in der Rasterelek-
tronenmikroskopie vorgestellt werden, die es erlauben, Bilder aus den von der Probe aus-
tretenden Elektronen zu generieren. Entsprechend ihrer unterschiedlichen Entstehungen,
Energien und Richtungen kénnen dadurch unterschiedliche Aspekte der Probe dargestellt
werden. Darauf wird in Abschnitt 2.2.3 ab Seite 19 eingegangen.
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Detektoren im Rasterelektronenmikroskop

Je nach Bau- und Detektionsprinzip konnen Elektronendetektoren von der unterschiedli-
chen Energie und Richtung der von der Probe ausgehenden Elektronen Gebrauch machen.
Im folgenden kann dies nur kurz umrissen werden; tiefere Einblicke gew#hren [43], [47].

Everhart-Thornley-Detektor Der Everhart-Thornley Detektor ist einer der gebrauch-
listen Elektronendetektoren im Rasterelektronenmikroskop iiberhaupt. Herzstiick ist ein
metallisches Kollektorgitter, das auf ein definiertes elektrisches Potential gebracht werden
kann (vergleiche Abbildung 2.7): Ein positives Potential bewirkt eine attraktive Saug-
spannung; ein negatives ist hingegen repulsiv. Direkt hinter dem Kollektorgitter schlieffen
sich ein Szintillator, ein Photomultiplier und ein Signalvorverstarker an. Die Riickstreu-

Wandung 3 E

S ET-Detektor <

-

Kollektor : . Kollektor
(@=+300 V) (®=-100 V)

Abbildung 2.7: Aus der Probe ausgehende Elektronen erster bzw. zweiter Ordnung tragen den
Index 1 bzw. 2 sowie n fiir alle hoheren Ordnungen. a) Bei positivem Kollektorpotential @ des Everhart-
Thornley (ET) Detektors werden Sekundirelektronen (SE, gestrichelt) und Riickstreuelektronen (BSE,
durchgezogene Linien) detektiert; bei negativem Potential (b) nur noch die Riickstreuelektronen. Grau un-

terlegt: Austrittstiefe fiir Sekundarelektronen; gepunktet: Anregungsvolumen des Primérelektronenstrahls
(PE).

elektronen haben gréfitenteils eine so hohe kinetische Energie, dafl sie vom Potential des
Kollektors kaum beeinflufit werden. Anders die Sekundérelektronen: Ein positives Poten-
tial von @ = 4300V reicht aus, um diese niederenergetischen Elektronen zuverléssig in
Richtung des Detektors zu beschleunigen — auch wenn sie sich urspriinglich nicht in seine
Richtung bewegt haben und teilweise auch, wenn der direkte Weg verdeckt ist (vergleiche
Abbildung 2.10 auf Seite 20). Somit wird ein GroBteil aller Sekundérelektronen (SE1, SE2,
SEn) detektiert, konnen dabei aber nicht unterschieden werden. Aufgrund der absoluten
Héaufigkeit wird das Signal allerdings wesentlich durch die SE2 gepréagt. Wird das Potential
auf —100V abgesenkt, werden hingegen die Sekundérelektronen abgestofien — selbst wenn
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sie urspriinglich die Probenoberfliche in Richtung Detektor verlassen haben. Die Riick-
streuelektronen bleiben hingegen wie im vorigen Fall praktisch unbeeinfluflt. Sie kénnen
aber aufgrund der Geometrie nur dann nachgewiesen werden, wenn sie die Oberfliache in
Richtung Detektor verlassen haben und sich auf dem direkten Wege kein Hindernis be-
findet (Abbildung 2.7 auf der vorigen Seite). Das Signal der Riickstreuelektronen durch
den Everhart-Thornley-Detektor ist somit abhéngig von seiner relativen Orientierung zur
Probenoberfliche sowie dem Einfallswinkel des Primé&relektronenstrahls und stellt damit
eine Mischung aus Topographie- und Materialkontrast dar.

Konzentrischer Ringdetektor fiir Riickstreuelektronen Die sogenannten konzen-
trischen Ringdetektoren werden symmetrisch zum Primérelektronenstrahl moglichst dicht
tiber die Probenoberfliche plaziert (vergleiche Abbildung 2.8), um Riickstreuelektronen aus
einem grofien Raumwinkelbereich (nahezu dem gesamtem oberen Halbraum) detektieren
zu konnen. Die Oberflichennormale der Probe spielt daher — im Gegensatz zum Ever-
hart-Thornley Detektor — kaum eine Rolle und es ergibt sich fast ein ungestortes Bild des
Materialkontrastes. Aufgebaut sind die Ringdetektoren entweder aus dotiertem Halbleiter-
material, in dem die von der Probe ausgehenden Elektronen Elektronen-Lochpaare und
damit einen detektierbaren Impuls erzeugen, oder aus einem Szintillatormaterial dhnlich
wie im Everhart-Thornley Detektor.

PE

N

Abbildung 2.8: Konzentrischer Ringdetektor (schraffiert): er wird dicht iiber der Probe plaziert
und detektiert daher nahezu alle Riickstreuelektronen (durchgezogene Pfeile). PE: Primérelektronenstrahl

MEDOL-InLens-Detektor Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Detektoren be-
finden sich die sogenannten InLens-Detektoren direkt in der Elektronensdule des Raster-
elektronenmikroskops. Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein MEDOL*-Detektor ver-
wendet (vergleiche Abbildung 2.9 auf der folgenden Seite). Von der Probenoberfliche ausge-
hende Sekundérelektronen befinden sich im Feld der untersten elektrostatischen Linse (bei-

Magnetic Electron Detection Objective Lens
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spielsweise ®Ppinse=—5kV) und dem des Detektors selbst (Pppens=+8kV). Sekundérelek-
tronen, die die Probenoberflache antiparallel zum Priméarelektronenstrahl verlassen, werden
durch die Uberlagerung dieser Potentiale angezogen und beschleunigt. Sie kénnen daher
statt mit einem Everhart-Thornley-Detektor auch mit einem Halbleiterdetektor nachge-
wiesen werden. Ist der Austrittswinkel der Elektronen aus der Oberfliche zu schréig oder
verlassen sie sie zu weit entfernt vom Primérelektronenstrahl, gelangen sie durch die spezi-
elle Geometrie des Linsensystems nicht zum Detektor. Sein Signal wird somit hauptséichlich
durch die Sekundérelektronen erster Ordnung nahe dem Primérstrahl bestimmt — obwohl
natiirlich auch hohere Ordnungen und Riickstreuelektronen beitragen. Die Grundlagen fiir
das Design legte Joachim Zach [48], [49] mit einem rein elektrostatischen System, das ohne
magnetische Komponenten aufgebaut war (EDOL-Detektor: Electron Detection Objective
Lens-Detektor).

W Ep=10kV

q— PppLens™ 8 KV

Elektromagnetischer
Aperturwechsler I
Feldlinsen
—
er

ringférmig

L

SE-Detektor ————

]
("InLens Detektor”)
magnetische
Linsen
konzentrischer

Spulen fir >
I | BE—— Rickstreudetektor
Scanbeweguing ("BSE-Detekior”)

elektrostaLtilﬁ:zﬁ ET Detektor
("SE Detektor”)
a ) | Probe | b ) W Probe™ 0

Abbildung 2.9: Séule eines Rasterelektronenmikroskops mit MEDOL-Detektor: a) Schemati-
sche Ubersicht iiber die Siule eines Rasterelektronenmikroskops inklusive dreier eingebauten Detektoren.
b) Detektionsprinzip des InLens Detektors samt der Potentiale der beteiligten Elemente bei einer kineti-
schen Energie der Primérelektronen von E;=10keV. Die Flugbahn der detektierten Sekundérelektronen
ist gestrichelt gezeichnet.

Dpjnse= -5 KV

Ein alternatives Design eines InLens-Detektors beschleunigt die Sekundérelektronen na-
he dem Priméirelektronenstrahl entlang einer Schraubenlinie in Richtung eines Everhart-
Thornley-Detektors, der in der Elektronenséule plaziert ist.

Kontrastmechanismen
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Topographiekontrast durch Sekundéirelektronen Durch ihre geringe Austrittstiefe
héngt die Ausbeute der Sekundérelektronen — bei sonst gleichem Probenmaterial und glei-
cher Energie des Primérelektronenstrahls — sehr stark von der lokalen Topographie ab (ver-
gleiche Abbildung 2.10). Das Anregungsvolumen, in dem durch den Primérelektronenstrahl

Det_e_ktor- R L ﬂ, <g>
position 1 e
. S e <+ 1+ * PP Detektor-
ﬁ\; el o position 2

LA 4

Abbildung 2.10: Kantenkontrast fiir Sekundérelektronen: Gezeigt ist das Anregungsvolumen
(gepunktet) des Primirelektronenstrahls (Durchmesser d), die Austrittstiefe der Sekundirelektronen (hell-
grau) und die Schnittfliche beider Gebiete (schraffiert). In Abhéngigkeit von der lokalen Topographie ge-
langen Sekundirelektronen entweder zum Detektor (gepunktete Flugbahnen) oder werden auf ihrem Weg
wieder absorbiert (gestrichelte Flugbahnen). Daher ist die Effizienz der Everhart-Thornley-Detektoren
mit positivem Kollektorpotential beziiglich der Sekundérelektronenausbeute an Position 1 geringer als an
Position 2. Einzelheiten im Text.

Energie eingebracht wird und damit Sekundérelektronen erzeugt werden, ist zwar iiberall
gleich. Sie miissen allerdings nahe der Oberfliche erzeugt werden, um aus der Probe aus-
treten und detektiert werden zu konnen. Das Detektorsignal wird daher nur von dieser
schmalen Oberflachenschicht des Anregungsvolumens bestimmt (in Abbildung 2.10 schraf-
fiert), welche ihrerseits stark von der lokalen Topographie — insbesondere der Flidchennei-
gung im Anregungsvolumen — abhéngt. Unterschiedliche lokale Absorptionen der Probeno-
berflache fiir Elektronen sowie lokale elektrostatische Aufladungen beeinflussen zusétzlich
die Sekundéarelektronenausbeute. Das alles gilt allerdings nur, wenn der Durchmesser des
Elektronenstrahls kleiner ist als die Strukturdetails der Topographie. Im umgekehrten Fall
konnen die Details nicht mehr aufgelost werden und es kommt zu einer Mittelung iiber den
Strahlquerschnitt.

Materialkontrast durch Riickstreuelektronen Durch ihre héhere Energie haben
Riickstreuelektronen eine wesentlich groflere Austrittstiefe. Bei ihrer Entstehung haben
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sie meist eine #hnliche Flugbahn wie die Primérelektronen. Um die Oberfliche zur De-
tektion verlassen zu konnen, miissen sie in der Probe daher abgelenkt werden; dies wird
umso wahrscheinlicher, je mehr Materie sie durchlaufen haben. Die tatsdchlich detektier-
ten Riickstreuelektronen stammen also vorzugsweise von tieferen Probenstellen und werden
kaum durch die Topographie der Oberfliche beeinfluit. Da hauptséchlich die Wechselwir-
kung mit Atomkernen der Probe fiir die Riickstreuelektronen eine Rolle spielt, wird ihre
Raumwinkel- und Energieverteilung empfindlich von der Kernladungszahl beeinfluflt (Ma-
terialkontrast): Je hoher diese ist, umso mehr detektierbare Riickstreuelektronen werden
erzeugt.

Ein Sonderfall ist hier allerdings, wenn die Oberfliche der Probe mit Elementen von we-
sentlich hoherer Ordnungszahl beschichtet wird. Dann wird die Signalentstehung der Riick-
streuelektronen von dem eigentlichen Probenmaterial in diese Schicht verlagert, die ihrer-
seits die Topographie der Oberfliche wiederspiegelt.

2.2.4 Transmittierte Elektronen

Das Energieverlustspektrum der transmittierten Elektronen ist sehr charakteristisch fiir die
jeweilige Probe. Grundsétzlich sieht es aber fiir diinne Proben (das heifit diinner als 100 nm
bei einer Beschleunigungsspannung der Primérelektronen von 100kV) aus wie in Abbil-
dung 2.11 auf der nichsten Seite dargestellt: Der iiberwiegende Teil der Elektronen hat
entweder iiberhaupt nicht interagiert oder wurde elastisch oder inelastisch mit nur kleinen
Winkeln gestreut und hat damit keinen oder nur einen sehr geringen Energieverlust erfah-
ren. Zusammengefafit werden sie alle dem ungestreuten Primérelektronenstrahl zugeordnet
(im englischen auch ”Zeroloss”-Elektronen genannt). Denn praktisch ist es unméglich, diese
nicht oder nur schwach wechselwirkenden Elektronen von den Priméirelektronen zu unter-
scheiden, die schon bei ihrer Erzeugung eine nichtverschwindende Winkel- und Energie-
verteilung haben. Zu hoheren Energieverlusten hin schlieit sich der Anteil der Plasmonen-
anregung und anderer charakteristischer Wechselwirkungen an, die bei dem verwendeten
MafBstab von Abbildung 2.11 allerdings nicht erkennbar sind.

2.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Im Transmissionselektronenmikroskop treten prinzipiell zwei Wechselwirkungen der Elek-
tronen mit Materie auf, die bei ihrer Detektion zu unterschiedlichen Intensititen und damit
zum Entstehen von Kontrast in den Abbildungen beitragen: Zum einen kénnen die Pri-
mérelektronen als klassisches Teilchen an Atomkernen gestreut und stark aus ihrer Bahn
abgelenkt werden. Dies geschieht primér an Schwermetallkernen und grofien Strukturdetails
(ab circa 10nm). Dies ist der sogenannte Streuabsorptionskontrast. An kleinen Strukturen
und an leichten Kernen hingegen erfahren die Elektronen als Teilchen nur geringe Auslen-
kungen aus ihrer Bahn, da sie dort hauptséichlich inelastisch gestreut werden (vergleiche
Abschnitt 2.2.1 ab Seite 13 und insbesondere Gleichung 2.8). Als Welle erféhrt das Elektron
dabei aber eine strukturspezifische Phasenénderung, die zu Interferenz mit den ungestreu-
ten Elektronen und schliefllich zur Kontrastentstehung fithrt (dem Phasenkontrast). Beides
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Abbildung 2.11: Energieverlustspektrum der transmittierten Elektronen. E,: Energie des Pri-
mérelektronenstrahls.

soll im folgenden ndher diskutiert werden.

Durch Transmissionselektronenmikroskopie ist es auch moglich, die dreidimensionale in-
nere Struktur der Probe zu visualisieren: Dazu werden Diinnschnitte (Dicke bis ungefahr
200nm) schrittweise iiber einen méglichst grofien Winkelbereich rotiert. Wird dann fiir
jeden Schritt ein Bild aufgenommen, 1&8t sich daraus schliellich am Computer ein drei-
dimensionales Abbild rekonstruieren. Diese Mikroskopietechnik wird TEM-Tomographie
genannt. Als Anwendungsbeispiel sei [50] genannt.

2.2.6 Streuabsorptionskontrast

In einem Transmissionselektronenmikroskop kénnen gezielt diejenigen Elektronen durch
Blenden absorbiert werden, die nach Durchgang durch die Probe um einen bestimmten
Mindestwinkel abgelenkt wurden. Dadurch kann man vorgeben, welche Elemente am mei-
sten zum Kontrast im detektierten elektronenmikroskopischen Bild beitragen. Beispielhaft
soll das an einer idealen Probe diskutiert werden, die nur die Elemente Blei (Pb) und Koh-
lenstoff (C) enthélt (vergleiche Abbildung 2.12 auf der folgenden Seite). Aus Gleichung 2.3
auf Seite 12 geht hervor, dafl der elastische Streuquerschnitt mit der zweiten Potenz der
Kernladungszahl Z wéchst. Die Streuung um einen bestimmten Winkel 6 ist damit fiir
ein Bleiatom (Z = 82) circa 180 mal hédufiger als fiir ein Kohlenstoffatom (Z = 6). Dies
trifft insbesondere bei hohen Streuwinkeln zu. Strahlt man die Priméarelektronen nun auf
eine Probe endlicher Dicke, so bewirken alle Wechselwirkungen (inklusive der inelastischen
Streuung) eine winkelabhéngige Intensitétsverteilung. Zusétzlich zu den (nicht dargestell-
ten) Zeroloss-Elektronen zeigt in dem gewéhlten Beispiel das Spektrum zwei Maxima, die
den Wechselwirkungen mit Kohlenstoff und Blei entsprechen (Abbildung 2.12a). Blendet
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man nun alle Elektronen mit einem hoheren Ablenkwinkel als 6y aus (Abbildung 2.12b), so
tragen zu der entstehenden Intensitédtsverteilung hauptséchlich die Kohlenstoffatome bei.
Weil die Gesamtintensitédt durch die Zeroloss-Elektronen sehr hoch ist, spricht man vom
Hellfeldsignal. Detektiert man hingegen nur transmittierte Elektronen, die mindestens um
einen Winkel 6, abgelenkt werden (Abbildung 2.12¢), so erhdlt man das sogenannte Dun-
kelfeldsignal, zu dem insbesondere das Blei beitragt. Prinzipiell kann man so bestimmen,
ob hauptséchlich schwere oder leichte Elemente zur Kontrastentstehung beitragen.

d
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Abbildung 2.12: Streuabsorptionskontrast im Transmissionselektronenmikroskop: Die ela-
stische Streuung am Atomkern bewirkt eine Winkelabhéngigkeit der detektierten Intensitéit I(0) (jeweils
auf der rechten Seite ohne die Zeroloss-Elektronen dargestellt). Dabei iiberlagern sich die Einfliisse der
beteiligten Atome (Kohlenstoff und Blei) (a). Bei schweren Elementen (zum Beispiel Blei) kommen grofie
Streuwinkel héufiger vor als bei leichten Elementen. Werden transmittierte Elektronen hohen Streuwin-
kels mit einer Blende herausgefiltert, tragen hauptsiichlich leichtere Elemente zum Signal bei (b). Wird
hingegen nur bei hohen Winkeln detektiert, iiberwiegt der Einfluf} der leichten Elemente (c).
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2.2.7 Phasenkontrast

In Proben, die hauptséchlich aus leichten Elementen mit niedriger Kernladungszahl Z
aufgebaut sind, spielt der Streuabsorptionskontrast keine wesentliche Rolle. Insbesondere
ist dies bei biologischen Proben der Fall. Die Elektronen werden nur wenig aus ihrer ur-
spriinglichen Bahn abgelenkt. Dafiir erfahren sie aber durch ihre Wechselwirkungen und
die leicht verédnderte Flugbahn eine Phasenverschiebung, die zu Interferenzerscheinungen
mit den ungestreuten Elektronen(wellen) fithrt (entsprechend heifien die untersuchten Ob-
jekte dann ”Phasenobjekte”). Bei einer Beschleunigungsspannung der Primérelektronen
von 100kV (entsprechend einer Wellenldnge von 3,7 pm) wird dann der Kontrast bestimmt
von Strukturen unterhalb von 5nm. Dies entspricht im reziproken Raum, der fiir diese
Betrachtungen geeigneter ist, Ortsfrequenzen R oberhalb von 0,2nm™!. Zu der Phasenver-
schiebung tragt neben R und der Wellenlénge der Elektronen A\ auch die gerédtespezifische
Offnungsfehlerkonstante Cg des Elektronenmikroskopes bei. Sie hat typischerweise einen
Wert von Cs ~ 1 mm. Nach SCHERZER (vergleiche auch [44]) ergibt sich dann die beobach-
tete Phasenverschiebung v zu:

v = g (Cs- MR~ 2Az -\ R?) (2.9)
Vom Experimentator am leichtesten zu variieren ist dabei der Defokus Az, das heifit der
Abstand des aktuell eingestellten Fokus vom optimalen Fokus auf der Probe. Fiir die

Interferenz ist sin(7) entscheidend:
B(R) := —2sin(y) = —2sin g (Cs- NR'—2Az - \- R?) (2.10)

Die Funktion B(R) = —2sin(y) heiit Phasenkontrastibertragungsfunktion; sie ist in Ab-
bildung 2.13 auf der folgenden Seite exemplarisch aufgetragen. Bei kleinen Werten fiir R
(also groflen Strukturen) ist sie betragsméBig klein, was bedeutet, dafl von den zugehori-
gen Strukturen wenig Kontrast ausgeht und diese schlecht abgebildet werden. Bei hohen
Ortsfrequenzen R oberhalb des ersten Nulldurchganges hingegen oszilliert die Funktion
immer schneller zwischen positiven und negativen Werten, sodafl es bereits bei Strukturen
von leicht unterschiedlicher Grofle zu einer vollstdndigen Kontrastumkehr kommen kann,
sodaf die entstehenden Bilder falsch gedeutet werden kénnen. Im praktischen Betrieb sind
nur solche Strukturen gut darstellbar, die eine Ortsfrequenz vor dem ersten Nulldurchgang
haben und bei denen die Phasenkontrastfunktion moglichst nahe bei 2 ist. Dieser darstell-
bare Bereich ist seinerseits empfindlich von Az abhéngig. Ein Abschétzen dieses Wertes
erlaubt gleichzeitig ein Abschétzen der real erreichten Auflosung. Bei einem Defokus von
Az = 0 ist allerdings auch der Kontrast (bei sonst gleichen Parametern) minimal und in
der Praxis meist zu gering, sodafl man einen etwas von Null verschiedenen Wert benutzt
(Unterfokus*). Ein Uberfokus hingegen bewirkt eine Kontrastinversion im Vergleich zum
Streuabsorptionskontrast und ist daher in der Praxis meist ungeeignet.

beispielsweise lassen sich Strukturen von 1,5nm-2nm am besten mit einem Defokus von Az =400 nm
abbilden.
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Abbildung 2.13: Phasenkontrastiibertragungsfunktion B(R)=—2sin(7y) (Ordinate) in
Abhéngigkeit von der Ortsfrequenz R in pm (Abzisse) bei einem Offnungsfehler von C'g =1 mm, einer Elek-
tronenwellenlénge von A= 3,7 pm (entspricht 100keV Elektronen) und einen Defokus von Az = /Cq - A =
60,8 nm.

Durch die praktisch sehr begrenzte Qualitidt der elektromagnetischen Linsen (inhomoge-
nes magnetisches Feld durch nicht perfekte Eisen-Einkristall-Kerne) im Transmissionselek-
tronenmikroskop ist die Phasenkontrastiibertragungsfunktion bei hohen Ortsfrequenzen
(ndherungsweise) exponentiell gedampft:

B...1(R) = B(R) - e %

real

2.3 Préaparation von biologischen Proben fiir die Elek-
tronenmikroskopie

Weil fiir die Praparation von biologischen Proben ihr intrinsischer Wassergehalt wie auch
ihre Stoffwechselaktivitit beachtet werden muf}, sind die heutzutage angewandten Prapa-
rationsmethoden so vielfiltig wie die Proben selbst. Im folgenden kénnen nur die in dieser
Dissertation tatsédchlich verwendeten Verfahren diskutiert werden; als weiterfithrende Lite-
ratur seien dem geneigten Leser beispielsweise [51], [52], [53] und [54] empfohlen.
Prinzipiell gliedert sich die Praparation in zwei Teile: Der Beendigung sdmtlicher Stoff-
wechselprozesse und der Aufbereitung der Probe fiir die jeweilige Mikroskopie. Beide Teile
miissen je nach Fragestellung und Probe sorgfiltig ausgewéahlt werden.

Bleibt eine Beendigung samtlicher Stoffwechselprozesse aus, so wiirde sich die Probe
von den kleinsten Organellen aufwirts weiterhin kontinuierlich veréndern und umorgani-
sieren, soda man nur noch die Uberlagerung eines Kontinuums von Zustéinden analysieren
konnte. Um dies zu vermeiden, kann beispielsweise die chemische Fizierung eingesetzt wer-
den, bei der in die Probe reaktive Substanzen eingebracht werden, die mit dem Biomaterial
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chemische Verbindungen eingehen und es so miteinander vernetzen und damit fixieren. Es
ist bekannt, dafl dabei der Hydratationszustand und die Ultrastruktur der Probe veréndert
werden* [57], [58]. Weil aber die Hautproben im Rahmen dieser Dissertation insbesondere
in ihrem Hydratationszustand erhalten und mikroskopiert werden sollten, schlof§ sich eine
chemische Fixation aus. Gleiches trifft auf eine vollstdndige Entfernung des Wassers zu,
die natiirlich auch sdmtliche Stoffwechselprozesse beenden wiirde.

Eine andere Moglichkeit ist die physikalische Arretierung, bei der das ubiquitdre Was-
ser und mit thm die ganze Probe eingefroren wird. Dies dauert (je nach Gefriertechnik)
zwischen einigen Millisekunden bis zu wenigen Sekunden und ist damit schneller als die
chemische Fixierung, sodafl alle Probenbereiche nahezu zum gleichen Zeitpunkt arretiert
werden. Zudem ist es ein nicht-invasives Verfahren, bei dem keine reaktiven Substanzen in
das biologische Material eingebracht werden — insbesondere bleibt damit der Hydratations-
zustand zuverléssig erhalten. Daher wurden die Proben in dieser Dissertation ausschliefSlich
physikalisch arretiert.

Ein Problem ist allerdings, daf§ sich Wasser normalerweise bei Gefrieren ausdehnt und es
so zu physikalischen Zerstorungen kommt. Dem kann beispielsweise durch Zugabe eines
chemischen Gefrierschutzes entgegengewirkt werden (etabliert sind Succrose oder Poly-
ethylenglycol) [59], [60], [61]) — der allerdings auch die Hydratation deutlich beeinflus-
sen kann. Durch die Ausnutzung der auflergewohnlichen physikalischen Eigenschaften des
Wassers (Abschnitt 2.3.1 ab Seite 27) kann ein Ausdehnen beim Gefrieren durch spezielle
Gefriertechniken auch ohne chemische Zusétze verhindert werden. Zwei dieser Techniken
wurden in dieser Arbeit verwendet und werden in Abschnitt 2.3.2 ab Seite 30 vorgestellt.
Aufgrund der Fiille der moglichen Aufbereitungen der Proben konnen an dieser Stelle
nur die beiden tatsdchlich benutzten diskutiert werden: Bei der Cryoprdparation bleibt
die Probe die ganze Zeit im gefrorenen Zustand, ohne daf} ihre innere Struktur modi-
fiziert wird. Bei allen Schritten der Praparation und beim Mikroskopieren mufl sie also
ausreichend gekiihlt" und vor eventuellen Eiskontaminationen durch die Luftfeuchtigkeit
geschiitzt werden. Damit ist sie nur begrenzt lagerbar. Auf der anderen Seite kann eine
komplette Cryopraparation samt Mikroskopie in nur einem Tag abgeschlossen werden. Auf
den genauen Ablauf inklusive der nétigen theoretischen Grundlagen wird in Abschnitt 2.3.3
ab Seite 33 eingegangen. Wegen der genannten Vorteile wurden die Hydratationsuntersu-
chungen ausschliellich an cyropraparierten Proben durchgefiihrt.

Bei der Gefriersubstitution hingegen wird das gefrorene Wasser der Probe durch ein fliissi-
ges Polymer substituiert und dieses dann auspolymerisiert. Das ist natiirlich ein invasiver
Vorgang, der die Gefahr der Verdnderung des Hydratationszustandes sowie der Umor-
ganisation und/oder Auswaschung von Molekiilen mit einem Gewicht unter 1000 Da in
sich birgt. Zudem ist es ein sehr zeitaufwendiges Verfahren (Dauer: circa 1 Woche). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden gefriersubstituierte Proben ausschliefflich fiir ergénzende
Ultrastrukturuntersuchungen herangezogen — nicht aber zu Untersuchungen des Hydrata-

zudem dauert sie so lange, daf§ chemische und osmotische Verénderungen innerhalb der Probe auftreten
kénnen [55], [56].

Insbesondere darf sich das in der Probe enthaltene gefrorene Eis nicht umkristallisieren, was bei Tempe-
raturen oberhalb der Rekristallisationstemperatur von —110°C der Fall wére.
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tionszustandes. Allerdings liegt die Probe schliellich fest in einem Kunststoffblock vor und
ist damit fiir praktisch unbegrenzte Zeit bei Raumtemperatur haltbar, weiterverarbeitbar
und mikroskopierbar. Auf die Einzelheiten wird in Abschnitt 2.3.4 ab Seite 38 eingegangen.

2.3.1 Theoretische Grundlagen

Wasser ist Grundvoraussetzung des Lebens auf der Erde und daher in allen biologischen
Strukturen ubiquitédr. Vom physikalischen Standpunkt hat es viele aulergew6hnliche Eigen-
schaften, die es auch aus diesem Blickwinkel einzigartig machen. Diese Eigenschaften bewir-
ken einerseits Artefakte beim Einfrieren von biologischen Proben, andererseits aber auch
die Moglichkeit, genau diese Artefakte zu vermeiden. Daher sollen im folgenden zunéchst
die in diesem Zusammenhang wichtigen physikalischen Charakteristika von Wasser und
Eis vorgestellt werden und danach (Abschnitt 2.3.2 ab Seite 30) die Gefriertechniken, die
darauf aufbauen.

Eigenschaften von Wasser und Eis

Vergleicht man die Siedepunkte der Wasserstoffverbindungen der 4., 5., 6. und 7.ten chemi-
schen Hauptgruppe miteinander, so féllt auf, dal sich HoO, HF und NHj3 durch ungew6hn-
lich hohe Siedepunkte auszeichnen.* Das bedeutet, dafl die intermolekularen Anziehungs-
kréfte dieser Verbindungen ungewohnlich stark sind. Neben den LONDONschen Kréften
(die zwischen den momentanen, fluktuierenden Dipolen der Elektronenwolken benachbar-
ter Molekiile entstehen) treten bei Thnen auch starke Wasserstoffbriicken auf, wihrend sie
bei den anderen Verbindungen praktisch unbedeutend sind.

Durch die im Vergleich zum Sauerstoff hohere Elektronegativitit beim Fluor sind zwar die
Wasserstoffbriicken im Fluorwasserstoff circa 50 % stérker als beim Wasser. Weil im Wasser-
molekiil aber zwei Wasserstoffatome gebunden sind, kénnen auch zwei Wasserstoftbriicken
pro Molekiil aufgebaut werden, sodafl sich beim Wasser netto stiarkere intermolekulare An-
ziehungskréfte ausbilden als beim Flourwasserstoff.

Gefriert fliissiges Wasser, so bildet jedes Molekiil in tetraedischer Anordnung vier Wasser-
stoftbriicken zu benachbarten Wassermolekiilen aus. Die sich daraus ergebenden Hohlrdume
bewirken, daf Eis eine geringere Dichte hat als Wasser — oder anders ausgedriickt, dafl sich
Wasser beim Gefrieren ausdehnt, wodurch gefrorenes Wasser (Eis) auf der Fliissigphase
(Wasser) aufschwimmt; dies ist eine der sogenannten ” Anomalien des Wassers”.

Zudem friert Wasser bevorzugt monokristallin. Organische und anorganische Molekiile wer-
den von den wachsenden Eiskristallen verdréngt. Im biologischen Gewebe kommt es daher
zu einer Umorganisation und Kompression der Biomatrix an die Korngrenzen des Eiskri-
stalls. Entfernt man das Wasser, so bleibt dieses zusammengeschobene Material als cha-
rakteristische aufgelockerte Struktur — das sogenannte Segregationsmuster — zuriick (als
Beispiel siehe Abbildung 4.12a auf Seite 75). Die Grofle der entstandenen Hohlrdume spie-
gelt sowohl den Gehalt an Wasser als auch dessen Freiheitsgrad in der urspriinglichen

Neben hohen Siedepunkten zeigen diese Verbindungen auch abnorm hohe Schmelzpunkte, Verdampfungs-
enthalpien, Schmelzenthalpien und Viskositéten.
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Struktur und die lokale Kiihlrate wieder. Patrick Echlin [53] gibt einen guten Uberblick
iiber dieses Themengebiet.

Die beschriebenen Artefakte sind umso bedeutender, da Wasser iiberall in der Biologie ein
integraler Strukturbestandteil ist. Friert man allerdings mit hoher Kiihlrate ein, so bleibt
den Wassermolekiilen zu wenig Zeit, um sich in die energetisch giinstigste Postition zu
bewegen und zusammenzulagern. Nur dann erstarrt Wasser in einer glasartigen, amorphen
Phase, die nicht von einer Volumenvergroflerung begleitet wird. Beim Einfrieren von grofien
Volumina kommt erschwerend hinzu, dafl bereits gefrorene duflere Schichten als Thermo-
isolation fiir die Warmeabfuhr von innen nach auflen wirken, sodafl es sehr schwer ist, eine
massive Probe vollstdndig amorph zu frieren.

Unterkiihlbarkeit von Wasser Allgemein wird angenommen, dafi Wasser bei 0°C zu
Eis gefriert. Das mufl nicht immer der Fall sein, denn dies ist nur die Temperatur, bei
der Eis schmilzt (die Schmelztemperatur Ths). Beim Gefrieren verhilt es sich aus thermo-
dynamischen Griinden jedoch anders: Durch die BROWNsche Molekularbewegung lagern
sich immer wieder Wassermolekiile spontan zu geordneten Agglomeraten (sogenannten
Clustern) zusammen. Dies ist eine weitere Anomalie des Wassers, denn erst ab Tempe-
raturen oberhalb von circa 60°C weisen alle Wassermolekiile die volle Bewegungsfreiheit
einer Fliissigkeit ohne Bildung von Clustern auf. Normalerweise zerfallen sie aber ebenso
schnell wie sie gebildet werden. Erst wenn sich ausreichend viele Molekiile zusammenge-
lagert haben, entsteht ein stabiler Kristallisationskeim, an dem weiteres Kristallwachstum
erfolgen kann*. Dieses spontane Zusammenlagern von Wassermolekiilen zu Kristallisations-
keimen, an denen nachfolgend ein Kristallwachstum stattfindet, nennt man ” Nukleation”.
Sind dabei nur Wassermolekiile beteiligt, so spricht man von ”homogener Nukleation”.
Als Nukleationskeime konnen aber auch Ionen oder Fremdstoffe (beispielsweise Kontami-
nationen oder Gefiiwinde) wirken (”heterogene Nukleation”)!. Reines Wasser kann bei
Normaldruck bis —38 °C abgekiihlt (unterkiihlt) werden, ohne dafl es friert; durch Zugabe
geringster Mengen von Salzen kommt es schon bei hoheren Temperaturen zum Gefrie-
ren’. Die Unterkiihlbarkeit von Wasser ist zudem druckabhiingig; dieser Effekt wird beim
Hochdruckgefrieren zur Verbesserung der Einfrierresultate verwendet.

Modifikationen von Eis bei Normaldruck

Hexagonales Eis Wird den einzelnen Wassermolekiilen beim Frieren ausreichend Zeit
gegeben, sich zu organisieren, bilden sie eine hexagonale Kristallstruktur aus, die minde-
stens in einem Temperaturbereich von 0°C bis circa —196 °C (Siedepunkt von Stickstoft)

bei —5 °C sind etwa 45.000 Wassermolekiile notig, bei —40 °C reichen bereits 70 Molekiile fiir einen stabilen
Keim [62].

Diese ist in der Alltagswelt wesentlich hiufiger. So haben beispielsweise Meterologen gezeigt, daf§ sich in
Hagelkornern und Schneeflocken stets ein Fremdpartikel befindet, der als Kristallisationskeim wirkte.
Mit Silberjodid beispielsweise schon bei —7°C; es wird daher von Flugzeugen aus eingesetzt, um das
Abregnen von Wolken zu initiieren.
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stabil ist. Daher hat auch das gefrorene Wasser aus der ” Alltagserfahrung” (Schnee und
Eis, vergleiche Abbildung 2.14) hexagonale Symmetrie.

Abbildung 2.14: Gewachsenes Eis, das in hexagonaler Symmetrie auskristallisiert ist. MeBbalken:
3pm. (Abbildung (a) mit freundlicher Genehmigung von Stefan Wiesner)

Kubisches Eis Kubisches Eis entsteht typischerweise durch Rekristallisation von amor-
phem Eis durch Erwérmung iiber —110°C und ist auf direktem Wege nur schwer darzu-
stellen. Kubisches Eis ist bei Temperaturen unter —73 °C stabil.

Amorphes Eis Durch Vakuumkondensation auf kalten Flachen mit Temperaturen unter
—130°C oder durch ein ausreichend schnelles Abkiihlen von fliissigem Wasser kann es in
einen Zustand versetzt werden, in dem die einzelnen Wassermolekiile keinerlei Fernord-
nung besitzen (sich somit in einem nicht-kristallinen Zustand befinden), sie aber praktisch
keine Beweglichkeit mehr haben. Ahnlich wie Glas erstarrt also das Wasser mehr als daf
es gefriert und bleibt somit als Fliissigkeit erhalten — zeigt daher insbesondere keine Vo-
lumenvergréferung. Amorphes Eis ist nur unterhalb von etwa -130°C stabil. Bei hoheren
Temperaturen wandelt es sich kontinuierlich in kubisches und/oder hexagonales Eis um
und vergréflert dabei sein Volumen.

Herstellen 148t sich amorphes Eis durch Abkiihlen von fliisssigem Wasser. Kritisch ist dabei
stets der Temperaturbereich, bei dem die Wassermolekiile beginnen, sich lokal zu Kristal-
len zusammenzulagern. Will man gréflere Eiskristalle vermeiden, so mufl dieser kritische
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Bereich ausreichend schnell durchlaufen werden (das heift man braucht eine entsprechend
hohe Kiihlrate*) und die Probe darf nicht zu dick sein, weil sonst beim Gefrieren die &ufle-
ren Schichten als thermischer Isolator wirken.

Eine alternative Methode, um Wasser (und hydratisierte Strukturen) amorph einzufrie-
ren ist das Hochdruckgefrieren. Neben einer Kiihlung wird dabei zusétzlich hoher Druck
appliziert.

Freies und strukturell gebundenes Wasser

Grundsétzlich kann Wasser im biologischen Gewebe drei Funktionen haben: Einerseits
kann es ein wesentlicher Bestandteil der 3D-Struktur sein, beispielsweise in Proteinen oder
der DNA. Dort ist es dann meist stark gebunden (Strukturwasser) und eine Entfernung
fithrt zur Umorganisation der Struktur. Ferner gibt es das gebundene Wasser, das mit
Strukturen assoziiert ist und diese wie eine Hiille umgibt (es heifit daher auch Hydrat-
oder Hiillwasser) und eine hohere Beweglichkeit als das Strukturwasser hat. Schliefllich
gibt es das (quasi) freie Wasser, das kaum oder gar nicht gebunden ist, weil es andere
Aufgaben, wie beispielsweise Transport (zum Beispiel Blut) oder Speicherung (Vakuole in
Pflanzenzellen) erfiillt. Es hat eine praktisch unverminderte Beweglichkeit und kann sich
daher im Gegensatz zu den beiden ersten Féllen beim Gefrieren praktisch frei organisieren,
um Wasserkristalle zu bilden. Wenn im folgenden von Wasser in biologischen Geweben die
Rede ist, das sich durch Gefrieren ausdehnt, so ist damit das freie Wasser gemeint.

2.3.2 Gefrier-Techniken

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Proben mittels Plunge-Gefrierens und mittels
Hochdruckgefrierens fixiert. Beide haben spezifische Vor- und Nachteile (siehe die beiden
folgenden Kapitel) und wurden entsprechend der Fragestellung eingesetzt. Gemeinsam ist
ihnen, daf§ durch ein optimiertes Verfahren das (freie) Wasser in der Probe beim Herun-
terkiihlen moglichst nicht auskristallisiert (das heifit ”gefriert” in der eigentlichen Wortbe-
deutung, die den Ubergang vom fliissigen zum festen Aggregatzustand bezeichnet), sondern
ohne VolumenvergréfSerung im amorphen Zustand erstarrt. Dies wird beim Hochdruckge-
frieren fiir Proben bis zu einer bestimmten Grofie (Druchmesser bis 2 mm, Dicke bis 200 pm)
erreicht. Beim Plungegefrieren hingegen bestehen praktisch keine GroBeneinschrankungen,
allerdings ist die Gefrierqualitit auch geringer. Kritisch sind beim Abkiihlen immer sol-
che Temperaturbereiche, in denen durch Umkristallisation kristallines Eis entsteht. Sind
diese durchlaufen, kann amorphes Wasser bei Temperaturen unter —130°C stabil gehalten
werden.

Das Plunge-Gefrieren

Beim Plungegefrieren wird die Probe mit hoher Geschwindigkeit (um 7m/s) in das Kélte-
mittel (fliissiger Stickstoff oder fliissiges Ethan) bewegt und so gefroren. Es stromt dabei

* fiir 100 nm dicke Wasserfilme reicht eine Kiihlrate von 12.000 K/s
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wéahrend der kritischen Abkiihlphase kontinuierlich an der Probenoberfliche vorbei, wo-
durch der Warmeentzug maximiert wird. Dabei ist darauf zu achten, dafl die zu fixierenden
Strukturen als erstes Kontakt mit dem Kéltemittel haben.

Fliissiger Stickstoff ist dabei allerdings relativ ungeeignet, weil er sich bei Atmosphéren-
druck am Siedepunkt von circa —196°C befindet und daher ausgepridgt das sogenannte
LEIDENFROSTsche Phénomen zeigt. Wird ein warmer Korper in fliissigen Stickstoff ein-
getaucht, so bildet sich spontan eine Dampfschicht rund um diesen Korper, der einen
Wirmetransfer stark verlangsamt.* Zur Anwendung kommt daher fliisssiges Ethan, das
dieses Phinomen weniger zeigt, da es durch Kiihlung mittels fliissigen Stickstoffs weit un-
terhalb des Siedepunktes gehalten werden kann und daher den Proben so effizienter die
Wime entzieht!.

Der Vorteil dieser Techik ist, dafl sie beziiglich Aufbau und praktischer Durchfithrung sehr
einfach ist. Allerdings kénnen so nur diinne Proben vollig artefaktfrei prapariert werden,
denn zuerst wird die duflerste Schicht gefroren, die dadurch bei dickeren Proben thermisch
isolierend wirkt, sodafl den inneren Bereichen dann immer schlechter die Warme entzogen
werden kann und diese immer schlechter gefroren werden. Alles unterhalb der duflersten
5pm-10pm (bei lebenden Strukturen) zeigt starke Schiéden durch Eiskristallwachstum.
Das 148t sich auch nicht durch andere Préparationsparameter (zum Beispiel schnellere
Eintauchgeschwindigkeit in das Kiihlmittel oder andere Kiihlmittel) wesentlich verbessern.

Das Hochdruckgefrieren

Beim Hochdruckgefrieren wird davon Gebrauch gemacht, dafl sich die Unterkiihlbarkeit
von fliissigem Wasser mit dem Umgebungsdruck stark dndert. Im Wesentlichen wird die
Probe — ausgehend von Atmosphérendruck — zunichst kurzzeitig ungefihr 2,2-10% Pa aus-
gesetzt. Fiir reines Wasser sinkt dadurch die Schmelztemperatur Ty, von 0°C auf —22°C
und anstatt bis —38°C ist es bis —92°C ohne Kristallisation unterkiihlbar (vergleiche
Abbildung 2.15 auf der nichsten Seite). Spétestens bei dieser Temperatur setzt durch
homogene Nukleation die Kristallbildung ein. Jede weitere Abkiihlung fithrt unweigerlich
durch einen kritischen Temperaturbereich, der von der Temperatur, bei der Kristallisa-
tion einsetzt bis zu den -130°C reicht, bei der amorph gefrorenes Wasser metastabil ist.
Um groflere Eiskristalle zu vermeiden, sollte dieser Temperaturbereich schnell durchlaufen
und/oder moglichst klein werden. Bei einem Druck von 2,2:10° Pa sind dies minimal 40 K.
Zudem ist durch den hohen Druck die Viskositét des Wassers gegeniiber Normaldruck deut-
lich erhoht, sodafl die Wassermolekiile weniger beweglich sind und ihre Zusammenlagerung
behindert wird. Daher reichen vergleichsweise geringe Kiihlraten von ungefihr 3.000X/s
aus, ohne dafl es zur Bildung von makroskopischen Eiskristallen kommt.

Bei Normaldruck ist reines Wasser nur bis —38 °C unterkiihlbar, sodafl es iiber einen Tem-
peraturbereich von minimal 90 K mit der Gefahr der Eiskristallbildung abgekiihlt werden
mufl. Neben diesem wesentlich gréfleren Temperaturbereich bleibt die Viskositéat des Was-

auch Wasser zeigt dieses Phénomen, wie man an Wassertropfen sehen kann, die auf einem Dampfkissen
schwebend auf der heiflen Herdplatte tanzen.
T ungefihre Kiihlraten: fliissiger Stickstoff: 250 K/s; fliissiges Ethan: 12.500 K/s.
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Abbildung 2.15: Phasendiagramm von Wasser : Beim Abkiihlen von fliissigem Wasser kann es
bei Unterschreiten der Schmelzpunktkurve 7', zu einer heterogenen Nukleation kommen. Je nach seiner
Reinheit kann das Wasser auch bis zum Einsetzen der homogenen Nukleation (T%;) — also im schraffierten
Gebiet — unterkiihlt werden. Abhéngig von Druck und Temperatur sind verschiedene Kristallformen des
Eises stabil (Eis I bis ITI, wobei Eis I kubisches oder hexagonales Eis ist). Oberhalb der Schmelzpunktkurve
T, liegt in jedem Fall das Wasser in fliissiger Form vor.

(Abbildung nach [63])

sers praktisch unvermindert.

Wie sich das Wasser im biologischen Gewebe insbesondere in Bezug auf seine Unterkiihl-
barkeit verhélt, ist schwer abzuschétzen. In seiner Zusammensetzung enthélt das Gewebe-
wasser verschiedene Salze, Proteine und Aminoséuren, die beim Gefrieren als Nukleations-
keime bilden koénnen; gleichzeitig kann es an diese Strukturen in Form einer Hydrathiille
gebunden werden. In tierischen Zellen ist der Innenraum zudem meist hoch organisiert mit
verschiedenen Makromolekiilen und Zellorganellen. Untersuchungen bestéitigen, dafl nur
ein kleiner Teil des interzelluldren Wassers seine volle Beweglichkeit hat [64]. Tendenziell
ist daher mit einer deutlichen Unterkiihlbarkeit zu rechnen.

Praktische Verwirklichung Zuerst realisiert wurde die Hochdruckgefriertechnik von
Moor und Riehle 1968 [65]. Kommerziell erhéltlich ist beispielsweise das HPMO010 von
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Bal-Tec [66] das im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde. Die Probe wird dabei wie in
einem Sandwich zwischen zwei Gold- oder Aluminiumprobenhalter gelegt. Dabei ist wich-
tig, dafl eventuelle luftgefiillte Zwischenrdume mit einem inerten, inkompressiblen Medium
ausgefiillt werden, denn sonst wiirde beim Anlegen des Drucks nur die Luft komprimiert
werden, nicht aber die Probe. Im Allgemeinen wird hierfiir Hexadeken verwendet. Einge-
schraubt in einen Halter wird dieses Probensandwich in die Probenkammer genau zwischen
gegeniiberliegenden Offnungen eingesetzt, durch die spiter das Kiihlmittel (fiissiger Stick-
stoff) eingeschossen wird. Durch einen Kompressor wird im Niederdruckteil der Anlage
Ol auf einen Druck von 3 - 107 Pa gebracht. Auf Knopfdruck entspannt sich dieser Druck
iiber einen speziell geformten Kolben, der fliissigen Stickstoff auf einen wesentlich hoheren
Druck komprimiert. Die Probenkammer wird daraufhin mit Alkohol geflutet, welcher nach
circa 15ms durch den einschieflenden Stickstoff verdréngt wird. Die dadurch eintretende
Verzogerung bewirkt, daB erst mit einem Druck nahe bei den optimalen 2,2-10°% Pa der
Stickstoff auf die Probe trifft, diese unter Druck setzt und gleichzeitig abkiihlt.

Mogliche Auswirkungen des angelegten Druckes auf die Probe sind schwer abzuschéitzen
— insbesondere, weil er nur circa 1s anliegt. Die hochsten Driicke oberhalb von 1,8-10% Pa
liegen kiirzer als 500 ms an. Untersuchungen an Einzellern zeigen, dal neben dem Druck
auch dessen Haltezeit wesentlich fiir mogliche Schadigungen ist. Moor und Hochli unter-
suchten dies am Beispiel von Fuglena Zellen bei einem Druck von 2-10% Pa. Bei einer
Druckdauer von 100 ms iiberlebten 90 % der Zellen; bei 2s waren alle Zellen tot. Dies wird
beispielsweise bei der Hochdruck-Sterilisation benutzt, bei der solche Driicke iiber mehre-
re Minuten angelegt werden (vergleiche Kapitel 17 in [62]). Welche Auswirkungen ein fiir
wenige Millisekunden extern angelegter hoher Druck auf komplexe biologische Gewebe wie
beispielsweise die Haut hat, wurde allerdings bisher noch nicht untersucht.

Moglichkeiten und Grenzen Das Hochdruckgefrieren ist heutzutage das einzige Ver-
fahren, das es ermoglicht, Biopsien und Gewebeproben mit einem Durchmesser von 2 mm
und einer Dicke von bis zu 200 pm artefaktfrei zu fixieren [67], [68], [69]. Allerdings ist es
ein sehr aufwendiges und zeitintensives Verfahren, dessen Gefrierqualitit zudem im realen
Einsatz stark schwankt. Allgemein wird heute das Hochdruckgefrieren als beste Gefrier-
technik erachtet, wenn es darum geht, schnelle biologische Vorginge zu arretieren und
dabei gleichzeitig die Nanoorganisation zu erhalten.

2.3.3 Cryo-Praparation

Durch die Cryoprédparation werden Teile der Probe weggeschnitten und so innere Zell-
und Gewebestrukturen der Probe freigelegt. Die gebréuchlichsten Techniken sind der Ge-
frierbruch und die Cryo(Ultra)Mikrotomie. Ein Gefrierbruch wird vorzugsweise bei tiefen
Temperaturen im Vakuum durchgefithrt. Mittels einer (ebenfalls gekiihlten) Metallklin-
ge wird mechanisch Kraft auf die Probe ausgeiibt. Sie wird jedoch allenfalls lokal wirk-
lich geschnitten; grofiflichig bricht sie an den statistisch schwéchsten Bereichen auf*. Die

* gefrorenes biologisches Material bricht beispielsweise bevorzugt entlang von Membranen.
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Bruchflichen haben daher verschiedene geometrische Orientierungen, die in ihrer Entste-
hung wenig vom Experimentator beeinflulbar sind (Abbildung 2.16a). Man erhélt zwar

Abbildung 2.16: Durch Gefrierbruch (a) und Cryo-Ultramikrotomie (b) pripariertes Stratum Corneum.
Mefbalken: jeweils 3 pm.(Abbildung (a) mit freundlicher Genehmigung von Roger Wepf)

so einen guten Eindruck von der dreidimensionalen inneren Struktur, allerdings sind bei-
spielsweise Dickenbestimmungen einzelner Zellen meist nicht moglich. Ein Vorteil dieser
Technik ist, daf} sie vollstdndig im Vakuum durchgefiihrt werden kann, sodafl es zu keiner
Kontamination der frischen Bruchfliche kommt (sofern sie durch kalte Fléchen in der Néhe
vor Wasser-Resublimation geschiitzt ist).

Cryo-Ultramikrotomie

Das Prinzip der Cryo-Ultramikrotomie ist dem des Gefrierbruches dhnlich: Auch hier wird
auf die gefrorene Probe mittels eines gekiihlten Messers Kraft ausgeiibt. Allerdings bewirkt
eine wesentlich prézisere mechanische Fiithrung und insbesondere eine wesentlich hohere
Qualitét des Messers (je nach Anwendungsfall werden auch Diamantmesser eingesetzt) ein
wirkliches Schneiden der Probe. Schnittrichtung und -tiefe kann dabei von dem Experimen-
tator frei vorgegeben werden. Insbesondere lassen sich so homogene Querschnitte wie auch
Diinnschnitte von Biostrukturen anfertigen (siehe Abbildung 2.16b). Der Schneidevorgang
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findet in einer gekiihlten Atmosphére aus gasformigem Stickstoff statt, der die Probe vor
Kontamination mit Luftfeuchtigkeit schiitzt. Die Temperatur von Schneidemesser, Probe
und Atmosphére kénnen unabhéngig voneinander eingestellt werden. Durch das Schneiden
entstehen im Gewebe unabgeséttigte Ladungen, die attraktiv auf Kontaminationen (insbe-
sondere Wasser/Eis) wirken. Dem kann man entgegenwirken, indem man die Atmosphére in
der Nihe der Schnittflache ionisiert, sodafl sich die Ladungen darauf neutralisieren kénnen.

Gefrieratzung

Meist kann eine Kontamination der prédparierten Oberfliche nur vermindert aber nicht
ginzlich verhindert werden. Eine Moglichkeit, im Vakuum gezielt Eis wieder zu entfernen,
ist die Gefrierdtzung, die ihre Grundlage in dem Masseaustausch zwischen der Eisober-
fliche und der sie umgebenden Wasserdampfatmosphére hat: Pro Zeiteinheit resublimiert
eine bestimmte Anzahl von Wassermolekiilen auf der Oberfliche und andererseits subli-
mieren auch Molekiile von dort in die Atmosphére. Im Gleichgewicht bildet sich ein zeit-
lich konstanter Wasserdampfdruck aus, der allgemein ”Sattigungsdampfdruck” genannt
wird. Er ist stark temperaturabhéngig (siche Abbildung 2.17 auf der néchsten Seite). Wird
fiir eine feste Temperatur der externe Wasserdampfdruck iiber diesen Sattigungsdampf-
druck erhoht, so iiberwiegt die Resublimation und es schliagt sich Eis auf der Oberfliche
nieder. Dies ist bekanntermafien bei Cryoproben der Fall, die Kontakt mit Umgebungs-
atmosphére und der darin enthaltenen Luftfeuchtigkeit bekommen*. Findet folglich eine
Probenpréparation nicht vollstindig im Vakuum statt, dann besteht immer die Gefahr
einer Kontamination mit Wasser, die insbesondere fiir oberflichensensitive Mikroskopie-
verfahren wie die Rasterelektronenmikroskopie ein Problem darstellt. Nun kann man das
Wissen um den Gleichgewichtsdruck auch nutzen, um Eis von der Oberfliche wieder zu
entfernen: Wird der Druck ndmlich unter den Séttigungsdampfdruck abgesenkt (beispiels-
weise in einer Hochvakuumanlage), iiberwiegt die Sublimation. Geméaf8 Umrath [71] gilt
dann fiir die Sublimationsrate m bei der Temperatur 7', Wasserdampfpartialdruck p und
Sattigungsdampfdruck pg:

1

m o [ps(T) —p] - T (fiir ps > p)

bei konstanter Temperatur ergibt sich daraus:

M= Mymas - (1 — 2-) (2.11)

Ps

Durch Vorgabe der Probentemperatur kann folglich innerhalb einer Hochvakuumanlage
bestimmt werden, ob Wasser von der Oberfliche sublimiert und mit welcher Rate. An
einem Zahlenbeispiel soll das verdeutlicht werden: Die Eisoberfliche befinde sich in einer

* bei —160 °C ist fiir Wasser der Sittigungsdampfdruck 8-107'2 Pa bei einem Umgebungsdruck von 1-10° Pa.
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Abbildung 2.17: Sattigungsdruck ps(T") von Eis in Abhéngigkeit von der Temperatur: Wird
der Druck extern iiber diesen Séttigungsdruck erhoht, so kommt es zur Resublimation, bei Absenkung
darunter zu einer Sublimation von Eis. Grau unterlegt ist der Temperaturbereich, in dem amorphes Eis
stabil gegen Umkristallisation ist.

(Abbildung nach [70])

Hochvakuumanlage mit einem Druck von 10~ Pa. Dann findet bei Temperaturen oberhalb
von circa —120°C eine Sublimation statt (vergleiche Tabelle 2.1 auf der folgenden Seite).
Bei Temperaturen iiber —100°C ist bereits ps > p und damit m & Mm,,q., sodafl dann
nur noch die Temperaturabhéangigkeit von m,,,, die Sublimationsrate bestimmt. 10 nm Eis
werden dann bei —120°C innerhalb von 5,02 - 10%s = 8,37 Minuten entfernt, bei —60°C
aber bereits in 6,76 ms.

Auch hydratisierte biologische Proben konnen auf diese Weise bei tiefen Temperaturen ent-
weder vollstandig getrocknet werden ( Gefriertrocknung) oder kontrolliert Wasser von ihrer
Oberfliache entfernt werden ( Gefrierdtzung). Der Vorteil des Arbeitens bei tiefen Tempera-
turen liegt darin, dafl Gefrierartefakte durch Rekristallisation vermieden oder vermindert
werden konnen.

Im Gegensatz zu einer reinen Eisfliche bildet sich in biologischen Proben bei fortwihrend-
er Sublimation eine wachsende Schicht aus getrocknetem Material an der Auflenseite, die
als Diffusionsbarriere fiir die sublimierenden Wassermolekiile wirkt. Die Sublimationsrate
m wird daher mit zunehmender Trockenschicht dt, abnehmen. In Anlehnung an das erste
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T [OC] Ps [Pa] Mmax |:II11{§S] m [n,lfggs] th nm [S]
—60 | 1,08-10° 1,37-1073 | 1,37-107% | 6,76 - 1073
—100 | 1,32-1073 | 1,87-107% | 1,86-107% | 4,99 - 10°
~120 | 1,24-1075 | 1,86-107% | 3,60-1079 | 5,02 -10*2

Tabelle 2.1: Sublimationsraten von Eis bei verschiedenen Temperaturen sowie die benstigte
Zeit, um 10 nm Eis von der Oberfliche zu entfernen (t,,,,,,)- Der externe Wasserdampfpartialdruck betrégt
p=1-107° Pa. Zahlenwerte aus [71] zusammen mit Gleichung 2.11.

Ficksche Gesetz wird vielfach eine reziproke Abhéangigkeit angesetzt:

1
m o< —
dry
Es gibt allerdings auch experimentelle Ergebnisse, die einen exponentiellen Zusammenhang
nahelegen [72][73]:
—dmy - k

m X e

Fiir 1 mm dicke Proben von Meerschweinchenleber bestimmte Stephenson [74] Trocknungs-
zeiten, die konstant um einen Faktor von circa 1,3 - 10 hoher lagen als fiir reines Eis
erwartet. Bishop [75] hingegen schétzt diesen Faktor nur auf 3 bis 6.

Bei einer vollstandigen Gefriertrockung ist der Einflul der Trockenschicht bedeutend grofier
als bei einer Gefrierdtzung, die nur wenige Nanometer Eis von der Oberfliche entfernt. Wei-
terhin kénnen die Wassermolekiile auch wesentlich stiarker an den biologischen Strukturen
gebunden sein als in einem Verband aus reinem Eis.

Die diskutierten Sublimationsraten stellen somit die maximal moégliche Rate dar. Sie ist
stark temperaturabhéngig, sodafl Gefrierdtzungen oder -trocknungen bei Temperaturen
unter —120°C fur den praktischen Einsatz viel zu langsam ablaufen (Tabelle 2.1). Die
im realen Versuch erreichbaren Raten werden von dem genauen Probenmaterial wie auch
dessen geometrischen Form abhéngen und schwer vorhersagbar sein. Nur durch genaue
Vorgabe der Probentemperatur und des Druckes sowie einer Kontrolle des Sublimations-
fortganges im Elektronenmikroskop konnen die optimalen Parameter gefunden werden.

Elektronenstrahlbedampfung

Meist wird bei der Rasterelektronenmikroskopie die préaparierte Probe noch mit anderen
Elementen bedampft. Benutzt werden dafiir unter anderem Elektronenstrahlverdampfer,
bei denen ein Elektronenstrahl auf ein chemisches Element (beispielsweise Kohlenstoff oder
Metalle) gerichtet wird und dieses verdampft. Einzelne Atome oder kleine Atomcluster set-
zen sich dann auf der Probe ab. Motivation fiir die Bedampfung ist eine Steigerung des
Topographiekontrastes oder der Auflésung: Werden ndmlich Schwermetalle (zum Beispiel
Wolfram oder Platin) bei Raumtemperatur oder darunter aufgedampft, bilden sie auf der
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Oberfliche meist isolierte Inseln oder Kiigelchen*, die wesentliche starker mit dem Pri-
maérelektronenstrahl wechselwirken (und damit auch wesentlich mehr Riickstreuelektronen
erzeugen) als das biologische Gewebe der Probe darunter. Sind die Metallinseln isoliert und
haben somit keinen elektrischen Kontakt miteinander, so wirken sie quasi als Punktstrah-
ler und bestimmen die Auflésung allein durch ihre laterale Ausdehnungen (dies nennt sich
Partikelkontrast). Praktisch wird dies in der sogenannten Pseudo Replika Technik' (eng-
lisch: ”double layer shadowing”) [76] verwendet: Zunéchst erfolgt eine Bedampfung der
Oberfldche mit einem (Schwer)Metall unter einem bestimmten Winkel (”Elevationswin-
kel” genannt, vergleiche Abbildung 2.18 auf der folgenden Seite). Er bestimmt wesentlich
die Homogenitdt und Topographieabhéngigkeit der Bedampfung, denn je flacher er ist,
umso grofer der Schattenwurf, das heifit die Bereiche, in die kein Schwermetall hingelangt
und damit im Elektronenstrahl kaum Riickstreuelektronen erzeugen. Insgesamt erhoht dies
zwar den Kontrast in den Bildern, allerdings erh&lt man von den Gebieten im Schatten-
bereich kaum Signal, was dann auch die reale Auflésung vermindert. Anschliefend wird
Kohlenstoff verdampft, wobei meistens der Einfallswinkel kontinuierlich verédndert wird.
Es entsteht dadurch ein nahezu homogener Kohlenstofffilm, der sowohl mechanisch sta-
bilisiert als auch durch die durch Elektronenbeschufl entstehende Aufladung ableitet. Bei
jeder der beiden Bedampfungen kann die Probe um ihre eigene Achse rotiert werden, was
sich auf die Homogenitéit der Filme auswirkt. Ist der Kohlenstoffilm mit seiner Dicke in
der GroBenordnung der Austrittstiefe der Sekundérelektronen, so erhélt man in den de-
tektierten Sekundirelektronen eine Uberlagerung der Einfliisse der Probe und des Filmes.
Die Riickstreuelektronen hingegen, die durch Interaktion des Schwermetalls mit den Pri-
mérelektronen entstehen, werden durch ihre hohe kinetische Energie sehr wenig beeinflufit,
sodafl diese Bedampfungstechnik sich besonders fiir die Detektion und Interpretation des
Riickstreuelektronensignals eignet.

2.3.4 Gefriersubstitution

Bei einer Gefriersubstitution [77] wird bei tiefen Temperaturen das Wasser der gefrore-
nen Probe zunéchst durch ein Losungsmittel ersetzt (beispielsweise durch Ethanol oder
Aceton bei —90°C) und das gesamte biologische Material damit entwéssert (vergleiche
auch Abbildung 2.19 auf der folgenden Seite). Es schliefit sich daran die Substitution des
Losungsmittels durch ein fliissiges Kunststoffmonomer an, das in das Gewebe diffundiert
und schlieBlich durch Temperaturerh6hung oder UV-Licht zum Polymerisieren gebracht
wird. Man erhélt so einen festen Kunststoffblock mit der darin eingebetteten Probe, der
anschliefend bei Raumtemperatur weiterverarbeitet und mikroskopiert werden kann. Der
genaue Ablauf ist probenspezifisch und wird in Abschnitt 3.3.1 ab Seite 55 detailliert

sie bilden nur dann einen homogenen Film, wenn sie auf der Oberfléche eine hohe Beweglichkeit haben (bei-
spielsweise wenn die Probe beheizt wird) und sich stets in der energiefirmsten Konfiguration organisieren
konnen.

Der Name rithrt daher, dafl wie bei einer gewohnlichen Replika ein Metall und Kohlenstoff auf die Ober-
fliche aufgedampft wird, die Probe darunter allerdings bei der Mikroskopie im Elektronenmikroskop er-
halten bleibt.
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Abbildung 2.18: Pseudo Replika Technik: a) Durch die Metall- und anschliefende Kohlenstoffbe-
dampfung aus verschiedenen Winkeln ergibt sich eine inhomogene Materialverteilung auf der Probe (hell-
grau: das Metall; dunkelgrau: Kohlenstoff (C)). Die Probe kann bei der Bedampfung um ihre Achse rotiert
werden. b) Bei Detektion der Riickstreuelektronen erscheinen abgeschattete Bereiche, in die kein Metall
hingelangt ist, dunkel. Mit Metall bedampfte Bereiche interagieren stérker mit dem Primé&relektronenstrahl
und generieren so ein kontrastreiches Bild der Oberfliche. Mef3balken: 1 pm.

Fixierung Substitution
und = des Losungsmittels = Polymerisation
Entwasserung durch Monomer

Abbildung 2.19: Ubersicht iiber die Gefriersubstitution: Zuniichst wird bei tiefen Temperaturen
das biologische Material durch chemische Agenzien (beispielsweise Uranylacetat oder Osmiumtetroxid)
fixiert und das Gewebewasser durch ein Losungsmittel (beispielsweise Ethanol) ersetzt. Im néchsten Schritt
wird dieses dann durch das Monomer substituiert, welches dann zum Schlufl auspolymerisiert wird.

vorgestellt. Charakteristikum der Gefriersubstitution ist, daf sie bei tiefen Temperaturen

ablauft, wodurch sich eine Rekristallisation des Wassers vermeiden 1483t.

Den entwéssernden Losungsmitteln kénnen Schwermetalle in reaktiven Verbindungen (bei-

spielsweise Osmiumtetroxid oder Uranylacetat) zugesetzt werden, die sich an spezifische

Strukturen anlagern und unter Ausbildung von kovalenten und/oder Tonenbindungen zusétz-
lich stabilisieren. Das Osmium im Osmiumtetroxid fixiert Doppelbindungen zwischen be-

nachbarten Lipiden; hingegen binden die Uranylionen des Uranylacetat an Phosphat- und

freie Carboxylgruppen und stabilisieren so die DNA und Proteine [51]. Zudem verhindert

es die Auswaschung von Zellbestandteilen und Lipiden durch spéteren Kontakt mit dem

Monomer [78]. Werden von den so behandelten Proben Diinnschnitte im Transmissions-
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elektronenmikroskop analysiert, so wirken die Schwermetallionen dort elektronenstreuend
und somit kontrastverstirkend, wo sie sich angelagert haben. Osmiumtetroxid und Ura-
nylacetat haben also gleichzeitig Fixierungs- wie auch Kontrastierungseigenschaften und
werden daher auch genutzt, um den Kontrast von Diinnschnitten nach der Gefriersubsti-
tution zu erhohen.

Als Monomer kommt in dieser Arbeit HM20* zum Einsatz. Es gehort zur Familie der
acrylat- und methacrylat-basierten Polymere, die fiir Tieftemperatursubstitutionen ent-
wickelt wurden. Es ist hydophob und verwendbar bis —70°C. Routineméflig werden diese
Lowicryle durch UV-Licht mit einer Wellenldnge von 360 nm polymerisiert. Moglich ist auch
eine Polymerisation ohne UV-Licht bei Temperaturen iiber 60 °C. Bei UV-Polymerisation
ist darauf zu achten, dal moglichst alle Teile der mit Lowicrylen infiltrierten Probe aus-
reichend bestrahlt werden. Sie darf folglich nicht zu grofl sein, weil sonst ihre inneren Teile
abgeschattet wiren. Auch ein Zusatz von Osmiumtetroxid kann durch die tiefschwarze
Féarbung die Polymerisation zusétzlich erschweren und lokal sogar verhindern.

Polymer-Diinnschnitte

Nachdem nicht interessierende Teile des Polymerblocks entfernt wurden ( Trimmen), wer-
den fiir die Untersuchung in einem Transmissionselektronenmikroskop Diinnschnitte mit
einer Dicke zwischen 50 nm und 150 nm angefertigt. Um die notwendige Prézision zu er-
reichen, muf} ein Ultramikrotom mit einem Messer aus Naturdiamant verwendet werden.
Es ist Teil eines Troges, gefiillt mit destilliertem Wasser, auf dem die diinnen Schnitte
des Polymerblocks samt eingebetteter Probe wegen der Oberflachenspannung schwimmen
(vergleiche Abbildung 2.20). Sie werden mit kleinen Metall-Netzchen (sogenannte Grids)

N
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| Schnitt-
ebene

; Schnitte
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Wasser

Frei-
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Abbildung 2.20: a) Diinnschnitte der eingebetteten Probe samt des umgebenden Polymers. b) schemati-
sche Zeichnung des Schneidevorganges in Seitenansicht. (Elemente der Zeichnungen nicht mafistabsgetreu).

aus dem Wasser abgefischt. Nach dem Verdunsten des Wassers sind die Schnitte auf dem

mogliche Bezugsquelle: Polysciences Inc., Warrington, PA 18976, USA
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Grid eingetrocknet und praktisch unlésbar mit ihm verbunden. Es schlieit sich dann ggf.
eine Nachkontrastierung (siche folgendes Kapitel) an, bevor die Schnitte der Probe im
Transmissionselektronenmikroskop mikroskopiert werden kénnen.

Nachkontrastierung

Wird schon bei der Fixierung ein Schwermetall (Uran bei Verwendung von Uranylacetat
oder Osmium bei Verwendung von Osmiumtetroxid) in der Probe einlagert, kann man die
angefertigten Diinnschnitte auch ohne weitere Behandlung im TEM mikroskopieren. Um
die Abbildungsqualitét zu steigern, werden sie allerdings meist noch mit Schwermetallsalzen
nachkontrastiert. Zum Einsatz kommen ebenfalls Uranylacetat, Osmiumtetroxid oder auch
Bleicitrat [79]. Auch wenn die Reaktionsmechanismen noch nicht vollsténdig aufgeklért
sind, wird fiir Bleicitrat vermutet, dafl sich die Bleiionen an negativ geladenen Gruppen
wie beispielsweise Hydoxylgruppen anlagern. Phosphatgruppen sind méglicherweise auch
daran beteiligt, weil die Verwendung von Phosphatpuffern die Gesamtkontrastierung mit
Bleiionen héufig verstiarkt. Einen guten Uberblick iiber etablierte Kontrastiertechniken
findet sich in [54].
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Kapitel 3

Materialien und Methoden

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei wesentliche Aspekte des Stratum Corneums
der humanen Haut untersucht: Einerseits das Hydratationsverhalten der einzelnen Schich-
ten sowie Aspekte der Nanoorganisation in den Corneozyten. Daher mufite in jedem Schritt
der Probenpréiparation (von der Fixation bis zur finalen Abbildung im Mikroskop) sicher-
gestellt sein, dafl weder die Hydratation noch die Feinstruktur im Gewebe veréndert wurde.
Eine chemische Fixation schied daher aus und sédmtliche Proben wurden physikalisch durch
Gefrieren arretiert.

Eine statistische Auswertung des Hydratationsverhaltens durch Applikation ver-
schiedener Medien machte grole Proben und einen relativ hohen Probendurchsatz notig.
Daher wurden 3 mm Hautstanzen per Plungegefrieren arretiert, das inhérente Wasser aber
weder entfernt noch ersetzt. Folglich mufite der gefrorene Zustand wiahrend samtlicher
Praparationsschritte bis einschliefilich der Mikroskopie erhalten bleiben (moglichst bei
Temperaturen unterhalb von —110°C, um eine Rekristallisation zu vermeiden). Der ge-
naue Ablauf wird in Abschnitt 3.2 ab Seite 47 besprochen.

Um fiir die Untersuchung der Nanoorganisation den bestmoglichen Strukturerhalt
zu gewahrleisten, wurden dafiir grundsétzlich nur hochdruckgefrorene Proben verwendet.
Ihre Grofle und der erreichte Durchsatz waren dadurch wesentlich kleiner. Sie wurden ent-
weder (wie zuvor bei den plungegefrorenen Proben beschrieben) cryopripariert oder alter-
nativ gefriersubstituiert und dann als Diinnschnitte im Transmissionselektronenmikroskop
untersucht. Im letzten Fall wird allerdings potentiell der Hydratationszustand der Haut
veréndert; dies liefert aber auf der anderen Seite auch Aufschliisse iiber die Verdnderungen
durch die Gefriersubstitution. Einzelheiten werden in Abschnitt 3.3 ab Seite 55 vorgestellt.

3.1 Probenvorbehandlung und Priparation

3.1.1 Das Hautmaterial

OP-Material Hauptquelle fiir das Hautmaterial waren Schonheitsoperationen einer klei-
nen Privatklinik. Es ist bekannt, dal im Vergleich zur normalen Haut das Stratum Corneum
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in trockener Haut und bei Hautkrankheiten wie beispielsweise der Schuppenflechte (Pso-
riasis) vielfdltige morphologische Verdnderungen aufweist: Dies betrifft unter anderem die
Anzahl und Verteilung der Desmosomen, Zusammensetzung und Organisation der inter-
zelluldren Lipide und das Cornified Envelope. Eine gute Ubersicht bietet Rawlings et al. in
[80]. Diese morphologischen Verinderungen haben sicherlich auch Auswirkungen auf das
Hydratationsverhalten, sodaf fiir diese Arbeit sichergestellt wurde, dal nur die Haut ge-
sunder Patienten ohne Hautkrankheiten verwendet wurde. Sie waren sdmtlich weiblich und
groftenteils dlter als 60 Jahre. Hauptséchlich handelte es sich um Haut vom Gesicht oder
der Brust, vereinzelt auch vom Ober- und Unterarm. Wie bei jedem operativen Eingriff
iiblich wurde die Haut desinfiziert; bei dieser Klinik mit Softasept N*. Die Anlieferung der
Haut erfolgte in einer auf ca. 5-8 °C gekiihlten luftdichten Transportdose. Die Haut ruhte
dabei mit der Dermisseite auf Filterpapier, das mit Zellkulturmedium® getriankt war. So
sollte sie auf dem Transport weiterhin ernéhrt werden, wiahrend gleichzeitig ihre Stoffwech-
selprozesse durch die Kiihlung verringert wurden. Allerdings bewirkt dies auch, daf sich
im Innern der Dose eine relative Luftfeuchtigkeit zwischen 75% und 85 % ausbildet. In
seinem Hydratationszustand génzlich unbeeinflufites Hautmaterial stand daher aus dieser
Quelle nicht zur Verfiigung. Direkt nach Eintreffen wurde die Haut entweder sofort ein-
gefroren (um als unbehandelte Referenz zu dienen) oder mit verschiedenen Salzlosungen
oder Vaseline behandelt (vergleiche Abschnitt 3.1.2).

InVivo-Biopsien Zusitzlich zu dem Hautmaterial der Schoénheitsklinik wurden auch
Proben vom Unterarm eines 41jdhrigen ménnlichen Probanden entnommen, dessen Haut
sich im Gleichgewicht mit der Raumatmosphére befand. Innerhalb von 3 Minuten nach
Entnahme wurden die Proben mittels Hochdruckgefrierers fixiert. Durch diese sehr kurze
Praparationszeit und den Einsatz einer Einfriertechnik mit bestméglichem Strukturerhalt
konnen diese Proben als Beispiele fiir den nativen und im Hydratationszustand unbeein-
flulten Referenzzustand angesehen werden. Allerdings standen sie nur in sehr begrenztem
Umfange zur Verfiigung.

3.1.2 Hydratationsexperimente

Mit Hautmaterial von drei verschiedenen Probanden wurden insgesamt drei Hydratations-
experimente durchgefiihrt (vergleiche auch Tabelle 3.1 auf der folgenden Seite):

e Oberarmhaut einer 73jahrigen Spenderin wurde im Hauptexperiment fiir 12 Stun-
den verschiedenen Salzlosungen und einer geséttigten Wasserdampfatmosphére aus-
gesetzt. Diese hatten sowohl Kontakt mit dem Stratum Corneum als auch mit der
Seitenfliche der Hautstanze (Abbildung 3.1a auf Seite 46).

eine alkoholische Desinfektions-Losung. Maogliche Bezugsadresse: medi-prax Arndt GmbH,
Forchachstrafie 6, D-86462 Stettenhofen. Internet: http://www.medi-prax-arndt.de/inhalt.htm,
info@medi-prax-arndt.de

"Minimum Essential Medium FEagle” fliissiges Zellkulturmedium. Mogliche Bezugsquelle: Sigma Ald-
rich Chemie GmbH, EschenstraBe 5, D-82024 Taufkirchen. Internet: http://www.sigma-aldrich.com,
deorders@eurnotes.sial.com
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Haupt- Kontroll- Glycerin-
experiment experiment experiment
frisch frisch

Feuchtekammer | Feuchtekammer || Glycerin fiir 2 Stunden

0% NaCl 0% NaCl Glycerin fiir 6 Stunden

5% NaCl

10% NaCl

15% NaCl

20 % NaCl 20 % NaCl

Vaseline

Tabelle 3.1: Applizierte Medien in den Quellexperimenten: ”frisch” bedeutet ohne Behandlung
sofort eingefroren; " Feuchtekammer” bedeutet eine Lagerung in einer geséttigten Wasserdampfatmosphére;
70 % NaCl” bedeutet die Applikation einer 0 %igen NaCl-Losung — also destilliertes Wasser - jeweils fiir
12 Stunden bei 5 °C. Kursiv gesetzt sind die Behandlungen, die in jedem Experiment als Referenz dienten.

¢ Im Kontrollexperiment mit Gesichtshaut einer 60jéhrigen Spenderin wurde die
Seitenflache der Hautstanze durch Vaseline luft- und wasserdicht versiegelt. Ein Was-
seraustausch konnte somit nur noch tiber das Stratum Corneum erfolgen (Abbil-
dung 3.1b). Die Haut wurde 12Stunden lang neben destilliertem Wasser und ei-
ner 20 %igen Kochsalzlosung auch einer geséttigten Wasserdampfatmosphére ausge-
setzt. Zusatzlich wurden Untersuchungen mit Hautstanzen gemacht, die fiir ebenfalls
12 Stunden vollstédndig mit Vaseline versiegelt wurden sowie direkt nach Entnahme
aus der Transportdose cryofixiert wurden.

e Schlielich wurden ein zeitabhéngiges Glycerinexperiment durchgefiihrt, bei dem
Glycerin* fiir 2 beziehungsweise 6 Stunden appliziert wurde. Verwendet wurde Ge-
sichtshaut einer 60jahrigen Spenderin, bei der ebenfalls ein Stoffaustausch praparativ
ausschlieBlich iiber das Stratum Corneum ermdoglicht wurde (Abbildung 3.1b).

Bei der Anlieferung in der luftdichten Transportdose war die Haut einer Wasserdampf-
atmosphére ausgesetzt und daher stets hydratisiert; der urspriingliche ambiente Zustand
war praktisch nicht wiederherzustellen. Als Referenz im Haupt- und Kontrollexperiment
wurde daher eine gesattigte Wasserdampfatmosphire gewahlt, indem die Haut 100 % Luft-
feuchtigkeit ausgesetzt wurde. Bei den Versuchen mit den Salzlosungen konnte man die
Hydratation der Haut bei Anlieferung gegeniiber dem extern applizierten Wasserangebot
vernachlassigen. Bei einer kompletten Versiegelung der Oberfliiche mit Vaseline im Kon-
trollexperiment schliellich wurde von der Dermis-Seite aus Zellkulturmedium angeboten,
sodafl sich auch hier nach 12 Stunden ein Gleichgewichtszustand eingestellt haben sollte,
der weitaus mehr von der Osmolaritédt der beteiligten Biostrukturen abhéingt als von ei-
ner eventuellen Wasseraufnahme bei der Anlieferung der Haut. Der genaue geometrische

* 1,2,3-Propantriol
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a) b) g~

Dermis

Dermis
MEM

[ ] salzlésung [ wasserundurchlassige Schicht

Abbildung 3.1: Aufbau fiir die Quellversuche: a) in diesem Aufbau ist ein EinfluB von Wasser
senkrecht und parallel zur Epidermis moglich. b) durch wasserundurchléssige Schichten (Vaseline oder
ein einfacher Plastikschlauch) ist nur Wasserinflux durch die Epidermis méglich. Das Zellkulturmedium
(MEM) ernéhrt gleichzeitig kontinuierlich die Haut.

Aufbau der Quellversuche wurde unterschiedlich fiir Hauptexperiment einerseits sowie Kon-
trollexperiment und Glycerinexperiment andererseits gewéahlt, um so die unterschiedlichen
Penetrationswege in die Haut zu studieren.

Bei Behandlung von humaner Haut mit verschieden konzentrierten Salzlosungen hat sich
gezeigt, dafl sie dadurch mechanisch sehr instabil wird und bereits kleine Kréfte ausrei-
chen, um einen Grofiteil des Stratum Corneums zu entfernen: So wurden in ersten Versu-
chen zunéchst grofle Hautflichen definiert hydratisiert und danach die 3 mm-Hautstanzen
entnommen. Die damit verbundenen Kréfte reichten aus, um reproduzierbar das Stratum
Corneums bis auf die untersten 6 Schichten zu entfernen. Auch wurden Versuche gemacht,
die Haut in vivo durch Auflage eines mit destilliertem Wasser durchtrankten Stoffpolsters
zu hydratisieren. Bereits nach 2 Stunden begannen sich aber bei normalen Bewegungen
die Corneozyten so massiv abzulésen, dafl dieser Versuch abgebrochen werden mufite. Um
einerseits die Haut definiert befeuchten zu kénnen und andererseits das gesamte Stratum
Corneum zu erhalten, wurden daher zuerst die Hautstanzen entnommen und diese dann
den Salzlosungen ausgesetzt. Beim Gefrieren wurde jede unnotige mechanische Belastung
vermieden. Nach ihrer 12 stiindigen Quellung bei 5 °C wurden die Stanzen unveréndert ein-
gefroren. Um zusétzliche Kréfte zu vermeiden, wurden eventuell noch auf der Oberflache
befindliche Fliissigkeiten nur teilweise bzw. von auflen applizierte wasserundurchlissige
Schichten (vergleiche Abbildung 3.1) iiberhaupt nicht entfernt sondern mitgefroren. Sie
konnten problemlos im Ultramikrotom mitgeschnitten, in der Gefrierdtzanlage bedampft
und dann auch im Mikroskop untersucht werden (vergleiche Abbildung 4.15 auf Seite 79).
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3.1.3 Morphologieuntersuchungen an hochdruckgefrorenen Pro-
ben

Um die Feinstruktur der Dermis, Epidermis und insbesondere des Stratum Corneums im
nativen Zustand zu untersuchen, wurde Haut auch ohne externe Hydratation hochdruck-
gefroren, um damit den besten Strukturerhalt zu gewéahrleisten. Die so erhaltenen Proben
wurden dann wie folgt weiterprapariert und -mikroskopiert:

e Schnitt der hochdruckgefrorenen Proben im Ultramikrotom, Bedampfung mittels
Pseudo-Replika-Technik und Mikroskopie im Rasterelektronenmikroskop im kalten
Zustand. (Hierfiir wurden ausschliefllich in vivo-Proben verwendet, die innerhalb
von 3 Minuten nach Entnahme gefroren wurden.) Um sie iiberhaupt handhaben zu
konnen, wurde eine spezielle Spannzange verwendet (vergleiche Abbildung 3.2), in
der die Probe die gesamte Préparation verblieb.

e Gefriersubstitution der Proben, Einbettung in Kunststoff und nachfolgend Anfer-
tigung von Diinnschnitten im Ultramikrotom bei Raumtemperatur und Mikroskopie
im Transmissionselektronenmikroskop.

Abbildung 3.2: Gréflenvergleich der Hautproben. Links: schwarzes Papierstiick (k) in der Grofe ei-
ner hochdruckgefrorenen Hautstanze samt der verwendeten Spannzange fiir Schnitt und Transport. Rechts:
3 mm-Hautstanze in der Grofle der plungegefrorenen Proben. In der Mitte ein Euro-Cent als Groflenver-
gleich.

3.2 Cryo-Priaparation und Mikroskopie

Wie bereits am Anfang dieses Kapitels beschrieben, muf} fiir eine zuverlassige statistische
Analyse des Hydratationsverhaltens darauf geachtet werden, dal eben dieses nicht durch
die Probenpriparation ungewollt verfialscht wird. Diese Gefahr besteht beim Gefrieren (im
Gegensatz zur chemischen Fixation) nicht; allerdings darf dann das in der Probe arretier-
te Wasser weder entfernt noch substituiert werden. Dies macht eine spezielle Préiparation
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notwendig, bei der insbesondere die Probe stets gefroren bleibt — vorzugweise bei Tempe-
raturen unter —120°C, um auch eine Rekristallisation zu vermeiden. Abbildung 3.3 gibt
dazu einen Uberblick und die folgenden Abschnitte vertiefen die einzelnen Schritte.

Plunge- Cryo- Transfer &
gefrieren schnitt Bedampfung Mikroskopie

A N
o> i > 4 —>

H iha |
fl. Ethan

Hochvakuum

T<-120 °C

Abbildung 3.3: Ubersicht iiber die Cryopriparation: Alle Schritte miissen bei Temperaturen unter
—120°C ausgefiihrt werden, um eine Rekristallisation des Wassers der Probe zu vermeiden. Die Bedamp-
fung mit Kohlenstoff (C) und einem Schwermetall sowie die Mikroskopie muf} zusétzlich unter Hochvakuum
stattfinden.

3.2.1 Cryoschnitte an Hautproben

Prinzipiell kénnen von gefrorenen Proben Diinnschnitte angefertigt und dann im Transmis-
sionselektronenmikroskop mikroskopiert werden. Da diese allerdings sehr sensitiv beziiglich
Bestrahlung mit Elektronen sind, muf3 die Strahlexposition und Dauer folglich so gering
wie moglich gehalten werden. Fiir die Fragestellungen dieser Dissertation waren diese Rah-
menbedingungen nicht zu erfiillen, sodafl von allen gefrorenen Hautstanzen im Cryo-Ultra-
mikrotom ausschlielich Querschnitte angefertigt wurden (vergleiche Abbildung 3.4 auf der
folgenden Seite), die wesentlich stabiler sind.

Zunéchst wurde circa 1 mm mittels grober 800 nm Schnitte abgetragen. Daran schlof} sich
der Feinschnitt durch 50 nm Schnitte an, bis in der Summe weitere 40 pm abgetragen wur-
den. Die Schnittgeschwindigkeit war jeweils unverandert 1mm/s. Messer und Probe wurden
auf konstant —130°C gekiihlt.

Zum Einsatz kamen dabei bis zu zwei Diamantmesser: Der grobe Vorschnitt wurde stets
mit einem Trimmdiamanten bewerkstelligt, denn er besitzt eine breite Klinge und ist me-
chanisch sehr stabil. Der Feinschnitt allerdings erfolgte fiir die hochdruckgefrorenen Proben
mit einem speziellen Cryodiamantmesser, mit dem sich qualitativ wesentlich hoherwertige
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gl
il

Abbildung 3.4: Cryoschnitte an Hautproben. SC=Stratum Corneum (Elemente der Zeichnung
untereinander nicht mafistabsgetreu).

Oberflachen* préaparieren lieflen, was eine Abbildung der Mikroorganisation innerhalb der
Zellen erlaubte. Allerdings war dieses Messer mechanisch sehr viel empfindlicher, sodafl nur
noch diinne Schnitte mit begrenzter Geschwindigkeit abgetragen werden konnten. Da beim
Plungefreezing die Mikroorganisation innerhalb der Zellen grofitenteils durch Segregation
verandert oder zerstort war, wurde hingegen der Feinschnitt bei den plungegefrorenen Pro-
ben ebenfalls mittels des Trimmdiamanten mit den eben genannten Schneideparametern
angefertigt. Fiir die Ausmessung der Dicken im Stratum Corneum und eine Beurteilung
der Gesamtmorphologie war die Schnittqualitdt mehr als ausreichend.

3.2.2 Transfer und Gefrieritzung

Nach dem Schnitt wird die Probe in fliissigem Stickstoff gelagert und transportiert, um
sie einerseits ausreichend zu kiihlen und sie andererseits vor Kontakt mit Luftfeuchtigkeit
zu schiitzen. Die folgenden Préparationsschritte miissen unter Hochvakuum stattfinden.
Bei dem notwendigen Transfer aus dem fliissigen Stickstoff heraus in die Hochvakuuman-
lage’ kommt die Probe kurzzeitig in Kontakt mit der normalen Atmosphire und damit
der Luftfeuchtiggkeit. Um trotzdem die entstehenden Kontaminationen moglichst gering
zu halten, wurde ein spezielles Transfersystem entwickelt. Es stellt sicher, dal die Probe
nach Herausnahme aus dem fliissigen Stickstoff nur Kontakt mit einem Strom aus gasférmi-
gem trockenem Stickstoff hat. Kann eine Kontamination mit Wasser auch nicht vermieden
werden?, so ist sie doch stark vermindert. Die verwendete Hochvakuumanlage ist mit zwei
Elektronenstrahlverdampfern sowie einem Heiz-Kiihltisch ausgestattet, der die Probe auf
jede beliebige Temperatur zwischen —160 °C und +30 °C temperieren kann.

Die hochdruckgefrorenen Proben mit ihrem kleinen Volumen wurden fiir die hochauflosen-

beispielsweise zeigten sich praktisch keine Messerscharten oder Kompressionen der Oberfléche.

Typ BAF060 der Firma Bal-Tec [66].

Es finden sich selbst im fliissigen Stickstoff Eiskristalle, die auf der préparierten Probenoberfliche absor-
bieren und nukleieren kénnen.
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de Rasterelektronenmikroskopie nur sehr vorsichtig gefriergeétzt (typischerweise wurde nur
circa 10nm Eis von der Oberfliche entfernt)*, wohingegen die wesentlich gréofieren plunge-
gefrorenen 3 mm Stanzen zur Vermessung der Zelldicken stérker geétzt wurden, das heif3t
es wurde viel Wasser aus dem Zytoplasma entfernt, sodafl dieses leicht kollabiert. Die
sehr stabile und lipidreiche Cornified Envelope blieb davon jedoch relativ unbeeinflut und
wurde als exponierte Struktur durch den Schattenwurf bei der anschlieBenden Elektronen-
strahlbedampfung (vergleiche folgendes Kapitel) sehr stark im Kontrast hervorgehoben.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde typischerweise 15 Minuten bei —110°C beziehungsweise
3040 Minuten bei —105°C jeweils bei einem Druck von etwa 8 - 107% Pa geiitzt. Zwischen-
durch kann bei Bedarf die Probe ins Rasterelektronenmikroskop transferiert werden, um
den Fortschritt bei der Wasser-Sublimation zu kontrollieren (vergleiche Abbildung 3.5).
Zum Einsatz kommt dabei ein Transfersystem [81] der Firma Bal-Tec [66]. Es erlaubt den
Transport unter Hochvakuum {iiber begrenzte Strecken. Dabei ist die Probe umgeben von
einem Kupferschild, das durch fliissigen Stickstoff gekiihlt wird und sie somit als Kéltefalle
vor (Eis)Kontaminationen schiitzt. Nach erfolgtem Transfer der Probe in das Elektronen-
mikroskop oder die Vakuumanlage konnte das Transfersystem wieder vollstdndig entfernt
werden.

Abbildung 3.5: Gefrierdtzung an einem Cryo-Hautschnitt: Direkt nach Transfer in die Hochva-
kuumanlage hat sich Eis auf der préaparierten Oberfliche — insbesondere an den Kanten — niedergeschlagen,
sodaf} das Stratum Corneum dadurch gréfitenteils verdeckt wird (a). Durch Temperaturerhhung im Va-
kuum (Gefrierétzen) kann diese Eisbelegung kontrolliert entfernt werden (b). MeBbalken: 50 pm.

3.2.3 Bedampfung

Die Bedampfung geschieht nach der Pseudo Replika Technik, indem mittels der Elektro-
nenstrahlverdampfer zundchst 6 nm Schwermetall (Wolfram oder Platin) unter einem Ele-
vationswinkel von 30 ° auf die zu untersuchende Oberfliche aufgebracht wird. Durch diesen

denn es wurden 10nm hohe Strukturdetails auf der Oberfliche sichtbar, die vor dem Atzen véllig eben
war.
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sehr flachen Winkel erzeugen schon kleine topographische Erhebungen grofie Schatten*, das
heifit Bereiche, in die kein Schwermetall hingelangt und damit im Elektronenstrahl kaum
Signal erzeugen (vergleiche Abbildung 2.18b auf Seite 39). AnschlieBend wird 40 nm Koh-
lenstoff verdampft, wobei der Einfallswinkel kontinuierlich zwischen 10° und 90° verédndert
und die Probe dabei um ihre eigene Achse rotiert wird’, wodurch ein dicker und nahezu
homogener Kohlenstoffilm entsteht.

3.2.4 Mikroskopie im REM

Zur Mikroskopie der Cryoproben wird ein LEO Gemini 1530 [82] mit einer thermischen
Feldemissionsquelle genutzt. Es ist zusdtzlich mit einem Heizkiihltisch ausgestattet, um
eine optimale Probentemperatur auch wéhrend der Abbildung sicherzustellen. Die Me-
tallbedampfung zusammen mit der Detektion der riickgestreuten Elektronen durch einen
konzentrischen YAG-Ringdetektor* erlaubt eine hochauflssende Darstellung der Oberfliche
der gefrorenen Proben [83]. Die Primérelektronen hatten typischerweise eine Energie von
7keV; der Strahlstrom betrug circa 15 pA.

Abbildungseigenschaften der verschiedenen Detektoren In Abschnitt 2.2.3 ab Sei-
te 17 wurden die drei Elektronendetektoren fiir die Rasterelektronenmikroskopie zusammen
mit ihren spezifischen Eigenschaften diskutiert. Hier soll nun dargelegt werden, warum die
Detektion der Riickstreuelektronen bei der gewéhlten Probenpraparation die beste Abbil-
dungsqualitat ermoglicht.

Wie bereits in Kapitel 2.2.2 beschrieben, treten Sekundérelektronen iiberall dort auf,
wo bewegte Elektronen mit Materie wechselwirken; sie entstehen somit in Biomaterial der
Probe selbst, in der aufgedampften Metallschicht und in der darauf folgenden Kohlen-
stoffschicht. Wahrend Sekundirelektronen aufgrund ihrer geringen kinetischen Energie in
tieferen Bereichen nahezu vollstéindig absorbiert werden, kénnen solche aus dem &dufler-
sten Bereich der Kohlenstoffschicht die Oberfliche verlassen. Thre Detektion liefert daher
ein Bild eben dieser Oberflichenschicht, die jedoch sehr dick (bis 40nm) und homogen
aufgedampft wurde. Details der eigentlichen Probenoberfliche wirken daher grundsétz-
lich verschwommen (vergleiche Abbildung 3.6b&c auf der néchsten Seite). Im Bild des
Everhart-Thornley-Detektors mit positivem Kollektorpotential @ (3.6¢) sieht man zudem
deutlich den Einflufl des Kantenkontrastes: An den Zellgrenzen, die nahezu senkrecht ab-
fallen, werden durch den Primérelektronenstrahl viele Sekundérelektronen erzeugt, die die
Oberflache verlassen kénnen. Sie werden zum Everhart-Thornley-Detektor beschleunigt
und detektiert, wodurch eine auffillige Signaliiberhohung an Kanten (sichtbar als strah-
lend helle Bereiche in den Bildern) zustande kommt. Beim InLens-Detektor fehlt hingegen
das attraktive elektrische Potential des Everhart-Thornley-Detektors, sodafl an Kanten we-
niger Sekundérelektronen detektiert werden, obwohl sie weiterhin in gleicher Anzahl die

vergleichbar dem langen Schatten, den eine tiefstehende Sonne bewirkt.

dies wird Kipprotationsbedampfung genannt. Im Englischen: DARS=Double Axis Rotary Shadowing.
Bestehend aus einem Yttrium Aluminium Granat Kristall, mit Cer dotiert. Hersteller: AutraDet, Mecirova
17, 61200 Brno, Tschechische Republik



52 3. Materialien und Methoden

Abbildung 3.6: Vergleich verschiedener Rasterelektronenmikroskop-Detektoren bei der Abbil-
dung des Stratum Corneum: (a) Riickstreudetektor; (b): InLens-Detektor; (c): Everhart-Thornley-Detektor
mit positivem Kollektorpotential . Der Kantenkontrast bei Sekundérelektronen bewirkt lokal eine star-
ke Signaliiberhohung, die sich als weifle Bereiche in Bild (c) zeigt. Messerscharten als Strukturdetail der
Oberfliche sind in (a) mit Pfeilen gekennzeichnet. MeBbalken: 3 pm

Oberfliche verlassen. Die Signaliiberhéhung durch den Kantenkontrast ist folglich weniger
stark ausgeprégt (3.6b).

Die Riickstreuelektronen entstehen hauptsichlich durch Wechselwirkung mit schwer-
en Kernen, das heifit bei der gewédhlten Bedampfung mit der Schwermetallschicht. Auf-
grund der relativ leichten Kohlenstoffkerne durchlaufen die Riickstreuelektronen wegen
ihrer hohen kinetischen Energie die dariiberliegende Kohlenstoffschicht praktisch ohne wei-
tere Wechselwirkungen und konnen so die Oberflédche verlassen und detektiert werden. Das
Signal wird daher nur durch die Schwermetallschicht determiniert, die ihrerseits wegen
des flachen Elevationswinkels in ihrer Homogenitéit wesentlich von der Probentopographie
bestimmt wird. Sie zeigt sich daher in hoher Auflésung im Bild des konzentrischen Ringde-
tektors fiir Riickstreuelektronen (3.6a): So werden feine Strukturdetails wie Messerscharten
und Zellgrenzen wesentlich deutlicher abgebildet als bei Detektion der Sekundérelektronen
(vergleiche Abbildung 3.6a mit b&c). Zudem wird das Bild aufgrund der hohen Energien
der Riickstreuelektronen auch kaum durch eventuelle Aufladungen der Probe verfilscht.

3.2.5 Bildauswahl und -auswertung

Abgrenzung des Stratum Corneums vom Stratum Granulosum Bei der Auswer-
tung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder hat sich gezeigt, dafl man in der Praxis
das Stratum Granulosum meist eindeutig vom Stratum Corneum abgrenzen kann (sie-
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he Abbildung 3.7): Das Stratum Granulosum als lebendes Gewebe enthélt Zellkerne und
verschiedene Organellen, die sich deutlich abzeichnen. Im Stratum Corneum hingegen feh-
len Organellen grofitenteils und der Zellkern wird abgebaut, ist also hochstens noch als
Fragment sichtbar. Zudem differieren bei plungegefrorenen Proben die Segregationsmuster
des Stratum Granulosums deutlich von dem der untersten Corneozyten, das meist sehr
viel grober erscheint. Der Grund ist der unterschiedliche Wassergehalt (Stratum Corneum:
circa 15 %-40 %, Stratum Granulosum: circa 40 %-70 % [24], [21]) und unterschiedliche Mi-
kroorganisation (insbesondere der Gehalt an Substanzen, die die Unterkiihlbarkeit des
Zellwassers erhohen). Zudem besitzen Corneozyten die Cornified Envelope, soda$ sich die
Zellgrenzen im Stratum Corneum wesentlich deutlicher abzeichnen als im Stratum Granu-
losum.

Abbildung 3.7: Der Ubergang vom Stratum Granulosum zum Stratum Corneum ist hier
markiert mit einer durchgezogenen Linie. Das Stratum Granulosum ist identifizierbar durch die enthaltenen
Zellkerne (%), durch Organellen (eingekreist) sowie durch das Segregationsmuster, das viel feiner ist als
das der ersten Stratum Corneum-Schichten (Rechtecke). Mefibalken: 5 pm.

Identifikation der Schichten im Stratum Corneum Als Zellverband zeigen benach-
barte Corneozyten vielfach einen deutlich ausgeprigten flieBenden Ubergang und bilden so
zusammenhéngende Schichten (Abbildung 3.8a auf der néchsten Seite). Allerdings ist eine
korrekte Zuordnung eines Corneozyten zu einer Schicht nicht immer eindeutig moglich, wie
durch Abbildung 3.8b demonstriert wird: Dort gehort der gleiche Corneozyt zu zwei un-
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Abbildung 3.8: Zelliibergénge im Stratum Corneum: (a) Bei dieser Anordnung bilden die Corneo-
zyten la und 1b die erste sowie 2a und 2b die zweite Schicht des Stratum Corneums iiber dem Stratum
Granulosum (SGr). (b) bei Auszéhlung auf der linken Seite des Bildes wiirde man den markierten Cor-
neozyt (%) zur Schicht 6 z&hlen; auf der rechten Seite hingegen zu Schicht 7. Mefibalken: 5 pm.

terschiedlichen Schichten. Solche Bilder wiirden zweideutige Ergebnisse liefern und wurden
daher nicht ausgewertet.

Dickenmessungen Von den plungegefrorenen Proben wurden fiir die Vermessung der
Zellgeometrie nur solche Stellen im Stratum Corneum ausgewéhlt, in denen die einzelnen
Schichten homogen {ibereinander liegen. Diese regelméflige Anordnung war insbesondere
in Hautfalten und in der Ndhe von Haaren nicht gegeben, sodal diese Bereiche fiir die
Auswertung nicht herangezogen wurden. Die Zelldicken wurden an den digitalen Bildern
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mittels des Softwarepakets KS/00 der Firma Zeiss* semiautomatisch vermessen. Fiir jede
Behandlung wurde von jeder Schicht 20-70 unabhingige Dickenmessungen durchgefiihrt;
insgesamt wurden dafiir 22 Biopsien prapariert und vermessen. Dabei wurde darauf geach-
tet, dal die Dicken der einzelnen Corneozyten an représentativen Stellen gemessen wurden
(vergleiche Abbildung 3.9 auf der néchsten Seite). Mit Schicht 1 wurde stets die erste
Schicht des Stratum Corneum direkt {iber dem Stratum Granulosum bezeichnet.

3.3 Préaparation und Mikroskopie gefriersubstituier-
ter Proben

3.3.1 Gefriersubstitution

Der genaue Ablauf der Gefriersubstitution wurde fiir diese Dissertation den praktischen
Erfordernissen angepasst (vergleiche Tabelle 3.2 auf Seite 57). Wie allgemein iiblich mufiten
alle benutzten Medien vor dem Einsatz vorgekiihlt sein, damit die Probe nicht ungewollt
erwarmt wird und das darin noch enthaltene Wasser dabei umkristallisiert. Auch muf-
te sichergestellt sein, daf§ sich nicht unkontrolliert Luftfeuchtigkeit auf der kalten Probe
niederschlagt, denn dies konnte die Polymerisation erschweren. Alle diese Anforderungen
erfiillt die automatische Gefrier-Substitutions-Anlage Leica EMAFS der Firma Leica [84].
Sie ermoglicht eine genaue Ablaufsteuerung der Temperatur im Praparationsraum, der
normalerweise durch einen Glasschieber zur Raumatmosphére hin verschlossen ist. Wird
er (beispielsweise zum Wechsel der Substitutionsmedien) geoffnet, verdampft automatisch
fliissiger Stickstoff, sodafl im Préparationsraum eine kalte Stickstoffatmosphére gegen Kon-
taminationen mit Luftfeuchtigkeit entsteht. Die Medien selbst werden mit wasserfreiem
Aceton bzw. Ethanol angesetzt und sofort verschlossen, um Kontaminationen zu vermei-
den.

Zeitlicher Ablauf der Gefriersubstitution

Fixierung Der Aluminium-Probenbehélter aus dem Hochdruckgefrierer wird geoffnet
und die darin enthaltene gefrorene Hautprobe in ihrem Inneren in ein 1,5ml Eppendorf
Probenrohrchen mit wasserfreiem Aceton eingebracht, in dem Uranylacetat im Uberschufl
gelost ist. Fiir 40 Stunden wird die Temperatur bei —90 °C konstant gehalten. In dieser Zeit
wird die geséattigte Uranylacetat-Losung zweimal erneuert, um durch das darin enthaltene
Aceton das der Probe anhaftende Hexadeken zu entfernen, weil es sonst jegliche Penetration
in das Probenmaterial behindern wiirde. Gleichzeitig wird in der Probe enthaltenes Wasser
durch Aceton ausgetauscht.

Dann erfolgt eine Temperaturerhohung auf —70°C und nach 12 Stunden eine weitere auf
—50°C. Durch die entsprechend erhéhte Molekularbewegung soll das Uranylacetat schneller
und vollstdndiger durch das gesamte Gewebe diffundieren und gleichzeitig das Wasser
schneller gegen Aceton ausgetauscht werden. Das Wasser der Probe ist zu diesem Zeitpunkt

* Carl Zeiss, Carl Zeiss Strale 22, D-73447 Oberkochen, Deutschland. http://www.zeiss.de ; infoQzeiss.de
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Abbildung 3.9: Représentative Dickenmessung im Stratum Corneum: Die Schichten des Stra-
tum Corneum werden mit 1 beginnend durchnummeriert. Die Messung der Dicken erfolgt an reprisenta-
tiven Stellen: So ist in Schicht 9 die Position 9a nicht geeignet, da hier offenbar eine lokale Verdickung
vorliegt. Mef3balken: 3 pm.

groftenteils durch Aceton ersetzt. Da das Uranylacetat allerdings die spéteren Schritte
der Gefriersubstitution stéren wiirde (insbesondere die Polymerisation des HM20), folgen
nach 12 Stunden im Abstand von je einer Stunde Spiilschritte mit reinem Aceton und
viermal reinem Ethanol. Dadurch wird auch das restliche Wasser der Probe gegen Ethanol
ausgetauscht (Entwésserung).
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Medium Dauer [h] | Temperatur [°C]
UAc in Aceton 40 —-90
UAc in Aceton 12 —70
UAc in Aceton 12 —50
Aceton 1 —50
Ethanol 1 —50
Ethanol 1 —50
Ethanol 1 —50
Ethanol 1 —50
50 % Monomer 2 -35
66 % Monomer 2 -35
100 % Monomer 2 -35
100 % Monomer 2 -35
100 % Monomer 2 —35
100 % Monomer 14 -35
UV-Licht 48 —35
UV-Licht 24 RT

Tabelle 3.2: Zeitlicher Ablauf der Gefriersubstitution

Einbettung Nach einer Temperaturerh6hung auf —35°C werden die Hautproben fiir
2 Stunden in eine 50%ige und danach fiir 2 Stunden in eine 66%ige Losung des Mono-
mers in Ethanol transferiert. AnschlieBend kommen sie fiir insgesamt 20 Stunden in rei-
nes Polymer, welches in dieser Zeit dreimal erneuert wird. Abschlieend wird zwei Ta-
ge lang polymerisiert. Da dies bei UV-Licht geschieht, mufl aufgrund der Geometrie der
Gefrier-Substitutions-Anlage zusétzlich noch eine Nachpolymerisierung auflerhalb der An-
lage stattfinden. Erst dann stellt sich eine charakteristische gelbe Farbung des Polymers
ein, die eine vollstdndige Polymerisation signalisiert.

Praktische Realisierung

Bedeutung der Entwisserung Nach der Fixation des Gewebes durch UAc und dem
anschliefenden Aceton-Spiilschritt folgen mehrere Ethanol-Spiilschritte, um das verblei-
bende Wasser in der Probe durch Ethanol auszutauschen. Es hat sich gezeigt, dafl hierfiir
Ethanol wesentlich besser geeignet ist als Aceton, da ersteres bei der Substitutionstempe-
ratur von —50°C sehr viel mehr Wasser aufnehmen kann. Wasserreiche Probenbereiche,
wie beispielsweise das Kollagen, werden mit Aceton nur unzureichend entwéssert, sodaf sie
von dem hydophoben HM20 schlecht infiltriert werden kénnen und nach Polymerisation
und anschlieBendem Diinnschnitt an diesen Stellen Locher entstehen (Abbildung 3.10a auf
der néchsten Seite).

Das entwisserte Gewebe wird zunéchst mit 50 %igem, dann mit 66 %igem und erst danach



* 100% Monomer
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mit reinem Monomer in Kontakt gebracht. Auch hier hat sich gezeigt, daf§ dies préipara-
tionstechnisch notwendig ist. Bei instantanem FEinsatz von reinem Monomer kédme es zu
einem maximalen Gradient zwischen dem Inneren der Probe und dem Medium.* Praktisch
auflert sich das durch eine ausgepriagte Extraktion von Zellbestandteilen, sodafl diese im
Inneren — bis auf die Uberreste der kollabierten Intermediérfilamente — wie leer wirken
(Abbildung 3.10b). Es hat sich daher bewéahrt, zunédchst nur eine 50 %ige Monomerlésung
einzusetzen, weil dann der Gradient nur halb so grof ist.

Abbildung 3.10: Artefakte bei der Gefriersubstitution: a) Locher in Kollagenbiindeln (markiert
durch %) durch unvollstindige Wasserextraktion b) Extraktion von Zellbestandteilen durch zu hohen
Monomergradient hinterlafit ”leere” Zellen

Transportkérbchen Um die Hautproben wéahrend der Gefriersubstitution besser hand-
haben zu kénnen, wurden sie zundchst aus dem Probensandwich des Hochdruckgefrierers
entnommen und in spezielle Transportkorbchen deponiert (vergleiche Abbildung 3.11 auf
der folgenden Seite). Ein Kontakt mit dem Medium ist durch eingearbeitete Netze moglich,
die dabei engmaschig genug sind, um die Probe zuriickzuhalten. Sie sind aus Kunststoff
gearbeitet, weil sich im Praxiseinsatz gezeigt hat, dafl daran weniger haufig Luftblasen
héngenbleiben als an Metallnetzen. Luftblasen wiirden aber die freie Stoffdiffusion zwi-
schen Probe und Medium vermindern.

Finale Monomerlésungen HM?20 wird aus mehreren Komponenten in einem definier-
ten Verhéltnis zusammengemischt. Diese Monomerlosungen konnen Luftfeuchtigkeit auf-

— O% MODOmermnen = 100% MonomerGradient
0% Monomer,

innen — 50% MonomerGradient

aulen

T 50% Monomer

auBen
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a) C)

Abbildung 3.11: Transportkorbchen fiir die Gefriersubstitution: a) Schemazeichnung einer Half-
te (das Netz ist gestrichelt) b) Photographie c¢) zusammengesteckt hiilt das Koérbchen die Probe fest,
ermdglicht aber nach oben und unten einen Stoffaustausch

nehmen, die eventuell bei der spéteren Polymerisation Probleme bereitet. Daher wurden
fiir die letzten Substitutionsschritte nur frisch angemischtes Monomer verwendet und jeg-
licher unnotiger Luftkontakt vermieden. Beim Einsatz in der Gefrier-Substitutions-Anlage
verhindert die Stickstoffatmosphére wie auch die geschlossenen Gefafle eine Kontamination
mit Wasser.

3.3.2 Polymer-Diinnschnitte

Fiir die Anfertigung der Diinnschnitte wurde ein Ultramikrotom der Marke Ultracut UCT
der Firma Leica [84] genutzt. Der verwendete Diamant hatte einen Messerwinkel von 45 °
und wurde mit einem Freiwinkel von 6 ° benutzt. Die Schnittgeschwindigkeit fiir die 70 nm
dicken Schnitte betrug 1mm/s. Diinnere Schnitte zerfielen meist am Stratum Corneum;
auferdem sind dickere Schnitte besser geeignet fiir die Darstellung bei unterschiedlichen
euzentrischen Winkeln.

Es wurden Kupfergrids verwendet, auf die ein Kunststoff (Formvar*) aufgebracht war. Da
dieser hydrophob ist und dies Probleme bei der Aufnahme der Schnitte aus dem Wasser-
trog bereitete, wurden die Grids circa 25 Sekunden bei einem Druck von 10 Pa und einer
Temperatur von 20°C einem Gasplasma ausgesetzt. Auf dem Formvar wurden so unab-
gesittigte Ladungen erzeugt, die es hydophil machten. Die Aufnahme der Schnitte wurde
so wesentlich vereinfacht.

3.3.3 Nachkontrastierung

Um im Transmissionselektronenmikroskop die Abbildungsqualitit und den Kontrast der
Bilder zu verbessern, werden die Grids mit den anhaftenden Schnitten nach unten fiir
20 Minuten auf einen Tropfen einer 1 %igen alkoholischen UAc Losung' gelegt. Die Losung

auch bekannt als Polyvinyl Formal. Bezugsquelle: https://secure.2spi.com/, Distributor fiir Deutschland:
Adi Hassel, Connollystraie 29, 80809 Miinchen, Telefon: 089/351-5128, Fax: 089/351-4818.
t1% UAc in einer 14+1 Mischung aus destilliertem Wasser und reinem Alkohol.
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ist lichtempfindlich und sollte daher bei Verwendung und Lagerung moglichst vor Licht
geschiitzt werden. Danach werden die Grids griindlich in destilliertem Wasser gewaschen
und 30 Sekunden auf Tropfen einer 0,4 %igem Bleicitratlosung gelegt, die mit Natriumhy-
droxid auf einen pH-Wert von circa 12 gebracht wurde. AbschlieBend wird erneut griindlich
mit destilliertem Wasser gewaschen.

3.3.4 Mikroskopie im TEM

Die kontrastierten Schnitte auf den Grids werden in ein Tecnai G*12 BioTwin der Firma
FEI [85] mit LaBg-Kathode im Hellfeldbetrieb bei Raumtemperatur mikroskopiert. Die
Elektronen werden mit 100 kV beschleunigt und erzeugen einen Strahlstrom von typischer-
weise 2 pnA-3 pA.
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Kapitel 4

Resultate

Im Rahmen dieser Dissertation sind sowohl unterschiedlich praparierte Proben (hochdruck-
und plungegefroren, cryopriapariert und gefriersubstituiert) sowie unterschiedliche Abbil-
dungstechniken zum Einsatz gekommen (Rasterelektronenmikroskopie sowie Transmissi-
onselektronenmikroskopie). Auf die unterschiedlichen Praparationen mit ihren Eigenschaf-
ten wurde bereits in den vorigen Kapiteln eingegangen. In diesem sollen nun die Ergebnisse
vorgestellt werden. Im ersten Abschnitt (4.1) werden zunéchst allgemeine morphologische
Merkmale der untersuchten Haut beschrieben. Zudem werden die beobachteten Artefak-
te diskutiert, die durch Préparation und/oder Abbildungsverfahren aufgetreten waren. Die
Kenntnis um ihr typisches Erscheinungsbild und ihrer Entstehung hilft, Fehler in der Inter-
pretation der Bilder zu vermeiden. Es schliefit sich die Beschreibung weiterer Strukturen der
Haut und der Hautanhangsgebilde an (Abschnitt 4.2). Den Abschluf bildet der inhaltliche
Hauptteil dieser Arbeit mit den Hydratationsversuchen am menschlichen Stratum Corneum
(Abschnitt 4.3). Aufgrund der unterschiedlichen Praparationen und der unterschiedlichen
applizierten Medien werden die Ergebnisse des Haupt-, Kontroll- und Glycerinexperiments
getrennt voneinander vorgestellt.

4.1 Morphologie der Hautproben

In diesem Kapitel sollen neben der allgemeinen Morphologie der Haut und des Stratum
Corneums auch die unterschiedlichen Préaparationen und Mikroskopieverfahren vorgestellt
werden. Um auflerdem Grofle und Héufigkeit der Artefakte durch das Plungegefrieren ins-
besondere im Stratum Corneum besser einschitzen zu kénnen, wurden einige Proben auch
hochdruckgefroren, aber ansonsten gleich préapariert. Auch konnte daran der Erhalt der
Ultrastruktur insbesondere durch die Ultramikrotomie dokumentiert werden. Die gefrier-
substituierten Proben eignen sich nicht fiir eine Beurteilung des Hydratationszustandes;
die Ultrastruktur — wie beispielsweise Lipide, Intermediarfilamente oder die Unterstruktur
des Kollagens — kann aber gut aufgelost werden. Insbesondere kann sie als Vergleich zu den
rasterelektronenmikroskopischen Ergebnissen der cryoprédparierten Proben dienen.
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4.1.1 Artefakte

Es sollen hier die Artefakte gleich zu Beginn vorgestellt werden, da ihre Kenntnis wichtig
ist fiir die Interpretation der Bilder und der Ergebnisse. Zudem lassen sich aus ihnen auch
Probeneigenschaften ablesen.

Gefrierartefakte Beim Plungegefrieren hatte das Stratum Corneum zum fliissigen Ethan
den unmittelbarsten Kontakt. In Verbindung mit dem geringen Wassergehalt waren hier die
Segregationsmuster — mit Ausnahme der beiden untersten Corneozyten-Schichten — meist
die kleinsten, die iiberhaupt in der Probe zu finden waren (im Bereich einiger nm). In der
sehr wasserhaltigen Dermis fanden sich bei allen plungegefrorenen Proben stets ausgedehn-
te Segregationsmuster. Verstéirkend kam beim Einfrieren das relativ grofle Probenvolumen
der 3mm-Stanzen sowie der Abstand der Dermis zur Kontaktfliche mit dem fliissigen
Ethan hinzu. Der Strukturerhalt der hochdruckgefrorenen Hautproben insgesamt war we-
sentlich besser als beim Plungegefrieren, sodafl grofie Segregationsmuster durch Eisschédden
nur selten sichtbar waren.

Schnittartefakte Durch die Verwendung des Trimmessers fiir sémtliche plungegefrore-
nen Proben ergeben sich zusammengefafit folgende Artefakte (vergleiche Abbildung 4.1 auf
der folgenden Seite):

e Messerscharten hinterlassen Spuren auf der Oberfléche.

e Probenmaterial kann durch die Relativbewegung zwischen Messer und Probe auf der
frisch préaparierten Oberfliche komprimiert beziehungsweise verschmiert werden.

e Mechanische Instabilitéten oder Erschiitterungen fithren zu einem Springen des Mes-
sers und zu einem partiellen Herausbrechen von Probenmaterial.

Die beiden ersten Artefakte sind meist lokal begrenzt und/oder durch ihre streng lineare
Form von Zellgrenzen eindeutig zu differenzieren und verfélschen die Mophologie — insbe-
sondere die Dickenmessungen — nur unwesentlich. Im letzten beschriebenen Artefakt bre-
chen allerdings die einzelnen Corneozyten in unterschiedlichen Ebenen und mit unterschied-
lichen Winkeln zur Oberfliche. Ihre Dicke ist — ebenso wie bei gefriergebrochenen Proben
(vergleiche Abbildung 2.16a auf Seite 34) — nicht mehr zuverldssig mebar. Wahrend die
Spuren der Messerscharten nicht zu verhindern waren, konnten die Verschmierungen und
das Herausbrechen durch vorsichtige und langsame Schnittfithrung deutlich vermindert
bzw. sogar vollstdndig vermieden werden. Bei der Cryopriparation der hochdruckgefro-
renen Proben wurde hingegen ein Diamantmesser benutzt. Durch die wesentlich hohere
Scharfe der Schnittkante gab es praktisch keine Messerscharten oder Verschmierungen auf
der Oberflache. Das letzte vorgestellte Artefakt spielte bei entsprechender Schnittfithrung
keine Rolle.
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Abbildung 4.1: Artefakte der plungegefrorenen Proben: a) Messerscharten (offene Pfeile) und
Verschmierungen (ausgefiillter Pfeil); b) lokales Herausbrechen (0) aus der ansonsten ebenen Oberfliche
(k). Mefibalken: 10 pm.

Artefakte der Gefriersubstitution In der Praxis hat sich herausgestellt, dafy der Er-
folg und die Qualitdt der Gefriersubstitution erst an ihrem Ende beurteilbar ist. Eine
Kontrolle der einzelnen Schritte ist folglich hochstens riickwirkend mdglich. In den Ul-
tradiinnschnitten war das Stratum Corneum meist abgeldst von der restlichen Epidermis
und seine einzelnen Schichten hingen nur noch lose zusammen. Insbesondere die duflersten
Lagen losten sich hdufig vollstédndig von der Hautprobe ab und zeigten sich nach der Prépa-
ration im Transmissionselektronenmikroskop sehr elektronendicht. Wurde Osmiumtetroxid
wéahrend der Substitution eingesetzt, so farbte sich die gesamte Haut tiefschwarz und die
UV-Polymerisation wurde praktisch unmoglich gemacht, was in einer unzureichenden Ein-
bettung resultierte. Sind in den Corneozyten trotz des Hochdruckgefrierens Eiskristalle
entstanden, so zeigten sich die Intermedidrfilamente zerstort (vergleiche beispielsweise Ab-
bildung 4.5a auf Seite 67) oder groBflichig kollabiert.
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sonstige Artefakte Im Rasterelektronenmikroskop war eine weitere Quelle fiir Artefak-
te das Entstehen von Spannungsrissen, beispielsweise durch das Verdampfen von Wasser
und/oder Probenmaterial oder durch Temperaturschwankungen. Dies passiert beispielswei-
se bei einem zu langen Atzen in der Gefrieritzanlage (vergleiche Abbildung 4.2a), welches
genutzt wird, um Eis von der Oberfliche der Probe zu entfernen. Eine konsequente Ver-
minderung aller Wasserkontaminationen wéhrend der gesamten Préparation vermindert
also auch die entstehenden Artefakte.

Eine weitere Moglichkeit fiir Verdampfungsartefakte ist die Wechselwirkung des Elektro-
nenstrahls mit der Probe, bei der Energie iibertragen wird. Im Rasterelektronenmikroskop
entstanden dadurch charakteristische Risse (Abbildung 4.2b). Je hoher der Strahlstrom,
umso hoher die Ionisation in dem Probenmaterial; je hoher die Beschleunigungsspannung,
umso grofer das Volumen, in dem Energie deponiert wird. Der notwendige Strahlstrom
ist stark vom benutzten Elektronenmikroskop und der Effizienz der benutzten Detekto-
ren abhéngig. In dem benutzten Leo Gemini 1530 war der Strahlstrom 10 pA-15pA. Die
Beschleunigungsspannung des Rasterelektronenmikroskop — und damit die Energie der Pri-
mérelektronen — durfte nicht zu niedrig gew#hlt werden, weil sonst die Riickstreuelektronen
eine zu geringe Energie besitzen wiirden und das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis des benutz-
ten YAG-Ringdetektors zu schlecht gewesen wire. 7kV stellte sich dabei als akzeptabler
Kompromifl heraus. An Corneozyten, die direkt an den Spannungsrify angrenzen, ist meist
eine deutliche Ausdiinnung durch Materialschwund zu erkennen. Sie sind daher in ihrer
Dicke spéter nicht ausgewertet worden. Im Transmissionselektronenmikroskop wurden kei-
ne Strahlschéden beobachtet.

kiR

Abbildung 4.2: Risse als Artefakte im Stratum Corneum: a) bei zu starkem Atzen des Wassers
kollabiert das Gewebe grofiflichig und reifit auf. b) ein hochenergetischer Elektronenstrahl fiihrt zu lokalen
Verwerfungen und Rissen. Mef3balken: 5 um
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4.1.2 Morphologie des Stratum Corneums

Corneozyten der beiden untersten Schichten des Stratum Corneums waren stets sehr unre-
gelméBig in ihrer Form und von unterschiedlichem Querschnitt. Bei den plungegefrorenen
Proben bildeten sie zusétzlich — unabhéngig von eventuell extern applizierten Medien —
ein in Form und Grofe (typischerweise 50 nm bis 300 nm, in den héheren Schichten meist
deutlich unter 30nm) stets charakteristisches Segregationsmuster aus. Dies alles erlaub-
te eine eindeutige Abgrenzung zu den Zellen des Stratum Granulosums (siche auch Ab-
schnitt 3.2.5 und insbesondere Abbildung 3.7 auf Seite 53). Zellen der hoheren Stratum
Corneum-Schichten bildeten eine geordnete Abfolge mit regelméfiger Stapelung. Sie waren
uniform und deutlich abgeflacht. In der gesamten Epidermis (und somit auch im Stratum
Corneum) konnten regelméfBig Zell-Zell-Verbindungen in Form von Zellverklammerungen
und Desmosomen nachgewiesen werden. In einer Probe mit vergleichsweise schlechtem
Strukturerhalt konnten innerhalb der Corneozyten auch Intermediéarfilamente dargestellt
werden, die die Desmosomen miteinander verbinden (Abbildung 4.8c auf Seite 70). Eine
Vermessung der Corneozytendicken war durchgéingig moglich.

Insgesamt war im Stratum Corneum der Erhaltungszustand in Bezug auf mogliche Eis-
schéden bei plungegefrorenen Proben mit dem der hochdruckgefrorenen vergleichbar: So
sind die Segregationsmuster innerhalb der Corneozyten (aufier bei Applikation von nieder-
konzentrierten Salzlosungen (0% oder 5 %)) um Grofienordnungen kleiner als die Dicke der
jeweiligen Zelle (Abbildung 4.3). Um kleine Strukturdetails zu erhalten und ihr Kollabieren

Abbildung 4.3: Gesamtmorphologie des Stratum Corneums: a) plungegefrorene und b) hoch-
druckgefrorene Hautprobe. Die Mebalken (jeweils 5 pm) befinden sich ungefihr auf Hohe des Ubergangs
vom Stratum Granulosum zum Stratum Corneum. [a) Oberarmhaut, weiblich, 73 Jahre, Behandlung;:
12 Stunden Exposition gegeniiber destilliertem Wasser bei 5°C; b) Unterarmhaut, ménnlich, 41 Jahre,
ambient]

zu vermeiden, wurde bewuft wenig Eis von der Probenoberfliche der hochdruckgefrorenen
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Proben weggeiitzt. Sie erschien daher meist kontrastarm und Spannungsrisse im Gewebe
waren selten. Erst bei einem stérkeren Atzen verstirkte sich auch der Kontrast — insbe-
sondere der an den Zellgrenzen.

Bei sémtlichen gefriersubstituierten Proben waren die einzelnen Schichten des Stratum Cor-
neums mehr oder weniger weit voneinander getrennt und hatten teilweise nur noch iiber die
Desmosomen miteinander Kontakt (vergleiche Abbildung 4.4). Vom Stratum Granulosum

Abbildung 4.4: Das Stratum Corneum im Transmissionselektronenmikroskop: Wihrend das
Stratum Granulosum zahlreiche Vesikel (einige durch Pfeile markiert) aufweist, fehlen diese im dariiberlie-
genden Stratum Corneum véllig. Es erscheint durch die Zellzwischenrdume (%) aufgelockert. Mefibalken:
2pm. [Gesichtshaut, weiblich, 60 Jahre, ambient]

konnte es klar differenziert werden durch das Fehlen von Vesikeln und die gleichméfige
Zellform. Lipidlamellen im Interzellularraum wurden nicht gefunden; Intermediarfilamente
innerhalb der Corneozyten wurden hingegen regelméflig dargestellt. Allerdings hing ihr Er-
haltungsgrad wesentlich von der Gefrierqualitdt und dem Auftreten von Eiskristallen ab.
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Meist liel sich eine Vorzugsrichtung feststellen (Abbildung 4.5). Im Stratum Corneum

Abbildung 4.5: Stratum Corneum-Intermediérfilamente im Transmissionselektronenmikro-
skop a) Die Filamente haben hier eine Vorzugsrichtung parallel zum Corneozyten und damit zur Hauto-
berfliche. Durch die Entstehung kleiner isolierter Eiskristalle () wurde ihre Struktur zerstért. b) Ein
Corneozyt mit Filamentfasern (Pfeile), die hauptséichlich senkrecht zur Hautoberfliche orientiert sind.
Sie verbinden die Desmosomen (0) untereinander. Mefibalken: jeweils 200 nm; [a) Gesichtshaut, weiblich,
60 Jahre, ambient, hochdruckgefroren; b) Unterarmhaut, ménnlich, 36 Jahre, ambient, hochdruckgefroren,
Bild mit freundlicher Genehmigung von Roger Wepf]

stellten sich die Desmosomen stets als mechanisch stabilste Strukturen heraus, denn selbst
bei Proben mit Eisschdden oder Auswaschungen durch das HM20 waren sie strukturell klar
zu identifizieren (Abbildung 4.5b). Allerdings zeigten meist nur Desmosomen der lebenden
Schichten in der Epidermis (Stratum Granulosum, Stratum Spinosum, Stratum Basale)
eine deutliche Feinstruktur und die zugehorigen Intermediarfilamente.
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4.1.3 Morphologie der Epidermis und Dermis

Bei den plungegefrorenen Proben konnte die Dermis von der Epidermis sehr leicht anhand
der unterschiedlichen Morphologie und der unterschiedlichen Segregationsmuster differen-
ziert werden (vergleiche auch den schematischen Hautquerschnitt 2.1 auf Seite 5): Wihrend
die Dermis die charakteristischen Kollagenstrukturen aufwies, zeichneten sich in den Zel-
len der dariiberliegenden Epidermis die Zellkerne aufgrund ihres hohen Wassergehaltes
deutlich ab. Thre Form war sehr charakteristisch fiir die einzelnen Schichten: Rechteckig
aufrechtstehend im Stratum Basale, rund im Stratum Spinosum, abgeflacht im Stratum
Granulosum und hochstens noch als Rest im Stratum Corneum (vergleiche Abbildung 4.6).
Bei den hochdruckgefrorenen Proben fiel die Unterscheidungsméglichkeit anhand der un-

Epidermis

Dermis

Abbildung 4.6: Morphologie der Epidermis in plungegefrorenen Proben. Aufgrund ihrer grofien
Segregationsmuster ist das Kollagen (K) der Dermis sowie die Zellkerne in der Epidermis deutlich zu er-
kennen. In dem Stratum Basale (SB) , das aus einer einzelnen Zellschicht besteht (markiert durch die ge-
punkteten Linien) sind die Kerne meist rechteckig und aufrechtstehend (%), im dariiberliegenden Stratum
Spinosum kreisformig (+) und im Stratum Granulosum (SGr) abgeflacht (o). Oberhalb des Uberganges
(gestrichelte Linie) zum Stratum Corneum (SC) kommen hingegen allenfalls Zellkernreste vor und es hat
insgesamt einen anderen Kontrast. Mefibalken: 40 pm

terschiedlichen Segregationsmuster weg. Die Abgrenzung zwischen Dermis, Epidermis und
Stratum Corneum erfolgte daher durch das Auftreten bzw. Fehlen von Zellkernen und Or-
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ganellen (vergleiche beispielsweise Abbildung 4.8b auf der néchsten Seite). Auf Kollagen
wird in einem gesonderten Kapitel 4.2.3 eingegangen.

Waéhrend der Gefriersubstitution offenbar schwierig zu erhalten waren die Lipide, da auch
im Stratum Granulosum kleine Lipidlamellen im Interzellularraum dargestellt nachgewie-
sen werden konnten, doch fanden sich durchgéngig bis zur letzten Schicht Vesikel, die mit
Lipidstapeln gefiillt sind. Insbesondere ihre Exozytose in den Interzellularraum konnte re-
gelmifig dargestellt werden (vergleiche Abbildung 4.7).

Abbildung 4.7: Lipidexozytose in der obersten Stratum Granulosum-Schicht a) Ausschnitt
aus der Zellmembran mit drei gleichzeitig stattfindenden Lipidexozytosen in den Interzellularraum (Pfeile).
b) DetailvergréBerung einer multivesikuldren Exozytose (Vesikel 1-3), in der die homogene Stapelung der
Lamellen klar zu erkennen ist (Abstand in diesem Vesikel ungefihr 7,2 + 1,5nm). Mefibalken: 150 nm.
[Oberarmhaut, weiblich, 63 Jahre, ambient, hochdruckgefroren]

Der Basalbereich zeigte meist den besten Strukturerhalt (Abbildung 4.9a auf Seite 71): Die
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Abbildung 4.8: Zelluldre Substrukturen in hochdruckgefrorenen Proben : a) Ubergangsbereich
vom Stratum Granulosum (SGr) zum Stratum Corneum (SC). Deutlich zu erkennen sind die begrenzenden
Membranen der einzelnen Zellen. In der TeilvergroBerung (b) sind einzelne intrazellulére Vesikel (%) sowie
eine Exocytose in den Interzellularraum (gestrichelte Linie) zu erkennen. c) In einer stark gefriergeiitzten
und durch Eisschiden weniger gut erhaltenen Probe sind zwar kleinere Strukturen innerhalb des Stratum
Corneum zerstort. Vesikel (k) und durch die Zelle verlaufende Intermediérfilamente (gepunktete Linie)
bleiben jedoch erhalten. Sie verbinden die ebenfalls erkennbaren Desmosomen (Rechtecke). Mefibalken:
(b): 500 nm; (b): 1 pm.

[a,b) Unterarmhaut, ménnlich, 41 Jahre, hochdruckgefroren; ¢) Brusthaut, weiblich, 59 Jahre, hochdruck-
gefroren]

Basalmembran als untere Begrenzung der Epidermis konnte in weiten Teilen ihres Verlau-
fes dargestellt werden. Eisartefakte in der relativ wasserhaltigen Dermis darunter waren in
ihren Ausmaflen meist 6rtlich eng begrenzt. Die einzelnen Fasern wiesen regelméflig die cha-
rakteristische Querstreifung (4.9b) auf und zeigten wenig Zerstorung oder Agglomeration.
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Abbildung 4.9: Basalbereich im Transmissionselektronenmikroskop: a) Deutlich zu erkennen
ist die Basalmembran (zwischen den Pfeilen) und ein membranumschlossener Bereich mit einer vesikuldren
Struktur im Inneren (%), der wahrscheinlich der Ausldufer eines Fibroblasten ist. Ferner ist Kollagen in
Biindeln und als Einzelstréinge sichtbar. b) Kollagen lings- und quergeschnitten, wobei insbesondere die
periodische Querstreifung deutlich erkennbar ist. Mefibalken: (a) 2 pm; (b) 500 nm.

4.2 Darstellung weiterer Hautstrukturen

In diesem Kapitel werden Strukturdetails der Haut und ihrer Anhangsgebilde beschrieben.
So ist es auch moglich, von Haaren als sehr rigiden Strukturen und einzelnen Fettzellen als
weichen Strukturen im gefrorenen Zustand samt dem sie umgebenden Gewebe Querschnitte
anzufertigen. Am Kollagen kann die Gefrierqualitit bei sehr wasserhaltigen Strukturen kon-
trolliert werden; seine periodische Unterstruktur erlaubt zusétzlich eine Gesamtbeurteilung
der Auflésung und Priparation. Zudem erlaubt es einen Vergleich der rasterelektronenmi-
kroskopischen mit den transmissionselektronenmikroskopischen Bildern. Schliellich konnte
im Rasterelektronenmikroskop auch die Oberflachenstruktur von Corneozyten sowie die
préaparierte Querschnittkante abgebildet werden, was ergdnzende Informationen zu den be-
reits vorgestellten Ergebnissen liefert. Die folgenden Abschnitte zeigen diese Ergebnisse an
exemplarischen Bildern.

4.2.1 Haar

Abbildung 4.10 auf Seite 73 demonstriert, dal auch ganze Hautanhangsgebilde querge-
schnitten werden konnen. Die unterschiedlichen Dichten und der unterschiedliche Was-
sergehalt der beteiligten Strukturen (Haar, Talg, Epidermiszellen) in unmittelbarer Néhe
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zueinander scheinen dabei keinen wesentlichen Einflufl auf die Schnittqualitéit zu haben. In
der DetailvergroBerung in Abbildung 4.10a sind deutlich die einzelnen Cuticula-Schichten
der Haaraufenseite zu erkennen. Auch die Cortexzellen im Inneren des Haares sind bei
hoheren Auflésungen zu identifizieren. Nur bei dem Querschnitt der Zellen des Ausfiihr-
ganges (4.10b) sind kleine Zellfragmente herausgebrochen. An der Oberflache der zuriick-
bleibenden Zellen finden sich noch die interzelluldren Lipide (4.10c).

4.2.2 Fettzellen

Nicht nur von Strukturen, die hérter sind als das Stratum Corneum (wie beispielsweise
Haare), sondern auch von gefrorenen Strukturen, die wesentlich weicher sind, wurden mit-
tels der vorgestellten Praparationstechnik homogene Querschnitte angefertigt. So zeigen
Fetttropfchen in der Dermis keine Stauchungen oder Risse — einzig Scharten des Messers
hinterlassen schwache Spuren auf der préaparierten Oberfliche (vergleiche Abbildung 4.11
auf Seite 74). Die Risse in der Dermis verlaufen in Schnittrichtung, sodafl sie wahrscheinlich
auf das Atzen in der Gefrieritzanlage zuriickzufithren sind, nicht aber auf Zerstérungen
durch die Messerbewegung, die eher zu Stauchungen und Rissen senkrecht zu dieser Rich-
tung fiihren wiirden. Weder Material der Dermis noch der Fetttropfchen wurde in die jeweils
andere Struktur verschmiert. Die plungegefrorenen Proben wurden nur mit dem Trimmdia-
manten geschnitten, der neben einer vorderen Schneide auch je eine Seitenschneide rechts
und links im Winkel von 135 ° besitzt. Wie in Abbildung 4.11 zu sehen ist, lassen sich sau-
bere Oberflichen auch mit den Seitenschneiden préaparieren. Die Ecke, an der sie mit der
vorderen Schneide zusammentrifft, erzeugt eine scharfe Linie im Probenmaterial (4.11c).

4.2.3 Kollagen

Als Teil der wasserreichen extrazellularen Matrix wird Kollagen mit dem Plungegefrieren
nur unzureichend gefroren, denn durch die sich bildenden Eiskristalle werden die einzelnen
Fasern zusammengeschoben, sodafl eine aufgelockerte Struktur mit groflen Hohlrdumen
zuriickbleibt (siehe Abbildung 4.12a auf Seite 75). In den Hohlrdumen hingegen, die die
Eiskristalle beim Einfrieren geschaffen haben, 148t sich bei hoheren Vergréfierungen noch
sehr leicht die Periodizitéat auflosen (Abbildung 4.12b).

Bei hochdruckgefrorenen Proben stellt sich die extrazellulare Matrix mit dem Kollagen als
eine sehr kompakte und homogene Struktur dar. Insbesondere fehlen die grolen Hohlrdume,
die regelméBig bei den plungegefrorenen Proben auftreten. Auch die unterschiedlichen geo-
metrischen Orientierungen der Biindel sind einfach identifizierbar (Abbildung 4.13a auf
Seite 76). Sind diese quer angeschnitten, so zeichnen sich deutlich einzelne Fibrillen ab. Ei-
ne Auflésung der Periodizitét in Langsrichtung auf der préaparierten Oberfliche gelang aber
nur auf kurzen Abschnitten der Fasern (Markierungen in 4.13b). Waren aber Teile heraus-
gebrochen, so zeigten die darunterliegenden Kollagenfasern sehr deutlich in Langsrichtung
ihre charakteristische Periodizitét: Beispielsweise aus Abbildung 4.13¢ zu (64 £+ 4) nm.
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Abbildung 4.10: (a) Angeschnittenes Haar (H) und Ausgang einer Talgdriise (T). Die Zellen (Z) des
Ausfithrganges des Haares und der Talgdriise gehen kontinuierlich in das Stratum Corneum (SC) der
Hautoberfldche iiber; (b) Detailvergrofierung dieser Zellen. Eine Ansicht der AuBenstruktur (c) einer Zelle
erhélt man, wenn Teile herausgebrochen waren. Dabei wurden vielfach auch kleine Teile der interzelluldren
Lipide entfernt, wodurch eng umgrenzte Vertiefungen zuriickblieben (k).

[Oberarmhaut, weiblich, 49 Jahre, Behandlung: 12 Stunden Exposition gegeniiber Vaseline bei 5 °C]
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Abbildung 4.11: Angeschnittene Fettzellen in der Dermis: (a): Durch die Vorderseite und die Sei-
te des Diamantmessers werden zwei Oberflichen préapariert, die zueinander einen Winkel von 135 ° haben
(durch ”"V” bzw. ”S” markiert). Der Helligkeitsunterschied ergibt sich aus der unterschiedlichen Neigung
relativ zum Elektronendetektor. Die Dermis zeigt durch ihren hohen Wassergehalt bei plungegefrorenen
Proben grofie Segregationsmuster. Darin enthaltene Fetttropfchen hingegen werden ohne sichtbare Ar-
tefakte gefroren (im Rahmen der verwendeten Auflésung des Rasterelektronenmikroskops). (b) und (c):
Vergrofierungen des in (a) markierten Bereiches. Mebalken: (a): 100 pm; (b): 20 pm; (c): 5 pm. [Oberarm-

haut, weiblich, 73 Jahre, Behandlung: 12 Stunden Feuchtekammer bei 5 °C]
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Abbildung 4.12: Kollagen in plungegeforenen Proben: Der hohe Wassergehalt des Kollagen, ver-
bunden mit der begrenzten Kiihlrate des Plungegefrierens bewirkt grofle Segregationsmuster in den Kol-
lagenbiindeln (a). Die einzelnen Fasern werden zusammengeschoben, sind aber in ihrer Feinstruktur und
Periodizitét trotzdem noch darstellbar (b). Mefibalken: (a)=>5pm; (b)=500nm; [Oberarmhaut, weiblich,
73 Jahre, Behandlung: 12 Stunden Exposition gegeniiber 10 %iger Kochsalzlésung bei 5 °C]
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Abbildung 4.13: Kollagen in hochdruckgefrorenen Proben stellt sich sehr kompakt und ohne
Hohlriume dar (a). Deutlich waren lings- (L) und quergeschnittene (Q) Biindel erkennbar. b) In lings-
geschnittenen Biindeln waren zwar einzelne Kollagenfibrillen eindeutig auflosbar, allerdings war ihre pe-
riodische Struktur nur ausnahmsweise erhalten (kleine weifle Pfeile). Manchmal schien sich hingegen eine
innere, fidrige Struktur der einzelnen Fibrillen zu zeigen (Rechtecke). ¢) An Stellen hingegen, an denen
aus der Oberfliche Material herausgebrochen war, war die periodische Substruktur der Fibrillen klar zu
erkennen. MeBbalken: (a)=5pnm; (b),(c)=500nm; [Unterarmhaut, ménnlich, 43 Jahre, ambient]
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4.2.4 Oberflichenstruktur von Corneozyten

Bei der Praparation einer hochdruckgefrorenen Hautprobe wurde ein Teil des Stratum Cor-
neum im Vakuum abgerissen und umgedreht, sodafl auf diese Weise auch die Oberflichen-
struktur der Corneozyten abgebildet werden konnte: Sie bilden einen dichten Verband ohne
Zwischenraum aber mit groBem Uberlapp untereinander. Die Oberfliche zeigt hiufig teils
ein lineares Texturmuster und teils ein punktformiges (4.14b auf der néchsten Seite). Es
lassen sich allerdings keine lokalen Verdickungen durch Zellkernfragmente identifizieren; sie
sind ungefdhr ab der vierten Stratum Corneum-Schicht vollsténdig abgebaut. Die hier frei-
gelegten Corneozyten scheinen daher aus dem mittleren oder oberen Stratum Corneum zu
stammen. Zudem zeigten diese Aufnahmen, dafl die durch das Diamantmesser préparierte
Schnittkante quer durch die einzelnen Corneozyten verlief, ohne dafl die Rénder ausgefranst
oder sonst mechanisch beschidigt erschienen. Nur an einer Stelle war ein Corneozyt teil-
weise hochgebogen (Markierung in 4.14b), sodal man dadurch einen Eindruck von seiner
geringen Dicke, bezogen auf seine Fliache, bekommt. Ebenfalls erkennt man den Abdruck
von Corneozyten der néchstfolgenden Schicht (4.14c).

4.3 Morphologie des Stratum Corneums bei definier-
ter Hydratation

An die eher phdanomenologischen Beschreibung der allgemeinen Hautmorphologie zu Be-
ginn dieses Kapitels schliefen sich nun die Morphologieverdnderungen durch externe Hy-
dratation im Stratum Corneum fiir das Haupt-, Kontroll- und Glycerinexperiment jeweils
in graphischer Form an (Abschnitt 4.3.2 bis 4.3.4). Die plungegefrorenen Proben zeigten
zwar aufgrund ihrer begrenzten Gefrierqualitdt in den lebenden Schichten der Haut deut-
liche Eisschéden; fiir das Stratum Corneum allerdings war die Qualitét ausreichend. Diese
Proben erlaubten aufgrund ihrer Grofle (vergleiche Abbildung 4.15 auf Seite 79) nicht nur
eine Beschreibung der Gesamtmorphologie des Stratum Corneums in verschiedenen Hydra-
tationszustéinden, sondern auch eine statistische Erhebung der Dicken von jeder Schicht.
Insbesondere lie sich damit ein ausreichender Probendurchsatz sicherstellen. Daher wur-
den ausschliellich plungegefrorene Proben fiir die Untersuchung des Hydratationszustan-
des verwendet. Um diesen nicht zu veréindern, wurden sie nicht gefriersubstituiert, sondern
ausnahmslos cyroprapariert. Hingegen wéren Cryodiinnschnitte fiir die Transmissionselek-
tronenmikroskopie zu strahlsensitiv, um eine addquate Auswertung zu erlauben. Zudem
wére ihre Préparation zu zeitaufwendig und konnte den nétigen Probendurchsatz nicht
gewahrleisten.

4.3.1 Allgemeine Morphologie

Applikation von 0 %iger oder 5 %iger Kochsalzlosung Bei Applikation von nied-
rigkonzentrierten (0% und 5%) Salzlosungen fiir 12 Stunden wurde der Zusammenhalt
im Stratum Corneum so stark gestort, sodal es schon bei kleinen externen mechanischen
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Abbildung 4.14: Oberflachenstruktur von Corneozyten: (a): Ubersicht. Der groBe Schatten in der
Mitte resultiert aus aufgestellten Corneozyten und der Bedampfung mit einem Schwermetall aus flachem
Winkel (vergleiche Abschnitt 3.2.3 ab Seite 50). (b): die priiparierte Schnittfliche durch das Stratum
Corneum sowie ein teilweise hochgeklappter Corneozyt (Markierung). Auf der Oberfliche der anderen
Corneozyten sind lineare (L) und punktformige (P) Texturen zu sehen. (c) Abdriicke von der néchsten
Stratum Corneum-Schicht (gestrichelt).

MeBbalken: (a)=50 pm; (b),(c)=10 pm; [Bauchhaut, weiblich, 34 Jahre, Behandlung: 12 Stunden Exposition
gegeniiber 15 %iger Kochsalzlgsung bei 5 °C]

Kréften auseinanderbrach und nur die untersten Schichten zuriickblieben. Zudem kam es
dabei zwischen den Schichten des Stratum Corneum stets zur Ausbildung von linsenférmi-
gen Wassereinschliissen (im folgenden Wasserkavitdten genannt) mit einer Lange zwischen
3pm und 25pm und einer Hohe zwischen 2pum und 20 pm. In ihrem Innern fanden sich
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Abbildung 4.15: Querschnitt einer Hautstanze im Elektronenmikroskop mit Hautoberfliche
(HO), Haar (); Driise (0) und Fettzellen (+). Von der wasserundurchlissigen Auflenschicht (in diesem
Fall ein Plastikschlauch) wurde ebenfalls ein Querschnitt angefertigt (#). Mefbalken: 200 nm

haufig noch Eintrocknungsspuren (vergleiche Abbildung 4.16 auf der néichsten Seite). Die
Desmosomen konnten der Ausbildung dieser Kavitdten offenbar nur begrenzt Widerstand
entgegensetzen, wiahrend sich die Verhakungen der Corneozyten erstaunlich stabil zeigten
und nur selten auseinandergerissen wurden (Abbildung 4.17 auf Seite 81).

Applikation von Glycerin Das Stratum Corneum zeigte sich sowohl nach 2 wie auch
nach 6 Stunden Behandlung mit Glycerin sehr kompakt und ohne ausgeprégte Segregati-
onsmuster. Selbst in den untersten Schichten, in denen sich sonst (wie vorher beschrieben)
stets grofle Eiskristalle gebildet haben, waren die Segregationsmuster vergleichsweise klein
oder (bei den verwendeten Auflosungen) iiberhaupt nicht sichtbar, wiahrend das Stratum
Granulosum hingegen den bekannten Erhaltungszustand zeigte. Nach 6 Stunden Exposi-
tion zeigen sich weiterhin zwischen den Schichten des Stratum Corneums Einlagerungen
(vergleiche Abbildung 4.18 auf Seite 82). Im Gegensatz zu den Kavitdten bei Exposition
gegeniiber destilliertem Wasser sind diese aber nach dem Atzen in der Gefrieritzanlage
nicht leer, sondern erscheinen noch immer gefiillt.
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Abbildung 4.16: Wasserkavitdaten im Stratum Corneum nach Exposition gegeniiber destilliertem

Wasser (a) sowie Nahaufnahmen (b und c¢). Im Inneren sind Eintrocknungsspuren (%) sichtbar. Mefibalken:
(a): 50 um; (b)(c): 25 pm.

[Gesichtshaut, weiblich, 53 Jahre. Behandlung: 12 Stunden Exposition gegeniiber destilliertem Wasser.]
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Abbildung 4.17: Corneozytenverhakungen nach Exposition gegeniiber destilliertem Wasser
werden mechanisch stark belastet (a; Zellgrenzen sind markiert) und geben dieser Belastung schlieflich
nach (Pfeile in b). Mefibalken: (a): 4 um; (b): 2 um.

[Gesichtshaut, weiblich, 53 Jahre. Behandlung: 12 Stunden Exposition gegeniiber destilliertem Wasser.]

4.3.2 Morphologieverinderungen im Hauptexperiment

Abbildung 4.19 auf der néchsten Seite zeigt die Verdnderung der Morphologie des Stratum
Corneums bei den verschiedenen Quellversuchen: Die Schichtung und Dickenverteilung
in der Feuchtekammer (4.19a) ist sehr homogen. Bei Zugabe von destilliertem Wasser
verdicken sich die Corneozyten, wihrend sie bei Zugabe von 15 % NaCl (4.19¢) in der Mitte
des Stratum Corneums teilweise sogar diinner zu sein scheinen als bei Referenzbehandlung.
Genaueren Aufschlufl gibt Abbildung 4.20 auf Seite 83, in der fiir alle Behandlungen die
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Abbildung 4.18: Morphologie des Stratum Corneums nach Glycerinexposition fiir 6 Stunden:
Neben Rissen (0) durch das Atzen und den Elektronenstrahl gibt es zwischen den Schichten des Stratum
Corneums auch Einlagerungen, die nach der Priparation gefiillt bleiben (%). Mefibalken: 2 pm. [Gesichts-
haut, weiblich, 60 Jahre]

Abbildung 4.19: Gesamtmorphologie des Stratum Corneum nach Quellung (Hauptexperi-
ment) in einer Feuchtekammer (a), 0% NaCl (destilliertes Wasser) (b) und 15% NaCl (c). MeBbalken:
4um [Oberarmhaut, weiblich, 73 Jahre]

Kurvenscharen aller Dickenmessungen farbcodiert aufgetragen sind. Allerdings werden im
folgenden nur die ersten fiinfzehn Schichten beschrieben und interpretiert. Hohere Schichten
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konnten zwar vereinzelt erhalten und analysiert werden, allerdings waren sie zu selten
(Tabelle 4.1 auf Seite 85), um vergleichende Aussagen machen zu kénnen — insbesondere
die Mittelwerte und Standardabweichungen dieser wenigen Werte sind &uflerst vorsichtig
zu bewerten.
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Abbildung 4.20: Dickenmessungen nach Quellung (Hauptexperiment): Die Nummer der Stra-
tum Corneum-Schicht ist entlang der Abzisse aufgetragen, die korrespondierende Dicke in nm entlang der
Ordinate.

Referenzproben (Gesittigte Wasserdampfatmosphiire)

Morphologisch sieht das Stratum Corneum sehr homogen aus. Die Dicken der einzelnen
Corneozyten liegen hauptsédchlich zwischen 400 nm und 1000 nm; Dicken oberhalb von
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Abbildung 4.21: Mittelwerte der Dickenmessungen nach Quellung (Hauptexperiment): Die
Nummer der Stratum Corneum-Schicht ist entlang der Abzisse aufgetragen, die korrespondierende mittlere
Dicke in nm entlang der Ordinate. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen.

1500 nm kamen dagegen nur sehr selten vor (vergleiche Abbildung 4.20 auf der vorigen
Seite). Die mittlere Dicke verringert sich von der Innenseite des Stratum Corneum zur
AuBenseite von rund 900 nm auf rund 550 nm, wiahrend die Standardabweichung der Mes-
sungen deutlich von 250 nm auf unter 150 nm sank.

NaCl-Losungen

0% (destilliertes Wasser) Hier kommt es stets zur Ausbildung der bereits beschrie-
benen Wasserkavitidten in unterschiedlichen Groflen. Wéhrend die ersten beiden Schich-
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Schicht
1 (15119
Feuchtekammer | 42 | 11 | 4
0% NaCl 36 | 23
5% NaCl 70 | 49 | 13
10 % NaCl 60 | 33| 4
15% NaCl 28 1 19| 2
20 % NaCl 25112 | 1

w

Tabelle 4.1: Anzahl der Dickenmessungen fiir verschiedene Schichten bei den verschiedenen Be-
handlungen im Hauptexperiment. Alle Aussagen beziehen sich nur auf die Daten bis Schicht 15, da hohere
Schichten experimentell schwer zu priaparieren bzw. zu analysieren waren.

ten des Stratum Corneum stets gleichbleibend grofle Segregationsmuster zeigten, waren
die folgenden Schichten in Morphologie (insbesondere Segregationsmuster) und Dicke sehr
uneinheitlich. Das zeigt sich auch in den Daten von Abbildung 4.20: Die Corneozyten ha-
ben typischerweise eine Dicke zwischen 500 nm und 1500 nm, wobei aber auch Dicken bis
3500 nm vorkommen — hauptséchlich beim Ubergang zum Stratum Granulosum und ober-
halb von Schicht 10. Die mittlere Dicke der Corneozyten ist in den Schichten 3 bis 11 mit
weniger als 1000 nm am geringsten. Bei der Standardabweichung gibt es keine eindeutige
Tendenz.

5% und 10 % NaCl Bei den mittleren Salzkonzentrationen ist die Dickenvariation in
den untersten Schichten unveréndert hoch (zwischen 700 nm und 3500 nm). Dariiber ist
die Schwankung hingegen geringer: So kommen hauptséchlich Dicken zwischen 500 nm und
1000 nm vor. Die Standardabweichung zwischen Schicht 3 und Schicht 11 ist am kleinsten.
Bei 5 % sind regelméaflig Wasserkavitdaten zu finden — bei hoheren Konzentrationen hingegen
nicht mehr.

15% und 20% NaCl In den Schichten 1 bis 3 sowie ab Schicht 12 ist die mittlere
Dicke in der gleichen Grolenordnung wie bei den anderen Salzkonzentrationen. Auch die
Dickenvariation zeigt keine deutliche Verdnderung. Anders hingegen die Schichten 4 bis 11:
Sie haben eine mittlere Dicke von ungefahr 500 nm und zeigen mit weniger als 140 nm die
geringste Standardabweichung, die im Hauptexperiment iiberhaupt aufgetreten ist.

4.3.3 Morphologieverinderungen im Kontrollexperiment

Fiir das Kontrollexperiment wurde Gesichtshaut gewéhlt, um den Einflul der verschiedenen
Korperareale analysieren zu kéonnen. Zudem wurde sichergestellt, dafl Wasser aus den ap-
plizierten Losungen nur durch das Stratum Corneum eindringen konnte — nicht aber durch
die Seitenfliche der Hautstanze. Gesichtshaut ist wesentlich diinner als Oberarmhaut. In



86 4. Resultate

Ubereinstimmung mit der Literatur [38] wurden meist 8 oder 9 Schichten gefunden (Tabel-
le 4.2 auf Seite 89) — daher sollen im folgenden auch nur diese morphologisch beschrieben
und ausgewertet werden.

Referenzprobe Direkt nach Eintreffen der Haut in der luftdichten Transportdose wur-
den mehrere Hautstanzen angefertigt, um als Referenz zu dienen. Zwar haben sie die ge-
ringstmogliche externe Beeinflussung erfahren, waren aber der Wasseratmosphére ausge-
setzt, die sich in der Plastikdose ausgebildet hat. Die einzelnen Dickenmessungen zeigten
nur wenig Varianz. Sowohl die mittlere Dicke als auch deren Standardabweichung neh-
men zur HautauBenseite hin kontinuierlich ab (von 900 nm bzw. 250 nm auf 400 nm bzw.
100 nm) (vergleiche auch Abbildung 4.23 auf Seite 88).

Feuchtekammer und destilliertes Wasser (0 %) Bei allen diesen Behandlungen f&llt
auf, dafl die ersten 2-3 Schichten wesentlich diinner sind als im Hauptexperiment: Wéahrend
dort Dicken oberhalb 2500 nm h&ufig vorkamen, fehlen sie im Kontrollexperiment fast
vollsténdig. Weiterhin sind diese Schichten sogar diinner als die direkt darauffolgenden.
Ansonsten zeigen die mittleren Dicken der Proben der Feuchtekammer keine eindeutige
Tendenz, wiahrend nach Behandlung mit destilliertem Wasser das mittlere Stratum Cor-
neum um circa 500nm dicker ist als in den anderen Bereichen. Die Standardabweichung
zeigt bei beiden Behandlungen keine klare Tendenz.

20 % NaCl Wenn die Gesichtshaut mit 20 %iger Kochsalzlosung behandelt wurde, weisen
die ersten beiden Schichten des Stratum Corneums die héchsten Dicken auf. Die Schichten
4 bis 6 hingegen heben sich dadurch hervor, dafl sie mit circa 500 nm die geringste Dicke
und mit circa 140 nm eine ebenso geringe Standardabweichung haben wie die ambienten
Referenzproben. Zur HautauBlenseite hin nimmt dann sowohl die mittlere Dicke als auch
die Standardabweichung wieder zu.

Vaseline Ein Verhindern des Wasseraustausches des Stratum Corneums mit der At-
mophére durch Vaseline fithrt zu einem homogenen Aufquellen aller Schichten in Bezug
auf die Referenzprobe; nur bei den duflersten Schichten sinkt die mittlere Dicke ab. Die
Standardabweichung ist nahezu konstant.

4.3.4 Zeitaufgelé6ste Morphologieuntersuchungen mit Glycerin

Zuséatzlich zu den Quellexperimenten mit Kochsalzlosungen wurden auch Versuche mit rei-
nem Glycerin gemacht. Es wurde ebenso wie in den Kontrollexperimenten appliziert, sodafl
es nur Kontakt zum Stratum Corneum der Haut hatte. Allerdings wurden die Proben be-
reits nach 2 beziehungsweise 6 Stunden gefroren, sodafl auf diese Weise die morphologischen
Veranderungen auch zeitabhingig studiert werden konnten. Als Referenz dienten Proben,
die direkt nach Ankunft der Haut aus der geschlossenen Transportdose entnommen und
gefroren wurden. In ihr herrschte — wie bereits beschrieben — eine Wasserdampfatmosphére.
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Abbildung 4.22: Dickenmessungen nach Quellung (Kontrollexperiment): Die Nummer der
Stratum Corneum-Schicht ist entlang der Abzisse aufgetragen, die korrespondierende Dicke in nm entlang
der Ordinate.

Dickenverdnderungen Tendenziell nimmt die Dicke der einzelnen Corneozyten bei die-
sen Experimenten zur Hautauflenseite hin ab. Dies ist besonders ausgeprigt bei den Pro-
ben, die direkt aus der geschlossenen Transportdose mit der darin enthaltenen Wasser-
dampfatmosphére entnommen und gefroren wurden (Referenzproben). Uber alle Schichten
des Stratum Corneums hinweg ist festzustellen, dal die Dicke in diesen Referenzproben
am hochsten und bei 2 Stunden Glycerinexposition am niedrigsten ist. Die Proben der
6 Stunden Behandlung liegen dazwischen. Allerdings ist dieser Unterschied nicht statistisch
signifikant, da er in den Gréflenordnungen der Standardabweichungen (ca. 140 nm) liegt.
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Abbildung 4.23: Mittelwerte der Dickenmessungen nach Quellung (Kontrollexperiment):
Die Nummer der Stratum Corneum-Schicht ist entlang der Abzisse aufgetragen, die korrespondierende
mittlere Dicke in nm entlang der Ordinate. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen.

Die Anzahl der Einzelmessungen sind in Tabelle 4.3 auf der folgenden Seite angegeben.
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Schicht
11418
ambient 30 [ 30 | 10
Feuchtekammer | 20 | 20 | 7
0% NaCl 3213116
20 % NaCl 141141 9
Vaseline 341341 9

Tabelle 4.2: Anzahl der Dickenmessungen fiir verschiedene Schichten bei den verschiedenen Be-
handlungen im Kontrollexperiment. Alle Aussagen beziehen sich nur auf die Daten bis Schicht 8, da die
hoheren Schichten experimentell schwer zu praparieren bzw. zu analysieren waren.

1000 —— Transportdose | |
- &- 2 Std. Glycerin
—a— 6 Std. Glycerin
800
600
400
200
0

f 2 3 4 5 & 71 8 s 1
Abbildung 4.24: Dickenverinderungen im Stratum Corneum nach Glycerinexposition: Die

Nummer der Stratum Corneum-Schicht ist entlang der Abzisse aufgetragen, die korrespondierende mittlere
Dicke in nm entlang der Ordinate. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen.

Schicht
1178
Transportdose | 18 | 15 | 3

2 Stunden 36 | 31 | 22
6 Stunden 1312 ] 10

Tabelle 4.3: Anzahl der Dickenmessungen fiir verschiedene Schichten bei verschiedenen Behand-
lungsdauern im Glycerinexperiment.
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Diskussion der experimentellen Methoden

Obwohl die OP-Haut der Privatklinik vor der Extraktion mit einem Desinfektionsmittel
abgewischt wurde, bewirkte dies offenbar keine Beschiddigung des Stratum Corneums, das
groftenteils vollstdndig erhalten werden konnte. In den elektronenmikroskopischen Aufnah-
men ist dies einerseits erkennbar an teilweise noch auf der Oberflache befindlichen Resten
des applizierten Mediums, das zusammen mit der Haut gefroren und prépariert wurde, so-
wie andererseits an der Gesamtzahl der Corneozyten-Schichten (13-18 bei der Oberarmhaut
beziehungsweise 8-11 bei der Gesichtshaut), die in Ubereinstimmung mit Literaturwerten
fiir diese Hautareale (15 + 4 beziehungsweise 9 + 2) liegt [38].

Durch die unterschiedlichen Gefriertechniken ergaben sich erwartungsgeméaf unterschiedli-
che Gefrierartefakte: Wahrend die hochdruckgefrorene Haut in allen Schichten nur kleine
oder sogar iiberhaupt keine detektierbaren Segregationsmuster aufwies, eignete sie sich al-
lerdings ausschliellich fiir exemplarische Strukturanalysen im Nanometerbereich, weil ihre
Praparation zu zeitaufwendig und die Probengrofie deutlich* beschrinkt war. Die plunge-
gefrorenen Proben zeigten dagegen zwar groflere Segregationsmuster, allerdings konnten
durch diese Gefriertechnik problemlos 3 mm Hautstanzen arretiert werden und es lie8 sich
ein Probendurchsatz erreichen, der schlieflich eine statistische Analyse ermoglichte.

Auch innerhalb der Haut zeigten sich lokal unterschiedliche Segregationsmuster in Form
von Hohlrdumen: Grundsétzlich sind fiir ihre Grofle die Gefriergeschwindigkeit wie auch
der Wassergehalt verantwortlich. In der Dermis zeigen sich aufgrund des hohen Wasserge-
haltes (iiber 85 %) sowie ihres Abstandes zur Kontaktfache mit dem Kéltemittel (groBer als
100 pm) beim Plungegefrieren einheitlich grofie Gefrierartefakte. In den lebenden Schichten
der Epidermis nahm ihre Anzahl und Gréfle mit abnehmendem Abstand zur Hautoberflache
ab. Im Stratum Corneum hingegen trat diese Abhéngigkeit nicht mehr auf: Zwar zeigten
die tiefsten Corneozytenschichten ausgeprigte Segregationsmuster, die in den néchsthéher-
en Schichten zunéchst deutlich kleiner wurden. Die &ufleren Bereiche des Stratum Corneum
hatten aber den direktesten Kontakt mit dem Kéltemittel, sodafl die Gefriergeschwindigkeit

maximaler Durchmesser der Hautstanzen: 2 mm, maximale Dicke: 0,2 mm.
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hier maximal war; trotzdem zeigten die Corneozyten hier erneut ausgeprigte Segregations-
muster. Sie schienen daher im Stratum Corneum primér durch den Gehalt der Zellen an
frei verfiigharem Wasser determiniert zu sein.

5.1.1 Cryo-Ultramikrotomie und Cryo-Priparation

Durch die Verwendung des Ultramikrotoms im Cryobetrieb konnten sowohl von den ge-
frorenen 3 mm-Hautstanzen als auch von den wesentlich diinneren hochdruckgefrorenen
Proben (bei Verwendung einer speziellen Spannzange) reproduzierbar plane Querschnitts-
flichen angefertigt werden. Kollagen wurde als Beispiel fiir ein Biomolekiil untersucht, das
auf verschiedenen Grofenordungen strukturiert ist: Die Kollagen-I-Fibrillen haben einen
Durchmesser von 50 nm-200nm und eine Periodizitét in Faserrichtung von 67nm (siche
Abschnitt 2.1.2 ab Seite 6), die Kollagenmolekiile (Tripel-Helices) einen Durchmesser von
1,5 nm.

Fiir die Anfertigung der Querschnitte spielten unterschiedliche Harten auf mikroskopischer
Ebene keine Rolle: So wurden intrazelluldre Vesikel und Zellmembranen ebenso sauber
durchtrennt wie beispielsweise Kollagenfasern. Es zeigten sich keine Stauchungen oder Ris-
se im Gewebe in Schnittrichtung (vergleiche beispielsweise Abbildung 4.8 auf Seite 70). Die
beobachteten Materialschrumpfungen sind héchstwahrscheinlich auf Wassersublimationen
durch die Gefrierdtzung oder den Elektronenstrahl zuriickzufithren. Auf makroskopischer
Ebene kam es bei unterschiedlich harten Geweben nur in kleinen, lokal eng begrenzten
Gebieten zu Schnittartefakten: So brachen beim Querschnitt von Haaren Zellfragmente
in einer Groflenordnung von weniger als 10jum heraus (vergleiche Abbildung 4.10b auf
Seite 73), wohingegen sich um die hirteste Struktur — das Haar selbst — keine Schnittar-
tefakte bilden (so scheinen die Risse in dem eingesetzten Bild von Abbildung 4.10a nicht
mit der Schnittrichtung (erkennbar an den Messerriefen) zu korrelieren). Auch bei weiche-
ren Strukturen kommt es nur zu Rissen von wenigen Mikrometern, was sich beispielsweise
als Separation zwischen einem Fetttropfen und der ihn umgebenden Dermis zeigt (Abbil-
dung 4.11c auf Seite 74).

Die Verwendung eines Trimmdiamanten war fiir die Beurteilung der Morphologie des Stra-
tum Corneum vollig ausreichend. Um allerdings Strukturen unterhalb von circa 20 nm dar-
zustellen und gleichzeitig einen Grofteil der Schnittartefakte zu vermeiden, ist die Verwen-
dung eines qualitativ hochwertigeren Schneidediamanten notwendig, mit dem entsprechend
langsamer und vorsichtiger gearbeitet werden mufite. Dies verlangerte den Zeitaufwand um
circa eine Stunde. Durch die Verwendung eines Ionisators beim Schneiden kann die frisch
praparierte Oberflache reproduzierbar vor Hautbruchstiicken geschiitzt werden.
Insgesamt erlaubte die Cryo-Ultramikrotomie, extrem plane Oberflichen von allen ver-
wendeten Oberflachen innerhalb kurzer Zeit (typischerweise 4 Stunden) anzufertigen. Da-
mit war es moglich geworden, eine Probe mittels Hochdruckgefrierens zu fixieren, einen
Querschnitt anzufertigen, mit Schwermetall zu bedampfen und noch am gleichen Tag an
dieser Probe Ultrastrukturuntersuchungen im Rasterelektronenmikroskop durchzufiihren.
Insbesondere konnten an den hochdruckgefrorenen Proben auch Mikrostrukturen wie Des-
mosomen, Intermediérfilamente und einzelne Kollagenfasern strukturell untersucht werden.
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Das grofie Volumen der Hautproben fiir die Rasterelektronenmikroskopie machte eine einge-
hende Untersuchung auch auf ultrastruktureller Ebene ohne ausgeprigte Strahlenschiden
moglich. Urséchlich dafiir war die dicke Kohlenstoffschicht, die neben ihrer stabilisierenden
Wirkung auch eine eventuelle Aufladung der Probenoberfliche verminderte; fiir die detek-
tierten Riickstreuelektronen war diese Schicht nahezu transparent. Mit einer vergleichs-
weise einfachen und schnellen Cryo-Préparation konnte im realen Einsatz ein hoher Pro-
bendurchsatz erreicht werden, der eine umfangreiche Datenakquisition samt statistischer
Auswertung iiberhaupt erst moglich machte. Mit einem unveréinderten Praparationsablauf
hétten auch Hautstanzen mit einem Durchmesser von 6 mm angefertigt und mikroskopiert
werden kénnen.

5.1.2 Gefriersubstitution

Nachteilig bei der Gefriersubstitution war die lange Préparationzeit von einer Woche. Eine
zeitnahe Untersuchung von Hautproben kurz nach ihrer Entnahme/Fixierung wie durch
die Cryo-Préparation war damit unmoglich. Es wurden wéahrend der Dissertation auch Ver-
suche gemacht, die Gefriersubstitution zeitlich zu straffen oder die Anzahl der verwendeten
Substanzen zu verringern. Alle Versuche miindeten aber in zusétzlichen Artefakten, sodafl
weiterhin nur der zeitliche Ablauf benutzt wurde, wie er in Tabelle 3.2 auf Seite 57 beschrie-
ben ist. Auffillig ist ferner, dafl das Stratum Corneum stets am schlechtesten erhalten war:
So zeigte es sich nach Substitution, Einbettung, Ultradiinnschnitt und Nachkontrastierung
im Transmissionselektronenmikroskop meist sehr elektronendicht, die einzelnen Schichten
waren mehr oder weniger voneinander separiert und hatten nur noch wenige Kontaktstel-
len. Die Corneozyten selbst erschienen groBtenteils — bis auf die Uberreste von kollabierten
Intermediarfilamenten — leer. Es ist bekannt, dafl Kunststoffmonomere Zellbestandteile
auswaschen konnen: Beispielsweise berichtet Hess in [78] von der Extraktion lipidreicher
Bereiche durch LR-white, SPURRs Medium und Epon. Es ist daher anzunehmen, dafl prin-
zipiell auch HM20 dieses Potential hat. Eventuell wird dies verstédrkt durch Zerstérungen
innerhalb der Zellen durch Eiskristallwachstum und/oder osmotische Volumenveridnderung
durch die verschiedenen eingesetzten Losungen. Der Erhaltungszustand des Stratum Cor-
neums ist wahrscheinlich durch dessen Funktion als Diffusions- und Permeabilitdtsbarriere
eingeschrinkt, die auch die vollstédndige Entwésserung samt Infiltration des Kunststoffmo-
nomers erschwerten wird. Dem entgegen steht allerdings die vielfach fehlende Mikrostruktur
des Intrazellularraumes, was wiederum auf eine Auswaschung von Zellbestandteilen hindeu-
tet. Die wahrscheinlichste Ursache liegt in der frithen Phase der Gefriersubstitution, bei
der das Uranylacetat das biologische Gewebe fixieren und damit stabilisieren soll. Wird
dies nicht zuverlédssig gewihrleistet, so konnen die nachfolgenden Aceton- und Ethanol-
Spiilschritte fiir die beobachtete Separation der Stratum Corneum-Schichten und die Ex-
traktionsphdnomene verantwortlich sein. Gestiitzt wird diese Vermutung dadurch, dafl bei
nachfolgenden Versuchen im Anschlufl an diese Arbeit eine Zugabe von Osmiumtetroxid die
beschriebenen Artefakte weitgehend verhindert. Auch in der Literatur wird berichtet, dafl
Substitution ohne Osmium insgesamt die Ultrastrukturpréservation beeintréchtigen kann
[78] — allerdings ist auch mit Uranylacetat alleine ein Erhalt der Ultrastruktur moglich
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[69]. Wie bereits im Methodenteil erwéhnt, ist allerdings ein Einsatz von Osmiumtetroxid
durch die einhergehende Schwarzfarbung der Probe problematisch, wenn sie in ein Polymer
eingebettet wird, das durch UV-Licht polymerisiert wird — wie dies bei HM20 der Fall ist.
Durch den schlechten Strukturerhalt und die Extraktion von Zellbestandteilen ist es auch
nicht weiter verwunderlich, wenn Lipide des Interzellularraumes weder im Stratum Cor-
neum noch im Stratum Granulosum durch die Substitution erhalten werden konnten. Stra-
tum Granulosum-Lipide waren nur in Vesikeln nachweisbar. Offenbar schiitzen sie ihren In-
halt vor Extraktion. Bestétigt wird diese Vermutung dadurch, dafl in solchen Vesikeln, die
im Zuge der Exocytose mit der Zellmembran verschmolzen waren, die Lipidstapel bereits
teilweise aufgelost waren. Umgekehrt zeigt dies, dafl grundsétzlich auch mit der benutzten
Gefriersubstitution Lipide und ihre Organisationsform erhalten bleiben kénnen und dafl
wahrscheinlich nur die Initialfixation durch Uranylacetat nicht ausreichend war.

Von diesen Schwierigkeiten abgesehen, wurden die gefriersubstituierten und eventuell nach-
kontrastierten Diinnschnitte als Referenz fiir hochauflésende Mikroskopie von Ultrastruk-
turen genutzt (so geschehen am Kollagen, an Desmosomen und Intermediérfilamenten),
um sie mit den Aufnahmen der hochdruckgefrorenen und cryopréparierten Proben zu ver-
gleichen.

5.1.3 Ultrastrukturdarstellung im REM und TEM

Die untersuchten Cryo-Anschnittsflichen der Hautproben stellten sich im Rasterelektronen-
mikroskop ausnahmslos als kompakte, zusammenhéngende Biostruktur dar; weder auf ma-
kroskopischer noch auf mikroskopischer Ebene zeigten sich leere Bereiche. Dies belegt ein-
deutig, daf§ das Stratum Corneum bei der Biopsieentnahme in seiner strukturellen In-
tegritéit erhalten bleibt, seine aufgeloste Struktur in den Aufnahmen des Transmissions-
elektronenmikroskops also eindeutig ein Préparationsartefakt ist. Das bedeutet auch, dafl
scheinbar ”leere Bereiche” in den TEM-Bildern (beispielsweise die hellen Bereiche in Ab-
bildung 4.9 auf Seite 71) nur solche Bereiche sind, die nicht durch ein Schwermetall kon-
trastiert wurden, denn das Rasterelektronenmikroskop zeigt auch die Dermis als vollstindig
zusammenhéingenden Bereich (Abbildung 4.13a auf Seite 76).

Kollagen

Uberraschend ist, daf8 die periodische 67 nm Unterstruktur des Kollagens auf den préparier-
ten Querschnittsflachen der hochdruckgefrorenen Proben im Rasterelektronenmikroskop
nur in Ausnahmefillen und dann nur entlang von kurzen Abschnitten dargestellt werden
konnte (sieche Abbildung 4.13b auf Seite 76). Nur bei Mikrobriichen tritt die Periodizitét
deutlich hervor (Abbildung 4.13c).

Hingegen waren durch diese Préaparation auch einzelne Kollagenfibrillen ldngs angeschnit-
ten, was die helikale Unterstruktur, gebildet aus den Subfibrillen, offenlegte (kleines Bild
in Abbildung 4.13b). Da erste grobe Ausmessungen dieser Bilder den Durchmesser dieser
Fibrillen im Bereich zwischen 10 nm bis 30 nm eingrenzten, kann es sich dabei nicht um die
dreistringigen Kollagenmolekiile handeln, da sie nur einen Durchmesser von circa 1,5nm
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haben. An Einzelbildern wurde der Winkel, den die Subfibrillen mit der Kollagenfibrille
einschlieflen, zu (19 £ 3)° abgeschitzt. Dies legt nahe, daf es sich hier um Typ-C Fibril-
len handelt, die laut Literatur [13] einen Winkel von 17° aufweisen (im Gegensatz zu den
Typ-T Fibrillen mit ungefihr 5°). In der Tat ist in menschlicher Haut ein Auftreten von
Typ-C Fibrillen wahrscheinlich, da sie hauptséchlich in anatomischen Bereichen zu finden
sind, wo das Bindegewebe starke und wiederkehrende Deformationen widerstehen muf3.

Hingegen tauchte in den transmissionselektronenmikroskopischen Bildern diese helikale
Substruktur der Fibrillen nicht auf. Dort allerdings ist die 67 nm-Periodizitét in der Quer-
streifung leicht darstellbar und bei hoherer Vergroflerung auch eine Unterstruktur dieser
Querstreifung (vergleiche Abbildung 2.3 auf Seite 7). Wie bereits vorher diskutiert muf
dabei allerdings beachtet werden, dafl nur solche Strukturdetails im Transmissionselek-
tronenmikroskop sichtbar sind, die sich auch durch ein Schwermetall kontrastieren lassen.

Intermediarfilamente

Es wurden die Intermediarfilamente im Stratum Corneum analysiert und interpretiert, da
sie unter anderem auch fiir die mechanische Stabilitdt der Corneozyten verantwortlich sind.
Durch eine Gefriersubstitution wurden sie meist schlecht erhalten, da sie teilweise extrahiert
und teilweise durch Segregation geschiadigt wurden. In den Cryo-Anschnittsflichen konnten
sie nur selten dargestellt werden. Die wahrscheinlichste Ursache dafiir ist, dafl insgesamt
zu wenig gefriergeétzt wurde, um die Filamente aus dem Restzytoplasma freizulegen. An-
dererseits ist nicht klar, welchen Einflu} ein starkerer Wasserverlust auf die Ultrastruktur
allgemein haben wiirde. Konnten die Intermediérfilamente dargestellt werden, so war in
jedem Corneozyt eine Hauptorientierung festzustellen; ob es fiir das gesamte Stratum Cor-
neum eine (eventuell schichtabhéingige) Vorzugsrichtung gibt, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht endgiiltig gekléart werden.

Desmosomen und Zellverklammerungen

Es wurden nur Desmosomen des Stratum Corneums untersucht. Selbst bei Gefriersubsti-
tutionen mit insgesamt schlechtem Strukturerhalt waren sie noch gut préaserviert. Insbe-
sondere war die Lipiddoppelmembran dort meist gut erhalten, wiahrend sie aulerhalb der
Desmosomen grofitenteils fehlte. Auch wenn das Stratum Corneum durch die Gefriersub-
stitution grofitenteils separiert war, stellten die Desmosomen noch die letzten Kontakte
zwischen den Corneozyten her. Dies macht ihre mechanische Stabilitdt und damit ihre Be-
deutung fiir die strukturelle Gesamtintegritét klar. Zellverklammerungen fehlten hingegen
im iiberwiegenden Teil der gefriersubstituierten Proben. Erhalten werden konnten sie nur,
wenn sie mit mehreren Desmosomen vergesellschaftet waren und das Stratum Corneum
in diesem Bereich noch zusammenhing. Bei den Untersuchungen der hochdruckgefrorenen
Proben im Rasterelektronenmikroskop wurden hingegen Zellverklammerungen gleichméfig
iiber alle Schichten verteilt gefunden. Dies legt nahe, dafl ein grofflichiges Fehlen dieser
Strukturelemente ein Artefakt der Gefriersubstitution ist und die Cryo-Préparation ei-
ne zuverlassigere Erhaltung gewéhrleistet. Desmosomen hingegen konnten ebenso wie die
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Intermediérfilamente nur dann samt ihrer Feinstruktur sichtbar gemacht werden, wenn aus-
reichend Wasser aus der Oberfliche durch Gefrierdtzung entfernt wurde (Abbildung 4.8¢
auf Seite 70); andernfalls waren sie nur identifizierbar als Verschmelzungspunkte der Mem-
branen zweier Corneozyten ohne sichtbare Unterstruktur.

5.2 Quellverhalten und Stabilitidt im Stratum Cor-
neum

Zwar zeigten die plungegefrorenen Proben Segregationsartefakte durch das Gefrieren; es
ist allerdings aufgrund der Fehlerabschétzung der Eiskristallgrofle gegeniiber der Corneo-
zytendicke anzunehmen, dafl dies keine Auswirkungen auf die Dickenmessungen hatte: So
ist namlich fiir reines Wasser mit einer Volumenvergrofferung von ungefihr 8 %* durch ein
Auskristallisieren zu rechnen — fiir das Stratum Corneum hingegen mit einem noch gerin-
geren Wert, da hier der Wassergehalt nur 10 % bis 40 % betriagt ([21], [87], [24], [22]). In
den durchgefiithrten Messungen wire aber diese Verfilschung irrelevant, da bei den Dicken-
messungen bereits die Standardabweichung zwischen 25 % und 40 % des Mittelwertes aus-
macht. Sie wird fiir jede Schicht aus den Einzelmessungen berechnet und diskutiert. Dabei
ist allerdings zu beachten, dafl dies nicht als Meffehler zu verstehen ist, sondern vielmehr
als Ma#B fiir die Variation der Dicken. Das kommt insbesondere daher, daf§ innerhalb eines
Corneozyten die Fragmente des Zellkerns im unteren und mittleren Stratum Corneum noch
nicht vollstdndig abgebaut sind und zu einer lokalen Verdickung — meist nahe der Mitte
— fithren.? Je nachdem, in welcher Ebene der Corneozyt angeschnitten wird, ergibt sich
somit eine mehr oder weniger grofle Dickenvariation. Der wirkliche Mef}fehler hingegen lag
bei maximal 15nm (entsprechend circa 1,5% bei typischen Dicken von 1000 pm).

5.2.1 Morphologieverinderungen

Die augenfilligste Mophologieverédnderung war die Ausbildung der groflen Wasserkavitéten,
die nur bei Applikation von destilliertem Wasser oder einer 5 %igen Kochsalzlosung auftra-
ten. Im Hauptexperiment, in dem das applizierte destillierte Wasser auch durch die Seiten-
wand der Hautstanze eindringen konnte, kamen sie gehéuft iiber einen Bereich von einigen
100 pm vor (vergleiche Abbildung 4.16 auf Seite 80). Im Kontrollexperiment hingegen, wo
ein Wasserinflux nur durch das Stratum Corneum moéglich war, traten sie hauptséchlich iso-
liert auf, waren aber im einzelnen von vergleichbarer Grofie. Bei Applikation einer 5 %igen
Kochsalzlosung waren die Kavitédten insgesamt kleiner und stets isoliert voneinander. In
diesem Zusammenhang wurde auch Unterarmhaut eines 41-jahrigen ménnlichen Probanden
unter ambienten Bedingungen entnommen und nach spétestens 3 Minuten hochdruckgefro-
ren, um den natiirlichen Hydratationszustand mit bestmdoglichem Strukturerhalt zu préaser-
vieren. Auch hier zeigten sich regelméssig kleine und kleinste Wassereinschliisse zwischen

Wasser hat bei Raumtemperatur und -druck ungefihr eine Dichte von 1000 ks/m?, bei kristallinem (hexa-
gonalem) Eis wird sie zu 917ks/m® [86] angegeben.
t Vergleichbar mit der lokalen Verdickung durch das Eigelb in einem Spiegelei.
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den Schichten des Stratum Corneums (typische Abmessungen unter 1pm). Zusammenge-
nommen 148t sich dies so interpretieren, daf§ der Salzgehalt (Osmolaritéit) der applizierten
Losungen urséchlich fiir Ausbildung und Grofie der Fliissigkeitseinschliisse ist, fiir deren
Héaufigkeit allerdings die Gesamtmenge des penetrierten Wassers.

Grundsétzlich waren die Wasserkavitdten von unterschliedlicher Gréfle und hatten eine
meist linsenformige Gestalt. Schon bei der Analyse des durch die Gefriersubstitution stark
aufgelockerten Stratum Corneums wurde die grofle Bedeutung der Desmosomen fiir den
mechanischen Zusammenhalt deutlich. Bei den Hydratationsexperimenten zeigte sich zu-
dem die Bedeutung der Zellverklammerungen der Corneozyten untereinander, die teilweise
wie Anker den letzten Kontakt beibehalten haben (sieche insbesondere 4.17b auf Seite 81).
Offenbar sind beide Strukturen unverzichtbar fiir Kohésion und Integritdt und damit auch
die Funktionalitdt des Stratum Corneums. Die Wasserkavitéiten wurden auch von Warner
et al. [6] sowie Bouwstra et al. [7] gefunden und beschrieben. Auf die weiteren Ergebnisse
dieser Arbeiten wird spéter eingegangen.

5.2.2 Unterschiedliche Zonen im Stratum Corneum
Ergebnisse des Hauptexperiments

Die ersten drei Stratum Corneum-Schichten der Oberarmhaut im Hauptexperiment zeig-
ten eine auBergewohnliche Mophologie: Aufler in der geséttigten Wasserdampfatmosphére
waren die hydratisierten Corneozyten hier bis iiber 3pum dick (vergleiche Abbildung 4.20
auf Seite 83), zeigten eine grofie Dickenvariation (rund 800nm) (Abbildung 4.21 auf Sei-
te 84) sowie die grofiten Segregationsmuster, die im Stratum Corneum iiberhaupt zu finden
waren.

Die mittlere Corneozytendicke wie auch deren Standardabweichung nahmen dann aller-
dings zur Hautoberfliche hin stark ab und zeigten schliefflich in den Schichten 5 bis 10
bei Applikation von 15 %iger und 20 %iger Kochsalzlosung auffallend geringe Werte: Die
mittlere Dicke sank auf 500 nm oder darunter und hatte eine Variation (Standardabwei-
chung) von weniger als 200 nm. Dies ist nicht erkldrbar durch eine geringere Anzahl von
Einzelmessungen (wie dies beispielsweise bei Schicht 18 und 19 der Fall wire), sondern
offenbar ist die biologische Dickenvariation in diesem Bereich wesentlich geringer als im
Rest des Stratum Corneums. Qualitativ dieselbe Tendenz findet sich nach Auswertung der
Dickenmessung bei den mittleren Salzkonzentrationen (5% und 10 %). Aufler bei Applika-
tion von destilliertem Wasser oder 5 %-Losung sind in den Schichten 4 bis 10 auch nur sehr
kleine Segregationsmuster zu finden, was in Ubereinstimmung mit den Dickenmessungen
auf einen geringen Wassergehalt und eine geringe Wasseraufnahme hindeutet.

Dieses unterschiedliche Verhalten bei Hydratation rechtfertigt eine Unterteilung des Stra-
tum Corneums in drei Zonen: Fiir die Oberarmhaut im Hauptexperiment umfafit die erste
Zone die ersten drei Schichten; die zweite Zone reicht von Schicht 5 bis 10 und die letzte
(&uflerste) Zone von Schicht 12 bis zur Hautoberflache. Weil die Z#hlung der Schichten,
wie in Abschnitt 3.2.5 ab Seite 52 diskutiert, nicht iiberall eindeutig ist, ist die Zuord-
nung der Schichten 3 und 11 zu einer dieser Zonen nicht eineindeutig moglich. Da auch
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ihr morphologisches Erscheinungsbild weitgehend uncharakteristisch ist, bilden sie offenbar
die Ubergangsbereiche und werden aus den folgenden statistischen Betrachtungen ausge-
schlossen.

Nimmt man nun die Dickenmessungen aller Schichten in einer bestimmten Zone zusammen
und tragt sie fiir die verschiedenen Hydratationen gegeneinander auf, so erhélt man Abbil-
dung 5.1. Bei Hydratation durch eine geséttigte Wasserdampfatmosphére zeigten sich die
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Salzkonzentration

Abbildung 5.1: Dickenvariation der drei Stratum Corneum-Zonen bei Hydratisierung: Zellen
der ersten Zone (Schicht 1-3) verdoppeln ihre Dicke relativ zur Referenz (Feuchtekammer) — unabhéngig von
der applizierten Salzlosung. Zellen der zweiten (Schicht 5-10) und der dritten Zone (Schicht 12-15) zeigen
einen deutlichen Abfall der Dicke bei steigender Salzkonzentration. [Wasserinflux durch die Seitenfléiche
der Hautstanze (Oberarmhaut, weiblich, 73 Jahre) méglich]

drei Zonen in ihrer mittleren Dicke sowie der Standardabweichung im wesentlichen gleich.
Die Applikation verschiedener Salzlosungen bewirkte in der ersten Zone eine unspezifische
Dickenverdopplung, ohne dafl eine klare Abhéngigkeit von der Salzkonzentration erkenn-
bar war. Im Gegensatz dazu kam es in der zweiten und dritten Zone insgesamt zu einer
geringeren Zunahme der Dicke nach Applikation von destilliertem Wasser und sie sank
dann kontinuierlich mit steigender Salzkonzentration ab, bis sie zwischen 15 % und 20 %
den kleinsten Wert erreichte.
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Da die Variation der mittleren Dicke in einer Stratum Corneum-Schicht durch die Auf-
nahme von Wasser verursacht wird, sind offenbar Corneozyten der ersten Zone so hy-
groskopisch, dafl ihre Wasseraufnahme praktisch nicht von der Konzentration und der
Applikationsart des Wassers abhéngt: Sowohl in fliissiger (destilliertes Wasser bzw. Koch-
salzlosungen) wie auch gasformiger (geséttigte Wasserdampfatmosphére) Form wird es von
dieser Zone aufgenommen und ausgetauscht. Der Grund dafiir liegt moglicherweise darin,
daf in dieser Zone die Corneozyten gerade aus dem Stratum Granulosum gebildet wurden
und daher ihr Zytoplasma viel osmotisch aktive Komponenten enthélt. Hinzu kommt, dafl
die Cornified Envelope in diesen frithen Stadien noch nicht voll ausgebildet ist, sodafl der
Wasseraustausch kaum behindert wird. Die stark abfallende mittlere Dicke von der ersten
zur dritten Schicht des Stratum Corneums (vergleiche Abbildung 4.21 auf Seite 84) zeigt
deutlich, wie schnell eine effektive Permeabilitdtsbarriere in den Corneozyten ausgebildet
wird. Insgesamt ist das Hydratationsverhalten dieser Zone recht schwierig zu interpretieren,
weil die Corneozyten Wasser sowohl aus den lebenden Schichten des Stratum Granulosum
wie auch von Auflen (siehe die Ergebnisse der Feuchtekammer) aufnehmen kann. Eine hohe
Salzkonzentration auf der Hautoberfliche kann Wasser aus den lebenden Schichten extra-
hieren.

Interessanterweise fillt diese Zone mit einem Bereich zusammen, der teilweise als Stratum
Lucidum vom Stratum Corneum abgegrenzt wird. Nur bei sehr dicker Epidermis erscheint
dieser Bereich als auffillig heller Streifen in den Bildern optischer Mikroskope. Mit dem
Wissen aus den Ergebnissen dieser Arbeiten liegt der Grund moglicherweise in dem groflen
Wassergehalt und/oder der Wasserkapazitit dieser Zellagen, die sich dadurch von den um-
gebenden Corneozyten durch einen stark verédnderten Brechungsindex unterscheiden und
so hervorheben.

In der zweiten Zone (also ab Schicht 5 bei Oberarmhaut) schlieflich scheint die Cornified
Envelope vollstédndig aufgebaut zu sein, denn Corneozyten zeigen hier das geringste hygro-
skopische Potential im gesamten Stratum Corneum. Auch Keratin und Fillaggrin als wich-
tige Struktur- und Geriistproteine kénnen moglicherweise morphologische Verdnderungen
begrenzen. Die stark von der extern eingestellten Salzkonzentration abhéngige Wasserauf-
nahme in der zweiten Zone deutet auf eine osmotisch aktive Zone hin, bei der die Cornified
Envelope eine semipermeable Membran bildet [27]. Méglicherweise werden insbesondere
die Ionen der applizierten Losung daran gehindert, in die Corneozyten einzudiffundieren.
Die Tatsache, daf sich in dieser Zone bei Applikation einer 15 %-20 %igen Kochsalzlosung
die Wasseraufnahme praktisch nicht mehr &ndert, legt nahe, dafl die Corneozyten in ihrem
osmotischen Potential diesen Salzlosungen ungefdhr entsprechen. Die auffallend geringe
Dickenvariation kann ihre Ursache in den Intermediérfilamenten und deren Vorzugsrich-
tung haben: Verlaufen sie hauptséchlich senkrecht zur Corneozytenausrichtung, so wirken
sie wie ein starres Skelett und lassen nur eine eng begrenzte Ausdehnung in diese Rich-
tung — und damit Wasseraufnahme — zu. Allerdings wurde in dieser Arbeit nicht eindeutig
abgeklért, wie sich die Ausrichtung der Intermediérfilamente innerhalb der verschiedenen
Schichten des Stratum Corneums verdandert.

Zellen der dritten Zone zeigen qualitativ die gleiche Reaktion wie solche der zweiten
Zone, wenn auch ihre mittlere Dicke insgesamt etwas hoher ist. Es handelt sich hier um
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Corneozyten, die den direktesten Kontakt mit der Aulenwelt haben und daher ist auch
der Kontakt mit den verschieden konzentrierten Salzlosungen am unmittelbarsten. Hinzu
kommt, dafl insbesondere der duflere Teil des Stratum Corneums dem stérksten exogenen
mechanischen Strefl ausgesetzt ist, und dafl die extrazellularen Lipidlamellen oxidieren und
sich mit den Fettsduren und Squalenen aus dem Sebum vermischen kénnen. Biochemisch
finden hier auch verschiedene enzymatische Abbauprozesse statt [88], [89], [90]; insbeson-
dere werden die Intermediérfilamente bei niedrigen lonenstéarken und einem pH-Wert unter
5,75 aufgelockert [88] — Bedingungen, wie sie natiirlicherweise auf der Hautoberfliche vor-
herrschen. Ein Abbau von Fillaggrin beginnt in der zweiten Zone [69]. Dies bewirkt eine
Reorganisation des Zytoplasmas und eine Freisetzung von natiirlichen Befeuchtungsfakto-
ren* ([24], [23]), die in Zone 2 noch durch die Cornified Envelope zuriickgehalten werden.
Der genaue Einflufl dieser Biomolekiile auf das Quellverhalten wurde aber in dieser Arbeit
nicht untersucht.

Insbesondere durch das dhnliche Hydratationsverhalten gehen Corneozyten der dritten Zo-
ne wahrscheinlich aus der zweiten Zone dadurch hervor, da3 Einfliisse der Hautauflenseite
sowie die vielfiltigen Abbau- und Degenerationsprozesse die Barriereleistung vermindern
und so eine hohere Wasseraufnahmekapazitit bewirken. Eine bevorzugte Ausbildung der
beschriebenen Wasserkavitédten in dieser Zone lafit zudem auf einen verminderten Zellzu-
sammenhalt schlieffen. Dies alles macht wahrscheinlich, dafl Ionen der extern applizierten
Losung in diese Zone eindiffundieren konnen, aber durch die weiterhin intakte Barriere
der zweiten Zone zuriickgehalten werden und das sich so ausbildende Ionenungleichgewicht
dort den Corneozyten Wasser entzieht.

Ergebnisse des Kontrollexperimentes Das Kontrollexperiment wurde nicht mit Ober-
armhaut, sondern mit Gesichtshaut durchgefiihrt. Statt typischerweise 15 wies das Stra-
tum Corneum nur 9 Schichten auf — in Ubereinstimmung mit den Literaturwerten [38].
Die Hydratation wurde derart durchgefiihrt, dafl ein Wasserinflux ausschliefllich durch
das Stratum Corneum stattfinden konnte. Die Anzahl der einzelnen Dickenmessungen war
geringer und als osmotisch aktive Substanzen wurden nur destilliertes Wasser und eine
20 %ige Kochsalzlosung verwendet. Als Referenzen dienten erneut Proben nach Exposition
gegeniiber einer gesattigten Wasserdampfatmosphére und solche, die direkt nach Ankunft
aus der Transportdose entnommen wurden (”ambiente” Bedingung, die die minimal mogli-
che externe Hydrierung aufwies).

Beziiglich der Ergebnisse des Hauptexperiments féllt auf, daf§ insgesamt séamtliche Schich-
ten im Stratum Corneum prozentual weniger Wasser aufgenommen haben (Abbildung 4.22
auf Seite 87 sowie Abbildung 4.23 auf Seite 88). Dies zeigt sich besonders deutlich beim
Vergleich zwischen der Wasserdampfatmosphére und dem destillierten Wasser: Wahrend
sich die mittlere Dicke der untersten Schicht im Hauptexperiment von 930 + 310 nm auf
2340 £ 890 nm mehr als verdoppelte, sank sie im Kontrollexperiment sogar von 1330 + 530 nm
auf 880 4+ 300 nm ab. Einher geht dies mit der Ausbildung von wesentlich kleineren Segre-
gationsmustern sowie einem seltenerem Auftreten der Wasserkavitéiten. Diese morphologi-

* Im Englischen: NMF=Natural Moisturizing Factors.
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schen Merkmale deuten auf eine wesentlich geringere Wasseraufnahme in diesen untersten
Schichten hin. Im Hauptexperiment konnten die Dermis und die lebenden Bereiche der
Epidermis Wasser durch die Seitenwinde der Hautstanze aufnehmen und dies dann an das
Stratum Corneum weitergeben und so einen indirekten Wassertransportweg, ausgehend
von den extern applizierten Medien, bewerkstelligen. Natiirlich hydrieren die Corneozyten
auch direkt iiber die Seitenwand der Hautstanze. Im Kontrollexperiment hingegen ist die
Wand durch Vaseline vollstéandig versiegelt, sodafl die oben beschriebenen Penetrationswe-
ge verschlossen wurden. Insbesondere den tiefen Schichten des Stratum Corneums wird so
weniger Wasser iiber den Umweg durch das Stratum Granulosum angeboten. Die Folge ist,
dafl diese Zone im Kontrollexperiment bei Applikation von destilliertem Wasser wesentlich
weniger Wasser aufnimmt. Ob es im Vergleich zur Exposition gegeniiber einer Dampfat-
mosphére tatséchlich zu einer Schrumpfung kommt, kann aufgrund der geringen Datenlage
nicht zweifelsfrei geklart werden — daher wurde nur das Potential diskutiert.

Trotz dieser Unterschiede spiegeln sich in den Ergebnissen nach Hydratation mit der
20 %igen Salzlosung die bereits diskutierten drei Zonen wieder: Weil die Schichtzahl bei
Gesichtshaut geringer ist, umfafit die erste Zone jetzt nur noch die ersten beiden Schichten.
Wie im Hauptexperiment zeichnen sie sich durch eine hohe mittlere Dicke wie auch durch
eine hohe Dickenvariation aus. Daran schliefen sich die Schichten 4 bis 6 als Mittelzone an,
in der die Corneozyten die geringsten Dicken sowie die geringsten Standardabweichungen
aufwiesen, die im gesamten Kontrollexperiment registriert wurden. In der duflersten Zone,
die ab Schicht 8 beginnt, nahmen diese Werte wieder deutlich zu. Die Ubergangsschichten
(3 und 7) wurden auch hier nicht weiter analysiert. Im Vergleich mit den Resultaten aus der
Feuchtekammer und mit dem destillierten Wasser erscheint die mittlere Dicke in der ersten
Zone bei Applikation von 20 % Kochsalzlosung ungewohnlich hoch (mit die hochste, die
in dieser Zone im Kontrollexperiment iiberhaupt gemessen wurde). Im Hauptexperiment
konnte dies problemlos mit eindringendem Wasser durch die Seitenfliche der Hautstanze
erklart werden. Da dies hier nicht zutreffen kann, besteht in diesem Fall die Moglichkeit,
dal Wasser aus dem lebenden und damit stark hydrierten Stratum Granulosum in diese
Zone diffundiert und dort quasi ”gefangen” bleibt. Denn die zweite Zone wirkt als Bar-
riere, weil sie ein vergleichbares osmotisches Potential wie die extern applizierte 20 %ige
Kochsalzlosung besitzt und daher osmotisch inaktiv ist. Zudem ist davon auszugehen, dafl
die Lipidbarriere dieser Zone voll intakt ist. Diese These wird gestiitzt durch die mittleren
Dicken der zweiten Zone, die im ambienten Fall mit dener bei Applikation einer 20 %igen
Salzlosung ungefiahr {ibereinstimmt. Dem widersprechen allerdings die Versuche, bei denen
die gesamte Hautoberfliche mit Vaseline wasserdicht versiegelt wurden: Hier dient dem
Stratum Corneum (und insbesondere der ersten Zone) einzig das Stratum Granulosum als
Hydratationsquelle. Trotzdem nahmen die Corneozyten der ersten Zone wesentlich weni-
ger Wasser auf als bei Applikation von 20 %iger Kochsalzlosung, und alle Schichten zeigten
eine relativ uniforme Dickenzunahme.

Zusammenfassend kann man feststellen, dafl sich trotz der unterschiedlichen Hautareale
und der unterschiedlichen Spender bei Applikation von 20 % Kochsalzlosung stets deutlich
die drei Zonen im Stratum Corneum ausbilden. Die Dicke der Corneozyten der mittleren
Zone entspricht dabei denen im ambienten Fall. Zusammen mit kleinen Segregationsmu-
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stern deutet dies auf eine allenfalls unwesentliche Wasseraufnahme in dieser Zone hin. Bei
variablen Salzkonzentrationen zeigen diese Schichten morphologisch die geringste Dicken-
variationen. Es ist davon auszugehen, dafl die Hautlipide zwischen den Corneozyten nur
dann einen wesentlichen Beitrag zur Permeabilitdtsbarriere des Stratum Corneums leisten
konnen, wenn sie sich als hochgeordnete Lamellen organisieren kénnen. Verdndert sich aber
der interzelluldre Abstand der Corneozyten untereinander (beispielsweise durch Dicken-
verdnderung), so wird jedesmal diese Organisation gestort. Es ist daher anzunehmen, daf
nur ein mechanisch stabiler Bereich wie die zweite Zone im Stratum Corneum auch den
Hautlipiden das Geriist fiir eine funktionelle Anordnung bietet. Dies legt die Vermutung
nahe, daf} sich in dieser Zone die eigentliche Hautbarriere befindet.

Insbesondere an der Wasseraufnahme der ersten Zone kann man den Einflufl der Penetra-
tion durch die Seitenfliche der Hautstanze ablesen. Im Kontrollexperiment wird die Flache
versiegelt, sodafl sich an den entsprechenden Ergebnissen das Potential der Hydratation
ausschlieflich durch das Stratum Corneum studieren 1a8t. Im Hauptexperiment wird mit
der Seitenflache ein zusétzlicher Penetrationsweg eroffnet, sodafl hieran das maximale Hy-
dratationspotential abgelesen werden kann.

5.2.3 Glycerinexperiment

Beim Glycerinexperiment wurde erneut Gesichtshaut, allerdings von einer anderen Spende-
rin, verwendet. Es wurden hauptséchlich morphologische Verédnderungen untersucht und im
Vergleich zu dem Haupt- und Kontrollexperiment weniger Dickenmessungen durchgefiihrt.
Folglich ist die Standardabweichung des Mittelwertes deutlich hoher (Abbildung 4.24 auf
Seite 89), die aber — wie bereits diskutiert — nicht als Meffehler zu interpretieren ist, son-
dern als intrinsische biologische Streuung der Schichtdicken.

Im Gegensatz zur Applikation von hochkonzentrierten Salzlosungen bildet sich offenbar
keine Schicht aus, in der die Corneozyten praktisch alle die gleiche Dicke mit nur geringen
Variationen haben. Bei Glycerinapplikation von 2 bzw. 6 Stunden &ndert sich — im Rahmen
der Messungen — diese Variation nicht. Obwohl morphologisch Glycerineinlagerungen zwi-
schen Corneozyten zu identifizieren sind (vergleiche Abbildung 4.18 auf Seite 82) scheint
das bei diesen Applikationsdauern noch keinen wesentlichen Einflufl auf die Schichtdicken
zu haben. Entsprechend treten offenbar auch keine starken mechanischen Kréfte auf, wie es
bei niedrigkonzentrierten Kochsalzlésungen der Fall war und das Stratum Corneum bleibt
ein eng zusammenhéngender Zellverband.

Die Beobachtung, dafl das Stratum Corneum bis in die tiefsten Schichten wesentlich weniger
Gefrierartefakte aufweist, hat seine Ursache in der cryoprotektiven Wirkung von Glycerin,
das seit langem als grofitenteils nichttoxischer Gefrierschutz eingesetzt wird ([91], [92], [53]).
Indirekt ist dies auch ein Beweis, dafl bei einer topischen Applikation Substanzen (Gly-
cerin, niedrigkonzentrierte Kochsalzlosungen) in das Stratum Corneum eindringen kénnen
und sich dort sowohl homogen als auch lokal konzentriert (Glycerineinschliisse, Wasserka-
vitéten) anreichern kénnen. Abgesehen von dieser Wirkung als Gefrierschutz konnten in
dieser Arbeit keine weiteren makroskopischen Einfliisse registriert werden.
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5.2.4 Vergleich mit In vivo - Daten
MultiPhotonen-LaserRasterMikroskopie

Das Hydratationsverhalten des Stratum Corneums wurde bereits mittels eines MultiPho-
tonen-LaserRasterMikroskops (englisch: MultiPhoton Laser Scanning Microscope MPLSM)
analysiert [93]. Dabei wurde der Unterarm zweier ménnlicher Probanden (40 Jahre und
62 Jahre) sowie einer weiblichen Probandin (35 Jahre) in vivo fiir 2 und 4 Stunden mit
0 %iger, 5 %iger, 10 %iger und 20 %iger Kochsalzlosung behandelt und danach die Ge-
samtdicke des Stratum Corneums vermessen. Als Referenz diente unbehandelte (ambien-
te) Haut. Innerhalb der Toleranz konnte keine Abhéngigkeit von der Behandlungsdauer
nachgewiesen werden. Diese Werte sind gemeinsam mit den Ergebnissen aus dem Haupt-
und Kontrollexperiment (dabei werden nur die Summen der ersten 15 bzw. 9 Schichten be-
achtet) in Abbildung 5.2 auf der nichsten Seite zusammengestellt. Im in vivo-Experiment
fallt die Gesamtdicke des Stratum Corneums stetig mit steigender Salzkonzentration stark
ab und unterschreitet bei 20 % deutlich die der ambienten Referenz.

Wirklich ambiente Kontrollproben standen in dieser Arbeit nur aus In vivo - Extraktio-
nen und damit in zu beschranktem Umfange zur Verfiigung, um daraus Hydratations-
experimente mit einer addquaten statistischen Auswertung durchfiihren zu kénnen. Daher
stiitzen sich die hier diskutierten Ergebnisse auf die Haut der Privatklinik, die entweder fiir
12 Stunden einer definierten geséttigten Wasserdampfatmosphire ausgesetzt wurde (Refe-
renz im Hauptexperiment) oder durch die Anlieferung in der Transportdose einer Feuchtig-
keitsatmosphire ausgesetzt war (Referenz im Kontrollexperiment). Im Hauptexperiment
zeigt die Gesamtdicke der ersten 15 Schichten bei niedrigen Salzkonzentrationen (bis 10 %)
durchgéngig geringere Werte als fiir die MPLSM-Messungen. Der Grund liegt moglicherwei-
se darin, daf3 die Referenzproben im Hauptexperiment durch die Wasserdampfatmosphére
wesentlich stidrker hydriert wurden. Da alle Werte in Abbildung 5.2 darauf bezogen wer-
den, hétte dies grundsétzlich eine geringere prozentuale Quellung zur Folge als bei einer
nicht hydrierten Referenz (wie es bei den MPLSM der Fall ist). Dem entgegen stehen al-
lerdings die Ergebnisse bei 20 % NaCl: Wihrend die Gesamtdicke im Hauptexperiment
praktisch wieder den Referenzwert erreicht, wird er bei der mpLSM-Untersuchung deutlich
unterschritten. Auch dort scheinen die gemessenene Dicken kontinuierlich mit der Salz-
konzentration abzufallen, wahrend die Ergebnisse aus dem Hauptexperiment oberhalb von
circa 10 % einem konstanten Wert entgegenstreben.

Daf} die Gesichtshaut im Kontrollexperiment eine geringere Anzahl von Stratum Corneum-
Schichen aufweist als die Ober- bzw. Unterarmhaut vom Haupt- bzw. MPLSM-Experiment,
sollte in der Vergleichbarkeit der Daten keinen Einflul haben. In diesem Fall wurden
néamlich die ersten 9 Schichten der Referenzproben in ihren Dicken aufsummiert und als
100 % angesetzt. Als Referenz dienten hier Proben, die direkt der Transportdose entnom-
men wurden und gefroren wurden. Sie waren daher weniger hydriert als im Hauptexperi-
ment, aber stirker als im MPLSM-Experiment. Bei Applikation von destilliertem Wasser
und 20 %iger Kochsalzlosung zeigte sich in Abbildung 5.2 auf der néchsten Seite die stark-
ste Dickenzunahme, die bei diesen Konzentrationen iiberhaupt gemessen wurde. Allerdings
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Abbildung 5.2: Vergleich der Hydratationsergebnisse mit In vivo - Daten, bezogen auf die
jeweilige Referenz (stets auf 100 % normiert). Im Hauptexperiment sind dies Proben nach Einwirken einer
gesattigten Wasserdampfatmosphére fiir 12 Stunden. Es wurden die Gesamtdicken der ersten 15 Schichten
ausgewertet. Fiir das Kontrollexperiment wurden die ersten 9 Schichten analysiert. Als Referenz dienten
die Proben, die direkt aus der Transportdose entnommen wurden. In den Ergebnissen des MultiPhotonen-
LaserRasterMikroskops (MPLSM) wurden ambiente Proben des gesamten Stratum Corneum als Referenz
herangezogen.

wurden in diesem Kontrollexperiment relativ wenige Messungen durchgefiihrt.
Gemeinsam ist allen Daten, dafl diese Dicke bei Applikation von destilliertem Wasser
maximal ist und dann mit steigender Salzkonzentration deutlich abnimmt. Die genaue
Abhéngigkeit in den Zahlenwerten der in vivo-Messungen unterschied sich dabei aber von
den beiden elektronenmikroskopischen Untersuchungen, obwohl unterschiedlich hydrierte
Referenzproben verwendet wurden und auch das Layout der Quellung variiert wurde (Ab-
bildung 3.1 auf Seite 46).

Unter Zugrundelegung aller Daten 1&8t sich noch nicht der Einflufl der unterschiedlichen
Hautareale (Unter- und Oberarm, Gesicht) sowie Alter und Geschlecht der Probanden
abschétzen. In den Dickenmessungen der einzelnen Schichten des Stratum Corneum macht
aber die Standardabweichung bereits 25 % bis 40 % des Mittelwertes aus. Dieser ”Fehler”
148t sich nicht durch eine hohere Zahl von Einzelmessungen reduzieren, denn er beschreibt
die biologische Variabilitdt im Gesamtsystem Haut. Hinzu kommt, dafl sich die Ergebnisse
dieser Arbeit nur auf die ersten 15 bzw. 9 Schichten beziehen. In Ubereinstimmung mit
der Literatur ([38]) zeigten sich auch in den préparierten Querschnittsflichen selten mehr
Schichten. Die Moglichkeit des Verlustes insbesondere der d&uflieren Schichten des Stratum
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Corneums durch die Préparation kann weitestgehend dadurch ausgeschlossen werden, dafl
regelméflig in den Aufnahmen die Hautoberfliche eindeutig identifiziert werden konnte. Im
Gegensatz zur Préparation bei beispielsweise der chemischen Fixation oder Gefriersubsti-
tution konnte so das gesamte Stratum Corneum zuverléssiger erhalten und der Untersu-
chung zugéngig gemacht werden. Auch die Moglichkeit, dafl sich die Haut nach 12 Stunden
Applikationsdauer nicht im Hydratationsgleichgewicht befunden hat, kann ausgeschlossen
werden: Die MPLSM-Untersuchungen ergaben némlich bereits nach 2 und 4 Stunden Ap-
plikationsdauer keine me3baren Dickenverdnderungen mehr.

Ein anderer Unterschied liegt in den verschiedenen physikalischen Verfahren der mikro-
skopischen Abbildung: Wahrend die Rasterelektronenmikroskopie eine direkte Abbildung
der praparierten Oberflichen samt geometrischer Vermessung der einzelnen Substrukturen
erlaubt, ist die MPLSM ein optisches Verfahren, das sowohl Oberflichen- als auch Bilder
in der Tiefe der Probe (optische Schnitte) aufnehmen kann. Bei Applikation von verschie-
denen Salzlosungen und insbesondere der Ausbildung der Wasserkavitdten bei niedrig-
konzentrierten Salzlosungen (vergleiche Abbildung 4.16 auf Seite 80) verdndert sich der
Brechungsindex sowie das Streuverhalten der durchstrahlten Strukturen — in diesem Fall
also des Stratum Corneums — und damit potentiell auch die Brechkraft und der Focus.
Praktisch 148t sich der Einflufl auf die Meflergebnisse schwer abschétzen.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dafl einzelne Corneozyten nur nach Behandlung
der Haut mit wéssrigen Losungen zu identifizieren waren. Vermutet wird, dafl sie dann
durch die Ausbildung von Wasserkavitédten stellenweise oben und unten nur von Wasser
umgeben aber ansonsten isoliert voneinander im Fokus waren, der in z-Richtung eine Aus-
dehnung von ungefdhr 1,5 1m hat.

Raman-Mikroskopie

Caspers et al. [87] untersuchte mittels Ramanmikroskopie Wasserprofile des Stratum Cor-
neums im ambienten Fall und nach 45 Minuten Hydratation per ”feuchter Bandage”. Der
Wassergehalt wurde aus dem Verhiltnis der Streckschwingungen der C-H Bindungen (de-
terminiert unter anderem durch den Gehalt an Proteinen) zu denen der O-H Bindungen
(abhéngig unter anderem vom Wassergehalt) berechnet. Die Auflosung in z-Richtung lag
bei 5 pm, sodaBl keine Aussagen iiber einzelne Schichten oder einzelne Zonen gemacht wer-
den konnten. Auch eine klare Abgrenzung der Ergebnisse des Stratum Corneums von denen
der lebenden Epidermis konnte nur néherungsweise iiber die Tiefe, nicht aber morpholo-
gisch, erfolgen. Bei Hydratation steigt der Wassergehalt im Bereich des Stratum Corneums
von 10 %-30 % deutlich auf 40 % bis 60 %. Hingegen bleibt der Wassergehalt in der tiefen
Epidermis- und Dermisregion konstant bei 70 %.

5.2.5 Vergleich mit anderen EM-Untersuchungen zum Hydrata-
tionsverhalten

Warner et al. ([6]) untersuchte ebenfalls das Quellverhalten des Stratum Corneums mit-
tels cryopréparierter Haut (von der kérpernahen (flexor) Unterarmseite) im Elektronenmi-
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kroskop. Dabei wurde die Hydratation in vivo durch sogenannte Hilltop patches gewahr-
leistet, die die Hautoberfliche direkt in Kontakt mit der Fliissigkeit bringen. Hydriert
wurde 4 und 24 Stunden mit destilliertem Wasser und Eigen-Urin* (leider dokumentiert
Warner dabei weder die Konzentration oder den genauen Salzgehalt). Aus dem behan-
delten Hautareal wurden dann Hautbiopsien entnommen und einerseits chemisch fixiert,
in Kunststoff eingebettet und als Ultradiinnschnitte im Transmissionselektronenmikroskop
analysiert sowie andererseits im gefroren hydratisierten Zustand mittels Glasmesser im
Cryo-Ultramikrotom Querschnitte angefertigt und im Rasterelektronenmikroskop mikro-
skopiert.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit berichtet Warner et al.
bei Applikation von destilliertem Wasser von zahlreichen Wassereinschliissen mit ausge-
prigter Groflenvarianz, die sich bevorzugt im oberen Teil des Stratum Corneums finden
und dessen Zusammenhalt zerstoren. Berichtet wird ferner, dafl insbesondere das mittlere
Stratum Corneum eine sehr starke Quellung aufweist, die innersten und duflersten Corneo-
zytenlagen hingegen die diinnsten waren. Diese Beobachtungen widersprechen somit den
Messungen im Rahmen dieser Dissertation. Eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse
wird allerdings erschwert dadurch, daf die praparierten Hautquerschnitte von Warner keine
statistische Aussagen zulassen, da die Haut gréfitenteils gebrochen und nur kleine Bereiche
geschnitten wurden' (vergleichbar mit Abbildung 4.1b auf Seite 63 in dieser Arbeit oder in
der Arbeit von Warner et al.). GroBflichige Ubersichten zur Beurteilung der Gesamtmor-
phologie fehlen.

In den Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation war es fiir eine korrekte Zuord-
nung von Zellschichten absolut notwendig, die letzten Schichten des Stratum Granulosums
klar von den ersten des Stratum Corneums abzugrenzen. Die Kriterien waren dabei das
Fehlen von Zellkernen und Organellen, ein charakteristisches Segregationsmuster sowie
schérfere Zellgrenzen im Stratum Corneum (vergleiche Abschnitt 3.2.5 und insbesondere
Abbildung 3.7 auf Seite 53). Bei der Arbeit von Warner wird auf diese Differenzierung iiber-
haupt nicht eingegangen, sodaf letztlich unklar bleibt, ob er eventuell die zwei bis drei stark
hydrierten Corneozytenschichten der ersten Zone noch zum Stratum Granulosum gezéhlt
hat oder nicht. Die sich daran anschlieBende zweite Zone zeichnet sich ndmlich tatséchlich
durch auffillig diinne und kompakte Schichten aus (vergleiche Abbildung 4.19¢ auf Seite 82
sowie Abbildung 4.20 auf Seite 83 bzw. Abbildung 4.21 auf Seite 84). Zudem zeigen die
Ergebnisse von Pfeiffer et al. (Abbildung 1b und 7 in [69]), daB die untersten Schichten
des Stratum Corneums von ambienter Haut verhaltnisméfBig dick und aufgelockert sind.
Es ist nicht nachzuvollziehen, warum sich dies bei Applikation von destilliertem Wasser ins
Gegenteil umkehren soll.

Dadurch, dal bei Warner die Haut zunéchst hydriert und dann erst die Biopsien entnom-

24 Stunden Urin eines gesunden menschlichen Erwachsenen besteht hauptsiichlich aus Harnstoff (200
600 mmol), Chloridionen (120-240mmol), Natriumionen (60-200mmol), Kaliumionen (30-100mmol),
Aminoséduren (260 mg) und bis zu 150 mg Gesamteiweify [94] und ist in seiner genauen Zusammensetzung
stark abhéngig von der aktuellen Wasserversorgung des Korpers und eventuellen Krankheiten.
héchstwahrscheinlich durch die Verwendung eines Glasmessers anstatt eines Trimmdiamanten oder eines
speziellen Schneidediamanten.
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men wurden, besteht grundsétzlich die Gefahr, daf§ die obersten (lockersten) Schichten des
Stratum Corneums verloren gehen. Das hat sich im Rahmen dieser Arbeiten bereits in vivo
nach 2 Stunden Hydratation erwiesen und war der Grund, warum zuerst die Hautstanzen
entnommen wurden und diese danach befeuchtet wurden. Insofern bleibt unklar, ob die
von Warner beschriebenen dufleren diinnen Schichten auch real die &duflersten Schichten
sind. Bei den eigenen Untersuchungen fanden sich nédmlich immer wieder aufféllig diinne
und kompakte Corneozyten im &dufleren Bereich des Stratum Corneums sowohl in den
REM wie auch in den TEM Untersuchungen. Allerdings konnten diese Bereiche (oberhalb
von Schicht 15 bei Oberarmhaut und oberhalb von Schicht 9 bei Gesichtshaut) zu selten
erhalten, prapariert und mikroskopiert werden, weil der Zusammenhalt dort zu lose ist.
Aufgrund der zu geringen Daten schlofl sich eine statistische Analyse aus. Leider macht
Warner in seiner Arbeit keine Angaben {iber die Haufigkeit des Auftretens dieser diinnen
Schichten.

Grundsétzlich sind die eigenen Arbeiten und die von Warner dahingehend vergleichbar, dafl
in beiden Fallen von den gefroren hydratisierten Proben Querschnitte angefertigt wurden
und im Elektronenmikroskop untersucht wurden. Die Querschnittsflichen erreichten aber
bei Warner nicht die Gréfle und Homogenitét der vorliegenden Arbeit, wodurch Morpho-
logieuntersuchungen auf grofien Flichen und statistische Aussagen nicht moglich wurden.
Insbesondere in der eigenen Arbeit hat sich gezeigt, wieviel biologische Variabilitdt das
Stratum Corneum intrinsisch zeigt und daf§ dadurch eine Analyse und Interpretation ein-
zelner Bilder oder Proben einen sehr spekulativen Charakter bekommt. Aussagen iiber
das "untere Stratum Corneum” machen ferner eine eindeutige Abgrenzung vom Stratum
Granulosum notwendig, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen. In die-
ser Arbeit war dies — nicht zuletzt durch die grofien Querschnittsflachen — reproduzierbar
moglich; bei Warner fehlen entsprechende Angaben. Durch die diskutierten methodischen
Unterschiede ist ein Vergleich der Ergebnisse mit den eigenen schwierig.

Durch Bouwstra et al. ([7]) wurde ebenfalls das Hydratationsverhalten der Corneozy-
ten untersucht. Dazu wurde Bauch- oder Brusthaut von kosmetischen Operationen auf der
Dermisseite mit Trypsin*® in Kontakt gebracht, um danach das Stratum Corneum ablosen
zu konnen. Das so isolierte Stratum Corneum wurde fiir jeweils 24 Stunden iiber Silica Gel
getrocknet oder iiber destilliertem Wasser oder Salzlésungen hydriert, anschlieend gewo-
gen und auf einem Halter festgefroren. Aufler bei den Proben, die {iber destilliertem Wasser
hydriert wurden, mufite dafiir ein Gewebe-Einbettmedium (TBS, eine Mischung aus Po-
lyvinylalkohol, Carbowax und anderen nichtreaktiven Substanzen) verwendet werden. Die
HautauBenseite konnte dann nicht mehr von der epidermalen Seite unterschieden werden.
Mithilfe des Halters wurden die Proben dann in fliissigem Propan plungegefroren, danach
Querschnitte mit einem Diamantmesser angefertigt und diese schliefflich mikroskopiert.
Parallel dazu wurden auch ganze Hautstiicke wie vorher beschrieben in einer geséttigten
Wasserdampfatmosphére hydriert und ebenfalls plungegefroren, geschnitten und mikrosko-
piert.

Nach Hydratation iiber destilliertem Wasser vervierfachte sich die Masse des isolierten

ein eiweisspaltendes Enzym, das auch im menschlichen Magen und Diinndarm vorkommt.
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Stratum Corneums und es werden héufig Wassereinschliisse zwischen den Corneozyten von
unterschiedlicher Grofie beobachtet. Es wird ferner berichtet, dafl die inneren und dufleren
Bereiche am wenigsten gequollen sind, wéhrend die Zentralregion die stédrkste Wasser-
aufnahme zeigt — in den verdffentlichten Bildern besteht diese ”Zentralregion” allerdings
teilweise nur aus einer einzigen Corneozytenschicht und es wird nicht berichtet, wieviel
Zellschichten sie typischerweise umfafit. In den eigenen Untersuchungen im Rahmen dieser
Dissertation wurden auch immer wieder einzelne Corneozyten in unterschiedlichen Tiefen
des Stratum Corneums beobachtet, die sich durch eine auffallend geringe Dicke und/oder
ein deutlich unterschiedliches Segregationsmuster von den direkt benachbarten Zellen un-
terschieden. Allerdings war ihre Haufigkeit in der statistischen Auswertung viel zu gering,
um ihnen eine reale morphologische Bedeutung zuordnen zu kénnen. Vermutlich handelt es
sich hier nur um besonders extreme Beispiele der biologischen Variabilitdt — denn ungefédhr
gleich héufig wurden auch auflergewohnlich dicke Corneozyten im Stratum Corneum be-
obachtet.

Zudem sind die Hydratationsexperimente von Bouwstra et al. kritisch zu bewerten, da
hier zunéchst das Stratum Corneum enzymatisch abgedaut wurde. Es ist noch nicht ge-
nau geklart, ob so exakt die lebenden Schichten des Stratum Granulosums von den toten
Schichten des Stratum Corneums separiert werden kénnen oder ob auf diese Weise auch
einige Corneozytenschichten mit entfernt werden. Zudem ist véllig unklar, welchen Einflufl
diese Behandlung auf das Hydratationsverhalten hat — deswegen wurde auch im Rahmen
dieser Disseratation von einer Enzymbehandlung vollstéandig abgesehen. Um den Einflufl
beurteilen zu konnen, wurden von Bouwstra et al. auch vollstindige Hautstanzen iiber
destilliertem Wasser hydriert und prépariert — in den beiden in [7] gezeigten Bildern ha-
ben aber alle Schichten des Stratum Corneums vergleichbare Dicken. Stattdessen wird ein
unterschiedlicher Wassergehalt durch den unterschiedlichen Kontrast der einzelnen Schich-
ten begriindet, was aber bei elektronenmikroskopischen Bilder sehr spekulativ ist, da der
Kontrast von vielen anderen Faktoren abhingt (Flachenkontrast, Bedampfungsgeometrie
der Oberflache, Art des Elektronendetektors; siehe Abschnitt 2.2.3 ab Seite 16), eine Dis-
kussion dieser EinfluBgroflen fehlt aber bei Bouwstra et al.

Bei Hydratation iiber verschiedenen Salzlosungen (27 %ige NaBr-Losung bzw. gesittig-
te Natriumcarbonatlosung) war eine 18 %ige bis 26 %ige bzw. 57 %ige bis 87 %ige Ge-
wichtszunahme beobachtet worden. Wéahrend sich im ersten Fall eine homogene Wasser-
aufnahme einstellte, berichten Bouwstra et al., daf§ das mittlere Stratum Corneum nach
Hydratation iiber Natriumcarbonat einen hohen Kontrast im Mikroskop sowie stark ge-
schwollene Corneozyten zeigt. Die gezeigten Bilder scheinen dies auch teilweise zu belegen.
Allerdings wurden diese Proben vor dem Gefrieren auf dem Probenhalter mittels eines
Gewebe-Einbettmediums fixiert. Es ist bekannt, dafl dies einerseits das Hydratationsver-
halten verdndern kann und andererseits vor mechanischen Zerstorungen durch wachsende
Eiskristalle schiitzt, indem es die Unterkiihlbarkeit des Gewebewassers erhoht [55], [58].
Insbesondere wegen der unvorhersehbaren Verdnderung des Hydratationsverhaltens wur-
de bei den eigenen Untersuchungen auf jegliche Chemikalien verzichtet und die Proben
bei der Préparation ausschlieflich mechanisch mittels Schrauben geklemmt. Auch die ei-
genen Arbeiten mit Glycerin — einer Substanz mit bekannt cryoprotektiver Wirkung —
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zeigen eine deutliche Verminderung der Gefrierartefakte in den Corneozyten (wie bereits
in den Resultaten ab Seite 79 vorgestellt). Bouwstra diskutiert eine mogliche Beeinflus-
sung der Ergebnisse nicht; es ist aber anzunehmen, dafl insbesondere die dusseren Bereiche
des isolierten Stratum Corneums mit dem FEinbettmedium in Kontakt kommen und es
aufnehmen, wohingegen der Mittelteil relativ unbeeinflufit bleibt. Dies wiederum kann die
geringere Quellung der Auflenbereiche im Vergleich zum Mittelteil sowie die unterschiedli-
chen Signalausbeuten (und somit den anderen Kontrast) dieser Bereiche erkléren.

Die Arbeiten von Bouwstra et al. geben neue Einblicke in das Hydratationsverhalten der
Cornezyten — insbesondere weil die einhergehende Gewichtszunahme dokumentiert werden
konnte. Unvermeidbar ist dabei die enzymatische Ablosung des Stratum Corneums, die
allerdings Artefakte beinhalten kann. Eine Vergleichbarkeit zu den eigenen Ergebnissen
wird insbesondere erschwert, da sich sicherlich das Hydratationsverhalten von isoliertem
Stratum Corneum von dem in einer Hautstanze (wie sie in dieser Arbeit ausschlieflich
verwendet wurde) unterscheiden wird*. Zudem befeuchteten Bouwstra et al. die Proben
ausschliellich iiber die Gasphase, wéihrend in dieser Arbeit hauptsédchlich Fliissigkeiten
direkt appliziert wurden. Ubereinstimmend kam es bei der stérksten Hydrierung zur Aus-
bildung zahlreicher Wassereinschliisse. Ansonsten ist eine Vergleichbarkeit der Daten durch
die ginzlich andere Probenpréaparation nur schwer moglich.

5.3 Stratum Corneum-Integritéit

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Hydratation des Stratum Corneums ist
deutlich geworden, dafl die Verklammerungen und die Desmosomen fiir die strukturelle
Integritdat verantwortlich sind. Wassereinlagerungen zwischen den Corneozyten-Schichten
fithrt zu einer Zerstorung dieser Strukturen, wobei allerdings die Verklammerungen héufig
noch den letzten mechansichen Kontakt herstellen.

In diesem Zusammenhang ist wichtig anzumerken, dafl nicht nur ein zu hoher sondern
auch ein zu geringer Feuchtegehalt Auswirkungen auf die mechanische Stabilitdt hat: So
hat Nicolopoulos et al. in [95] untersucht, bei welchen Kréften es zu Rissen in isoliertem
Stratum Corneum kommt und mit welcher Geschwindigkeit sie sich ausbreiten. Wird es
bei einer Luftfeuchtigkeit von 35 % hydriert, so treten Briiche im Stratum Corneum bei
relativ geringen Kréften (0,6 k7/m?) auf und propagieren sehr schnell (2 s fir 10 mm). Wurde
das Stratum Corneum aber bei 85 % Luftfeuchtigkeit hydriert, so erhéhen sich die Bruch-
kréft bis 4,5kJ/m?2, wihrend sich die Bruchgeschwindigkeit deutlich vermindert (bis 52s fiir
10 mm). Laut Nicolopoulos sind diese Werte vergleichbar mit denen von stabilien Polyme-
ren, wie z.B. Polytetraflourethylen (PTFE).

Diese Untersuchungen zeigen, dafl eine optimaler Wassergehalt im Stratum Corneum exi-
stiert, der mittels Hydratation durch die lebenden Schichten der Epidermis aufrecht er-
halten wird. Ein zu hoher Wassergehalt fiihrt zu Wassereinlagerungen zwischen den Cor-

Im letzteren Fall kann die Epidermis und Dermis als Wasserspeicher und -senke wirken. Weil dies auch
im natiirlichen Verbund der Haut der Fall ist, ist dieser Aufbau realitdtsniher als bei isoliertem Stratum
Corneum.
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neozytenschichten und einer Zerstorung des Zusammenhaltes. Bei einem zu geringen Was-
sergehalt verliert das Stratum Corneum hingegen einen Grofteil seine Reiffestigkeit und
Flexibilitat.

5.4 Klinische Bedeutung der Hydratationsergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dafl die Permeationsbarriere des Stratum Corneums
wahrscheinlich in der zweiten Zone liegt. Sie hat gréoflenordnungsméfig die Osmolaritéat
einer 15 bis 20 %igen Kochsalzlosung. Dies gibt einen Erklarungsansatz, warum bei Psoria-
sis*-Patienten eine (wenn auch auf 10-14 Tage zeitlich begrenzte) Besserung der Symptome
eintritt, die ein Bad in ungefihr der gleichen Salzkonzentration nehmen’. Wahrscheinlich
wird dadurch die Integritit des Stratum Corneum als Ganzes erhoht.

Die erstaunliche Stabilitdt der zweiten Zone erklért ferner die Schwierigkeiten, die topisch
applizierte Substanzen bei der Penetration durch die Haut haben (500 Dalton Regel [98]).
Penetrationsbeschleuniger miissen daher in dieser Zone wirken, beispielsweise durch eine
Storung — nicht aber einer Zerstorung — der Integritét mittels niedriger Osmolaritéiten. Um
den transepidermalen Wasserverlust durch eine Verstdrkung der Permeationsbarriere zu
verringern, mufl hingegen stabilisierend auf die zweite Zone eingewirkt werden.

* Psoriasis (Schuppenflechte): chronische Hauterkrankung, die circa 3 % der Mitteleuropéer betrifft. Durch
eine ungefihr siebenfach schnellere Zellteilung im Stratum Basale verhornen die Corneozyten nicht mehr
ausreichend. Sie ist angeboren, kann aber lange verborgen bleiben und/oder Generationen iiberspringen
[96], [97].

t Anwendungsempfehlung: auf 6 bis 101 Badewasser 1,5kg PSORI-SAL, einer Mischung hauptsichlich ver-
schiedener Chloridsalze. Dies entspricht einer Salzkonzentration von 15 % bis 25 %. Hersteller: Psorimed,
http://www.psorimed.com, psorimed-berlin@freenet.de
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Kapitel 6

Ausblick

Die im Rahmen dieser Dissertation entwickelten Praparationstechniken haben neue Unter-
suchungen an menschlicher Haut moglich gemacht und so einige offenen Fragen beantwor-
ten konnen. Allerdings sind dadurch — wie auch héufig in vielen anderen wissenschaftlichen
Disziplinen zu beobachten — véllig neue Fragen entstanden, die nun der Beantwortung
harren. Zusammen mit moglichen Verbesserungen der Préparation sollen diese hier kurz
vorgestellt und diskutiert werden.

6.1 Préaparation

Bei den durchgefiihrten Gefriersubstitutionen hat sich gezeigt, dafl insbesondere das
Stratum Corneum nur unzureichend erhalten blieb. Die Vermutung, dafl dies an einer
zu geringen Primérfixierung durch das Uranylacetat lag, hat sich in ersten Vorversuchen
bestatigt: Eine Zugabe von 1% Osmiumtetroxid im ersten Substitutionsschritt und eine
vollstdandige Auswaschung in den weiteren Schritten scheint den Zusammenhalt der Corneo-
zyten untereinander wie auch die extrazelluldren Lipide im Stratum Corneum zuverléssiger
zu erhalten, ohne dabei durch eine zu starke Schwarzung der Probe die UV-Polymerisation
zu behindern.

Bei den gefroren hydratisierten Proben (seien sie jetzt hochdruckgefroren oder plungege-
froren) stellte die Kontamination der praparierten Oberfliche mit Wasser beim Transfer
vom Cryo-Ultramikrotom in das Vakuum der Gefrierdtzanlage stets das grofite Problem
dar. Auch das Transfersystem, durch das die Probe ausschliellich Kontakt mit gasféormigem
Stickstoff auf Raumtemperatur hat, konnte die Kontaminationen nur vermindern. Wahr-
scheinlich befanden sich in dem Gas noch Reste von Wasser, das sich dann natiirlich am
kéltesten Punkt — also der gefrorenen Probe selbst — niederschligt. Wiinschenswert wiére
eine Aufnahme der Probe direkt aus dem Cryo-Ultramikrotom unter einer Atmosphére aus
kaltem gastformigem Stickstoff in das Transfersystem. Das hétte einerseits den Vorteil, daf3
sich eventuelles gasformiges Wasser bereits niedergeschlagen hétte und andererseits eine
Zwischenlagerung in fliissigem Stickstoff entfallen wiirde, was zudem den mechanischen
Strefl der Probe — beispielsweise durch Temperaturschwankungen — vermindern wiirde.
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6.2 Mikroskopie und Auswertung

Durch die benutzte Kipprotationsbedampfung ist es prinzipiell moglich, nach der Abbil-
dung im Rasterelektronenmikroskop den Platin-Kohlenstoff-Film von der Probe zu trennen,
aufzureinigen und als Replika im Transmissionselektronenmikroskop zu mikrosko-
pieren. Die Schichtdicken wurden bewufit so dick gewahlt, um die notwendige mechanische
Stabilitdt zu gewéhrleisten (sogar eine Kohlenstoffschicht von 80nm ist durchstrahlbar
gewesen). Dies ermoglicht eine vergleichende Abbildung der gleichen Probe durch unter-
schiedliche Elektronenmikroskope und eine Langzeitlagerung als Replika.

Wiirde im Gegenteil nur die Oberfliche im Cryo-Ultramikrotom prapariert aber nicht mit
Schwermetallen oder Kohlenstoff bedampft, so kann man mittels energiedispersiver Ront-
genanalyse (EDX) auch Elementverteilungen in der Haut visualisieren.

Die zonal unterschiedliche Wasseraufnahme der Corneozyten legt die Frage nach dem
Grund dafiir nahe. Wie bereits diskutiert, kann dies unter anderem in einer unterschiedli-
chen Orientierung der Intermediérfilamente begriindet sein. Eine Analyse in Abhéngig-
keit von der Schichtdicke kann dariiber Aufschlufl geben. Zusammen mit den Intermediarfi-
lamenten spielen auch die extrazellularen Lipide fiir das Hydratationsverhalten eine ent-
scheidende Rolle. Neben einer Untersuchung ihrer allgemeinen Organisation im Stratum
Corneum ist dies insbesondere in der zweiten Zone von Interesse, weil diese sich durch ihre
besondere Stabilitit auszeichnet.

Eine schnellere und objektivere Auswertung der Zelldicken anhand der elektronenmikrosko-
pischen Bilder ist nur durch eine computergestiitzte Auswertung moglich. Ein entspre-
chendes Programm ist inzwischen entwickelt und einsatztauglich. Dies sollte unmittelbaren
Einflu} auf die Erhebung von statistischen Daten haben.
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Kapitel 7

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine seit langerem bestehende Cryopréparationstech-
nik [8] weiterentwickelt, um erstmals statistische Daten iiber das Hydratationsverhalten
und morphologische Parameter verschiedener Schichten des Stratum Corneums erheben
zu konnen. Dazu mufite ein hoher Probendurchsatz, relativ grofle Probenareale und eine
adaquate Mikroskopietechnik miteinander verbunden werden. Ein Ziel war dabei, das Hy-
dratationsverhalten durch die Praparation zuverldssig zu erhalten. Damit schlof§ sich eine
chemische Fixierung und die Benutzung eines chemischen Gefrierschutzes aus. Stattdes-
sen wurde die Haut mittels Plungegefrierens inaktiviert und auch die weitere Préaparation
erfolgte auf rein physikalischem Wege. Durch Tieftemperatur-Ultramikrotomie konnten re-
produzierbar grofle Querschnittsflichen quer durch die 3 mm Hautstanzen angefertigt wer-
den. Ein anschlieBendes partielles Gefrierédtzen legte Strukturen im subzelluldren Bereich
(Filamente, Desmosomen) offen. Eine Beschichtung der Querschnittsfliche mit 6 nm Platin
oder Wolfram und 40 nm Kohlenstoff unter Kipprotation gewéhrleistete bei Detektion der
Riickstreuelektronen die notwendige Detailgenauigkeit. Begleitend wurden auch Hautpro-
ben hochdruckgefroren und gefriersubstituiert, um die Strukturerhaltung zu validieren und
den moglichen Einfluf der jeweiligen préiparativen Artefakte einschétzen zu konnen.

Durch diese speziell an Biopsien angepafite Probenpréiparation wurden statistische Aussa-
gen zum Hydratationsverhalten des Stratum Corneums moglich. Dabei wurde destilliertes
Wasser, Salzlosungen verschiedener Konzentrationen sowie eine geséttigte Wasserdampf-
atmosphére fiir 12 Stunden auf frische Hautbiopsien appliziert. Bei destilliertem Wasser
und Kochsalzkonzentrationen unter 5% kam es — in Ubereinstimmung mit den Arbei-
ten von Warner [6] und Bouwstra [7] — zur Ausbildung von Wasserkavitéiten zwischen
den Corneozyten mit Groflen bis zu 25 pm im oberen Stratum Corneum, die die struktu-
relle Integritét stark storen. Ihre Grofle wird offenbar durch die Osmolaritdt der extern
applizierten Fliissigkeit bestimmt, wihrend ihre Haufigkeit von der Menge des eindringen-
den Wassers abhéngt. Die entwickelte Probenpréaparation machte insbesondere statistische
Aussagen moglich. So hat sich gezeigt, dal selbst innerhalb des gleichen Hautareals die
Corneozytendicken der gleichen Schicht im Stratum Corneum natiirlicherweise um bis zu
40 % (Anteil der Standardabweichung vom Mittelwert) schwanken kénnen. Die mittlere
Dicke kann durch Hydratation (je nach Zone) bis zu 200 % zunehmen. Somit werden die
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widerspriichlichen Literaturwerte zum Wassergehalt des Stratum Corneums von 10 %-20 %
bei ex vivo Untersuchungen ([21], [22]) bis hin zu in vivo-Raman Werten von 35 % ([23],
[24]) versténdlich.

Durch die Ausbildung der Wasser- und Glycerinkavitéiten und die wesentlich verminder-
ten Gefrierartefakte bei Glycerinzugabe konnte ein Penetrieren der extern applizierten
Losungen nachgewiesen werden. Die Verdnderung der Dicken der Corneozyten sowie ihres
Segregationsmusters zeigte zudem auch quantitativ eine deutlich inhomogene Hydratation
innerhalb des Stratum Corneums. Dabei konnten drei Zonen identifiziert und unterschieden
werden:

e Zellen der ersten Zone (direkt iiber dem lebenden Stratum Granulosum) besitzen
das groBite hygroskopische Potential, das sich in einer grofien Verdickung infolge Was-
seraufnahme sowie nach dem Plungegefrieren durch grofie Eissegregationsmuster im
Inneren duflert. Mit dem Umbau der Plasmamembran zur Cornified Envelope ist eine
funktionelle Permeabilitdtsbarriere erst im Entstehen begriffen.

e Die zweite Zone zeigt insgesamt eine sehr geringe Wasseraufnahme-Kapazitit. Ins-
besondere bei Applikation hochkonzentrierter Salzlosungen (ab 15 %) sind die einzel-
nen Corneozyten auflergewohnlich diinn und zeigen ein sehr kleines Segregationsmu-
ster. Zusammen mit der Auswertung der Dickenmessungen 148t dies die Vermutung
zu, daf} sich bei diesen Salzkonzentrationen keine osmotische Kraft und somit kein
Gradient zwischen dem AuBeren und dem Inneren der Corneozyten ausbildet. So ist
es erstmals mdoglich geworden, die Osmolaritéit der Zellen dieser Zone abschétzen zu
koénnen.

e Corneozyten der dritten Zone sind wahrscheinlich Zellen der zweiten Zone, die
durch zunehmende biochemische und mechanische Einfliisse der Hautauflenseite so-
wie vielfiltige interne enzymatische Abbauprozesse degenerieren: Sie zeigen namlich
das gleiche Hydratationspotential in Abhéngigkeit von den duleren Salzlésungen wie
fiir die zweite Zone diskutiert. Der Zellzusammenhalt ist aber offenbar vermindert
(sichtbar durch die Ausbildung von Wasserkavititen bevorzugt in dieser Zone) und
das Hydratationspotential steigt.

Der Ort der effektiven Hydratationsbarriere des Stratum Corneums kann aufgrund dieser
Ergebnisse in der mechanisch hochstabilen und schwankungsarmen zweiten Zone ange-
nommen werden. Insbesondere gibt diese Zone den Hautlipiden die Md&glichkeit, sich hier
in einer geordneten Konfiguration auszubilden und so die bekannten extrazelluldren Li-
pidlamellen zu bilden und diese auch bei wechselnder Luftfeuchtigkeit zu erhalten. Diese
Erkenntnisse eréffnen nun die Moglichkeit der Beeinflussung, um entweder die Penetration
durch das Stratum Corneum zu beschleunigen, umgekehrt den transepidermalen Wasser-
verlust zu reduzieren, oder den Wassergehalt des Stratum Corneums definiert zu beeinflus-
sen.



115

Abkiirzungsverzeichnis

BSE riickgestreute Elektronen (englisch: BackScattered Electrons)

EM Elektronenmikroskopie

ET Detektor Everhart Thornley Detektor

0sOy Osmiumtetroxid

REM Rasterelektronen-Mikroskop oder Rasterelektronen-Mikroskopie

RT Raumtemperatur

SE Sekundéarelektronen

TEM Transmissionselektronen-Mikroskop ~ oder  Transmissionselektronen-
Mikroskopie

UAc Uranylacetat
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