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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Eines der wichtigsten Organe des Menschen ist die Haut mit vielfältigen Funktionen

und mit einer Oberfläche von ca. 2 m2. Sie besteht aus Epidermis, Dermis und Subkutis

(Bild 1.1a). Die Epidermis ist ein mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel und besteht

überwiegend aus Keratinozyten, die vom Stratum basale (Basalzellschicht), über das

Stratum spinosum (Stachelzellschicht) bis hin zum Stratum granulosum (Körnerzell-

schicht) und zum Stratum corneum zunehmend differenzieren (Bild 1.1b). Das Stra-

tum corneum (Hornzellschicht) besteht aus kernlosen, dicht geschichteten Korneozyten

(Hornzellen), die überwiegend Keratin enthalten.

Weitere Zellen der Epidermis sind Melanozyten, die in speziellen Organellen den Me-

lanosomen das Hautpigment Melanin bilden, Langerhans-Zellen, die eine große Rolle

bei der Antigenerkennung und -präsentation zellvermittelter Immunreaktionen spielen,

und neuroendokrine Merkel-Zellen (Johnson 2001), die der Mechanorezeption dienen.

In der Dermis finden sich, eingelagert in eine amorphe glykosaminglykanhaltige Grund-

substanz, dicht angeordnete, verflochtene Bündel kollagener und elastischer Fasern, die

beide von dazwischen eingestreuten Fibroblasten gebildet werden. Darüber hinaus sind

Blut- und Lymphgefäße, Nervenfasern und Rezeptoren für verschiedene Reizqualitäten

vorhanden.

Der in die Epidermis zapfenförmig hineinragende kapillartragende Teil der Dermis bil-

det das Stratum papillare, darunter schließt sich bis zur Subkutis das Stratum reticulare

an.

Die Subkutis besteht aus lockerem Bindegewebe mit eingelagertem Fettgewebe und

dient als Schutzpolster und Energiereserve.

Als Grenzorgan zur Umwelt dient die Haut dem Schutz des Organismus vor exogenen

Einwirkungen und verhindert den unkontrollierten Verlust von Wasser und Elektroly-
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1.2 Wundheilungsprozess

ten. Gleichzeitig dient sie der Thermo- und Osmoregulation. Neben der strukturellen

Barriere bietet sie komplexe neurale Schutzmechanismen, die durch die Mechanorezep-

toren als Tast-, Temperatur- und Schmerzempfinden vermittelt werden. Die Funktion

der Haut als neuro-endokrines Organ hat sich erst zunehmend in der jüngeren Vergan-

genheit etabliert.

Bei Traumata durch Verwundung muss die komplexe Struktur der Haut reproduziert

werden, um die verlorene Barriere wiederherzustellen. Diesen physiologischen Prozess

zur Regeneration zerstörten Gewebes bezeichnet man als Wundheilung.

(a) (b)

Bild 1.1: Schematischer Querschnitt der Haut (a) Die Haut setzt sich aus der

Epidermis, der Dermis und dem subkutanen Fettgewebe zusammen. Haare,

sowie Schweiß- und Talgdrüsen sind in der Dermis verankert. (b) Die Epider-

mis setzt sich aus den Schichten Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum

granulosum und dem Stratum corneum zusammen (modifiziert nach Elsässer).

1.2 Wundheilungsprozess

Bei der Wundheilung handelt es sich um einen dynamischen interaktiven Prozess, der

viele Mediatoren wie gewebeständige und infiltrierende Zellen, Komponenten der extra-

zellulären Matrix und eine Reihe von zellulären und molekularen Interaktionen beinhal-

tet (Singer und Clark 1999). Die Wundheilung verläuft in drei Phasen, die sich zeitlich
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1.2 Wundheilungsprozess

überlappen: Inflammationsphase (Entzündungsphase), Regenerationsphase und Remo-

dellierungsphase.

1.2.1 Die Inflammationsphase

Unmittelbar nach der Verletzung setzt die Entzündungsphase (Bild 1.2) ein. Als erstes

muss die Blutung mittels der Aggregation von Blutplättchen und Vasokonstriktion ge-

stoppt werden. Der entstandene Propf besteht aus Thrombozyten, die in Fibrin, Fibro-

nektin, Vitronektin und Thrombospondin quervernetzt eingebettet sind. Die Throm-

bozyten aktivieren nicht nur die Gerinnungskaskade, sondern starten die Komplement-

kaskade und setzen zusätzlich Wachstumsfaktoren frei, die eine positive Chemotaxis

auf zirkulierende Entzündungszellen bewirken.

Bild 1.2: Inflammationsphase der kutanen Wundheilung. Durch die Blutgerin-

nung wird die Kapillarverletzung geschlossen. In der Wunde sind eine Vielzahl

von Bakterien, Neutrophilen und Thrombozyten enthalten. Die Struktur der

Epidermis mit den Hautanhangsgebilden ist angrenzend der Wunde noch in-

takt (modifiziert nach Gurtner et al. (2008))

Durch die Vasodilatation gelangen Neutrophile und Monozyten mittels Diapedese in die

Wunde. Die Aufgabe der neutrophilen Granulozyten ist die Abwehr eingedrungener Mi-

kroorganismen über Phagozytose und Bildung von Sauerstoffradikalen. Monozyten, die

3



1.2 Wundheilungsprozess

im Entzündungsherd zu Makrophagen differenzieren, sind die Hauptproduzenten von

stimulatorischen Signalen, die wiederum die Inflammation vorantreiben (Brown 1995).

Die wichtigsten Mediatoren sind CSF-1, TNF-α, TGF-β und IGF-I (Rappolee et al.

1988). Unter anderem spielen sie eine wichtige Rolle in der Migration und Aktivierung

von Fibroblasten.

1.2.2 Die Regenerationsphase

Die Regenerationsphase beinhaltet die Reepithelialisierung und die Bildung von Gra-

nulationsgewebe (Bild 1.3). Die Reepithelisierung beginnt bereits einige Stunden nach

der Verletzung. In den epidermalen Zellen vollziehen sich phänotypische Veränderun-

gen, wie z.B. die Umlagerung der intrazellulären Tonofilamente, sowie die Auflösung

von Zellverbindungen, wie Desmosomen und Gap Junctions (Goliger und Paul 1995).

Daraufhin lösen sich die epidermalen und dermalen Zellen aus dem Zellverband, wobei

eine Bewegung der Zellen möglich ist. Die Migration von epidermalen Zellen wird durch

ihre Expression von Integrinrezeptoren auf ihrer Oberfläche und den damit verbunde-

nen Interaktionen mit den extrazellulären Matrixproteinen, wie Fibronektin, realisiert.

Zudem besitzen die Keratinozyten die Fähigkeit, die vor ihnen liegende Fibrinbarrie-

re mittels Enzymen, den sogenannten Matrixmetalloproteasen (MMPs), zu verdauen.

Die Keratinozyten, die sich hinter dem Leading Edge befinden, proliferieren zunächst

und differenzieren dann zu reifen Zellen, um die Barrierefunktion des Epithels wie-

der herzustellen (Singer und Clark 1999). Durch Zelldifferenzierung, Verankerung der

Zellen in der Basalmembran und Bildung neuer Zellkontakte, wie Desmosomen und

Hemidesmosomen entsteht eine neue Epidermis.

Darunter entsteht ein Granulationsgewebe, dass Makrophagen, Fibroblasten und neue

Blutgefäße enthält und aus Bestandteilen der extrazellulären Matrix, vor allem Fi-

brin, Fibronektin, Kollagen und Hyaluronsäure besteht (Singer und Clark 1999). Die

Makrophagen sind eine große Quelle an Wachstumsfaktoren, die für die Fibroblasten-

vermehrung und die Angiogenese notwendig sind. Die Neovaskularisierung, angeregt

durch anfängliche Hypoxie sowie angiogenen Faktoren wie VEGF und bFGF, ist es-

sentiell für die Sauerstoff- und Nährstoffversorgung des sich neubildenden Gewebes. Im

späteren Zeitverlauf kommt es zu einer Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibro-
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1.2 Wundheilungsprozess

blasten, dabei handelt es sich um kontraktile Zellen, die die Wundränder aneinander

führen.

Bild 1.3: Die Regenerationsphase der kutanen Wundheilung. Neue Blutgefäße

werden gebildet und versorgen das Wundgebiet. Unter dem sich neubilden-

den Wundschorf kann man die Migration von epithelialen Zellen beobachten

(modifiziert nach Gurtner et al. (2008)).

1.2.3 Die Remodellierungsphase

Die letzte Phase der Wundheilung ist die Remodellierungsphase (Bild 1.4), bei der

die Narbenbildung stattfindet. Nach ungefähr 6-12 Monaten wird die Kollagenstruktur

der Granulationsmatrix umgelagert, Kollagene vom Typ III werden durch Kollagene

vom Typ I ersetzt. Dieser Vorgang wird durch die Matrixmetalloproteasen vermittelt,

die von Fibroblasten, Makrophagen sowie Endothelzellen gebildet werden. Somit er-

langt das Gewebe im Wundbereich seine fast ursprüngliche Zugfestigkeit zurück. Die

meisten endothelialen Zellen, Makrophagen und Myofibroblasten gehen in Apoptose

oder verlassen den Wundbereich. Das zurückbleibende Gewebe ist zellarm und besteht

hauptsächlich aus Kollagen und anderen extrazellulären Matrixproteinen (Gurtner et

al. 2008).
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Bild 1.4: Die Remodellierungsphase der kutanen Wundheilung. Die Wundrän-

der kontrahieren sich und es entsteht eine geschlossene Oberfläche, die Narbe,

wobei die weiteste Ausdehnung der Wunde in der Tiefe vorliegt. Das umge-

lagerte Kollagen gewährleistet eine gewisse Zugfestigkeit. In dem zugeheilten

Areal befinden sich keine Hautanhangsgebilde (modifiziert nach Gurtner et

al. (2008)).

1.3 Östrogene

1.3.1 Vorkommen und Biosynthese von Östrogenen

Östrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone aus der Klasse der Steroid-

hormone, die bei Frauen hauptsächlich in den Ovarien und bei Männern in den Hoden,

bei beiden Geschlechtern aber auch in geringen Mengen in der Nebennierenrinde, im

Fettgewebe, in der Leber, in der Haut im Haarfollikel und den Talgdrüsen sowie im Ge-

hirn durch die enzymatische Umwandlung von Androstendion gebildet werden (Nilsson

und Gustafsson 2002).

Die Hormonkonzentration im Blut sowie das Verhältnis von weiblichen und männlichen

Hormonen zueinander unterscheidet maßgeblich die beiden Geschlechter voneinander.

Östrogen existiert in verschiedenen Formen im Körper: Östradiol, Östron und Östriol,

wobei 17-β-Östradiol (E2) die potente und vorherrschende Form darstellt.
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1.3 Östrogene

Bild 1.5: Die Biosynthese von 17-β-Östradiol. Östrogen und Androgen werden

über Dehydroepiandrosteron (DHEA) aus Cholesterol synthetisiert. DHEA

wird zu Testosteron umgewandelt, entweder über Androstenedion (Adion)

oder Androstenediol (Adiol). Die Östrogene Östron und 17-β-Östradiol wer-

den durch die Aromatase aus ADion und Testosteron synthetisiert. (1) 3β-

Hydroxysteroid dehydrogenase (HSD); (2) 17β-HSD; (3) 5α-Reductase; (4)

Aromatase (modifiziert nach Thornton (2005)).

Die Biosynthese von Sexualsteroiden (Bild 1.5) beginnt mit Cholesterol, ein Aus-

gangsstoff für jedes Steroidhormon, dass entweder aus Azetat in fast allen steroido-

genen Geweben synthetisiert wird, oder direkt vom freizirkulierenden LDL Choleste-

rol oder HDL Cholesterol dem Organismus zur Verfügung steht (Albrecht und Pepe

1990). Cholesterol wird über Pregnenolon zu Dehydroandrostendion (DHEA), einen

Vorläufer für Androgene und Östrogene, umgewandelt. Aus DHEA wird durch 3β-

Hydorxysteroiddehydrogenase (HSD) Androstendion synthetisiert, ein direkter Vorläu-

fer für Testosteron und Östron. Das entscheidende Enzym zur Produktion von Östroge-

nen ist die Aromatase, die die Konversion von Androstendion zu Östron und Testosteron

zu E2 katalysiert.
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1.3 Östrogene

1.3.2 Östrogenrezeptor und Signalwege

Der Wirkmechanismus von E2 (Bild 1.6) beruht auf dem Östrogenrezeptor (ER), ei-

nem Steroidrezeptor, der zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren zählt (Jensen und

Jacobson 1962). Der Effekt von 17-β-Östradiol (E2) auf die unterschiedlichen Gewebe

ist determiniert durch den Rezeptorsubtyp und seinen posttranslationalen Status, der

Balance zwischen Co-Repressor und Co-Aktivator, die Transformation des Rezeptors

nach Ligandenbindung und die Interaktion des finalen Rezeptorproteinkomplex mit

dem Promotor des Zielgens (McDonnell und Norris 2002).

Es existieren zwei Isoformen des Östrogenrezeptors, ERα (Greene et al. 1986) und

ERβ (Kuiper et al. 1997). Die beiden Rezeptorproteine werden von verschiedenen Ge-

nen kodiert, die auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind. ERα befindet sich

auf dem humanen Chromosom 6, wobei ERβ auf dem Chromosom 14 lokalisiert ist

(Enmark et al. 1997). 17-β-Östradiol aktiviert ERα und ERβ, um somit die Tran-

skription, durch Bindung der Dimere der ligandenaktivierten Rezeptoren an spezifische

DNA-Sequenzen, den sogenannten estrogen response elements (ERE), die im Bereich

des Promotors des Zielgens lokalisiert sind, zu erhöhen (Klinge 2001).

In einigen Studien konnte ein Heterodimer von ERα und ERβ nachgewiesen werden,

woraus man auf Interaktion der beiden Rezeptoren schließen könnte (White et al. 1987)

(Cowley et al. 1997). ERα und ERβ binden nicht nur mit nahezu gleicher Affinität

17-β-Östradiol, sondern weisen ein fast gleiches Bindungsprofil für natürliche und syn-

thetisierte Liganden, wie z.B. 4-OH-Tamoxifen, auf (Kuiper et al. 1997). Die schnelle

Zellantwort nach der Stimulation mit Östrogen lässt auf einen zusätzlichen nichtgeno-

mischen Prozess schließen (Hewitt et al. 2006). Beispielsweise lässt die schnelle Erhö-

hung der intrazellulären Kalziumkonzentration in Makrophagen (Guo et al. 2002) und

die Induktion der MAP Kinase in endothelialen Zellen (Russell et al. 2000), auf einen

Membranrezeptor, der auf Östrogen sensibel reagiert, schließen.

Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass es neben den nukleären Rezeptoren auch Östro-

genrezeptoren in der Plasmamembran (Pedram et al. 2007) und extranukleären Orga-

nellen (Acconcia und Marino 2011) gibt. Die beteiligten aktivierten Enzyme in der

Signalkaskade sind z.B. die Serin-Threonin Kinase, mitogen-aktivierte Protein Kinase
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1.3 Östrogene

(MAPK), Phospholipase C und die Proteinkinase A,B und C (Alexaki et al. 2004, Lee

et al. 2005, Wessler et al. 2006).

In einigen Zellen (z.B. epidermale Keratinozyten) sieht es so aus, als ob 17-β-Östradiol

den genomischen und den nichtgenomischen Signalweg aktivieren kann (Thornton

2005).

Bild 1.6: Der 17-β-Östradiol Signalweg: die genomischen und nicht-

genomischen Rezeptoren. 17-β-Östradiol aktiviert den genomischen in-

trazellularen Rezeptor (ERα und ERβ) und den nicht-genomischen Zellmem-

branrezeptor. Zum einen diffundiert 17-β-Östradiol passiv in die Zelle und in-

teragiert mit dem nukleären Rezeptor (ERα und ERβ). Zum anderen bindet

17-β-Östradiol an den Zellmembranrezeptor, um über MAPK oder der Erhö-

hung des intrazellulären Kalzium Levels (Ca2+) die Transkription zu starten

(modifiziert nach Thornton (2005)).

Das Vorkommen von ERα und ERβ variiert organabhängig, ist teils identisch und

teils divers (Bild 1.7). ERα dominiert eher in den „klassischen“ Östrogen sensiblen

Organen, wie dem männlichen und weiblichen Reproduktionstrakt, dem Brustdrüsen-

gewebe, dem kardiovaskulären System, den Knochen und Teilen des Gehirns (Couse

et al. 1997). ERβ dominiert eher in den „nicht klassischen“ Östrogen sensiblen Orga-

nen, ist trotzdem weit verbreitet im weiblichen und männlichen reproduktiven Gewebe,

aber auch in der Harnblase, im Herz, in den Nebennieren, in der Schilddrüse, in der
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Niere, im Hypothalamus, in der Hypophyse und in der Haut vorhanden (Saunders et

al. 1997, Taylor und Al-Azzawi 2000, Taylor et al. 2002). Die Anzahl beider ERs ist

abhängig von der Körperregion, z.B ist er häufiger in der fazialen Haut zu finden, als

am Oberschenkel oder der Brust (Hasselquist 1980). ERβ ist der vorherrschende Östro-

genrezeptor in der adulten humanen Haut und Kopfhaut mit einer Expression in der

Epidermis vorwiegend im Stratum basale und Stratum spinosum. Sie ist im Stratum

granulosum abnehmend. Eine starke nukleäre immunhistochemische Färbung von ERβ

wurde nicht nur in den Keratinozyten, sondern auch im Stratum papillare der Dermis

und in den Blutgefäßen beobachtet (Thornton et al. 2003 a, 2003 b).

Bild 1.7: Das Vorkommen von ER α und β. Schematische Darstellung der Östro-

genrezeptorlokalisation in humanen Geweben (modifiziert nach Drummond

und Fuller (2010)).

In humanen Haarfollikeln, die ihren eigenen Vorrat an Enzymen für die Metabolisierung

und Synthetisierung für Sexualsteroide besitzen (Schweikert et al. 1975), wurde ERβ in

den Zellkernen in der äußeren Haarwurzelscheide, in epithelialen Matrixkeratinozyten

und dermalen Papillafibroblasten detektiert (Thornton 2005). In humanen Fibroblasten
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der Haut überwiegt der Anteil von ERα, der sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma

immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte (Haczynski et al. 2002). Mithilfe

eines Northern Blot und der Immunhistochemie sind beide Rezeptoren ERα und ERβ

in humanen Keratinozyten in vitro detektiert worden (Verdier-Sevrain et al. 2004).

1.3.3 Wirkung von Östrogenen allgemein und auf die Haut

Sexualhormone spielen eine große Rolle in vielen verschiedenen physiologischen Pro-

zessen des menschlichen Körpers. Auf Molekülebene betrachtet ist E2 ein mitogener

Faktor, der in vielen Geweben die Zellproliferation durch Regulation der Expression

von Enzymen, Proteinen und Wachstumsfaktoren beeinflusst (Robker und Richards

1998).

Der Östrogenrezeptorkomplex aktiviert die Transkription von ca. 100 Genen, die zur

Induktion von Proliferation verschiedener Gewebe (Vagina, Brust, Uterus), der Dif-

ferenzierung (Brustdrüse) und der Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale

führt. Zusätzlich sind Östrogen und Progesteron essentiell für das Eintreten und Auf-

rechterhalten der Schwangerschaft (Albrecht et al. 2000). Auch der Knochenstoffwech-

sel, das Immunsystem und das zentrale Nervensystem werden beeinflusst (Turner et al.

1994, Carani et al. 1997, Brann et al. 2007, Olsen und Kovacs 1996). Eine Vielzahl an

Studien zeigt, dass Östrogene eine protektive und positive Wirkung auf die Physiologie

der Haut haben.

Östrogene verbessern den Kollagengehalt, erhöhen die Dicke der Haut, fördern die

Vaskularisation und erhalten den Feuchtigkeitsgehalt durch Erhöhung der Mukopo-

lysaccharide, Glukosaminoglykane und Hyaluronsäure (Brincat 2000, Thornton 2005).

Östrogen ist zusammen mit Testosteron eines der Schlüsselhormone für die Regulation

des Haarwachstums. Abhängig von der Körperlokalisation sind diese Effekte sowohl

hemmend als auch stimulatorisch (Ohnemus et al. 2006).

Während der Schwangerschaft stellte man bei einer Vielzahl von Frauen fest, dass sich

die TH-1 gewichtete inflammatorische Hauterkrankungen Psoriasis eher verbesserte,

wobei sich das TH-2 gewichtete atopische Ekzem verschlechtert (Boyd et al. 1996).

Östrogene vermindern gemeinsam mit Progesteron die Faltenbildung und Hautatro-
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phie durch Stimulation der Keratinozytenproliferation und Unterdrückung der Apop-

tose. Zudem verbessern sie die Zusammensetzung der elastischen Fasern in der Dermis

(Kanda und Watanabe 2005).

In der Zellkultur fand man heraus, dass humane epidermale Keratinozyten ERα und

ERβ besitzen (Verdier-Sevrain et al. 2004) und das die Zelllinie HaCaT 17-β-Östradiol

zu Estron metabolisieren kann (Altenburger und Kissel 1998).

Humane dermale Fibroblasten besitzen das Enzym Aromatase, das für die Umwandlung

von Testosteron zu Östradiol verantwortlich ist (Bild 1.5) (Stillman et al. 1990). Sie

besitzen beide Östrogenrezeptoren ERα und ERβ (Haczynski et al. 2002).

Nach einer zweitägigen Inkubation mit Östradiol werden humane Melanozyten dendri-

tisch und vergrößern sich in der Zellkultur (Maeda et al. 1996).

1.3.4 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

Die topische und systemische Anwendung von Östrogenen zeigt eine Verbesserung der

Wundheilung bei Männern (Durchschnittsalter 70 Jahre) und postmenopausalen Frau-

en (Durchschnittsalter 74 Jahre) (Ashcroft et al. 1997, Ashcroft et al. 1999, Campbell

et al. 2010, Hardman et al. 2008).

Die Arbeitsgruppe von Ashcroft fand ebenfalls heraus, dass Wunden 7 Tage nach der

Verletzung im Hinblick auf die Reepithelisierung und den Kollagengehalt bei prämeno-

pausalen 28-jährigen Frauen besser heilen als bei postmenopausalen 58-Jährigen Frau-

en. Interessanterweise ist die Wundheilung bei 58-jährigen Frauen, die eine Hormoner-

satztherapie bekommen, vergleichbar mit der Gruppe der 28-jährigen Frauen (Ashcroft

et al. 1997). An chronischen nicht-heilenden Wunden, z.B. venösen Ulzera, leiden beson-

ders ältere Männer (Taylor et al. 2002), die ein reduziertes Grundlevel an Östrogenen

und demgegenüber ein relativ hohes Level an Androgenen besitzen, dass sich negativ

auf die Wundheilung auswirkt (Ashcroft und Mills 2002).

Nach Östrogenapplikation zeigt sich bei älteren Männern und Frauen eine verbesserte

Wundheilung durch die Hemmung der lokalen Entzündung aufgrund der Reduzierung

der inflammatorischen Zellinfiltration (Ashcroft et al. 1999) und Inhibition der pro-

inflammatorischen Zytokinproduktion (Ashcroft und Ashworth 2003, Ashcroft et al.
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1998). Die neutrophilen Granulozyten werden an der Immigration gehemmt, dadurch

wird die Ausschüttung der Elastase reduziert und somit der exzessive Abbau der ex-

trazellulären Matrix verhindert (Ashcroft et al. 1999, Stramer et al. 2005).

In der Haut wird ein proinflammatorisches Cytokin, der macrophage migration inhi-

bitory factor (MIF), von Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen, Endothelzellen und

Keratinozyten gebildet (Baumann et al. 2003). Östrogen ist im Stande MIF und TNF-α

herunterzuregulieren, was bedeutet, dass die Entzündung reduziert, die ECM verstärkt

und somit die Wundheilung verbessert wird (Ashcroft und Ashworth 2003).

Die Expression von PDGF in Monozyten und Makrophagen wird durch Östrogen sti-

muliert (Shanker et al. 1995). Es handelt sich hierbei um einen mitogenen und chemo-

taktischen Wachstumsfaktor, der auf dermale Fibroblasten wirkt und somit die Wund-

kontraktion stimuliert.

Fibroblasten werden außerdem von Östrogen angeregt, die Sekretion von TGF-β1 zu

erhöhen (Ashcroft et al. 1997). TGF-β1 ermöglicht die Formation des Granulationsge-

webes und begünstigt die Kollageneinlagerung.

Des Weiteren beeinflusst Östrogen die Angiogenese, in dem die Anhaftung der Endo-

thelzellen an Laminin, Kollagen Typ I und IV und Fibronektin gefördert wird (Mo-

rales et al. 1995). 17-β-Östradiol steigert gleichzeitig die Fähigkeit der Endothelzellen

kapillar-ähnliche Strukturen zu bilden (Calvin 2000).

Dehydroepiandrostendion wirkt ebenfalls wundheilungsfördernd, vermutlich durch die

Konversion zu Östrogen (Mills et al. 2005). Androgene hingegen, vor allem Testosteron,

verzögern die Wundheilung und erhöhen die Inflammation (Ashcroft und Mills 2002).

In Zellkulturen der humanen Keratinozyten-Zell-Linie NCTC2544, hergestellt aus der

Vorhaut von Neugeborenen, konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit 10 nM 17-

β-Östradiol sowie einem ERα und ERβ Agonisten zu einer gesteigerten Proliferation

führte, allerdings erst nach 96 h. Darüber hinaus konnte im Scratch assay und im

Transwell assay gezeigt werden, dass 17-β-Östradiol und die Agonisten nach 5 und 24 h

die Migration steigern (Merlo et al. 2009). Kanda und Watanabe zeigten, dass 17-β-

Östradiol in einer Konzentration von 0,1 nM – 10 nM bereits nach 24 h einen steigernden

Effekt auf die Proliferation von primären humanen Keratinozyten hat (Kanda und
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Watanabe 2004). Auch Verdier-Sevrain et al., zeigten einen positiven Effekt auf die

Proliferation bei 0,1 – 1 nM (Verdier-Sevrain et al. 2004).

1.3.5 Connexine und Gap Junctions

Für den perfekten Ablauf von physiologischen Prozessen im Körper ist die Zell-Zell-

Kommunikation über Gap Junctions von großer Bedeutung. Ohne das interzellulare

Signalsystem würde es keine Homöostase eines Gewebes geben, was bedeutet, dass z.B

keine Synchronisierung der Zellen auf bestimmte Stimuli oder kein geordnetes Wachs-

tum stattfinden würde.

Gap Junctions sind Kanäle in der Plasmamembran zweier benachbarter Zellen, die

direkt mit dem Zytoplasma verbunden sind und somit den Transport von kleinen Mo-

lekülen und Ionen von unter 1800 Da ermöglichen. So entsteht nicht nur eine elektrische

Kopplung der nah aneinander grenzenden Zellen, sondern auch eine metabolische Ver-

bindung (Kumar und Gilula 1996). Diesen Prozess bezeichnet man als „Gap junctional

intercellular communication“ (GJIC) (Guthrie und Gilula 1989).

Der integrale Membranproteinkomplex der Gap Junction Kanäle besteht aus Conne-

xinen, die aus vier Transmembrandomänen sowie einer intrazellulären und zwei extra-

zellulären Schleifen aufgebaut sind, wobei sich sowohl der C- als auch der N-Terminus

im Zytoplasma befinden. Sechs Connexine bilden ein Connexon (Halbkanal) und zwei

Connexone von benachbarten Zellen bilden einen vollständigen GJ-Kanal (Bild 1.8a).

Sind die Connexine innerhalb eines Connexons vom gleichen Typ, spricht man von ho-

momer, sind sie unterschiedlich, nennt man sie heteromer. Analog dazu sind GJ Kanäle

homo-bzw. heteromer und heterotypisch (Bild 1.8b) (Richard 2000).

Die Connexonzusammensetzung ist entscheidend für die Selektivität und Permeabili-

tät der GJ Kanäle (Bevans et al. 1998). Die Funktion der GJ Kanäle in den einzelnen

Geweben differiert voneinander. So wird in erregbaren Zellen, wie Neurone oder Kardio-

myozyten, ein elektrisches synchronisiertes Potential weitergeleitet, in nicht - erregbaren

Zellen bewirkt die Verbindung eine koordinierte Antwort auf externe Signale, wie z.B.

der Glucosemetabolismus in den Hepatozyten (Mese et al. 2007). Neben den GJIC ab-

hängigen Funktionen sind aber auch Kanal-unabhängige Funktionen von Connexinen
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bekannt. Im Nukleus und den Mitochondrien sind sie vermutlich an der Regulation der

Genexpression sowie des Zelltods beteiligt (Rodriguez-Sinovas et al. 2007).

(a) (b)

Bild 1.8: Aufbau der Gap Junction. (a) Schematische Darstellung von Gap Junc-

tion Kanälen zwischen zwei benachbarten Zellen, von denen jeweils ein Halb-

kanal gestellt wird. GJ Kanäle sind auf Zelloberflächen meist in größe-

ren Ansammlungen von Kanälen, sogenannten Plaques zu finden (Danesh-

Meyer und Green 2008) (b) Schematische Darstellung von möglichen Cx-

Zusammensetzungen von Connexonen (bestehend aus 6 Connexinen) bzw.

GJ Kanälen (bestehend aus zwei Connexonen) (White und Paul 1999).

Einige Connexine sind in vielen Geweben verbreitet, andere sind sehr begrenzt in ihrem

Verteilungsmuster. Fast alle Körperzellen exprimieren zu einem Zeitpunkt während der

Entwicklung oder im weiteren Lebenslauf mindestens einen Connexin-Typ (Mese et al.

2007). Im menschlichen Genom sind bis heute 21 Connexine bekannt (Willecke et al.

2002), wobei Connexin 43, das in mindestens 34 Geweben und 46 Zelltypen vorkommt

(Laird 2006), am weitesten verbreitet ist.

1.4 Connexine in der Haut

In der Epidermis der Haut sind die Keratinozyten über Connexin-Kanäle miteinan-

der verbunden. Dadurch ist die Koordination von Wachstum und Differenzierung von

Keratinozyten gewährleistet. Neun Connexinisoformen konnten bis heute in der epider-
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malen Morphogenese nachgewiesen werden. Die Connexinexpression unterscheidet sich

räumlich und zeitlich voneinander, gemeinsames Vorkommen mehrerer Connexine ist

möglich (Bild 1.9a) (Mese et al. 2007).

Die wichtigsten Connexine der menschlichen Haut sind Connexin 43 (Cx43) und Conne-

xin 26 (Cx26). Cx43 wird vor allem in den Zellen der suprabasalen Schichten exprimiert

und gilt als wichtigste Gap-junction Untereinheit der interfollikulären Epidermis. Cx26

wird insbesondere in Fußsohlen und Handinnenflächen, sowie gemeinsam mit Cx43 in

Hautanhangsgebilden wie Haarfollikeln und Schweißdrüsen exprimiert (Salomon et al.

1994, Haass et al. 2006). Dermale Fibroblasten bilden vor allem Cx40, Cx43 und Cx45

(Wright et al. 2009).

(a) (b)

Bild 1.9: Die Connexinexpression in der gesunden und kranken humanen Epi-

dermis. (a) Verteilung von Connexinen in der Haut (Mese et al. 2007). Die

Expression von Cx26 im Stratum basale wird nur in Palmae und Plantae

gefunden, von Cx26 und Cx30 im Stratum granulosum nur in vereinzelten

Hautproben (Haass et al., 2006). (b) Diffuse honigfarben krustende palmare

Keratodermis mit ausgeprägten Einrissen (ul Bari 2006).

Die Bedeutung von GJ-Kanälen wird durch die Tatsache, dass Mutationen in einzelnen

Cx-Genen eine Reihe von Krankheiten hervorrufen, verdeutlicht. Beispielsweise führen

Mutationen im Cx31- oder Cx30.3-Gen zu epidermalen Verhornungsstörungen wie der

Erythrokeratodermia figurata variabilis (Macari et al. 2000) oder im Cx26-Gen zu der

Keratosis palmoplantaris mutilans (ul Bari 2006) (Bild 1.9b).
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Im Gegensatz dazu kann ein Verlust der Kanalfunktion, die cochleäre interzellulare

Kommunikation derart beeinflussen, dass ein autosomal rezessiver Hörverlust unver-

meidbar ist (White 2000). Bei dieser Erkrankung lässt sich keine dermale Beteiligung

feststellen, weshalb man davon ausgeht, das der Verlust der GJ-Kanäle nicht schäd-

lich für die Entwicklung und Funktion der Epidermis ist, jedoch eine abnormale Cx-

Funktion, die durch Mutationen hervorgerufen wird (Mese et al. 2007).

1.5 Die Rolle von Connexinen in der kutanen Wundheilung

Die essentiellen Funktionen, die während der Wundheilung durch GJ vermittelt werden,

sind Proliferation (Lucke et al. 1999) und Migration (Huang et al. 1998). Gleichzeitig

werden die Inflammation und Wundkontraktion stimuliert (Mori et al. 2006). Diese

Prozesse gehen mit einer Veränderung der Connexin Expression, besonders Cx43, in

der Epidermis einher.

In der frühen Phase der Wundheilung (nach ca 5-7 Stunden) wird Cx43 am Wundrand

herunterreguliert und erst wieder nach 5-6 Tagen reinduziert. (Goliger et al. 1995, Sai-

toh et al. 1997, Coutinho et al. 2003, Brandner et al. 2004). Während es in der gesunden

Epidermis nach Verwundung zu einer Herunterregulation von Cx43 kommt, bleibt Cx43

in den Wundrändern von chronischen Wunden vorhanden (Brandner et al. 2004). Die

Verminderung der Funktion von Cx43 durch die Zugabe des Cx43-mimetischen Pep-

tids GAP27 führt zu einer gesteigerten Proliferation und Migration von Keratinozyten

und Fibroblasten (Pollok et al. 2011, Wright et al. 2009) und zu einer gesteigerten

Wundheilung im ex-vivo Wundheilungsmodell (Pollok et al. 2011).

GAP27 ist ein Cx-mimetisches Peptid, das zur spezifischen Inhibition der Kommunika-

tion durch GJs bzw. Cx-Halbkanäle, die aus Cx43 aufgebaut sind, entwickelt worden

ist. In Mausstudien konnte gezeigt werden, dass eine Reduzierung der Cx43 Expression

durch Genknockout (Kretz et al. 2003) oder Applikation von Cx43-anti-sense Oligodes-

oxyribonukleotiden (Qiu et al. 2003), in muriner Haut zu einer Erhöhung der Wund-

heilung der akzidentellen Verwundung führte. Mori und Kollegen (Mori et al, 2006)

zeigten, dass bei einer akuten Herunterregulation von Cx43 mit Hilfe von Antisense-

Oligonukleotiden die Keratinozyten-Proliferation sowie die Migration von Fibroblasten
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1.6 Einfluss Östrogen auf Connexin

in die Wunde zur Kollagenmatrix hin gefördert wurde.

Eine reduzierte Immunantwort konnte während der Inflammationsphase nachgewiesen

werden. Somit lässt sich vermuten, dass die Herunterregulation von Cx43 am epiderma-

len Wundrand und die damit einhergehende reduzierte Kommunikation zwischen den

Zellen ein zentraler Schritt in der Wundheilung ist.

Cx26 tritt erstmalig 18 Stunden nach Verwundung am Wundrand und in der regene-

rierenden Epidermis auf. 5-6 Tage nach der Verwundung wird Cx26 in der komplett

regenerierten Epidermis in allen Schichten des Wundbereichs und des Wundrandes ex-

primiert (Brandner et al. 2004). In chronischen Wunden ist Cx26 am Wundrand vor-

handen (Brandner et al. 2004).

1.6 Einfluss Östrogen auf Connexin

In den meisten Geweben findet man ein Gleichgewicht der Connexinexpression, jedoch

gibt es in einigen Organen eine gewebespezifische Regulation der Connexinexpression

wie z.B. in den hormonalen Zielgeweben, Ovar und Uterus (MacKenzie und Garfield

1985, Grummer et al. 1994). Aus mehreren Studien ist die Tatsache bekannt, dass

Steroidhormone das Vorhandensein von Cx43 in der Plasmamembran im Myometrium

durch Steigerung der Proteinsynthese beeinflussen (Garfield und Hertzberg 1990), und

die Connexin 43 Genexpression im Uterus erhöhen (Petrocelli und Lye 1993, Lye et al.

1993).

In vitro Studien zeigten, dass im humanen Myometrium die Cx43 Proteinkonzentration

und das Vorhandensein von Gap Junctions gesteigert werden konnte (Kilarski et al.

2000), wobei mehr GJ Kanäle in die Plasmamembran eingebaut wurden, als dass eine

Steigerung der Leitfähigkeit in den vorhanden GJ festgestellt wurde (Di et al. 2001).

In der Promotorregion des Cx43 Gens konnten halbpalindromische estrogen response

elements (ERE) beschrieben werden (Yu et al. 1994).

Die E2 induzierte Erhöhung der Transkription von Cx43 im Myometrium von Ratten

wird direkt durch neu synthetisierte nukleäre Transkriptionsfaktoren vermittelt.

Eine signifikante Reduktion der Cx43 Expression in Mesenterialarterien, nicht jedoch
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1.6 Einfluss Östrogen auf Connexin

in der Aorta (Hortovanyi et al. 2001), konnte in ovarektomierten Ratten festgestellt

werden (Nawate et al. 2005).

Die metabolische Inhibition (MI) der Kardiomyozyten verursacht eine verminderte

GJIC zwischen den Zellen. E2 kann diesen Effekt abschwächen und eine verbesserte

Kommunikation der Kardiomyozyten wiederherstellen. Während die MI eine Vermin-

derung von Serin 368 phosphoryliertem Cx43 Protein verursacht, wird diese Proteinkon-

zentration von E2 erhöht. Man vermutet, dass diese Phosphorylierung an Cx43 durch

einen Membran assoziierten Signalmechanismus über die Proteinkinase C durch E2 ein-

geleitet wird (Chung et al. 2004). Eine besondere Bedeutung kommt der Proteinkinase

C abhängigen Phosphorylierung von Cx43 am Serin 368 in der kutanen Wundheilung

zu, denn dies führt zu einer Inhibition der GJIC (Richards et al. 2004).
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1.7 Fragestellung

1.7 Fragestellung

Eine Konsequenz der im zunehmenden Alter verminderten Hormonkonzentration ist

die Verlängerung der kutanen Wundheilung.

Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Östrogen die Wundheilung bei

älteren Patienten verbessert (Ashcroft und Ashworth 2003).

Ein ex-vivo Modell für die gezielte vergleichende Untersuchung der Wirkung von Sub-

stanzen in Östrogen enthaltenden und –defizienten Wunden ist bisher nicht vorhan-

den. In dieser Arbeit soll deshalb das in der Arbeitsgruppe patentierte und etablierte

Wundheilungsmodell (Brandner et al. 2006) für ex-vivo Untersuchungen mit und oh-

ne Östrogen etabliert werden. Als erster Schritt muss dabei geprüft werden, ob der in

vivo beobachtete positive Einfluss von Östrogen ex-vivo simuliert werden kann und ob

man Unterschiede zwischen männlich-kastrierten und weiblichen Schweinen im Alter

von 6 Monaten beobachtet. Darüber hinaus wird die Wirkung auf die Expression der

Östrogenrezeptoren α und β untersucht.

Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass Connexin 43 eine wichtige Rolle

bei der Wundheilung spielt und dass durch Applizieren von Cx 43 mimetischen Peptiden

(GAP27) eine Wundheilungsbeschleunigung hervorgerufen wird (Pollok et al. 2011). In

verschiedenen Organen ist ein Einfluss von Östrogenen auf Connexine bereits bekannt

(Grummer et al. 1999, Kilarski et al. 2000, Chung et al. 2004, Luksha et al. 2006).

Deshalb soll zum einen die Beeinflussung der Expression und Lokalisation von Cx26

und Cx43 nach Applikation von Östrogen untersucht werden. Darüber hinaus soll gete-

stet werden, ob GAP27 seine Wirkung sowohl in östrogenhaltigen als auch -defizienten

Modellen zeigt.
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2 Material

2.1 Untersuchungsgut

Die verwendeten Hautbiopsien wurden aus Schweinohren entnommen, die von 6 Monate

alten Schweinen stammen. Die männlichen Individuen waren im Alter von 6 Wochen

kastriert worden. Sie gehörten der Rasse crossbred Yorkshire/ deutsches Edelschwein

an. Per Kurier wurden die entnommenen Ohren zeitnah nach der Schlachtung ins Labor

transportiert.

2.2 Geräte

Biopsy Punch Durchmesser 6, 3, 2, 1mm (Stiefel Laboratorium GmbH; Of-

fenbach)

Brutschrank Sanyo CO2 Inkubator (Japan)

Digitalkamera Kodak dc 120 (Kodak GmbH, Stuttgart)

Kryostat Leica CM 3050 (Leica Camera AG, Solms)

Makierungsstift für

Gefrierschnitte

DAKO CYTOMATION PEN (Dako A/S, Denmark)

Mikroskope Leica DM-SL, Leica Mikroskope & Systeme GmbH Wetzlar,

Zeiss Axioplan 2, Immunfluoreszensmikroskop (Zeiss GmbH,

Jena) mit CCD-Kamera Hamamatsu C4742-95 (Hamamatsu

Photonics Deutschland GmbH, Herrsching), Software: Open-

lab 3.0.9 (Improvision, Coventry, UK)

Pipetten Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg)

pH-Meter Knick 766 Calimatric (Knick Elektronische Messgeräte

GmbH & Co. KG, Berlin)

Sterilwerkbank Hera Safe 12, (Heraeus Instruments Hanau)

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge pico (Heraeus Holding GmbH, Hanau)
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2.3 Chemikalien und Vebrauchsmaterial

Vortexer Bender & Hobein Ag (Zürich, Schweiz)

Waage Sartorius (Sartorius Ag, Göttingen)

Tabelle 2.1: Gerätekurzbezeichnung, Typ und Hersteller

2.3 Chemikalien und Vebrauchsmaterial

Aceton Th. Geyer Hamburg GmbH & Co. KG (Hamburg)

β-Östradiol Sigma- Aldrich

DAPI Roche (Mannheim)

Deckgläser 24 mal 60 mm, No.1 Superior, Bernhard Schulz & Sohn

(Hamburg)

DMEM Zellkultur-

medium

Biochrom AG (Berlin)

Einbettungsmedium Tissuecol tissue freezing medium, Jung, Leica Instruments

GmbH (Nussloch)

Eindeckungsmedium Fluoromount-G Southern Biotechnology Associates, Inc.

(Birmingham, AL, USA)

Eosin Th.Geyer Hamburg GmbH & Co. KG 2 g in 1000 ml aqua

dest. Lösen + 20 µl Eisessig

Eppendorf- Gefäße Safe Lock Tubes 2,0, 1,5 ml, Eppendorf AG (Hamburg)

Ethanol Th.Geyer Hamburg GmbH & Co. KG

Eukitt O.Kindler GmbH & Co. KG (Freiburg)

Hämalaunlösung Medite GmbH (Hannover)

Hydrocortison Sigma (Taufkirchen)

Isopentan Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Isotonische Kochsalz-

lösung

Baxter Healthcare SA (Zürich, Schweiz)

KCL Merck KgaA (Darmstadt)

KH2PO4 Merck KgaA (Darmstadt)

Kompressen ES 10x20, Paul Hartmann AG (Heidenheim)
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2.3 Chemikalien und Vebrauchsmaterial

Multiwell-Platten BD Falcon Multiwell Cell Culture Plates (BD Biosciences,

CA, USA)

NaCl Baxter Deutschland GmbH (Unterschleißheim)

Objektträger S Superfrost plus, Bernhard Schulz und Sohn (Hamburg)

PBS, steril Biochrom AG, (Berlin)

Penicillin/StreptomycinBiochrom AG, (Berlin)

Petrischalen BD Falcon Easy Grip, Zellkulturschale (Becton Dickinson

Labware: Franklin Lakes, NJ, USA)

Petroleumbenzin Petroleumbenzin Siedeberiech 40 − 60◦C ,Merck KgaA

(Darmstadt)

Pipettenspitzen Eppendorf T.I.P.S. Standard 0, 1 − 10 µl, 2 − 200 µl, 20µl,

50− 100 µl, 5 ml, Eppendorf AG (Hamburg)

Skalpell Cutfix, Braun aesculap AG und Co. KG (Tuttlingen)

Sterilium Paul Hartmann AG (Heidenheim)

Stickstoff Werk Siegthal Cryotherm (Euteneuen)

Triton X-100 Sigma, Chemical Co. (St.Louis, USA)

Wasser, destilliert Baxter Deutschland GmbH (Unterschleißheim)

Xylolersatz Med. Technik GmbH, Elektronik Vogel (Giessen)

Tabelle 2.2: Chemikalien / Vebrauchsmaterial mit Handelsbezeichnung und Hersteller

23



2.4 Material Immunhistochemie

2.4 Material Immunhistochemie

2.4.1 Primärantikörper und Isotypkontrolle

Protein Antikörper, (Klon), Isotyp, Verdünnung, mit/ohne Block, Firma

Cx 43: monoklonaler Ak der Maus, (2), Katalog: c13720, Isotyp: IgG1, Endver-

dünnung 1:100, Transduction Laboratories Lexington, (Kentucky, USA)

Cx26: Polyklonaler Ak des Meerschweinchens, affinitätgereinigt; Endverdünnung

1:50 (eigene Herstellung, Brandner et al., 2004)

ERα: polyklonaler Antikörper des Kaninchen, Endverdünnung 1:100, NGS und

Triton 10%, Santa Cruz Biotechnology (California, USA)

ERβ: Chicken anti-ERβ antibody 503, Endverdünnung 1:100, NDS und Triton

10%, J.-Å. Gustafsson (Departments of Medical Nutrition and Biosciences,

Karolinska Institute, NOVUM, Stockholm, Schweden)

Tabelle 2.3: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper mit den jeweiligen Ver-

dünnungen für die Immunfluoreszenz.
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2.4 Material Immunhistochemie

2.4.2 Sekundärantikörper

Antikörper Isotyp, Klon, Firma, Verdünnung

Maus-Antikörper IgG der Ziege, gekoppelt mit Alexa Fluor®488, Klon: Alexa

A11017 Fluor® 488 IF(ab´)2 MoBiTec, Endverdünnung

1:600

Meerschweinchen-

Antikörper

IgG der Ziege, gekoppelt mit Alexa Fluor®488, Klon: Alexa

A11073 Fluor 488 IgG(H+L) MoBiTec, Endverdünnung

1:600

Kaninchen-

Antikörper

IgG der Ziege, gekoppelt mit Alexa Fluor®488 Klon: Alexa

11070 Fluor®488 F(ab´)2 MoBiTec, Endverdünnung 1:600

Huhn-Antikörper CY2, IgG(H+L), Jackson Immuno Research Laboratories

Tabelle 2.4: Übersicht über die verwendeten Sekundärantikörper mit den jeweiligen

Verdünnungen für die Immunfluoreszenz.

2.4.3 DNA-Färbung

Die DNA-Färbung erfolgte mittels Dapi (4‘,6‘-Diamidin-2‘,-phenylin-dihydrochlorid)

der Firma Roche Diagnotics GmbH Mannheim in einer Verdünnung von 1:5000 in

Aqua dest..
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2.4 Material Immunhistochemie

2.4.4 Puffer und Lösung

Kombinierte Block/Triton-

Lösung

10 µl Triton 10% (X-100 Sigma, Chemical Co., (St.

Louis, USA) in 970 µl PBS, 20 µl NGS (normal

goat serum, Dianova GmbH, Hamburg)/ 20 µl NDS

(normal donkey serum, Dianova GmbH, Hamburg)

PBS Gebrauchslösung (1x) 200 ml PBS-Stammlösung, 1800 ml Aqua destilliert

PBS Stammlösung (10x) 160 g NaCl + 4 g KCL+23,2 g Na2HPO4*2H2O+4 g

K2PO4 ad 2 l A.dest., pH 7,3-7,5 mit dem pH-Meter

einstellen

Tabelle 2.5: Puffer/ Lösung mit Handelsbezeichnung und Hersteller
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3 Methoden

3.1 Herstellung der porcinen ex vivo Wundheilungsmodelle

Die Herstellung der ex vivo Wundheilungsmodelle erfolgte aus Schweineohren, die di-

rekt nach dem Empfang bearbeitet wurden. Als erstes wurden die Ohren mit Leitungs-

wasser gereinigt und von Haaren mittels einer Schere befreit, um die Verletzung der

Epidermis möglichst gering zu halten. Anschließend wurde auf die Ohrinnenfläche mit

Sterillium desinfiziert und mit steriler Kochsalzlösung gereinigt. Die Stanzbiopsien mit

einem Durchmesser von 6 mm wurden entlang der Plicae mittels einer Biopsy Punch

6 mm und einer Schere entnommen. Jede Hautstanze wurde mit Hilfe eines Skalpells

von Haaren und Fettgewebe befreit.

Danach wurde zentral eine 3 mm durchmessende Stanze in die 6 mm Stanzbiopsie

gesetzt, um eine Wunde zu generieren. Hierbei wurde in diesem Bereich die Epider-

mis und der obere Teil der Dermis entfernt. Die Kultivierung der Wundmodelle er-

folgte in 12-Well-Schalen, die in jedem Well ein zurechtgeschnittenes Gazestück (ca.

1 cm2) und Medium enthielt. Das Zellkulturmedium DMEM wurde mit FCS 2%, Pe-

nicillin/Streptomycin und Hydrocortison aufgestockt.

Die Biopsien wurden nachfolgend in die Lochplatten gelegt, wobei sie mit der Dermis

Kontakt zum Medium hatten und mit der Epidermis Luftkontakt, um die normale Um-

gebung der Haut zu simulieren. Diese Art der Kultivierung wird als Air-Liquid-Interface

bezeichnet. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C, 10% CO2 sowie 85%iger Luftfeuchtigkeit

über einen Zeitraum von 48 Stunden. In dieser Zeit setzt der Wundheilungsprozess

ein, wobei sich randnah eine neue Epidermis bildet. Um den Wundheilungsverlauf zu

untersuchen, wurden die Wundmodelle nach einer bestimmten Zeit gestoppt.

Die Modelle wurden in Isopentan, dass zuvor in flüssigem Stickstoff gekühlt wurde,

schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte anschließend bei −80◦C. Dieses Modell ist

patentiert (Patent-Nr. DE 10317400). Um zu untersuchen, wie sich 17-β-Östradiol auf
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3.2 Bestimmung der Östrogenkonzentration im porcinen Blut

die Wundheilung dieser Modelle auswirkt, wurden 5 µl der Östrogene in unterschiedli-

chen Konzentrationen direkt nach Verwundung in die Wunde appliziert. Diese Behand-

lung wurde nach 24 Stunden wiederholt. In einem anderen Ansatz wurde das Medium

mit unterschiedlichen Konzentrationen von Östrogen versetzt und nach 48 Stunden

wurde der Wundheilungsprozess abgestoppt.

3.2 Bestimmung der Östrogenkonzentration im porcinen Blut

Die Blutproben von 7 männlichen und 7 weiblichen crossbred Yorkshire/deutschen

Edelschweinen wurden beim Schlachter entnommen. Direkt nach Empfang wurden die

Proben zentrifugiert und das Serum gewonnen. In Kooperation mit dem Institut für

Klinische Chemie am Universitätsklinikum Eppendorf wurden die 17-β-Östradiol-Werte

bestimmt.

3.3 Histologische Techniken

3.3.1 Herstellung und Fixierung von Gefrierschnitten

Die Anfertigung von Gefrierschnitten wurde am Kryostaten bei einer Blocktemperatur

von −24◦C und einer Kammertemperatur von −21◦C durchgeführt. Jedes tiefgefrorene

Modell wurde mit „tissue freezing medium“ eingebettet. Für die Vermessung der tiefge-

frorenen Modelle wurden im Areal der intakten Haut alle 100 µm und im Wundbereich

alle 50 µm 2 Schnitte mit einer Dicke von 6 µm auf Superfrost/Plus Objektträger

aufgebracht.

Um die Wundheilung der ex vivo Wundmodellen beurteilen zu können, wurden ge-

zielt Schnitte aus der Mitte der Wunde verwendet (6 µm). Anschließend wurden die

Schnitte 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, 10 Minuten in Aceton fixiert,

um dann noch einmal luftzutrocknen. Die Schnitte konnten nun entweder direkt für die

immunhistochemische Färbung verwendet oder bis um Gebrauch bei −80◦C gelagert

werden.
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3.3 Histologische Techniken

3.3.2 HE-Färbung

Das Färbeverfahren, Hämatoxylin-Eosin, gehört zur histologischen Routine, mit dem

die verschiedenen Strukturen eines feingeweblichen Schnittes angefärbt werden können.

Das Hämatoxylin färbt die Zellkerne, das Eosin das Plasma und die extrazelluläre

Matrix.

Für die HE-Färbung wurden die zu färbenden Objektträger zunächst für 8 Minuten

in filtriertes Hämatoxylin getaucht. Die überschüssige Farbe wurde durch Waschen in

Leitungswasser entfernt. Es folgte das sogenannte Bläuen, bei dem die Schnitte für 10

Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült wurden. Nach kurzem Tauchen in

Aqua dest. wurden sie dann für 25 Sekunden in Eosin gefärbt und erneut mit Leitungs-

wasser und Aqua dest. für jeweils 25 Sekunden gewaschen.

Anschließend durchliefen die Gewebeschnitte zur Entwässerung eine aufsteigende Etha-

nolreihe (50%, 70%, 80%, 96%, 100%), bevor sie dann für 5 Minuten in Xylol inkubier-

ten. Dieser Schritt ist notwendig zur Vorbereitung der Einbettung des Gewebes mit

Eukitt. Die Schnitte wurden mit einem Deckgläschen abgedeckt und mussten unter

dem Luftabzug trocknen. Die Bewertung und Dokumentation erfolgte mit dem Licht-

mikroskop.

3.3.3 Immunfluoreszenzfärbung

Die Kryoschnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, luftgetrocknet und mit ei-

nem PAP-Pen umkreist. Die Färbungen wurden bei Raumtemperatur in einer dunklen

Feuchtkammer durchgeführt. Sowohl die Primär- als auch die Sekundärantikörper wur-

den nach der Verdünnung in PBS für 1 Minute bei 13.000 xg zentrifugiert. Der Über-

stand wurde weiterverwendet und 30 µl Primärantikörper pro Schnitt aufgetragen, die

Inkubation erfolgte für 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Nach der Reaktion des Primärantikörpers folgten drei Waschschritte mit PBS von ein-

mal 5 und zweimal 10 Minuten, bei denen alle nicht-gebundenen Immunglobuline vom

Gewebe entfernt wurden. Die anschließende Bindung des Sekundärantikörpers wurde

somit ermöglicht, der ebenfalls 30 Minuten auf dem Objektträger verblieb. Erneut folg-

te ein 5-minütiger Waschschritt mit PBS, bevor die Objektträger für eine Minute in
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3.4 Auswertung der Färbung

DAPI inkubiert wurden.

DAPI ist ein interkalierender Farbstoff, der spezifisch an die DNA bindet und bei Fluo-

reszenzlicht die Zellkerne blau markiert. Danach folgt nochmals eine 5-minütige Spülung

mit PBS und zwei 3-minütige Waschschritte mit Aqua dest.. Nach dem Eindecken des

Gewebes mit Fluoromont G, wurden die Präparate über Nacht zum Aushärten bei

Raumtemperatur gelagert.

3.4 Auswertung der Färbung

3.4.1 Bewertungssystem der ex vivo Wundheilungsmodelle

Zur Untersuchung der Wundheilung wurden von den bei −80◦C gelagerten WHM Ge-

frierschnitte aus dem Bereich der Wundmitte angefertigt, die anschließend mittels der

HE-Methode angefärbt wurden. Die Bewertung der Wundheilung erfolgte verblindet

unter dem Lichtmikroskop mit Hilfe eines Score-Systems, wobei auch eine Vergabe zwi-

schen den ganzzahligen Werten möglich war (siehe auch Brandner et al. (2006)):

0 = keine regenerierende Epidermis

1 = beginnende regenerierende Epidermis

2 = längere regenerierende Epidermis

3 = geschlossene einschichtige regenerierende Epidermis

4 = geschlossene mehrschichtige regenerierende Epidermis

Pro Schwein wurden alle Proben in Doppelbestimmung angesetzt und pro Modell wur-

den 3 Schnitte ausgewertet.

3.4.2 Immunfluoreszenzfärbung

Zur Auswertung der Immunfluoreszenzfärbungen wurde das Immunfluoreszensmikro-

skop (Zeiss GmbH Jena) mit der CCD-Kamera Hamamatsu C4742-95 (Hamamatsu

Photonics Deutschland GmbH, Herrsching) und die Software Openlab 3.0.9 (Improvi-

sion, Coventry, UK) eingesetzt.

Die Auswertung für die Connexine 43 und 26 erfolgte nach der Lokalisation und der

Schicht in der Epidermis, unter Berücksichtigung ob die Antikörperfärbung vorhanden
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3.4 Auswertung der Färbung

war oder nicht, nach folgender Einteilung:

Lokalisation horizontal:

• Wundrand

• regenerierende Epidermis

Jeweils in den einzelnen Lokalitäten in Schichten:

0 = in keiner Schicht eine positive Färbung

1 = positiv im Stratum granulosum (SG)

2 = positiv im SG und im oberen Stratum spinosum (OSSP)

3 = positiv im SG und im gesamten Stratum spinosum (SSP)

4 = positiv in allen Schichten (inklusive dem Stratum basale)

HH
HHH

HHH
HHH

HHH
HH

Prozentsatz

positiver

Färbung

Farbintensität
keine

Farbreaktion

0 Punkte

schwache

Farbreaktion

1 Punkt

mäßige

Farbreaktion

2 Punkte

starke

Farbreaktion

3 Punkte

keine positiven

Zellkerne/Zytoplasma

0 Punkte

0 0 0 0

<10% positiv

1 Punkte
0 1 2 3

10-50% positiv

2 Punkte
0 2 4 6

51-80% positiv

3 Punkte
0 3 6 9

>80% positiv

4 Punkte
0 4 8 12

Tabelle 3.1: Immunreaktiver Score modifiziert nach Remmele und Stegner

1987 Für den Wert des IRS ≤ 2 gilt die Färbung der Östrogenrezeptoren

als negativ, für IRS ≥ 3 wird die Färbung positiv gewertet.

31



3.5 Vermessung der Wundoberfläche

Das semiquantitatives Bewertungsverfahren (Remmele und Stegner 1987) wurde für

die Auswertung der Östrogenrezeptoren α und β in der porcinen Haut genutzt. Es be-

schreibt die Färbeintensität und den Prozentsatz positiv gefärbter Zellen. Das Produkt

der vergebenen Punkte wird im so genannten Remmele Score zusammengefasst, wobei

der Schwellenwert des von 0 bis 12 reichenden immunreaktiven Scores (IRS) für eine

positive Färbung bei 3 liegt, siehe (Tabelle 3.1).

3.5 Vermessung der Wundoberfläche

Die HE-gefärbten Schnitte der 5 ex vivo WHM wurden mit dem Mikroskop und der

Software Openlab 3.0.9 vermessen. Die Länge der Wunde vom linken zum rechten Wun-

drand, der Wundoberfläche folgend, konnte mithilfe der Festlegung, dass ein Pixel gleich

6, 7 µm darstellen, errechnet werden. Die gemessenen Längen werden zur Berechnung

der Fläche der nicht zugeheilten Epidermis verwendet. Die Längen zwei nebeneinander

liegender Schnitte stellen die parallelen Kanten ai bzw. ai+1 eines Trapezes dar, wobei

die Abstand der Schnitte (h = 50 µm) die Höhe bestimmt. Die Fläche des Trapezes A

berechnet sich mit Ai = (ai + ai+1)/2 ∗ h. Die Summe Agesamt aller n Trapeze ergibt

die Gesamtfläche der nicht zugeheilten Epidermis (Bild 3.1).

Agesamt = ∑
i
Ai ∀ i = 1 . . . n

Bild 3.1: Übersicht Berechnung Wundoberfläche Die Abstände der Querschnitte

sind gleichzusetzen mit der Höhe (h) eines Trapez. Die Seitenlängen (ai, ai+1)

wurden durch die HE-gefärbten Schnitte unter dem Mikroskop mithilfe der

Software openlab 3.0.9. ermittelt.

32



3.6 Statistische Auswertung

3.6 Statistische Auswertung

Die HE Färbungen, die den Wundheilungsfortschritt bei unterschiedlichen Behandlun-

gen zeigten und die immunhistochemische Färbungen für den ER, wurden mittels der

Software PASWstatistics 18.0 statistisch ausgewertet. Es wurden die arithmetischen

Mittelwerte und Standardabweichung der WHS für die ex vivo WHM mit unterschied-

licher Behandlung bestimmt. Anschließend wurden die Stichproben auf Normalvertei-

lung und Varianzgleichheit geprüft. Im Fall positiver Prüfung wurde eine univariate

Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt, um die Einflüsse der Faktoren Geschlecht, Be-

handlung und Applikationsform zu prüfen.

Für Stichproben, die nicht die Normalverteilungsvoraussetzung erfüllten, wurde der

nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Beim Kruskal-Wallis-Test handelt

es sich um einen Rangsummentest. Die Mittelwertsunterschiede von mehr als zwei un-

terschiedlichen Stichproben können hiermit untersucht werden. Für beide Tests wurde

ein Signifikanzniveau von 95% verlangt.

Die immunhistochemischen Färbungen für die Connexine 43 und 26 wurden mittels der

Software PASWstatistics 18.0 mit der ordinal logistischen Regression statistisch ausge-

wertet. Die Fälle wurden nach den Connexinen, dem Zeitpunkt und der Lokalisation

getrennt voneinander ausgewertet. In diesem Modell wird versucht die Wahrschein-

lichkeit für das Auftreten der Werte der ordinalskalierten Variable der Schicht der

Epidermis durch die Einflussvariable der verschiedenen Behandlungen vorherzusagen.

Nach einer Schätzung der Parameter des Modells können die Wahrscheinlichkeiten für

das Auftreten von einer oder mehreren positiv auf ein Connexin gefärbten Schichten

zwischen den Behandlungen verglichen werden. Der beinhaltete Test der Modelleffekte

gibt an, ob der Einfluss von der Variablen, Behandlung, überhaupt signifikant ist. Nur

wenn dieser Wert signifikant ist, kann man die Parameterschätzer interpretieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Wundvermessung

Um einen Überblick über die allgemeine Verteilung der Heilung im Wundmodell in 3-

dimensionaler Form zu erhalten, wurden zu Beginn der Arbeiten 5 Wundmodelle von

verschiedenen Individuen angelegt, 48 Stunden nach Verwundung abgestoppt, komplett

aufgearbeitet und vermessen. Die Hautbiopsien des Schweineohrs waren durchmessend

6 mm groß und hatten einen Wunddurchmesser von 3 mm. Mit dem Kryostaten wurden

in dem intakten Hautareal alle 100 µm und in dem Wundbereich alle 50 µm 6 µm dicke

Gefrierschnitte aufgenommen (Bild 4.1).

Bild 4.1: Übersicht Vermessung Darstellung des ex vivo WHM mit angegebenen

Maßstab. Darstellung des Querschnitts vom ex vivo WHM direkt nach Ver-

wundung und während der Wundheilung.

Mit der Länge der zugeheilten Wundränder und der noch nicht zugeheilten Epidermis

ließ sich mittels der Erkenntnis der Abstände von den Querschnitten die noch nicht
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4.1 Wundvermessung

zugeheilte Oberfläche der 5 ex vivo WHM berechnen. Die Oberfläche der zugeheilten

Wundfläche, der 5 ex vivo WHM ohne jegliche Behandlung, betrug 48 Stunden nach

Verwundung durchschnittlich 55%. Der Mittelwert der noch nicht zugeheilten Wund-

fläche liegt bei 45% (Bild 4.2b).

(a) (b)

Bild 4.2: Darstellung der Wundfläche 48 Stunden nach Verwundung(a) Vi-

sualisierung des ex vivo WHM aus Sicht der Vogelperspektive. Von links

nach rechts betrachtet, sieht man die linke unbeteiligte Epidermis (rosa),

den Wundrand mit der linken Wundzunge (gelb), die noch nicht zugeheilte

Wundoberfläche (rot), die rechte Wundzunge (gelb) und die rechte unbeteiligte

Epidermis (rosa). Der Durchmesser des Querschnitts der Wundmitte beträgt

2260 µm inklusive der Wundzunge links, rechts und der noch nicht geheilten

Wundoberfläche. (b) Für jedes ex vivo WHM wurde die Wundfläche und die

zugeheilte Wundoberfläche in Prozent berechnet.

Der Abstand von Beginn der Probebiopsie der intakten Haut über den Beginn der

Wunde bis zur Wundmitte wurde im Mittel nach 2000 µm (SEM ±110, 7 µm) erreicht.

In der Wundmitte beträgt die Länge der noch nicht zugeheilten Epidermis ca. 1523 µm

(SEM ±125, 4 µm). Das bedeutet, dass sich unsere Ausgangswerte bei der Herstellung

des ex vivo WHM nach Verarbeitung geändert haben. Unser Modell hat sich etwas
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4.2 Einfluss der Wundgröße auf die Wundheilung

verändert, wobei die Wunde einen Durchmesser von ca. 2260 µm anstatt 3000 µm hat

(Bild 4.2b) und sich die unbeteiligte Epidermis in ihrem Umfang verkleinert.

Die Wundränder wachsen, außer bei dem Vorhandensein von Haarfollikeln, relativ

gleichmäßig der Mitte entgegen. Hautareale mit Haarfollikeln fördern die Wundheilung

(Brown und McDowell 1942), sodass die regenerierende Epidermis in diesem Bereich

weiter in die Mitte ragt, als in haarlosen Arealen.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Hautstanze nach der Manipulation,

entweder durch das Schockgefrieren oder des Anfassens der Probebiopsie mit der Pin-

zette, kleiner als erwartet ist. Der Radius der Hautstanze von Beginn der intakten

Epidermis bis zur Wundmitte wird normalerweise nach 3000 µm erreicht, nach der Ma-

nipulation beträgt der Radius nur noch 2000 µm (SEM ±110, 7 µm). Die bereits vorher

gewählte gängige Praxis, Wundheilungsränder, an denen sich ein Haarfollikel befindet,

nicht auszuwerten, wird durch diese Ergebnisse unterstützt.

4.2 Einfluss der Wundgröße auf die Wundheilung

Desweiteren wurden jeweils 5 Wundheilungsmodelle mit kleiner durchmessenden Wun-

den angefertigt, um herauszufinden ob die Krümmung der Oberfläche im Bezug auf

die mechanische Spannung bei kleineren Wunden zu einer beschleunigten Wundheilung

führen könnte. Es wurden 3 Zeitreihen des ex vivo Wundmodells mit unterschiedlichen

Durchmessern von 1 mm, 2 mm und 3 mm angefertigt. Nach 2, 6 und 24 Stunden

wurden die WHM abgestoppt. Der Wundbereich wurde in diesem Fall unbehandelt

belassen.

2 und 6 Stunden nach Verwundung konnte man in allen Modellen noch keine beginnende

Wundheilung beobachten. Bei einer Wunde von 1 mm Durchmesser wachsen, genau

wie bei der 2 und 3 mm durchmessenden Wunde zum Zeitpunkt von 24 Stunden nach

Verwundung, die gegenüberliegenden Wundränder aufeinander zu, siehe (Bild 4.3c und

b).

Es gibt keinen Unterschied im Wundheilungsfortschritt zwischen den verschiedenen

Durchmessern der Wundoberfläche zu dem Zeitpunkt 24 Stunden nach Verwundung.

Der Wundheilungsscore liegt bei allen Modellen mit den unterschiedlichen Wunddurch-
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4.3 Einfluss des Geschlechts auf die Wundheilung

messern bei 0,85 (SEM ±0, 06), siehe (Bild 4.3a). Die mechanische Spannung scheint

in Bezug auf kleiner werdende Oberflächen die Wundheilung in dem porcinen ex vivo

WHM somit nicht zu beschleunigen.

(a)

(b)

(c)

Bild 4.3: Darstellung des Wundheilungsfortschritts zum Zeitpunkt 24 Stun-

den nach Verwundung.(a) Vergleich des Wundheilungsfortschritts der ex

vivo WHM mit verschiedenen Wunddurchmesser 1 mm, 2 mm und 3 mm. Das

Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte der jeweils 5 ex vivo WHM mit der zu-

gehörigen Standardabweichung für die Wunden mit 1 mm, 2 mm und 3 mm

Durchmesser. Hämotoxylin-Eosin gefärbter Querschnitt mit einem Wund-

durchmesser von 1 mm (c) und 2 mm (b).

4.3 Einfluss des Geschlechts auf die Wundheilung

Die physiologische Östrogenkonzentration unterscheidet sich beim Menschen ge-

schlechtsspezifisch. Im Vergleich von männlichen zu weiblichen Individuen, ist die Östro-

genkonzentration im Blut bei Männern nahezu konstant 13, 5 − 59, 5 ng/l, wobei der

Spiegel bei den Frauen zyklusabhängig ist und 24, 5− 411 ng/l (prämenopausal) bzw.

< 39, 5 ng/l (postmenopausal) beträgt.

In einer Blutuntersuchung von unseren porcinen Versuchsobjekten stellten wir bei

weiblichen Individuen eine Hormonkonzentration von durchschnittlich 56 ng/l 17-β-
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4.3 Einfluss des Geschlechts auf die Wundheilung

Östradiol (n = 7) (SEM ±4, 6 ng/l) und bei kastrierten männlichen Individuen 38 ng/l

17-β-Östradiol (n = 7) (SEM ±5, 7 ng/l) fest, p = 0, 032. Zur Untersuchung, ob das

Geschlecht einen Einfluss auf die Wundheilung hat, wurden männliche und weibliche

Individuen für die ex vivo WHM verwendet. Die Wundheilung wurde geschlechtsspezi-

fisch ausgewertet.

Bild 4.4: Darstellung des Wundheilungsfortschritts von männlichen und

weiblichen porcinen ex vivo WHM. Die grafische Darstellung des Box-

plot gibt eine Vorstellung der Lage und der Streuung der statistischen Daten.

Es beinhaltet den Median (als durchgehender Strich in der Box eingezeich-

net), die Box (entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten

liegen), die Whisker (2 Linien, die das Rechteck verlängern, das Minimum und

Maximum der Werte). Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der nativen

Wundheilung zwischen männlichen und weiblichen Individuen.

Die unbehandelten Modelle der männlichen (n = 11) und weiblichen (n = 7) Schweine

wurden zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Verwundung verglichen, wobei sich kein sicht-

barer Unterschied in der Wundheilung der verschiedenen Geschlechter zeigte (männlich

Mittelwert: 1,4 (SEM ±0, 08), Median: 1, 3; weiblich Mittelwert: 1, 45 (SEM ±0, 07),

Median 1, 5, p = 0, 640)(Bild 4.4).
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4.4 Nachweis von Östrogenrezeptoren im porcinen kutanen

Wundheilungsmodell

Bisher ist über die Östrogenrezeptoren in der humanen Haut bekannt, dass ERβ der

vorherrschende Östrogenrezeptor in der adulten humanen Kopfhaut ist. Er wird vor-

wiegend im Stratum basale und Stratum spinosum exprimiert, im Stratum granulosum

nimmt die Expression ab (Thornton et al. 2003 a). Die Arbeitsgruppe von Gustafs-

son zeigte, dass je nach Aktivierung über den genomischen oder nicht-genomischen

Signalweg die Rezeptoren manchmal gar nicht, dann entweder zytoplasmatisch oder im

Zellkern lokalisiert nachweisbar sein können (Heldring et al. 2007).

In humanen Fibroblasten der Haut überwiegt der Anteil des ERα, der sowohl im Zell-

kern als auch im Zytoplasma immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte (Hac-

zynski et al. 2002). Mithilfe eines Northern Blot und der Immunhistochemie sind bei-

de Rezeptoren ERα und ERβ in humanen Keratinozyten in vitro detektiert worden

(Verdier-Sevrain et al. 2004).

Da bisher nichts über die Lokalisation des ERα und ERβ in porciner interfollikulä-

rer Haut bekannt war, wurde seine Lokalisation in unverwundeter Schweinehaut bei

männlichen und weiblichen Individuen untersucht. Hier wurden Hautstanzen à 6 mm

von 4 männlichen und 4 weiblichen Schweineohren entnommen und immunhistoche-

misch gefärbt. Als Positivkontrollen dienten für ERα humanes Mammagewebe und

für ERβ humanes Ovargewebe, die für jeden Färbedurchgang mitgeführt wurden. Für

die Auswertung wurde der in Abschnitt 3.4.2 beschriebene Immunoreaktivitäts Score

verwendet.

In unseren Untersuchungen konnte der ERα bei allen männlichen und weiblichen In-

dividuen positiv gefärbt werden (IRS von ≥ 3) (Bild 4.5). Bei beiden Geschlechtern

ist der Rezeptor zytoplasmatisch lokalisiert. ERα ist vorwiegend im Stratum basale

und Stratum spinosum positiv gefärbt, im Stratum granulosum nimmt die Anzahl der

positiv gefärbten Zellen ab (Bild 4.7). Alle männliche Modelle zeigten eine starke po-

sitive Färbung im Zytoplasma in über 50% der Zellen der Epidermis (IRS 6-12). Diese

Anteil an positiv gefärbten Zellen wurde bei drei weiblichen Modellen beobachtet. Ein

weibliches Individuum wurde in die Kategorie der mäßig positiv gefärbten mit einer
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4.4 Nachweis von Östrogenrezeptoren im porcinen kutanen Wundheilungsmodell

Zellanzahl von 10− 50%, IRS 3-4, eingestuft.

Bild 4.5: Darstellung der relativen Häufigkeit der verschiedenen IRS von

ERα in männlicher und weiblicher porciner Epidermis.

Für den ERβ konnte eine positive Färbung mit einem IRS von ≥ 3 bei den männlichen

Individuen bei vier Modellen (100%) und bei den weiblichen bei drei von vier Model-

len (75%) beobachtet werden (Bild 4.6). Der ERβ ist in den positiven Modellen bei

beiden Geschlechtern nukleär und zytoplasmatisch lokalisiert. Im Stratum basale und

im Stratum spinosum ist die positiv gefärbte Zellkernanzahl größer, als im Stratum

granulosum (Bild 4.7).
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4.4 Nachweis von Östrogenrezeptoren im porcinen kutanen Wundheilungsmodell

Bild 4.6: Darstellung der relativen Häufigkeit der verschiedenen IRS von

ERβ in männlicher und weiblicher porciner Epidermis.

Über 50% der Zellkerne der Zellen in der Epidermis konnten bei beiden Geschlechtern

in jeweils 2 Modellen stark positiv gefärbt werden (männlich 50%, weiblich 50% der

Positiven, IRS 6-12). Zwei männliche und ein weibliches Individuum zeigten eine mä-

ßig positive Färbung der Zellkerne und des Zytoplasmas in 10 − 50% der Zellen der

Epidermis.

Ein weibliches Modell wurde als negativ gewertet, da es unter 10% gefärbte Zellkerne

bzw. Zytoplasma aufwies, beziehungsweise die Färbung zu schwach war.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in diesen Versuchen ERα in der porci-

nen Epidermis zytoplasmatisch und ERβ nukleär und zytoplasmatisch lokalisiert ist.

Es zeigen sich bei der Expression beider Rezeptortypen keine deutlichen Unterschie-

de zwischen männlichen und weiblichen Individuen. Die Rezeptordichte ist bei beiden

Östrogenrezeptoren im Stratum basale und im Stratum spinosum am größten, nimmt

zum Stratum granulosum hin ab und ist im Stratum corneum nicht zu finden. Die

Verteilung der Rezeptoren in der Epidermis sind unseren Untersuchungen folgernd der

humanen Haut sehr ähnlich.
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4.4 Nachweis von Östrogenrezeptoren im porcinen kutanen Wundheilungsmodell

Negative Kontrolle Phasenkontrast Antikörperfärbung

ERα männlich

ERα weiblich

ERβ männlich

ERβ weiblich

Bild 4.7: Immunfluoreszens-mikroskopische Aufnahmen von ERα und ERβ

in porciner Epidermis. In drei Spalten sind jeweils die Negativkontrolle

(grün), der Phasenkontrast (grau) und die Antikörperfärung des entsprechen-

den Rezeptors (grün) dargestellt.
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

(a) Kontrolle Mamma (b) Kontrolle Ovar

Bild 4.8: Immunfluoreszens-mikroskopische Aufnahmen der Kontrollfärbung

von ERα und ERβ. Die Kontrolle (a) für ERα ist humanes Mammagewebe

und (b) für ERβ humanes Ovargewebe (grün).

4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

4.5.1 Effekt von 17-β-Östradiol im ex vivo Wundheilungsmodell auf

männliche und weibliche Individuen

Die ex vivo WHM eines Individuum (weiblich: n = 7; männlich: n = 21) wurden mit vier

unterschiedlichen Konzentrationen von 17-β-Östradiol inkubiert (1 nM , 2 nM , 100 nM

und 1000 nM). Für Vorversuche wurden die Konzentrationen zwischen 0, 1˘1000 nM

gewählt, da bei diesen Konzentrationen nachweisbare biologische Effekte beschrieben

wurden. Dies gilt in vivo und in vitro (Ashcroft et al. 1997, Conrad et al. 2005, Merlo et

al. 2009). Als Kontrolle wurde das entsprechende Volumen PBS, in dem Östrogen auch

gelöst war, der Wunde zugesetzt. Auf die Kontrolle wurde konstant Bezug genommen.

Die WHMwurden direkt nach der Verwundung und nach 24 h mit Östradiol, dass direkt

in die Wunde appliziert wurde, behandelt und nach 48 h wurden sie ausgewertet.

In den Vorversuchen zeigte sich bei 0, 1 nM kein Effekt, aber die Östrogenkonzentratio-

nen von 1 nM und 100 nM führten zu einer signifikanten Wundheilungsbeschleunigung

(p < 0, 001) in unserem ex vivo WHM (n = 4) (Bild 4.9a). Daher wurde in den folgen-

den Untersuchungen 17-β-Östradiol Konzentrationen von 1 nM , 2 nM und 100 nM

gewählt. Um einen eventuell noch stärkeren Effekt bei höheren Konzentrationen zu

überprüfen, wurde zusätzlich der Effekt von 1000 nM untersucht.
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

(a) (b)

(c) (d)

Bild 4.9: Darstellung des Wundheilungsfortschrittes nach Östrogen-

Behandlung in männlichen und weiblichen WHM Vorversuch

(a) WHM, die mit 1 nM (E1) und 100 nM (E100) 17-β-Östradiol behandelt

wurden, heilen signifikant besser, als die Kontrolle (PBS) und 0, 1 nM

(E0,1)(n = 4; *:p ≤ 0, 001) (c WHM, die mit 1 nM (E1), 2 nM (E2), 100 nM

(E100), 1000 nM (E1000) 17-β-Östradiol behandelt wurden heilen signifikant

besser als die Kontrolle (PBS), wobei männliche ex vivo WHM (n = 21)

bei allen Konzentrationen einen signifikant höheren Wundheilungsfortschritt

erzielen als weibliche (n = 7) (*:p ≤ 0, 001). Beispiel eines weiblichen (b) oder

männlichen (d) ex vivo WHM (Hämatoxylin-Eosin Färbung) das mit 2 nM

17-β-Östradiol behandelt wurden.
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

Es stellte sich heraus, dass 17-β-Östradiol im Gesamtkollektiv (männliche und weibliche

Schweine gemeinsam ausgewertet) in jeder Konzentrationsform statistisch signifikant

(p < 0, 001) die Wundheilung gegenüber der Kontrolle (PBS) beschleunigt.

Die verschiedenen 17-β-Östradiol Konzentrationen unterscheiden sich nicht signifikant

hinsichtlich des Wundheilungsfortschritts. Eine Konzentration von 1 nM 17-β-Östradiol

ist ausreichend um die Wundheilung zu verbessern. Es gibt keinen linearen Zusam-

menhang zwischen den in diesem Experiment getesteten ansteigenden 17-β-Östradiol

Konzentration und der Beschleunigung der Wundheilung.

Interessanterweise konnte man bei allen Konzentrationen einen signifikanten Unter-

schied (p < 0, 001) in der Wirkung von Östrogen in der porcinen kutanen Wundheilung

zwischen männlichen und weiblichen Individuen beobachten. Männliche mit Östrogen

behandelte porcine ex vivo WHM heilten signifikant besser als weibliche (Bild 4.9b, c,

d).

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass 17-β-Östradiol in der Lage ist, die Wund-

heilung ab einer Konzentration von 1 nM in porcinen Hautmodellen zu beschleunigen.

Bei männlichen und weiblichen Individuen konnte eine signifikante Wundheilungsbe-

schleunigung unter Behandlung von 17-β-Östradiol nachgewiesen werden, wobei die

männlichen Individuen eine signifikant bessere Wundheilung aufzeigten als die weibli-

chen.

4.5.2 Testung der Applikationsform von 17-β-Östradiol

Das porcine WHM wurde mit den Konzentrationen 1 nM , 2 nM , 100 nM und 1000 nM

17-β-Östradiol (E2) behandelt, entweder auf direktem Wege mit Applikation in die

Wunde oder indirekt, durch Hinzugabe von 17-β-Östradiol in das das WHM umgeben-

de Medium. Hierbei handelt es sich um das gleiche Kollektiv wie im oberen Abschnitt

beschrieben. Dabei zeigte sich, dass die Art der Applikation von 17-β-Östradiol keinen

Einfluss auf seine Auswirkung auf die Wundheilung hat. Es gibt keinen signifikanten

Unterschied (p = 0, 152) des Wundheilungsfortschrittes zwischen der Applikation von

17-β-Östradiol indirekt in das Medium oder direkt in die Wunde. Daher ergibt sich

für weitere Untersuchungen, aufgrund der einfacheren Handhabung und des geringeren
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

Verbrauchs von Östrogen eine direkte Applikation des Wirkstoffes in die Wunde. Die ex

vivo WHM wurden nach dem Geschlecht unterschieden, um differente Auffälligkeiten

in der Wundheilung zu verifizieren. Die Applikationsform ergibt im männlichen sowie

im weiblichen Geschlecht keinen signifikanten Unterschied. Die Gesamtheit aller vor-

liegenden männlichen ex vivo WHM zeigen eine deutliche verbesserte Wundheilung als

die weiblichen, der statistisch signifikante Unterschied liegt bei p = 0, 001 siehe (Bild

4.10a und b).

(a) (b)

Bild 4.10: Abhängigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Applikations-

form und vom Geschlecht. Zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Verwundung

wurde die indirekte mit der direkten Applikationsform verglichen. Jede Form

enthält alle getesteten Konzentrationen (1 nM , 2 nM , 100 nM , 1000 nM)

17-β-Östradiol.(a) Es wurde kein signifikanter Unterschied (p = 0, 152) des

Wundheilungsfortschrittes zwischen den Applikationsformen indirekt (Medi-

an = 2, 0569) und direkt (Median = 2, 2373) festgestellt. Das gilt auch im

Vergleich für jede getestete Konzentrationsform. (b) Es wurde kein signifi-

kanter Unterschied des Wundheilungsfortschrittes zwischen den Applikati-

onsformen indirekt und direkt weder für männliche noch weibliche WHM

festgestellt. Ein signifikanter Unterschied wurde wie bereits vorher gezeigt in

der Wundheilung zwischen dem männlichen (n = 21) und weiblichen (n = 7)

Geschlecht nach Applikation von Östrogen mit beiden Applikationsformen

beobachtet (*:p ≤ 0, 001).
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

4.5.3 Einfluss von GAP27 und 17-β-Östradiol auf die porcine Wundheilung

Da wir festgestellt haben, dass die Applikation von Östrogenen (diese Arbeit) und

von dem Cx-mimetischen Peptid GAP27, das spezifisch die Funktionalität der Conne-

xin 43-vermittelteten zellulären Kommunikation beeinflusst (Pollok et al., 2011), die

Wundheilung im ex-vivo Modell beschleunigen und auf der anderen Seite bekannt ist,

dass Östrogene einen Einfluss auf Connexine haben (Grummer et al. 1994, Kilarski et

al. 2000), wollten wir untersuchen, ob eine Kombination dieser beiden Substanzen einen

abhängigen oder unabhängigen Effekt zeigt.

Dazu wurde in Zeitreihen von 2, 6, 18, 24, 48 und 72 Stunden in 8 männlichen WHM die

Wirkung von 2 nM 17-β-Östradiol, 600 µM GAP27 und der Kombination von 17-β-

Östradiol und GAP27 untersucht. PBS diente dabei als Kontrolle. Für den Zeitpunkt 48

Stunden wurde zusätzlich eine Kombination von 100 nM 17-β-Östradiol und 600 µM

GAP27 getestet, um einen eventuellen Einfluss der 17-β-Östradiol Konzentration in

Kombination mit GAP27 auf den Wundheilungsfortschritt beurteilen zu können.

Nach 2 und 6 Stunden konnte in keinem der Modelle ein Wundheilungsfortschritt nach-

gewiesen werden.

Bild 4.11: Effekt von 17-β-Östradiol auf das ex vivo WHM nach 18 Stunden

Vergleich des Wundheilungsfortschritts in porcinen WHM nach Behandlung

mit 600 µMGAP27, 2 nM 17-β-Östradiol und der Kombination von 17-β-

Östradiol/GAP27 (n = 8; *:p ≤ 0, 05).
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Nach 18 h waren mit 2 nM 17-β-Östradiol behandelte WHM mit einem durchnittlichen

Score von 1, 0 besser geheilt, als Modelle mit GAP27 mit 0, 69. 17-β-Östradiol/GAP27

mit 0, 5 und der PBS Kontrolle mit 0,79. In der univariaten Varianzanalyse liegt die

Signifikanz des Unterschieds zwischen 17-β-Östradiol und GAP27 bei p = 0, 021 (Faktor

1, 444) und zwischen 17-β-Östradiol und der Kombination 17-β-Östradiol/GAP27 bei

p = 0, 001 (Faktor 1, 96). Im Bezug zur Kontrolle ergibt sich für E2 und PBS p = 0, 1

(Faktor 1, 27) und für den Vergleich von E2+GAP27 und PBS p = 0, 05 (Faktor 0, 65),

siehe (Bild 4.11).

24 Stunden nach Verwundung zeigen Modelle, die mit GAP27 behandelt wurden im

Median den höchsten Score (Wert). GAP27 beschleunigt die porcine Wundheilung stati-

stisch signifikant gegenüber PBS (p = 0, 047; Faktor 1, 33) und 17-β-Östradiol/GAP27

(p = 0, 027; Faktor 1, 38), nicht aber im Vergleich zu E2 alleine (p = 0, 105; Faktor

1, 24), siehe (Bild 4.12).

Bild 4.12: Effekt von 17-β-Östradiol auf das ex vivo WHM nach 24 Stunden

Vergleich des Wundheilungsfortschritts in porcinen WHM nach Behandlung

mit 600 µM GAP27, 2 nM 17-β-Östradiol und der Kombination von 17-β-

Östradiol/GAP27 (n = 8; *:p ≤ 0, 05).

Nach 48 Stunden waren alle behandelten Modelle, 600 µM GAP27, 100 nM 17-β-

Östradiol, 2 nM 17-β-Östradiol und der Kombination von 17-β-Östradiol/GAP27, ge-

genüber der Kontrolle besser geheilt (Bild 4.13a und b). Für diesen Zeitpunkt wurde

zusätzlich eine höhere Konzentration (100 nM) 17-β-Östradiol in Kombination mit
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4.5 Östrogeneinfluss auf die Wundheilung

GAP27 getestet. Im Kruskal Wallis Test des paarweisen Vergleichs werden durch Bil-

dung von Rängen die Signifikanzen im Vergleich der Behandlungen zur Kontrolle deut-

lich. Die einzelnen Behandlungen unterscheiden sich nicht signifikant hinsichtlich des

Wundheilungsfortschritts.

(a) (b)

Bild 4.13: Effekt von GAP27 und 17-β-Östradiol auf das ex vivo WHM

nach 48 Stunden. (a)Vergleich des Wundheilungsfortschritts in porcinen

WHM nach Behandlung mit 600µM GAP27, 100 nM 17-β-Östradiol, 2 nM

17-β-Östradiol und der Kombination von 17-β-Östradiol/GAP27 (n = 8;

*:p ≤ 0, 01). (b) Paarweiser Vergleich von Kruskal-Wallis, Darstellung der

Signifikanzen (gelb) PBS zu GAP27 p = 0, 005, PBS zu E100+GAP27

p < 0, 001, PBS zu E2+GAP27 p < 0, 001 PBS zu E2 p = 0, 007, keine

Signifikanz (schwarz). Die Zahlen an den Behandlungen geben die für den

Test zur Bildung der Signifikanz wichtigen Durschnittsränge an, je größer

die Differenz der Ränge, desto wahrscheinlicher liegt eine Signifikanz vor.

Nach einer Wundheilungsdauer von 3 Tagen sind alle Wunden der porcinen ex vivo

WHM mit der regenerierenden Epidermis verschlossen. Es zeigt sich kein messbarer

Unterschied im Wundheilungsscore zwischen der Kontrolle, GAP27, 17-β-Östradiol und

der Kombination von 17-β-Östradiol/GAP27 (Bild 4.14).
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Bild 4.14: Darstellung des Wundheilungsfortschritt des ex vivo WHM nach

72 Stunden Es ist kein Unterschied in der Wundheilung der einzelnen Be-

handlungen (PBS, 600 µM GAP27,100 nM 17-β-Östradiol, 2 nM 17-β-

Östradiol und der Kombination von 17-β-Östradiol/GAP27) feststellbar.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass 17-β-Östradiol nach 18 Stunden die Wund-

heilung beschleunigt. GAP27 zeigt nach 24 Stunden eine signifikant beschleunigende

Wirkung. Nach 48 Stunden erzielen alle Behandlungen (600 µM GAP27, 100 nM 17-

β-Östradiol, 2 nM 17-β-Östradiol und der Kombination von 17-β-Östradiol/GAP27)

einen positiven Effekt gegenüber der Kontrolle. Die Kombination von GAP27 und 17-β-

Östradiol zeigte zu keinen Zeitpunkt eine signifikante Verbesserung zu den Einzelsub-

stanzen, zu 48 h konnte aber ein Trend der Verbesserung durch Kombination beobachtet

werden.

4.6 Lokalisation von Cx43 und Cx26 am Wundrand während

der Wundheilung unter Östrogen- und GAP27-Einfluss

Im Folgenden wurde die Beeinflussung der Expression und Lokalisation von Cx26 und

Cx43 nach Applikation von 17-β-Östradiol und GAP27 im porcinen Wundheilungsmo-

dell untersucht. Die bereits im vorherigen Kapitel bezüglich der Wundheilung vorge-

stellten ex vivo WHM wurden immunhistologisch mit Cx43 und Cx26 doppelgefärbt.
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4.6 Lokalisation von Cx43 und Cx26 am Wundrand während der Wundheilung unter
Östrogen- und GAP27-Einfluss

Zur besseren Übersichtlichkeit der Ergebnisse wird nachfolgend die Doppelfärbung nach

den Connexinen (Cx43, Cx26), in die verschiedenen Zeitpunkte nach der Verwundung

und nach der Lokalisation (Wundrand, regenerierende Epidermis) unterteilt. In den

nachfolgenden Untersuchungen wurde der Anteil an Modellen mit einer positiven Cx43

oder Cx26 Färbung in die Schichten der Epidermis, in das Stratum granulosum (SG),

Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum (SG+OSSP), Stratum granulosum

und gesamtes Stratum spinosum (SG+SSP) und in alle Schichten (SG+SSP+SB) un-

terteilt. Zusätzlich sind einige Modelle in allen Schichten negativ.

4.6.1 2 Stunden nach Verwundung

Am Wundrand kann 2 Stunden nach Verwundung eine positive Färbung von Cx43 fest-

gestellt werden. Im Vergleich zur unbeteiligten Epidermis in der Cx43 in allen Schichten

vorhanden ist, sieht man am Wundrand einige Unterschiede (Bild 4.15b und c). Ten-

dentiell kann beobachtet werden, dass in der Behandlung mit GAP27 weniger Modelle

in den tieferen Schichten positiv für Cx43 sind. In der Behandlung mit E2+GAP27

schreitet die Cx43 Supprimierung langsamer voran, als im Vergleich mit allen anderen

Behandlungen und der Kontrolle. Nach der statistischen Auswertung mithilfe der or-

dinal logistischen Regression ergibt sich aber kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Behandlungen (p = 0, 581). Im SG und gesamten SSP sind nach 2 Stun-

den in der Kontrolle (PBS), in E2+GAP27 und in E2 noch 66, 7% und in GAP27 noch

50% der Modelle positiv für Cx43. Eine positive Färbung von Cx43 in allen Schich-

ten ist nur für die Behandlung E2+GAP27 in 16,7% der Modelle nachzuweisen (Bild

4.15a). Die beginnende Herabregulation von Cx43 wird am Wundrand vor allem im

Stratum Basale und bei einigen Modellen die mit PBS oder GAP27 behandelt wurden,

im unteren Stratum Spinosum beobachtet, siehe (Bild 4.15b).

Wie bereits bekannt, wird die Cx26 Expression am Wundrand erst nach 18 Stunden in-

duziert (Brandner et al. 2004). Auch in dieser Arbeit zeigen Behandlungen mit 2 nM 17-

β-Östradiol (E2), 2 nM 17-β-Östradiol gemeinsam mit 600 µM GAP27 (E2+GAP27),

600 µM GAP27 (PBS+GAP27) und PBS (Kontrolle) am Wundrand erst nach 18 Stun-

den eine positive Reaktion (Abschnitt 4.6.3).
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4.6 Lokalisation von Cx43 und Cx26 am Wundrand während der Wundheilung unter
Östrogen- und GAP27-Einfluss

(a)

(b)

(c)

Bild 4.15: Anteil von Modellen mit Cx43 Lokalisation am Wundrand im

Stratum Granulosum (SG), im SG und im oberen Stratum Spi-

nosum (SG+OSSP), im SG und im gesamten Stratum Spinosum

(SG+SSP), in allen Schichten (SG+SSP+SB) und ohne Cx43 Lo-

kalisation (negativ) 2 Stunden nach Verwundung.(a) Beispielhafter

immunhistologischer Nachweis von Cx43 (rot) (Überlagerung mit Phasen-

kontrast), am Wundrand in einem WHM, das mit GAP27 inkubiert wurde

(Längenmaßstab = 50 µM)(weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand) (b)

und in der unbeteiligten Epidermis in einem WHM ohne jegliche Behand-

lung (c).
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4.6.2 6 Stunden nach Verwundung

6 Stunden nach der Verwundung ist bei allen Modellen die fortschreitende Herunter-

regulation von Cx43 vor allem in den unteren Schichten der Epidermis zu beobachten.

Einige Modelle sind bereits komplett negativ (Bild 4.16b). Als Trend kann beobach-

tet werden, dass mit der Behandlung mit E2 und GAP27 die meisten Modelle negativ

für Cx43 sind im Vergleich zu allen anderen Behandlungen und zur Kontrolle (Bild

4.16a). Die ordinal logistische Regression ergibt aber keinen statistisch signifikanten

Unterschied p = 0, 975.

Der Anteil der Modelle in denen keine Cx43 Färbung nachgewiesen werden konnte,

liegt für die Behandlung mit PBS und E2+GAP27 bei 16, 7% und mit GAP27 und E2

bei 33, 3%. Im SB ist bei den mit PBS, GAP27 und E2+GAP27 behandelten Modellen

keine positive Färbung für Cx43 sichtbar. Es wurde keine positive Färbung für Cx26

in allen Modellen beobachtet.

(a) (b)

Bild 4.16: Anteil von Modellen mit Cx43 Lokalisation am Wundrand 6 Stun-

den nach Verwundung.(a) Beispielhafter immunhistologischer Nachweis

von Cx43 (rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkontrast), in ei-

nem WHM, das mit PBS inkubiert wurde (Kontrolle) (b)(Längenmaßstab =

50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand).
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4.6.3 18 Stunden nach Verwundung

Nach 18 Stunden ist Cx43 in allen Schichten fast vollständig herunterreguliert (Bild

4.17a und c), in PBS und E2+GAP27 zu 87, 5% und in GAP27 und E2 zu 75%. Bei

den Behandlungen mit E2 und E2+GAP27 in den wenigen noch positiven Modellen

ist eine Lokalisation von Cx43 im SG und SSP zu sehen, während man in mit GAP27

behandelten Modellen und in den Kontrollmodellen nur noch eine Expression im SG

beobachtet. Es ergibt sich aber nach der statistischen Auswertung kein signifikanter

Unterschied zwischen den Behandlungen (p = 0, 856).

Über 60% der Modelle aller Behandlungen sind nach 18 h in allen Schichten der Epi-

dermis positiv für Cx26, (Bild 4.17c und b). Für Cx26 beobachtet man für die Be-

handlung mit E2+GAP27 eine verminderte Expression im Vergleich mit allen anderen

Behandlungen und der Kontrolle. Es ergibt sich aber nach der statistischen Auswertung

kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen, p = 0, 526, wobei sich der

niedrigste p-Wert für den Vergleich von E2+GAP27 mit den anderen Behandlungen,

p = 0, 257, in dem Diagramm ergibt.

Im SG und gesamten SSP sind für PBS und E2 12, 5% und für E2+GAP27 25% positiv.

Die Anteile der Modelle die in allen Schichten positiv sind liegen für PBS, GAP27 und

E2 bei 87, 5% und für E2+GAP27 bei 62, 5%.
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(a)

(b) (c)

Bild 4.17: Anteil von Modellen die (a) Cx43 und (b) Cx26 Lokalisation am

Wundrand in den verschiedenen Schichten 18 Stunden nach Ver-

wundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer Nachweis von Cx43

(rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkontrast) in einem Wund-

heilungsmodell, das mit PBS inkubiert wurde (c) (Längenmaßstab = 50 µM)

(weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand).
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4.6.4 24 Stunden nach Verwundung

Zum Zeitpunkt 24 Stunden nimmt die Anzahl negativer Modelle für die Cx43 Färbung

wieder ab. Eine stärkere Reexpression von Cx43 wurde in Modellen, die mit GAP27

(alleine oder in Kombination mit E2) behandelt wurden, gesehen. Zum Vergleich zeigen

die Modelle, die mit E2 oder PBS behandelt wurden, eine noch verminderte Expres-

sion von Cx43. Es gibt aber keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den

Behandlungen (p = 0, 350. Für die Kontrolle PBS zeigt sich zu 42, 9%, für GAP27

zu 14, 3%, für E2+GAP27 zu 25% und für E2 zu 50% keine Cx43 Expression. In allen

Schichten, somit auch im SB zeigen nur wenige Modelle, GAP27 14,3% und E2+GAP27

12, 5%, die Reexpression von Cx43 (Bild 4.18a).

Für Cx26 beobachtet man 24 h nach Verwundung für die verschiedenen Behandlungen

nur minimale Unterschiede (Bild 4.18b), die nicht statistisch signifikant sind (p = 1, 000.

Cx26 ist 24 h nach Verwundung am Wundrand in allen Schichten in den Modellen für

die Behandlungen PBS, E2+GAP27 zu 100%, GAP27 und E2 zu 85, 7% positiv. Cx26

ist in den Kontrollmodellen und in den mit 17-β-Östradiol behandelten Modellen auf

den äußersten Wundrand und die regeneriende Epidermis beschränkt, während es in den

mit GAP27 und E2+GAP27 behandelten Modellen stärker im gesamten Bereich des

Wundrandes vorhanden ist. Bei diesen beiden Behandlungen ist Cx26, das zu diesem

Zeitpunkt am Wundrand reinduziert wird, mit Cx43 co-lokalisiert (Bild 4.18d und f).
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(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

Bild 4.18: Anteile von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b)Lokalisation am

Wundrand 24 Stunden nach Verwundung zeigten. Beispielhafter im-

munhistologischer Nachweis von Cx43 (rot) und Cx26 (grün) und deren Co-

Lokalisation (gelb) in porcinen WHM (Überlagerung mit Phasenkontrast),

die mit PBS (c), 600 µM GAP27 (d), 2 nM 17-β-Östradiol (e) und der Kom-

bination von 17-β-Östradiol/GAP27 (f) inkubiert wurden (Längenmaßstab

= 50 µM). Die Bereiche der Wundränder sind jeweils links im Bild nach

Verwundung dargestellt (weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand).

57



4.6 Lokalisation von Cx43 und Cx26 am Wundrand während der Wundheilung unter
Östrogen- und GAP27-Einfluss

4.6.5 48 Stunden nach Verwundung

2 Tage nach Verwundung ist Cx43 in allen Modellen wieder vollständig vorhanden (Bild

4.19c und d). Tendentiell zeigt sich zum Zeitpunkt 48h nach Verwundung eine deutlich

vermehrte Cx43 Expression in den Behandlungen mit GAP27, E2+GAP27 und E2

gegenüber der Kontrolle (p = 0, 553). Die Expression von Cx43 ist am Wundrand in

allen Schichten der Epidermis bei den behandelten Modellen mit GAP27 in 16,7% und

mit E2+GAP27 und E2 in 14,3% zu detektieren, jedoch nicht in der Kontrolle (Bild

4.19a).

In der Cx26 Färbung sieht man nach 48h im Vergleich zu 24 h eine verminderte Expres-

sion bei allen Modellen. Intressanterweise ist diese Herunterregulation von Cx26 aber

wesentlich deutlicher für Modelle, die mit E2 behandelt wurden. Eine negative Cx26

Färbung kam bei der Kontrolle zu 33, 3%, bei GAP27 zu 33, 3%, bei E2+GAP27 zu

14, 3% und bei E2 zu 50% vor (Bild 4.19b). In der gesamten Epidermis sind für PBS

66, 7%, für GAP27 33, 3%, für E2+GAP27 42,9% und für E2 nur 16, 7% positiv. In

der statistischen Auswertung ergibt sich für den Einfluss der Behandlung auf die Cx26

Expression ein p = 0, 424. E2 zeigt im Vergleich zu den anderen Behandlungen den

größten Einfluss, jedoch ohne statistische Signifikanz (p = 0, 155.
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(a)

(b)

(c)

(d)

Bild 4.19: Anteil von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b) Lokalisation am

Wundrand in den verschiedenen Schichten 48 Stunden nach Ver-

wundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer Nachweis von Cx43

(rot) und Cx26 (grün) und deren Co-Lokalisation (gelb) (Überlagerung mit

Phasenkontrast) in einem porcinen WHM, das mit E2 (c) und der Kombi-

nation von 17-β-Östradiol/GAP27 (d) inkubiert wurde (Längenmaßstab =

50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand).
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4.6.6 72 Stunden nach Verwundung

Nach 72 Stunden hat sich am Wundrand für Cx43 nahezu der Ausgangszustand einge-

stellt (Bild 4.20c). Cx43 ist bei allen Modellen in allen Behandlungen im SG und SSP

vertreten, wobei PBS in 87, 5%, GAP27 und E2+GAP27 in 66, 7% und E2 zu 71, 4%

positiv sind. In der gesamten Epidermis lässt sich eine positive Cx43 Färbung vor allem

für die Modelle mit GAP27 33, 3% nachweisen. Keine Cx43 Färbung zeigt sich in 14, 3%

der Modelle die mit E2 behandelt worden sind. Man kann einen Trend beobachten, dass

die Re - Expression von Cx43 in E2 im Vergleich zu den anderen Behandlungen und

der Kontrolle noch nicht so weit fortgeschritten ist, (Bild 4.20a). In der ordinal logisti-

schen Regression ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied, p = 0, 201. Der

beobachtete Trend geht mit einem p = 0, 106 einher. Die Cx26 Färbung zum Zeitpunkt

72 Stunden nimmt im Bereich des Wundrandes in der gesamten Epidermis im Vergleich

zum 48 h Wert weiter ab. 62, 5% (PBS) (E2), 66, 7% (GAP27) und 75% (E2+GAP27)

der Modelle sind negativ. Nur noch 37, 5% der Modelle, die mit PBS behandelt wur-

den, bzw. 12, 5% der Modelle, die mit E2+GAP27 behandelt wurden, zeigen in allen

Schichten eine positive Färbung. Die Anteile der negativ gefärbten Modelle für Cx26

nehmen im Zeitverlauf von 48 h auf 72 h nach Verwundung in allen Modellen deutlich

zu. Man beobachtet hier also einen Trend zur verminderten Expression von Cx26 in

Modellen, die mit E2 in Kombination mit GAP27 behandelt wurden (Bild 4.20b). Die

statistische Auswertung ergibt für den Vergleich der Behandlungen zur Kontrolle einen

p-Wert von p = 0, 831.
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(a)

(b) (c)

Bild 4.20: Anteil von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b) Lokalisation am

Wundrand in den verschiedenen Schichten 72 Stunden nach Ver-

wundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer Nachweis von Cx43

(rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkontrast) in einem Wund-

heilungsmodell, das mit 17-β-Östradiol (E2) (c) inkubiert wurde (Längen-

maßstab = 50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet den Wundrand).
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4.7 Lokalisation von Cx43 und Cx26 in der regenerierenden

Epidermis während der Wundheilung unter Östrogen- und

GAP27-Einfluss

Während man nach 2 und 6 h in der Wundheilungsphase noch keine regenerierende

Epidermis beobachten kann, sieht man nach 18 h im Regelfall eine beginnende Bildung

der regenerierenden Epidermis, wie es auch in dieser Arbeit siehe Abschnitt 4.5.3 der

Fall ist.

4.7.1 18 Stunden nach Verwundung

(a) (b)

Bild 4.21: Anteil von Modellen die Cx26 (a) Lokalisation in der regenerieren-

den Epidermis in den verschiedenen Schichten 18 Stunden nach

Verwundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer Nachweis von

Cx43 (rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkontrast) in einem

Wundheilungsmodell, das mit PBS (b) inkubiert wurde (Längenmaßstab =

50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet die regenerierende Epidermis).
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Nach 18 Stunden war Cx43 in der regenerierenden Epidermis in allen Schichten bei

allen Behandlungen abwesend. Im immunhistologischen Nachweis (Bild 4.21b) erkennt

man die grüne Färbung für Cx26, aber keine rote Färbung für Cx43. Die Lokalisa-

tion von Cx43 in allen Schichten der Epidermis konnte bei PBS in 75%, bei GAP27

in 87, 5% und bei E2+GAP27 und E2 in 62, 5% der Modelle beobachtet werden (Bild

4.21a). In der Behandlung mit PBS zeigten 25% der Modelle keinen Nachweis von Cx26,

etwas niedriger ist dieser Wert bei den mit GAP27, E2+GAP27 und E2 behandelten

Modellen. Es scheint, als ob die Modelle, die mit GAP27 behandelt worden sind, eine

deutlichere Expression von Cx26 in allen Schichten zeigen, als die anderen Behandlun-

gen. Die ordinal logistische Regression ergibt keinen signifikanten Unterschied zwischen

den Behandlungen (p = 0, 780). Am deutlichsten hebt sich GAP27 von den anderen

Behandlungen mit p = 0, 488 ab.

4.7.2 24 Stunden nach Verwundung

Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Verwundung lässt sich in der regenerierenden Epi-

dermis eine minimal positive Färbung für Cx43 feststellen. Tendentiell zeigt sich eine

verminderte Expression von Cx43 in GAP27 behandelten Modellen, aber es ergibt sich

kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0, 733)(Bild 4.22a). Der kleinste p-Wert

wird in dem Vergleich PBS zu GAP27 p = 0, 385 errechnet. Die Mehrheit der Modelle

bei allen Behandlungen sind jedoch noch negativ.

In der regenerierenden Epidermis ist Cx26 in den mit GAP27 und E2+GAP27 be-

handelten Modellen in allen bis dahin gebildeten Schichten positiv nachzuweisen (Bild

4.22c und b). Man beobachtet einen Trend, dass man eine verbreiterte Cx26 Expression

in den mit E2+GAP27 und GAP27 behandelten Modellen im Gegensatz zur Kontrolle

hat. Es ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen

(p = 1, 000).
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(a)

(b) (c)

Bild 4.22: Anteil von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b) Lokalisation in

der regenerierenden Epidermis den verschiedenen Schichten 24

Stunden nach Verwundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer

Nachweis von Cx43 (rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkon-

trast) in einem Wundheilungsmodell, das mit GAP27 (c) inkubiert wurde

(Längenmaßstab = 50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet die regenerierende

Epidermis).
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4.7.3 48 Stunden nach Verwundung

Nach 2 Tagen steigt der Anteil der Modelle mit positiver Cx43 Färbung in der rege-

nerierenden Epidermis. Im Vergleich zur Kontrolle zeigen die Modelle, die mit GAP27,

E2+GAP27 und E2 behandelt worden sind, eine breitere Expression von Cx43 in der

Epidermis (Bild 4.23c). Zum Beispiel sind im SG und gesamten SSP 16,7% der mit

GAP27 und 14, 3% der mit E2+GAP27 bzw. E2 behandelten Modelle positiv, wo-

bei die Kontrolle in diesen Schichten keine Cx43 Expression zeigt. Es zeigt sich somit

ein Trend zur breiteren Lokalisation von Cx43 mit allen Behandlungen im Vergleich

zur PBS-Kontrolle. Es ergeben sich aber keine statistisch signifikanten Unterschiede

(p = 0, 579) (Bild 4.23a).

Cx26 ist bei allen Behandlungen noch deutlich positiv gefärbt (Bild 4.23b). Besonders

in den Modellen, die mit E2 und E2+GAP27 behandelt wurden, ist die Cx26 Expression

noch in allen Schichten der Epidermis zu erkennen. Im Gegensatz dazu ist die Expres-

sion von Cx26 in der Kontrolle und in den Modellen, die mit GAP27 behandelt worden

sind, rückgängig zu sein. So sind einige Modelle nur noch im Stratum Granulosum und

oberen Stratum Spinosum positiv gefärbt. Es sind keine komplett negativ gefärbten

Modelle zu beobachten. Man beobachtet somit einen Trend der stärkeren Expression

von Cx26 in Modellen, die mit E2 oder der Kombination E2+GAP27 behandelt wurden.

Ein statistisch signifikanter Unterschied der Cx26 Färbung zum Zeitpunkt 48 Stunden

zwischen den Behandlungen konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0, 845).
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(a)

(b) (c)

Bild 4.23: Anteil von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b) Lokalisation

in der regenerierenden Epidermis den verschiedenen Schichten

48 Stunden nach Verwundung zeigten. Beispielhafter immunhistolo-

gischer Nachweis von Cx43 (rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Pha-

senkontrast) in einem Wundheilungsmodell, das mit 17-β-Östradiol+GAP27

(E2G27) (c) inkubiert wurde (Längenmaßstab = 50 µM) (weißer Pfeil kenn-

zeichnet die regenerierende Epidermis).
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4.7.4 72 Stunden nach Verwundung

72 Stunden nach Verwundung hat sich das Bild der Doppelfärbung von Cx43 und

Cx26 nicht wesentlich gegenüber dem Bild von 48 h geändert. Einige Modelle die mit

E2 behandelt worden sind, zeigen in 12, 5% eine negative Färbung für Cx43. Eine po-

sitive Cx43 Färbung in allen Schichten der regenerierenden Epidermis ist für die mit

PBS und E2 behandelten Modelle in 12, 5% und mit E2+GAP27 in 25% der Fälle

zu finden, jedoch nicht für die Modelle, die mit GAP27 behandelt worden sind (Bild

4.24a). Man kann somit einen Trend beobachten, dass die Expression von Cx43 in

den mit GAP27 behandelten Modellen weniger verbreitet ist, als in dem mit PBS und

E2+GAP27 behandelten Modellen. In der ordinal logistischen Regression ergibt sich

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und den Behandlungen

(p = 0, 717). Die Epression von Cx26 nimmt zum Zeitpunkt 72 h nach Verwundung in

der regenerierenden Epidermis im Vergleich zum Zeitpunkt 48 h weiterhin ab. Tenden-

tiell ist die Expression von Cx26 in der Kontrolle in allen Schichten der Epidermis noch

am stärksten gegenüber den Behandlungen vertreten (Bild 4.24b). In der statistischen

Auswertung ergibt sich keine statistische Signifikanz (p = 0, 792). In allen Schichten

der regenerierenden Epidermis zeigen die Modelle mit PBS zu 75%, GAP27 zu 50%,

E2+GAP27 zu 57, 1% und E2 zu 62, 5% eine positive Cx26 Färbung. Einige Modelle

zeigen in der Behandlung mit E2 zu 12, 5% eine negative Färbung für Cx26.

Zusammenfassend für die Cx43 Färbung ist festzustellen, dass es zu keinem Zeitpunkt

am Wundrand und in der regenerierenden Epidermis in keiner Schicht zu einem si-

gnifikanten Unterschied zwischen den Behandlungen mit 2 nM 17-β-Östradiol (E2),

2 nM 17-β-Östradiol gemeinsam mit 600 µM GAP27 (E2+GAP27), 600 µM GAP27

(GAP27) und PBS, als Kontrolle gibt. Für die Cx26 Färbung ergibt sich ebenfalls kein

statistisch signifikanter Unterschied weder am Wundrand noch in der regenerierenden

Epidermis. Die Testung erfolgte mit der ordinal logistischen Regression. Es wurde das

Vorhandensein von Cx43 und Cx26 in den jeweiligen Gruppen der Behandlungen des

ex vivo WHM zum entsprechenden Zeitpunkt und der Lokalisierung miteinander ver-

glichen.
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(a)

(b) (c)

Bild 4.24: Anteil von Modellen die Cx43 (a) und Cx26 (b) Lokalisation in

der regenerierenden Epidermis den verschiedenen Schichten 72

Stunden nach Verwundung zeigten. Beispielhafter immunhistologischer

Nachweis von Cx43 (rot) und Cx26 (grün) (Überlagerung mit Phasenkon-

trast) in einem Wundheilungsmodell, das mit 17-β-Östradiol (E2) (c) in-

kubiert wurde (Längenmaßstab = 50 µM) (weißer Pfeil kennzeichnet die

regenerierende Epidermis).
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5 Diskussion

5.1 Das porcine ex-vivo Wundheilungsmodell

Das beste Untersuchungsmaterial zur Erforschung der humanen Wundheilung ist hu-

mane Haut in vivo. Da es jedoch oft Schwierigkeiten mit der Varianz der Probanden

gibt, bzw. es aus ethischer Sicht in vielen Fällen nicht vertretbar ist, mit menschlichen

Probanden/Patienten zu arbeiten, hat man versucht Tiermodelle zu finden, an denen

man die Prozesse der Wundheilung untersuchen kann. Diese Modelle lassen sich, je nach

Spezies und Wundmodell mehr oder weniger gut auf die humane Haut extrapolieren.

In vielen verschiedenen Aspekten besitzt die Haut eines Schweins Ähnlichkeiten mit der

menschlichen Haut. Das Verhältnis von Epidermis zu Dermis (Vardaxis et al. 1997),

gut entwickelte Reteleisten, subkutanes Fettgewebe sowie das dermale Kollagen der

porcinen Haut (Heinrich et al. 1971) gleicht der humanen Haut. Das gleiche gilt für die

Anordnung, Größe und Verteilung der Blutgefäße in der Dermis und die Anzahl und

Verteilung der Adnexstrukturen (Meyer et al. 1978). Die Wundheilung verläuft in den

selben Phasen wie die humane Wundheilung (Sullivan et al. 2001).

Das Schwein ist für die Wundheilung ein wesentlich besseres Modell als Nager, da (a)

der Aufbau der porcinen Haut der menschlichen viel ähnlicher ist, (b) die Zahl der

Haarfollikel beim Schwein viel geringer ist und (c) die Wundkontraktion beim Schwein

– ähnlich wie beim Menschen, aber anders als bei der Maus – eine untergeordnete Rolle

spielt (Meyer et al. 1978, Meyer 1996, Brandner et al. 2006). Allerdings sind Schweine

aufgrund ihrer Größe teuer in Anschaffung und Unterhalt. Darüber hinaus gebietet der

Tierschutzgedanke die Suche nach Alternativen zum lebenden Tier.

Aus diesem Grund wurde das porcine ex-vivo Wundheilungsmodell in der Arbeitsgrup-

pe Brandner/Moll etabliert und patentiert (Patent-Nr.DE 10317400). Dieses Modell

hat den Vorteil, dass man die Wundheilung im dreidimensionalen System unter Beteili-

gung aller residenten Zellen der Epidermis und Dermis und der extrazellulären Matrix
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über mehrere Tage hinweg beobachten kann. Allerdings kommt es, aufgrund der ex-vivo

Situation und damit des Fehlens einer systemischen Versorgung, nicht mehr zum Ein-

wandern von Zellen des Immunsystems. Dies erlaubt auf der anderen Seite aber auch

die Dissektion von Effekten auf die Wundheilung, die intrinsisch in der Haut durch

Zugabe von bestimmten Substanzen hervorgerufen werden von Effekten, für die die

Einwanderung von Immunzellen nötig ist.

Dieses Modell wurde in dieser Arbeit verwendet, um den Einfluss von Östrogen auf

die Wundheilung zu ermitteln, welcher durch die residenten kutanen Zellen vermittelt

wird. Vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen wurde das Modell mit Hilfe der 3D-

Vermessung genauer charakterisiert, um in der Analyse möglichst genau die Mitte der

Wunde beurteilen zu können und um festzustellen, ob man eine gleichmäßige Wundhei-

lung von allen Seiten beobachten kann. Dies sollte frühere kursorische Beobachtungen

widerlegen oder bestätigen.

Bisherige Beobachtungen legten nahe, dass der Abstand vom Modellrand zur Wundmit-

te von 3 mm abweichen könnte, da sich die Stanzbiopsien durch das Schockgefrieren in

ihrer Größe verändern könnten. Darüber hinaus kann es auch beim Greifen der Stanz-

biopsie mit der Pipette dazu kommen, dass diese leicht oval gedrückt wird. Tatsächlich

zeigte die Vermessung, dass sich der Ausgangsradius von 3000 µm auf 2000 µm (SEM

±110, 7 µm) verkleinert hat. Dies ist bei der Wahl der Schnitte für die Wundheilungs-

mitte zu berücksichtigen.

Die Wundränder wachsen, außer beim Vorhandensein von Haarfollikeln, relativ gleich-

mäßig der Mitte entgegen. Hautareale mit Haarfollikeln fördern die Wundheilung

(Brown und McDowell 1942), sodass die regenerierende Epidermis in diesem Bereich

weiter in die Mitte ragt, als in haarlosen Arealen. Die bereits vorher gewählte gängige

Praxis, Wundheilungsränder, an denen sich ein Haarfollikel befindet, nicht auszuwerten,

wird durch diese Ergebnisse unterstützt.

Da durch das oval-drücken der Wunde mit der Pinzette die Krümmung der Wunde

verändert wird, sollte zusätzlich untersucht werden, ob unterschiedliche Krümmungen

einen Einfluss auf die Wundheilung haben. Parallele Untersuchungen mit Wunden mit

unterschiedlichem Durchmesser und damit auch unterschiedlicher Krümmung zeigten

aber, dass dies nicht der Fall ist.
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5.2 Die Wirkung von Östrogenen auf die Wundheilung im

ex-vivo Modell

Die Haut zählt zu den „nicht klassischen“ östrogensensiblen Geweben und ihre her-

ausragende Bedeutung als Östrogenzielorgan wurde in ihrer Komplexität erst in den

vergangenen 2 Dekaden dargelegt (Zouboulis 2000, Ohnemus et al. 2006). Östrogene

spielen eine komplexe Rolle bei der Wundheilung. Es ist bekannt, dass sie ihre Wirkung

auf die verschiedenen zellulären Komponenten der Haut, wie Fibroblasten, Endothel-

zellen, Keratinozyten, als auch infiltrierende inflammatorische Zellen erzielen (Gilliver

und Ashcroft 2007).

Hormonersatztherapie (HRT) bei postmenopausalen Frauen verbesserte nachweislich

die Wundheilungsrate (Ashcroft et al. 1997) und gilt als präventiver Faktor gegen die

Entwicklung eines chronischen Ulkus, bei chronisch venöser Insuffizienz oder Dekubita-

lulzera (Margolis et al. 2002). Die topische und systemische Anwendung von Östrogenen

zeigt eine Verbesserung der Wundheilung bei älteren männlichen und weiblichen Pa-

tienten durch die Reduzierung der inflammatorischen Antwort (Ashcroft et al. 1997,

Ashcroft et al. 1999). Auch in ovariektomisierten Ratten beschleunigt Östrogen die

Wundheilung (Pirila et al. 2002).

Bei der Wundheilung handelt es sich um einen dynamischen interaktiven Prozess, der

viele Mediatoren wie gewebeständige und infiltrierende Zellen, Komponenten der extra-

zellulären Matrix und eine Reihe von zellulären und molekularen Interaktionen bein-

haltet (Singer und Clark 1999). Da die Wirkung der Östrogene unter anderem über

die inflammatorische Antwort abläuft (Ashcroft et al. 1997, Campbell et al. 2010), die

in dem patentierten und etablierten Wundheilungsmodell (Brandner et al. 2006) un-

serer Arbeitsgruppe für ex-vivo Untersuchungen nur eine nachgeordnete Rolle spielt,

wollten wir untersuchen, inwieweit der beobachtete positive Einfluss der Östrogene auf

die Wundheilung in vivo auch im porcinen ex-vivo WHM simuliert werden und somit

eine Haut-intrinsische Antwort hervorrufen kann. Hinweise auf einen intrinsischen Me-

chanismus gaben bereits Untersuchungen an Keratinozyten-Zellkulturen, die gezeigt

haben, dass Östrogene die Proliferation und (an einer Keratinozyten-Linie) die Mi-

gration steigern (Kanda und Watanabe 2004, Verdier-Sevrain et al. 2004, Merlo et al.
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2009).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine statistisch signifikante Verbesserung der Wund-

heilung in ex vivo Wunden, die mit Östrogen stimuliert wurden gegenüber der Kon-

trolle nachgewiesen werden. Es wurden vier verschiedene 17-β-Östradiol (1 nM , 2 nM ,

100 nM und 1000 nM) Konzentrationen in die Wunde appliziert und 48 Stunden nach

der Verwundung ausgewertet. Alle vier Konzentrationen ergaben eine signifikant ver-

besserte Wundheilungsrate gegenüber der Kontrolle. Eine Konzentrationsabhängigkeit

zwischen den 17-β-Östradiol Konzentrationen von 1 nM bis 1000 nM konnte nicht

beobachtet werden. Ursache dafür könnte sein, dass bereits bei 1 nM die maximale

Wirkung erreicht wurde, die anschließend nicht mehr gesteigert werden konnte.

Um Unterschiede zwischen den Konzentrationen bezüglich des Wundheilungsfort-

schritts zu beobachten, könnte man in Zukunft versuchen die Konzentrationen zu

verkleinern. Interessanterweise zeigten unsere Vorversuche, dass mit 0, 1 nM 17-β-

Östradiol keine Wirkung auf das ex-vivo Wundheilungsmodell erzielt werden konnte.

Eine Konzentrationsreihe müsste sich dann also im sehr engen Bereich von 0, 1 nM bis

1 nM bewegen. Erfolgversprechender wäre deshalb vermutlich, den Wundheilungsfort-

schritt zu einem früheren Zeitpunkt (18 h, 24 h) zu beurteilen.

Bei Männern und Frauen konnten geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wund-

heilung festgestellt werden, aufgrund der unterschiedlichen zirkulierenden Steroidhor-

monkonzentrationen. Das männliche Geschlecht wurde als primärer Risikofaktor für

chronische nichtheilende Ulzera cruris nachgewiesen (Taylor et al. 2002).

In unseren ex-vivo Modellen konnte in nicht zusätzlich mit Östrogen behandelten Wun-

den kein Unterschied zwischen dem männlichen und weiblichen Geschlecht beobachtet

werden. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass die männlichen Tiere kastriert wa-

ren, was zu einem niedrigeren Level von Androgenen und somit zur Verminderung

des Risikos einer schlechteren Wundheilung beim männlichen Geschlecht führen könn-

te. Interessanterweise führte aber die Applikation von 17-β-Östradiol in das porcine

ex vivo Wundheilungsmodell bei männlichen Individuen zu einem signifikant höheren

Wundheilungsfortschritt, als bei den weiblichen.

Eine mögliche Ursache hierfür ist eine unterschiedliche Ausgangskonzentration von

Östrogen in männlichen und weiblichen WHM. Tatsächlich konnten wir beobachten,
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dass, obwohl es sich bei den Schweinen um Tiere vor der Geschlechtsreife handelt, die

Östrogenkonzentration im Blut unserer weiblichen Versuchsobjekte signifikant höher

waren als bei den männlichen. Dies könnte zu einer unterschiedlichen „Grundsensibili-

sierung“ für Östrogen führen. Eine weitere mögliche Ursache könnte die unterschiedliche

Lokalisation von Östrogenrezeptoren sein. Dies wurde aber ausgeschlossen (siehe un-

ten). Auch zeigten sich im Immunreaktivitätsscore vergleichbare Ergebnisse. Allerdings

handelt es sich dabei um eine semiquantitative Auswertemethode. Die Untersuchung

der Expression auf mRNA und Proteinebene könnte ggf. weitere Hinweise auf quanti-

tative Unterschiede geben.

Zusammenfassend lässt sich aber festhalten, dass bei unterschiedlicher Ausgangskonzen-

trationen von Östrogen eine Zugabe von externen Östrogen vorteilhaft für die Wund-

heilung ist, und dass der Effekt scheinbar deutlicher ist, wenn die Ausgangskonzen-

tration niedriger ist. Bezogen auf die Verwendbarkeit des nicht-Östrogen-behandelten

ex-vivo Modells als Modell für Hautzustände mit niedriger Östrogenkonzentration (z.B.

postmenopausale Haut) zeigen die die Ergebnisse, dass vor allem die Verwendung von

männlichen kastrierten Schweinen geeignet ist, da die Östrogenkonzentration im Blut

dieser Schweine (38 ng/l±5, 7 ng/l) vergleichbar mit der von postmenopausalen Frauen

( < 39, 5 ng/l) ist. Die Östrogen-Konzentration liegt ebenfalls im Bereich von gesunden

Männern (13, 5− 59, 5 ng/ml).

Um die Effekte von Östrogenen nicht nur bei der Hautalterung, Pigmentierung, Haar-

wachstum, Talgproduktion und der Entstehung von Hautmalignomen, sondern auch der

Wundheilung zu verstehen, ist es notwendig die Physiologie der Steroidhormone und

deren Rezeptoren zu kennen. Der Wirkmechanismus von E2 beruht auf dem Östrogen-

rezeptor (ER), einem Steroidrezeptor, der zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren

zählt (Jensen und Jacobson 1962). Es existieren zwei Isoformen des Östrogenrezeptors,

ERα (Greene et al. 1986) und ERβ (Kuiper et al. 1997), die in vielen unterschiedli-

chen Geweben bei Säugetieren vorkommen. In humaner Haut und deren Appendices,

den Haarfollikeln und Talgdrüsen (Thornton et al. 2003 a) sind beide Rezeptoren in

Keratinozyten (Verdier-Sevrain et al. 2004), Fibroblasten (Haczynski et al. 2002) und

Adipozyten (Velickovic et al. 2013) lokalisiert.

Da bisher nichts über die Lokalisation von ERβ und ERα in porciner interfollikulä-
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rer Haut bekannt war, wurde in dieser Arbeit seine Lokalisation in unverwundeter

Schweinehaut bei männlichen und weiblichen Individuen untersucht. In der immunhi-

stochemischen Färbung konnten beide Östrogenrezeptoren in der Epidermis nachge-

wiesen werden. In unseren Färbungen war ERα vorwiegend zytoplasmatisch und ERβ

nukleär und zytoplasmatisch lokalisiert. Es zeigen sich bei der Expression beider Re-

zeptortypen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem männlichen und weiblichen

Geschlecht. Bei einem weiblichen Individuum war die Färbung für ERβ negativ. In die-

sem Modell sind die Rezeptoren offenbar herunterreguliert. Die bessere Induzierbarkeit

der Wundheilung der männlichen gegenüber den weiblichen Individuen könnte mit der

Herunterregulation der Rezeptoren einhergehen.

Die Verteilung des ERβ in der porcinen Epidermis ähnelt sehr der humanen Epidermis

(Thornton et al. 2003 a). Allerdings gibt es Unterschiede bei den Ergebnissen zwi-

schen Mensch und Schwein in der Lokalisation von ERα. Thornton konnte ERα nicht

spezifisch in der Epidermis in Keratinozyten angefärbt werden, während dies in die-

ser Arbeit der Fall war. Neben dem Speziesunterschied könnten auch unterschiedliche

Färbeprotokolle für dieses unterschiedliche Ergebnis verantwortlich sein. Die Arbeits-

gruppe von Inoue konnte ERα und ERβ in der humanen Epidermis in Hautproben

von 100 Patienten im Stratum basale bis zum Stratum granulosum nachweisen. Es gab

keinen Unterschied zwischen Frauen und Männern (Inoue et al. 2011). Unsere Ergeb-

nisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen von der Arbeitsgruppe Inoue. Das deutet

daraufhin, dass die porcine Epidermis der menschlichen Epidermis im Hinblick auf die

Östrogenrezeptoren sehr ähnelt.

Es konnte gezeigt werden, dass in ovarektomierten Mäusen die Applikation eines selekti-

ven ERβ Agonists zur signifikanten Reduzierung der Wundfläche führte. Im Gegensatz

dazu konnte für ERα kein Effekt auf die Wundheilung nachgewiesen werden (Campbell

et al. 2010). Man kann vermuten, dass in unserem ex vivo Modell durch Behandlung mit

17-β-Östradiol ERβ aktiviert und somit die Wundheilung gefördert wurde. Für diese

Hypothese sollten jedoch, weitere Versuche mit spezifischen ERα- und ERβ-Agonisten

durchgeführt werden.
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5.3 Wechselwirkung zwischen Östrogen und dem

Connexin-mimetischen Peptid GAP27

Aus den Erkenntnissen, das Östrogene (diese Arbeit) und GAP27, das die Funktionali-

tät von Connexin 43 beinhaltenden Gap Junction Kanälen und Halbkanälen beeinflusst

(Wright et al. 2009, Pollok et al. 2011) die Wundheilung im ex-vivo Modell beschleu-

nigen und das Östrogene einen Einfluss auf Connexine haben (Grummer et al. 1994,

Kilarski et al. 2000), wollten wir sehen, ob ein abhängiger oder unabhängiger Effekt

bei der Kombination dieser beiden Substanzen zu beobachten ist.

Es ergab sich ein unterschiedlicher Einfluss der Behandlungen von 2 nM 17-β-Östradiol,

600 µM GAP27 und der Kombination von 17-β-Östradiol und GAP27 in männlichen

ex vivo WHM zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach 18, 24 und 48 Stunden. 18

Stunden nach der Verwundung zeigten Modelle mit 2 nM E2 im Vergleich zu GAP27

aber auch zur Kombination von GAP27 mit E2 eine signifikant bessere Wundheilung.

Im Vergleich zu PBS konnte man einen Trend beobachten. 24 Stunden nach Verwun-

dung zeigt GAP27 in männlichen ex vivo WHM in Wunden ohne Östrogensubstitution

einen statistisch signifikant besseren Wundheilungsfortschritt als in Wunden mit 17-β-

Östradiol, eine Tendenz ist im Vergleich zu PBS zu beobachten. Dies könnte für eine

besonders gute Wirkung von GAP27 in postmenopausalen Wunden sprechen. Nach 48

Stunden führten alle Behandlungen zu einem signifikant positiven Effekt gegenüber der

Kontrolle. Nach 72 h ist kein deutlicher Unterschied zwischen der Kontrolle und den

einzelnen Behandlungen zu erkennen. Ein leichter Trend zur verbesserten Wundheilung

in 17-β-Östradiol substituierten, GAP27-behandelten Wunden war zu beobachten.

E2 und GAP27 scheinen unabhängig voneinander zu wirken, denn ansonsten müssten

sie eine additive Steigerung der Wundheilung in der Behandlung als Kombination zei-

gen. Sie scheinen sich auch nicht positiv gegenseitig zu beeinflussen, wäre das der Fall

würde man eine potenzierende Wirkung auf die Wundheilung erwarten. Zum Teil wirkt

es eher, als ob sie sich gegenseitig hemmen.
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Es ist bekannt, dass Östrogene Connexine beeinflussen können (MacKenzie und Garfield

1985, Grummer et al. 1999). Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass eine

Herabregulation von Connexin 43 eine wichtige Rolle bei der Wundheilung spielt und

dass durch Applizieren von Cx43 mimetischen Peptiden (GAP27), die die Connexin-

Funktion beeinträchtigen eine Wundheilungsbeschleunigung hervorgerufen wird (Pollok

et al. 2011). Connexin 26 hingegen wird während der Wundheilung verstärkt exprimiert.

Im Folgenden wurde die Beeinflussung der Expression und Lokalisation von Cx26 und

Cx43 nach Applikation von 17-β-Östradiol im porcinen Wundheilungsmodell im Ver-

gleich zu GAP27, und 17-β-Östradiol/GAP27 behandelten Modellen sowie Kontroll-

modellen untersucht. Ich konnte bestätigen, dass die Applikaton von GAP27 im porci-

nen ex vivo WHM keine Auswirkung auf die Cx43 Lokalisation und –Regulation – wie

zuvor von Pollok et al. (2011) beschrieben hat.

17-β-Östradiol aktiviert ERα und ERβ, um somit die Transkription, durch Bindung

der Dimere der ligandenaktivierten Rezeptoren an spezifische DNA-Sequenzen, den so-

genannten estrogen response elements (ERE), zu erhöhen. Die ERE sind im Bereich

des Promotors des Zielgens lokalisiert (Klinge 2001). Im Promotor des Gens von Cx43

wurden die ERE beschrieben (Yu et al. 1994) und wir konnten auch bei hohen Konzen-

trationen von Östrogen (100 nM), nicht aber bei 2 nM eine Herabregulation von Cx43

mRNA beobachten (unveröffentlichte Daten). In dieser Arbeit konnte kein Einfluss von

Östrogen auf die Lokalisation von Cx43 beobachet werden.

Für Cx26 wurde in dieser Arbeit zu späteren Zeitpunkten (48 h, 72 h) am Wundrand,

und 72 h nach Verwundung in der regenerierenden Epidermis ein Trend zur vermin-

derten Lokalisation von Cx26 für Modelle, die mit E2 behandelt wurden beobachtet.

Die Herabregulation von Cx26 nach anfänglicher Heraufregulation ist wichtig, damit

die Wundheilung tatsächlich ordnungsgemäß ablaufen kann, da sie sonst in einem hy-

perproliferativen Status bleibt (Goliger und Paul 1995, Coutinho et al. 2003, Brandner

et al. 2004). In chronischen Wunden ist Cx26 am Wundrand vorhanden (Brandner et

al. 2004). Es könnte sein, dass das ein positiver Effekt ist, durch den E2 wirkt. Zur
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Klärung dieser Frage müsste die Zahl der Fälle allerdings noch stark erhöht werden.

In Zellkulturexperimenten zeigte 17-β-Östradiol allerdings bei 2 nM keinen Einfluss

auf die Cx26 Expression von Keratinozyten. Bei 100 nM wird sogar eine Erhöhung von

Cx26 in low Calcium zu 18 und 24 h und in high Calcium-Medium zu 24 h beobachtet

(persönliche Kommunikation Sabine Vidal-y-Sy). Ob und inwieweit Östrogene Conne-

xine in der Haut beeinflussen ist noch nicht abschließend geklärt. Die genaue Wirkung

und die Funktion von Östrogenen auf Zellkomponenten in der Haut und der Einfluss

von Östrogenen auf die Wundheilung sind sehr komplex und bedürfen zur Aufklärung

der Mechanismen weitere intensive Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Die verzögerte kutane Wundheilung ist eine der wichtigsten Konsequenzen der im zu-

nehmenden Alter veränderten Hormonkonzentrationen des Menschen. Verschiedene in

vitro und in vivo Untersuchungen haben gezeigt, dass dabei Östrogen eine besonde-

re Rolle spielt. So verbessert z.B. die Behandlung mit Östrogen die Wundheilung bei

weiblichen und männlichen älteren Patienten. Ein ex-vivo Modell für die gezielte ver-

gleichende Untersuchung der Wirkung von Substanzen in Östrogen enthaltenden und

–defizienten Wunden ist bisher nicht vorhanden.

Dies wäre aber von besonderem Interesse, um z.B. Interaktionen der zu testenden Sub-

stanzen mit der An/Abwesenheit von Östrogen und somit ihre Einsetzbarkeit z.B. in

post-menopausalen Wunden zu klären. In dieser Arbeit wurde deshalb ein in der Ar-

beitsgruppe etabliertes porcines ex-vivo Wundheilungsmodell (WHM) speziell bezüg-

lich Unterschiede in der Wundheilung, Lokalisation von Östrogenrezeptoren und der

Substitution mit Östrogen an Proben von Spendern mit niedriger ((kastrierte) männ-

liche Schweine) und normaler (weibliche Schweine, 6 Monate) Östrogenkonzentration

untersucht.

Darüber hinaus wurden die Serum-Östrogenlevel bestimmt. Dabei konnte gezeigt wer-

den, dass das Östrogen-Serumlevel bei kastrierten männlichen Schweinen bei 38 ±

5, 7 ng/l liegt, was dem Serumlevel von Männern (13, 5 − 59, 5 ng/l) und postme-

nopausaler Frauen (< 39, 5 ng/l) entspricht. Der Wert bei weiblichen Schweinen lag bei

56± 4, 6 ng/l, was im unteren Bereich der prämenopausalen Frauen (24, 4− 411 ng/l,

zyklusabhängig) liegt. Dies spricht für eine Eignung der männlichen WHM als Modelle

für postmenopausale Wunden, der weiblichen WHM für prämenopausale Wunden mit

eher niedrigem Östrogengehalt.

Durch die Applikation von 17-β-Östradiol in männliche und weibliche porcine ex vivo

Wundheilungsmodelle konnte derenWundheilung - vergleichbar zu humanen Patienten -

signifikant beschleunigt werden. Interessanterweise zeigten die behandelten männlichen
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Individuen eine signifikant verbesserte Wundheilung im Vergleich zu den weiblichen.

In WHM ohne Applikation von 17-β-Östradiol konnte hingegen kein Unterschied in

der Wundheilung zwischen porcinem männlichen und weiblichen Geschlecht beobach-

tet werden. Bezüglich der Östrogenrezeptoren konnte ERα in der porcinen Epidermis

zytoplasmatisch und ERβ nukleär und zytoplasmatisch lokalisiert werden. Es zeigten

sich bei der Expression beider Rezeptortypen keine Unterschiede zwischen dem männ-

lichen und weiblichen Geschlecht.

Zur Testung einer Substanz mit möglicher Wechselwirkung mit Östrogen wurde GAP27

ausgewählt. Es handelt sich dabei um ein mimetisches Peptid, dass Connexin 43 als

Zielmolekül hat, dessen Expression/Funktion von Östrogen beeinflusst werden kann.

Wir konnten zeigen, dass die Wundheilung im männlichen ex vivo WHM zum Zeit-

punkt 18 Stunden mit GAP27 in Wunden ohne Östrogensubstitution tendentiell besser

war, als in Wunden mit 17-β-Östradiol. Nach 24 h war dieser Unterschied signifikant.

Dies könnte für eine besonders gute Wirkung von GAP27 in postmenopausalen Wunden

sprechen. Nach 48 und 72 h konnte kein deutlicher Unterschied mehr beobachtet wer-

den, ein leichter Trend zur verbesserten Wundheilung in 17-β-Östradiol substituierten,

GAP27-behandelten Wunden war zu erkennen. In der immunhistologischen Untersu-

chung von Cx43 haben wir festgestellt, dass sich die mit 17-β-Östradiol behandelten

Modelle von den Kontrollmodellen zu keinem Zeitpunkt signifikant unterscheiden.

Auch für ein weiteres, häufig mit der Wundheilung assoziiertes Connexin, Cx26, konn-

te keine signifikante Veränderung beobachtet werden. Somit werden die beobachteten

Unterschiede der GAP27-Wirkung in östrogen-haltigen und –defizienten Wunden ver-

mutlich nicht durch unterschiedliche Lokalisation/Expression des Targets oder eines

eng assoziierten Connexins verursacht.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das ex-vivo Wundheilungsmodell mit

sorgfältig ausgewählten Spendern als Modell für Wunden mit und ohne Östrogenmangel

verwendet werden kann.
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