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1 Einleitung

1.1 Wundheilung

Die akute Wundheilung gliedert sich klassischerweise in vier Phasen, die zum
Teil ineinander Gbergehen.

In der ersten, der Exsudationsphase wird nach einer Verletzung die Gerinnung
aktiviert und es entsteht mithilfe von Thrombin und anderen Wachstumsfaktoren
ein Blutgerinnsel, welches die Blutung aufhalt und die Wunde sowohl bedeckt, als
auch die Wundrander verbindet und zusammenhélt. Nach sechs Stunden
wandern Granulozyten ein, welche der Abwehr dienen. In der sich
anschlieBenden Resorptionsphase phagozytieren Makrophagen das nekrotische
Material. In der folgenden Proliferationsphase werden Fibroblasten aktiviert,
welche einwandern und Granulationsgewebe bilden, das in den Gewebedefekt
einspriel3t, dort kommt es zur Angiogenese. Neue extrazellulare Matrix lagert sich
an. Es kommt zur Epithelialisierung und schlief3lich zum Wundverschluss. In der
abschlieBenden Reparationsphase normalisiert sich die  epidermale
Hyperproliferation und Keratinisierung. Bindegewebsneubildung und -

umbauprozesse fuihren oft zur Narbenbildung.

Die Wundheilung spielt eine wichtige Rolle fur das Uberleben des Menschen.
Durch unterschiedliche Grunderkrankungen kann es zu einer Verzégerung der
Wundheilung oder gar zu keinem Verschluss der Wunde kommen. Dies ist haufig
der Fall bei Patienten mit Durchblutungsstérungen oder Patienten mit Diabetes
mellitus.

Eine wichtige Rolle fir den geordneten Ablauf der Wundheilung spielt die
Kommunikation zwischen den beteiligten Zellen. Diese kann sowohl direkt Uber

sogenannte Gap junctions, als auch indirekt, tber Cytokine, verlaufen.



1.2 Gap junctions

Gap junctions sind Kanéle in der Plasmamembran, welche eine direkte
Kommunikation zwischen zwei benachbarten Zellen ermdglichen und dadurch die
Koordination zellularer Aktivitat in multizellularen Organismen sicherstellen
(Evans & Martin 2002). Eine Zelle besitzt einen sogenannten ,Halbkanal
(Connexon), der aus sechs Connexinen besteht. Mit einem Halbkanal bzw.
Connexon der benachbarten Zelle, bildet er einen Kanal durch die
Plasmamembranen. Eine Ansammlung dieser interzellularen Kanéle bezeichnet
man als Gap junction Plagues. Die Halbkanale werden im endoplasmatischen
Retikulum gebildet und anschlie3end in die Plasmamembran integriert, um dann
an einen Halbkanal der benachbarten Zelle anzudocken (Musil et al, 1991). Gap
junctions kdnnen aus verschiedenen Connexin Protein Subtypen aufgebaut sein
und werden, je hach Zusammensetzung, als homotypisch (beide Connexone sind
vom selben Connexin Subtyp aufgebaut), heterotypisch (jedes Connexon ist aus
einem unterschiedlichen Connexin Subtyp aufgebaut) oder heteromerisch (jedes
Connexon ist aus einem Mix von Connexin Subtypen aufgebaut) bezeichnet
(Martin et al, 2005).

Der Durchmesser eines Kanals betragt durchschnittlich 1,2 nm, Molekuile bis 1
kDa konnen durch ihn transportiert werden. Neben anorganischen lonen (Na”,
K*, Ca®", etc) werden eine Reihe von kleinen Molekiilen, wie cAMP und IP3
durch Gap junctions transportiert (Spray et al, 1994). Durch frihere
Permeabilitdtsstudien wurde deutlich, dass Gap junctions, je nachdem aus
welchen Connexin Protein Subtypen sie aufgebaut sind, unterschiedliche
Durchléssigkeiten fiir second messenger Molekiile, wie CAMP, cGMP, Ca** oder
IP3 besitzen. Das Ziel des Vorhandenseins dieser Permeabilitdtsunterschiede
konnte sein, Kommunikationskompartimente aufzubauen, die einer selektiven
Zellgruppe ermdglichen, dber Veranderungen der Konzentrationen von

spezifischen second messengern, reguliert zu werden (Kumar et al, 2000).



1.2.1 Connexine

Die Familie der bereits erwdhnten Connexine (Cx) bestehen aus hoch
konservierten Proteinen, von denen mindestens 20 verschiedene Subtypen in
Saugetieren  identifiziert wurden und welche entsprechend ihres
Molekulargewichtes in kDa klassifiziert werden konnen (Willecke et al, 2002). In
der menschlichen Epidermis werden Cx 26, Cx 30, Cx 30.1, Cx 31, Cx 32, Cx 40,
Cx 43 und Cx 45 exprimiert (Richard 2000; Risek et al, 1992; Di et al, 2001). Die
Connexin Untereinheiten enthalten vier Transmembrandomanen und bestehen
aus zwei hochkonservierten extrazellularen Schleifen und einer interzellularen
Schleife (Evans & Martin, 2001). Sowohl der NH,- als auch COOH-Terminus
liegen im Cytoplasma.

Jedes Connexin hat einzigartige funktionelle Eigenschaften, was darauf
schlieRen lasst, dass der Connexinaufbau eines Gewebes die spezifischen
physiologischen Gewebeanforderungen widerspiegelt (Saez et al, 2003).

Eine groRe Anzahl von menschlich vererbten Stérungen resultiert aus
Verédnderungen in Connexin Genen. Dies unterstreicht die Bedeutung der Gap
junctions fur die Gewebefunktion (Hodgins, 2004). Unter den Storungen befindet
sich das Vohwinkel Syndrom und weitere Palmoplantar Keratosen, die mit
Taubheit assoziiert sind (OMIM 124500, 121011); dartber hinaus das Keratitis-
Ichthyosis-Taubheit Syndrom (OMIM 148210), Erythrokeratoderma Variabilis
(OMIM 133200) und Hidrotic Ectodermal Cloustons Dysplasia (OMIM 129500)
(Kelsell et al, 2001; Richard, 2003).

In der Haut ist Connexin 43 das am haufigsten vorkommende Connexin. Es wird
neben der Epidermis in dermalen Fibroblasten (Moyer et al, 2002) im
Gefallsystem (Pepper et al, 1992; Polacek et al, 1997) gebildet. In der
menschlichen Epidermis ist es in allen Schichten lokalisiert, seine Intensitat
nimmt von basal nach suprabasal zu (Brandner et al, 2004).

Das C-terminale Ende von Cx 43 wird mit der Regulation der Offnung der Gap
junction Kanale in Zusammenhang mit Wachstumsfaktoren gebracht. Das C-
terminale Ende von Cx 43 besitzt drei interagierende Partner, die die Gap
junction Kommunikation in unterschiedlicher Weise beeinflussen kénnen. Zum

einen die c-Src-Tyrosinkinase, welche das C-terminale Ende von Cx 43



phosphorylieren kann und in der G-Protein vermittelten Inhibierung der Gap
junction Kommunikation involviert ist. Des Weiteren ZO-1, das Signalproteine zu
den Gap junctions rekrutiert und schlie3lich Mikrotubuli, welche aus alpha/ beta-
Tubulin-Dimeren bestehen. Sie erstrecken sich bis zu den aus Cx 43
aufgebauten Gap junctions, wobei vermutet wird, dass diese eine neuartige Rolle
in der Regulation der Stabilitat von Mikrotubuli in Zellverbanden spielen
(Giepmans et al, 2001).

1.2.2 Connexin mimetische Peptide

Zur Erforschung der Funktion von Connexinen werden haufig Connexin
mimetische Peptide verwendet. GAP26 und GAP27 sind mimetische Peptide fur
Connexin 43. Es handelt sich dabei um kurze synthetische Peptide, die den
extrazellularen Sequenzen in Connexin 43 entsprechen und die sich neben der
zweiten und vierten Transmembrandoméne befinden. GAP26 besitzt die
Sequenz VCYDKSFPISHVR (extrazellulare Schleife 1), GAP27 besitzt die
Sequenz SRPTEKTIFII (extrazellulare Schleife 2) (Evans et al, 2001). GAP27
enthalt die Sequenz SRPTEK, welche in den meisten Connexinen vorhanden ist,
z.B. Cx 37, Cx 40 und Cx 43 in Endothelzellen (Hutcheson et al, 1999), Cx 43 in
Epithelzellen der Lunge (Boitano et al, 2000) sowie Cx 43 in menschlichen
gingivalen Fibroblasten (Ko et al, 2001). GAP27 hemmt sowohl Cx 43 als auch
Cx 37 spezifisch aufgrund der Sequenzendung TIFII, hingegen nicht Cx 40,
welches die Sequenz SRPTEKNVFIV besitzt.

Es konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit
verwendeten Connexin mimetischen Peptide den interzellularen Transfer von
Fluoreszenzfarbstoffen in COS-7 Zellen (einer Fibroblastenzelllinie vom Affen)
(Chaytor et al 1999), die Weitergabe von Calciumwellen Uber konfluierende
alveolare Epithelzellen von Ratten (Isakson et al, 2001) und in Atmungsorganen
von Kaninchen befindlichen epithelialen Zellen (Boitano et al, 2000) sowie die
elektrische Kommunikation von Zellen der glatten Muskulatur in Arterien von

Kaninchen (Dora et al, 1999) beeinflussen. In murinen Keratinocyten konnte eine



Reduktion der Weitergabe des Fluoreszenzfarbstoffes Alexa 594 in mit GAP27
behandelten Zellen beobachtet werden (Kandyba et al, 2007).

Der mutmalliche Mechanismus basiert auf der Regulierung des Gap junction
Auf- und Abbaus. Die Connexin mimetischen Peptide simulieren wichtige
extrazellulare Schleifensequenzen, reagieren so mit ungepaarten Halbkanalen in
der Plasmamembran und reduzieren deshalb erfolgreich die interzellulare
Kommunikation der Gap junctions. Das Andocken eines komplementéren
Halbkanals wird gestort und die Anzahl funktionsfahiger Gap junctions reduziert.
Wahrscheinlich kbnnen Connexin mimetische Peptide aber auch direkt mit Gap
junctions interagieren und die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanle verandern
(Evans et al, 2001). Schlief3lich konnten Connexin mimetische Peptide auch mit
dem interzellularen Raum der Gap junctions interagieren, moglicherweise mit
Regionen am Rand der junktionalen Plaques, welches zur Dissoziation und
Beschadigung fuhrt. Elektrophysiologische Ansatze favorisieren die zweite
Moglichkeit (Dora et al, 1999; Kwak, 1999).

1.3 Gap junctions bzw. Connexine in der Wundheilung

Im Wundheilungsprozess spielt die Regulation der Connexine eine wichtige
Rolle. Wahrend es in der gesunden Epidermis nach einer Verwundung zu einer
Herunterregulation von Cx 43 kommt, bleibt Cx 43 in den Wundrandern von
chronischen Wunden vorhanden. In den ersten 24 Stunden nach der
Verwundung verschwindet Cx 43 in den Keratinocyten des Wundrandes und wird
in der regenerierenden Epidermis zunadchst nicht gebildet. Spater (je nach
Spezies nach mehreren Tagen) wird es reinduziert (Goliger et al, 1995; Saitoh et
al, 1997; Coutinho et al, 2003; Brandner et al, 2004). In der Dermis ist Cx 43
voribergehend ein paar Stunden nach dem Trauma in den Fibroblasten,
Endothelzellen und in der glatten Muskulatur der BlutgefaRe um die Wunde
herum hochreguliert (Coutinho et al, 2003). In spateren Stadien der Wundheilung,
wahrend der Gewebserneuerung (ab dem siebten Tag), korreliert die
Hochregulation von Cx 43 mit einem Anstieg der Gewebereifung, welches eine

potentielle Rolle wahrend dieser Phase ebenfalls nahe legt (Moyer et al, 2002).



Die Bedeutung der Herunterregulation von Cx 43 wahrend der Wundheilung
konnte auch in zwei Mausstudien gezeigt werden, in denen die Reduktion der
Expression von Cx 43 in der verwundeten Maushaut zu einer beschleunigten
Wundheilung fihrte (Kretz et al, 2003; Qiu et al, 2003). Ein ,knockdown* von Cx
43 durch Cx 43 antisense (AS) Gel reduzierte des Weiteren die Entziindung der
Wunde, sowohl makroskopisch sichtbar, durch Reduzierung der Schwellung und
Ro6tung, als auch mikroskopisch, durch einen signifikanten Abfall Neutrophiler im
Gewebe um die Wunde (Qiu et al, 2003).

Kurz vor Beendigung dieser Doktorarbeit wurde in einer weiteren Mausstudie
(Mori et al, 2006) gezeigt, dass bei einer akuten Herunterregulation von Cx 43
durch ein AS Gel die Proliferation von Keratinozyten und die Migration von
Fibroblasten in die Wunde zu der Collagenmatrix hin geférdert wurde. Eine
reduzierte Entzindungsantwort war durch eine stark reduzierte Anzahl
Neutrophiler und Makrophagen ersichtlich, ebenso eine abnehmende
Leukozyteninfiltration in das verwundete Gewebe. Demzufolge war auch die
Cytokinproduktion erheblich herabgesetzt. Eine, im Vergleich zu der Kontrolle,
frher einsetzende Differenzierung von Myofibroblasten flhrte zu einer
schnelleren Kontraktion an den Wundrandern. Die Erhéhung von mRNAs flr
TGF R1 sowie vermehrte Collagen al Produktion trugen ebenfalls zu der
beschleunigten Wundheilung bei. Diese zeigte sich in einer schnelleren
Reepithelialisierung und einer schnelleren Ausbildung von Granulationsgewebe

sowie dessen Reifung und Entwicklung.

Man findet die Herunterregulation von Cx 43 nicht nur in kutanen, sondern auch
in anderen epithelialen Wunden, wie z.B. in der Zunge und der Cornea (Matic et
al, 1997; Saitoh et al, 1997). Somit kann man postulieren, dass die
Herunterregulation von Connxin 43 ein ,generelles Prinzip® ist (Brandner et al,
2004).

Cx 26 wird zwar in gesunder interfollikularer menschlicher Epidermis nicht
nachgewiesen, es scheint aber eine wichtige Rolle bei hyperproliferativen

Prozessen zu spielen. So zeigten Labarthe und Lucke 1999 unabhéngig
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voneinander, dass Cx 26 in der Zellperipherie von Keratinozyten in psoriatischen
Plaques intensiv exprimiert wird. In der Wundheilung findet man nach einer
anfanglichen Ruhephase von ca. 18 Stunden eine Cx 26 Induktion. Danach bleibt
es Uber die gesamte Wundreepithelialisierungsphase hinweg angeschaltet und
wird spater, wahrend der terminalen Differenzierung herunterreguliert. In den
Wundrandern chronischer Wunden findet man Cx 26 stark exprimiert (Brandner
et al, 2004). Bei Mausen, in denen Cx 26 experimentell in der Haut
Uberexprimiert wurde, blieb die epidermale Entwicklung und die Wundheilung in
einer hyperproliferativen Phase. Der Ubergang zur Erneuerung des Gewebes war
unterbrochen, und es kam zu einer Infiltration von Immunzellen. Somit I&sst sich
vermuten, dass die Regulation von Cx 26 bzw. der Gap junctions Voraussetzung
fur eine Barrierebildung der Haut und essentiell fir die normale Differenzierung
der Epidermis ist (Djalilian et al, 2006).

Die Herunterregulation bzw. die ,noch nicht Induktion“, die sich bei Cx 26 am
Anfang des Wundheilungsprozesses finden lasst, lasst vermuten, dass die
Isolation der Zellen aus dem Zellverband der konsekutiven Migration in die
Wunde hinein, oder der Proliferation bestimmter Zellen am Wundrand dient.
Generell sollte bei den oben beschriebenen Experimenten an Mausen bzw. mit
Mauskeratinocyten allerdings bedacht werden, dass die Expression und
Lokalisation von Cx 43 und Cx 26 in Menschen und Mausen unterschiedlich ist.
Wahrend Cx 43 in menschlicher Epidermis in allen Schichten mit einer Zunahme
der Intensitat von basal zu suprabasal zu finden ist, wird es in der Epidermis von
M&ausen in den unteren epidermalen Schichten gefunden. Cx 26, das in
menschlicher interfollikularer Epidermis normalerweise nicht exprimiert wird, wird
in Mausen schwach im Stratum granulosum, in Ratten im Stratum granulosum
und in niedrigen Konzentrationen im Stratum spinosum exprimiert (Risek et al,
1992; Goliger und Paul, 1994). Somit ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf

das menschliche System nicht selbstverstandlich.



1.4 Tight junctions

Tight junctions (TJ) kommen in Epithelien (z.B. Harnblasen-, Nieren-,
Darmepithel) und Endothelien (z.B. Blut-Hirn-Schranke) von Wirbeltieren vor. Bei

Invertebraten bernehmen vermutlich septate junctions eine analoge Funktion.

Die Struktur, Proteinanordnung und Regulation parazellularer Durchlassigkeit von
TJ wurde in vielen Arbeiten beschrieben (Cereijido et al, 2000; Madara, 1998;
Mitic et al, 2000; Nusrat et al, 2000; Tsukita et al, 2001; Turner et al, 2000).

TJ bzw. Zonula occludens sind Proteinkomplexe, die benachbarte Epithelzellen
gurtelartig miteinander verfestigen (Mitzscherling et al, 2006). Sie verbinden die
Zellen in Epithelschichten so dicht miteinander, dass eine Barriere fur die
parazellulare Diffusion von Wasser, lonen und geldsten Stoffen entsteht. TJ
befinden sich in der Regel im apikalen Bereich der lateralen Plasmamembran
oberflachenbedeckender Epithelzellen und unterbinden eine Lateralverschiebung
aller Anteile der Plasmamembran (Zaunfunktion) (Schiebler et al, 1999). Auf
elektronenmikroskopischer Ebene stellen sich TJ als enge Kontakte von
benachbarten  Plasmamembranen ohne  extrazellularen  Spalt  oder
intermembrandsen Material (kissing points) dar. In der Epidermis findet man TJ in
der lateralen Membran der Keratinocyten des Stratum granulosums (Brandner et
al, 2002, 2006).

TJ bestehen aus Transmembranproteinen und zytoplasmatischen Plaque-
Proteinen, wobei letztere mit dem Aktinzytoskelett verbunden sind. Occludin, die
Familie der Claudine und die Familie der junktionalen Adhé&sionsmolekile
(Junctional adhesion molecules®, JAMs) sind die drei Typen von
Transmembranproteinen, welche sich in den TJ befinden (Rajasekaran et al,
2003). Sie sind verbunden mit einer Reihe von cytoplasmatischen Plaque-
Proteinen, z.B. ZO-1, ZO-2, Z0O-3, MAGI, MUPP-1, Cingulin, Symplekin, Rab3,
Rab8, (als Ubersicht siehe Brandner und Proksch 2006; Fanning et al, 1998; Itoh
et al, 1999b). Diese cytoplasmatischen Proteine sind involviert in
Gerustfunktionen, Aufbau, Erhalt und Abbau von TJ, Permeabilitat der TJ,



Signaltransduktion, Vesikeltransport, Zellproliferation und Zelldifferenzierung
(Schneeberger et al, 2004; Hofmann et al, 2002). In dieser Arbeit wurde speziell
das TJ Plaque Protein ZO-1, fur das eine Assoziation mit Cx 43 beschrieben ist
(siehe unten) und ein mit ZO-1 assoziiertes Transmembranprotein, Occludin,
untersucht.

Occludin ist ein ~-60 kDa grol3es Protein, das aus 504 Aminoséauren besteht
(Furuse et al, 1993). Es besitzt vier Transmembrandomé&nen, zwei extrazellulare
und eine kurze intrazellulare Schleife. Die beiden extrazellularen Schleifen sind
fur die Zell-Zell-Verbindung verantwortlich und dienen der junktionalen
Abdichtung (Ando-Akatsuka et al, 1996). Obwohl Occludin in fast allen TJ
vorhanden ist, scheint es fur ihre Ausbildung nicht essentiell zu sein. So kann
beispielsweise in embryonalen Stammzellen, denen Occludin fehlt, eine normale
Permeabilitdtsbarriere ausgebildet werden (Saitou et al, 1998). Vielmehr scheint
Occludin die TJ- Permeabilitat und Zaunfunktion zu kontrollieren. Occludin wird in
der interfollikularen Epidermis ausschlief3lich im Stratum granulosum gefunden
(Brandner et al, 2002).

Der intrazellulare COOH-Terminus von Occludin (Fanning et al,1998; Furuse et
al,1994) ist mit dem zytoplasmatischen Plaque Protein ZO-1 assoziiert, Zonula
occludens-1 (ZO-1) ist dartuber hinaus mit den aktinbindenden Proteinen a-
Catenin (Itoh et al,1999; Itoh et al,1997; Rajasekaran et al,1996) und Spectrin
(Mattagajasingh et al, 2000) sowie mit weiteren TJ Proteinen verbunden und

bindet die TJ Plagues an das Aktinzytoskelett.

Zonula occludens proteinl (ZO-1) ist ein 225 kDa schweres peripheres Membran
assoziiertes Protein und ein Mitglied der Membran assoziierten Guanylatkinase
Familie (MAGUKSs) (Mitic et al, 1998). Es scheint eine zentrale Rolle in der
Organisation und Anordnung von Transmembranproteinen zu spielen (Fanning et
al, 1998).

Drei verschiedene Zonula occludens Proteine sind bisher bekannt: ZO-1, ZO-2
und ZO-3. Sie bestehen aus drei PDZ (PSD95/SAP90, Discs large, ZO-1)
Doméanen, einer SH3-Domane, einer Guanylatkinase- Einheit und einer
aktinbindenden Region. Man vermutet, dass diese ZO MAGUK Proteine
verschiedene Komponenten der TJ durch direkte Bindung an spezifische

Domé&nen oder Regionen zusammenfigt (Fanning et al, 1998). ZO-1 bindet mit

9



seinen PDZ Domanen Claudine und JAMs, mit seiner Guanylatkinase homologen
Doméane Occludin (Cereijido et al, 2000; Gonzalez-Mariscal et al, 2000) und
verknlpft sie mit cytoplasmatischen Proteinen, z.B. Sighalmolekilen und dem
Aktinzytoskelett. ZO-1 wird deshalb auch als ,Gerlst® Protein bezeichnet
(Fanning et al, 2002; Zahraoui et al, 2000; Angst et al, 2001). In der Epidermis ist
es in den oberen Schichten lokalisiert (Brandner et al, 2002, 2006).

Wie bereits erwdhnt, wurde eine Interaktion zwischen Cx 43 und ZO-1 in
mehreren Arbeiten beschrieben.

So rekrutiert das ZO-1 Protein moglicherweise Signalproteine in die aus Cx 43
aufgebauten Gap junctions (Giepmans et al, 2001). Diese Interaktion reguliert
eventuell die GroRRe von Gap junction Plaques. Kleine Gap junction Plaques sind
oft mit TJ Strangen verknlpft, was vermuten lasst, dass Gap junctions eng mit
der Funktion der TJ, die Zellpolaritat aufrechtzuerhalten, zusammenhangen
(Kojima et al, 2002).

Generell scheinen Connexine auch die Permeabilitdt von TJ beeinflussen zu
kénnen. So fihrt die Transfektion von Cx 26 in intestinale epitheliale Zellen zu
einer erniedrigten parazellularen Permeabilitat, begleitet von einer

Hochregulation von Claudin- 4, nicht aber von Occludin (Morita et al, 2004).
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1.5 Fragestellung

Die Fragestellung in der vorliegenden Arbeit war, ob es durch Applizieren von Cx
43 identischen  Peptiden (GAP26, GAP27) mdglich ist, eine
Wundheilungsbeschleunigung hervorzurufen. Hierbei sollte die korpereigene
Herunterregulation in den ersten Stunden der Verwundung verstarkt werden. Die
gegebenenfalls gefundene Beschleunigung der Wundheilung sollte mit der Zahl
von proliferativen Zellen in verschiedenen Bereichen der Wunde assoziiert
werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweit die Applikation dieser
Peptide die Lokalisation der Connexine 26 und 43 sowie der Tight Junction
Molektle Occludin und ZO-1 beeinflusst. Fur die Experimente wurde das bereits
im Labor etablierte porcine ex-vivo Wundheilungsmodell verwendet (Brandner et
al, 2006), das eine Beobachtung der Wundheilung Uber einen Zeitraum von finf
Tagen erlaubt.

Mit diesen Untersuchungen sollten Ergebnisse, die im Nager gefunden wurden
(Kretz et al, 2003; Qiu et al, 2003) Uberprift — wie bereits erwéhnt ist die
Verteilung der Connexine in normaler Haut zwischen Nagern und Mensch bzw.
Schwein unterschiedlich; dartber hinaus ist der Ablauf der Wundheilung
unterschiedlich - und weitergehende Erkenntnisse zur Wirkung der Cx 43

Herabregulation gefunden werden.
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2 Material

2.1 Untersuchungsgut

Es wurden Hautbiopsien verwendet, die Schweineohren entnommen wurden. Die
Schweine waren sechs Monate alt, weiblich oder im Alter von sechs Wochen
kastriert und gehdrten der Rasse crossbred Yorkshire/ deutsches Edelschwein
an. Die Ohren wurden sofort nach der Schlachtung entnommen und per Kurier

ins Labor transportiert.

2.2 Gerate

Biopsy Punch: Durchmesser 6 und 3 mm (Stiefel Laboratorium AG,
Offenbach)

Brutschrank: Sanyo CO2 Inkubator (Sanyo Electric Co., Japan)

Digitalkamera: Kodak dc 120 (Kodak GmbH, Stuttgart)

Kryostat: Leica CM 3050 (Leica Camera AG, Solms)

Markierungsstift fur

Gefrierschnitte: DAKO CYTOMATION PEN (Dako A/S, Denmark)

Mikroskope: Leica DM-SL, Leica Mikroskope& Systeme GmbH
Wetzlar, Zeiss Axioplan 2,

Immunfluoreszenzmikroskop (Zeiss GmbH, Jena) mit
CCD-Kamera Hamamatsu C4742-95 (Hamamatsu
Photonics Deutschland GmbH, Herrsching), Software:

Openlab 2.0.4 (Imkprovision, Coventry, UK)
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Pipetten:

Ph Meter:

Tischzentrifuge:

eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg)

Knick 766 Calimatric (Knick Elektronische Messgerate
GmbH & Co., Berlin)

Heraeus Biofuge pico (Heraeus Holding GmbH,

Hanau)

2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Aceton:

Deckglaser:

Einbettungsmedium:

Eindeckungsmedium:

Eosin:

Eppendorf-Gefalle:

Ethanol:

Eukitt:

Hamalaunldsung:

(Biesterfeld Chemikaliendistribution, Hamburg)

24 * 50 mm, No.1 Superior (Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG, Lauda-Konigshofen)

Tissuecol tissue freezing medium (Jung, Leica

Intruments GmbH, Nussloch)

Fluoromount-G Southern Biotechnology
Associates,Inc. (Birmingham, AL, USA)

2 g in 1000 ml aqua dest. + 20 pl Eisessig (Merck
KGaA, Darmstadt)

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

(Walter -CMP GmbH & Co. KG, Kiel)

(O. Kindler GmbH &Co, Freiburg)

(Merck KGaA, Darmstadt)
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HCL- Alkohol:

Isopentan:

KCL:

KH2POA4:

Kompressen:

Multiwell-Platten:

NacCl:

Na2HPOA4:

Objekttrager:

Petrischalen:

Pipettenspitzen:

Skalpel:

Sterilium:

Triton:

Xylolersatz:

25 % HCL (Sigma- Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze); 25 ml 25 % HCL in 1 | 96% Ethanol

(Sigma- Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze)

(Merck KGaA, Darmstadt)

(Merck KGaA, Darmstadt)

ES 10 * 20 (Hartmann AG, Heidenheim)

BD Falcon Multiwell Cell Culture Plates (BD
Biosciences, CA, USA)

(J.T. Baker Mallinckrodt, Deventer, Niederlande)

(Merck KGaA, Darmstadt)

Super Frost Assistent Glaswarenfels (K. Hecht KG,
Sondheim)

(Becton Dickinson tcomp, USA)

eppendorf T.I.P.S. Standart 0,1-10 pl, 2-200 pl, 20 pl,
50-100 pl, 5 ml (Eppendorf AG, Hamburg)

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

(Bode Chemie GmbH & Co. KG, Hamburg)

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

(Med. Technik GmbH, Elektronik Vogel, Giessen)
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2.4 Material Immunhistochemie

2.4.1 Primarantikorper

Protein

Cx 43:

Cx 26:

Ki-67:

Occludin:

Z0-1:

Antikorper, (Klon), Isotyp, Verdunnung, mit/ohne

Block, Firma

monoklonaler AK der Maus, (2), Catalog: c13720,
Isotyp: 1gG1, Endverdinnung 1:100, (Transduction
Laboratories, Lexington, Kentucky, USA)

polyklonaler AK des Meerschweinchens,
Endverdinnung 1:200 (eigene Herstellung, Brandner
et al., 2004)

monoklonaler AK der Maus, (Mib-1), Isotyp: IgG1l
Endverdinnung 1:50, DAKO (Denmark)

monoklonaler AK der Maus, (OC-3F10), Isotyp: IgG1
Endverdinnung 1:70, (Zymed Laboratoires, San
Francisco, CA, USA)

polyklonaler AK des Kaninchens, (ZR-1),

Endverdinnung 1:250, NGS+ Tritron, (Zymed

Laboratoires, San Francisco, CA, USA)

15



2.4.2 Sekundarantikérper:

Gerichtet gegen:

Maus-Antikorper:

Kaninchen-Antikorper:

Meerschweinchen-
Antikorper:

2.4.3 DNA Farbung

Die DNA Farbung

IgG der Ziege, gekoppelt mit Alexa Fluor® 594, Klon:
A11020 (Alexa Fluor® 594 F(ab’),, (Molecular Probes

Europe BV, Leiden, Netherlands), Endverdinnung
1:1250

IgG der Ziege gekoppelt mit Alexa Fluor® 594, Klon:
A11072 (Alexa Fluor® 594 F(ab’) ,, (Molecular Probes
Europe BV, Leiden, Netherlands), Endverdinnung
1:1250

IgG der Ziege, gekoppelt mit Alexa Fluor® 594, Kilon:
A11076 (Alexa Fluor® 594), (Molecular Probes Europe
BV, Leiden, Netherlands), Endverdiinnung 1:1250

erfolgte mittels DAPI (4°,6-Diamidin-2"-

phenylindoldihydrochlorid) der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) in

einer Verdunnung von 1:5000 in Aqua dest.
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2.4.4 Puffer und Losungen

Blocklosung: 10 pl Triton 10% (X-100 Sigma, Chemical Co., (St.
Louis, USA) in 970 ul PBS, 20 yul NGS (normal goat

serum, Dianova GmbH, Hamburg)

PBS (Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung)-

Gebrauchslosung (1x): 200 ml PBS-Stammldsung in 1800 ml Aqua destilliert

PBS Stammldsung (10x): 160 g NaCl+ 4 g KCI+ 23.2 g Na,HPO,4 * 2H,0+ 4 g
KH,PO,ad 2 | H,O, pH 7,3-7,5 einstellen und

autoklavieren

2.4.5 Cx 43 mimetische Peptide
GAP26 und GAP27 wurden von der Firma Peptide Specialities, Heidelberg,

Deutschland in unserem Auftrag gemald der Sequenzen VCYDKSFPISHVR fur
GAP26 und SRPTEKTIFII fir GAP27 hergestellt (Evans et al, 2001).

17



3 Methoden

3.1 Vorbereitung und Anlegen der porcinen

Wundheilungsmodelle

Die Schweineohren wurden nach dem Empfang sofort bearbeitet. Als Erstes
wurden sie mit Leitungswasser gereinigt, die Haare mit einer Schere entfernt und
anschlielend mit Sterilium gespllt. Die Ohren wurden in eine Schale gelegt und
auf den Bereich, von dem spater Biopsien enthommen werden sollten, eine mit
Sterilium getrankte Kompresse gelegt, welche fir zehn Minuten einwirkte.
Anschliel3end wurde das Ohr mit steriler Kochsalzldsung gespult. Im Verlauf der
Einwirkungszeit wurden die Wells der Lochplatten mit Dulbecco’s modifiziertem
Medium, das mit Hydrocortison, fetalem Kalberserum, Penicillin und Streptomycin
substituiert war, gefillt und in jedes Loch ein Stiick Gaze gelegt.

Aus dem Ohr wurden nun 6 mm Stanzen entnommen und auf einen sterilen
Objekttrager gelegt. Von den Biopsien wurde das Fettgewebe, die Subkutis und
Teile der unteren Dermis mit dem Skalpel entfernt. Danach wurde im Zentrum der
Biopsien jeweils eine 3 mm Stanze gefertigt. Die Biopsien wurden nachfolgend
mit der Dermis auf das vorbereitete Gazestiick in die Lochplatten gesetzt. Das
Medium bedeckte die Dermis der Biopsie, nicht hingegen die Epidermis, welche
Kontakt zur Luft hatte.

In die 3 mm Wunden wurden nun 5 pl der Cx 43 mimetischen Peptide GAP27
und GAP26 in den Konzentrationen 0,6 mM und 0,06 mM appliziert. Die Kontrolle
erhielt 5 pl PBS. Danach kamen die Modelle fur 24 Stunden in den Brutschrank.
Nach 24 Stunden erfolgte eine weitere Applikation in die 3 mm Wunde.

Nach 48 Stunden wurde der Versuch durch Schockgefrieren der Modelle, in
zuvor gekuhltem flussigen Isopentan, mit Stickstoff abgestoppt und die Modelle
bei -80°C aufbewahrt.

Dieses Modell ist patentiert (Patent-Nr. DE 10317400).
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3.2 Histologische Techniken

3.2.1 Herstellung und Fixierung der Kryoschnitte

Jedes tiefgefrorene Modell wurde mit ,tissue freezing medium* eingebettet und
dann mithilfe des Kryostaten bei -26°C in 6 um dicke Scheiben geschnitten, die
anschlieBend auf Objekttrager Ubertragen wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Experimente wurde darauf geachtet, die Schnitte aus der Mitte der Modelle
zu entnehmen. Anschlielend wurden sie 30 Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet, die Schnitte zehn Minuten in Aceton fixiert und dann noch einmal bei
Raumtemperatur zehn Minuten luftgetrocknet. Die Schnitte wurden bis zur

weiteren Verwendung bei —80°C aufbewabhrt.

3.2.2 HE Farbung

Die Schnitte wurden sechs Minuten in Hamatoxylin und eine Minute in
Leitungswasser inkubiert, danach wurden sie noch einmal kurz in Leitungswasser
getaucht. Anschlie3end wurden die Objekttrager mit den Schnitten 3-5mal in HCL
Alkohol geschwenkt, um sie dann fur zehn Minuten unter flieRendes
Leitungswasser zu stellen. Danach wurden sie abwechselnd kurz in Aqua dest.,
in 0,2% Eosin fur 30 Sekunden und wieder in Aqua dest. getaucht. Darauf
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 3-5mal kurz in Ethanol
70%, Ethanol 80%, Ethanol 96%, Ethanol absolut, Ethanol absolut und zwei
Minuten in Xylolersatz 1 geschwenkt. Zuletzt wurden die Schnitte mit Eukitt

eingebettet.

3.2.3 Immunfluoreszenzfarbung

Die Kryoschnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, luftgetrocknet und mit

einem PAP Pen umkreist; danach die Primarantikérper in PBS verdinnt
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(Verdiinnung der einzelnen Antikdrper siehe Material), gemischt und drei Minuten
bei 13000 UpM zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand weiterverwendet
und 25 pl Primarantikorper pro Schnitt aufgetragen und 30 Minuten inkubiert.
Nach der Einwirkungszeit wurden die Objekttrager fir zehn Minuten mit PBS
gespult. Es folgte ein weiteres PBS Bad fur zehn Minuten. In der Zeit der PBS
Spulung wurde der Sekundarantikorper in PBS verdinnt, gemischt und drei
Minuten zentrifugiert, spater die Objekttrager nach dem PBS Bad kurz
abgeschuttelt und der Sekundarantikdrper aufgetragen, der weitere 30 Minuten in
der feuchten geschlossenen Kammer einwirkte. Die Sekundarantikérper waren
gegen die jeweilige Spezies der Primarantikbrper (anti-mouse, anti-rabbit, anti-
guinea-pig) gerichtet. AnschlieRend wurden die Objekttrager funf Minuten mit
PBS gespllt, eine Minute mit DAPI (1:5000 in Aqua dest.) inkubiert, danach
zweimal zehn Minuten wiederum mit PBS gespult und abschlieRend in Aqua
dest. gespult. Die Objekttrager wurden dann mit der Pinzette aus dem Behélter
entnommen, abgeklopft, von unten abgetupft, in eine Mappe gelegt, Fluoromount
auf die Schnitte aufgetragen und mit einem Deckplattchen versehen. Uber Nacht
blieb die Mappe mit den gefarbten Objekttragern bei Raumtemperatur liegen, um

sie am nachsten Tag bei +4°C im Kuhlraum zu lagern.

Bei der ZO-1 Farbung wurde vor dem Auftragen des Primarantikbrpers eine
Blocklésung auf die Schnitte appliziert, die 15 Minuten einwirkte. Sie bestand aus
Triton X100, NGS und PBS (siehe Material (2.4.4)) und diente dazu, die
Oberflachenspannung zu veradndern und unspezifische Bindungsstellen im
Schnitt abzuséattigen. Dadurch werden Epitope z.T. freigelegt und unerwiinschte

Kreuzreaktionen vermieden.
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3.3 Auswertung der Farbungen

3.3.1 HE Farbungen

Bei den HE Farbungen wurde die Lange der regenerierten Epidermis auf der
rechten und linken Seite der Wunde bewertet und anschlieRend der Mittelwert
gebildet.

Die Auswertung der HE Schnitte erfolgte nach folgender Einteilung:

0 = keine regenerierte Epidermis

1 = kurze regenerierte Epidermis

2 = langere regenerierte Epidermis

3 = einschichtig geschlossene Wunde

4 = mehrschichtig geschlossene Wunde

Es wurden jeweils zwei Schnitte pro Modell ausgewertet.

3.3.2 Immunfluoreszenzfarbungen

Zur Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde das Mikroskop Axiophot

2 und die Software openlab 2.0.4 eingesetzt.

Die Auswertung der Intensitat der Immunreaktion (Starke der Antikdrperfarbung)

erfolgte nach folgender Einteilung:

- - keine Immunreaktion
-+ schwache Immunreaktion
- ++ mittlere Immunreaktion

- +++ starke Immunreaktion

Bei der Auswertung der Farbung der proliferativen Zellen (Ki-67 positiv) wurden
jeweils getrennt voneinander die regenerierende Epidermis, der Wundrand und

die Epidermis nahe der Wunde (bis zwei Reteleisten entfernt) ausgewertet,
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jeweils auf der rechten und linken Seite der Wunde. In den Bereichen
regenerierende Epidermis und Wundrand wurden die positiven Zellen jeweils
addiert und anschlie3end der Quotient mit der Gesamtzahl der Zellen in diesem
Bereich (die durch DAPI positive Kerne identifiziert wurden) berechnet. Im
Bereich der Epidermis nahe der Wunde wurden die positiven Zellen ebenfalls
addiert und anschlieend der Quotient mit der Gesamtzahl der basalen DAPI-
positiven Zellen gebildet. AnschlieBend wurde der Mittelwert aus linkem und
rechtem Wundrand gebildet. Es wurden jeweils zwei Schnitte pro Modell

ausgewertet.

3.4 Statistische Auswertung

Bei den HE Farbungen wurde der Einfluss von GAP26 und GAP27 auf den
Wundheilungsfortschritt, bezogen auf PBS, statistisch ausgewertet.

FUr die statistische Auswertung diente der Mittelwert jedes einzelnen Modells und
ein Mittelwert fur alle 14 Modelle der jeweiligen Applikation. Die Mittelwerte der
einzelnen Modelle in der 0,6 mM und 0,06 mM Verdinnung wurden dartber
hinaus auf den demselben Schwein zugehdérigen PBS Mittelwert bezogen und
somit normiert. Die Werte werden als Mittelwerte +/- SEM angegeben.
Abschlieend wurde der gepaarten Student-T-Test angewendet, um die
berechneten Ergebnisse statistisch als signifikant einschatzen oder verwerfen zu

kdnnen.

Der Einfluss von GAP27 auf die Mitoserate wurde in die Abschnitte
regenerierende Epidermis, Wundrand und Epidermis nahe der Wunde unterteilt
und getrennt voneinander ausgewertet. Auch hier werden Mittelwerte +/- SEM
angegeben. Um die errechneten Ergebnisse statistisch als signifikant
hervorheben bzw. verwerfen zu kénnen, wurde der gepaarte Student-T-Test

eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Wundheilungsfortschritt

4.1.1 GAP27

Die nach dem in Material und Methoden beschriebenen Scoring-System
ausgewerteten HE gefarbten Schnitte zeigten, dass die mit dem Connexin 43
mimetischen Peptid GAP27 behandelten Modelle sowohl in der Konzentration 0,6
mM als auch in der Konzentration 0,06 mM eine im Vergleich zu der Kontrolle

beschleunigte Wundheilung aufwiesen (siehe Abbildung 1).

Abbildung 1:  Hamatoxylin-Eosin gefarbter Querschnitt durch ein Wundmodell, das (A) mit PBS
bzw. (B) mit 0,6 mM GAP27 behandelt worden war. LAngenmaf3stab: 50 pm
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Die Ergebnisse der Kontrollmodelle wurden fir die Auswertung gleich eins
gesetzt, die Ergebnisse der mit GAP27 behandelten Modelle darauf normiert.
Der Mittelwert des Wundheilungsfortschritts der Modelle, die mit 0,6 mM GAP27
behandelt wurden, bezogen auf die Kontrolimodelle, lag um den Faktor 11 hdher
(siehe Abbildung 2). Auch bei den mit 0,06 mM GAP27 behandelten Modellen
konnte man eine, im Vergleich zu den Kontrollmodellen, beschleunigte
Wundheilung beobachten (siehe Abbildung 2).

Einfluss von GAP27 auf den
Wundheilungsfortschritt bezogen auf PBS
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Abbildung 2:  Darstellung des Wundheilungsfortschritts in Modellen, die mit 0,06 mM GAP27
(rot) bzw. 0,6 mM GAP27 (gelb) behandelt worden waren im Vergleich zu Modellen, die mit PBS
(blau) behandelt worden waren (Mittelwerte + SEM) * markiert statistisch signifikante

Unterschiede.

Im gepaarten Student-T-Test zeigte sich, dass der Unterschied zwischen den mit
0,6 mM GAP27 und den mit PBS behandelten Modellen (Kontrolle), statistisch
signifikant war (p = 0,01). Der Unterschied, der zwischen den mit 0,06 mM
GAP27 und den mit PBS behandelten Modellen (Kontrolle) gefunden wurde,
erwies sich hingegen als statistisch nicht signifikant (p= 0,07).
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4.1.2 GAP26

Die ebenfalls nach dem in Material und Methoden beschriebenen Scoring-
System ausgewerteten HE gefarbten Schnitte zeigten, dass die mit GAP26
behandelten Modelle sowohl in der Konzentration 0,6 mM als auch in der
Konzentration 0,06 mM keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrolimodellen
hinsichtlich der Wundheilung aufwiesen. Zwar beobachtete man fir 0,6 mM
tendentiell eine vierfache Erhdéhung der Wundheilungsgeschwindigkeit, aber
aufgrund der hohen Schwankungen war dieses Ergebnis statistisch nicht
signifikant (siehe Abbildung 3). Bei den mit 0,06 mM GAP26 behandelten
Modellen existierte ein um den Faktor 1,4 héherer Mittelwert, bezogen auf die
Kontrollimodelle (siehe Abbildung 3). Auch diese marginale Erhdéhung war
statistisch nicht signifikant (p fur 0,6 mM GAP26 = 0,17; p fur 0,06 mM GAP26 =
0,18).

Einfluss von GAP26
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Abbildung 3:  Darstellung des Wundheilungsfortschritts in Modellen, die mit 0,06 mM GAP26
(rot) bzw. 0,6 MM GAP26 (gelb) behandelt worden waren im Vergleich zu Modellen, die mit PBS
(blau) behandelt worden waren (Mittelwerte + SEM).
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4.2 Proliferation von Keratinocyten

Zur Uberprifung, ob die durch 0,06 mM GAP27 gefundene statistisch signifikante
Wundheilungsforderung aus einer erhdhten Anzahl proliferativen Zellen
resultierte, wurde in verschiedenen Bereichen des Wundmodells der Anteil der
Ki-67 positiven Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl bestimmt (siehe Material
und Methoden).

Es wurden die Wundrander, der Bereich hinter den Wundréandern sowie die
regenerierende Epidermis ausgewertet. Mitotische Zellen sind in der normalen
Haut auf die Basalzellschicht begrenzt, wahrend der Wundheilung findet man sie
an den Wundrandern und in der regenerierenden Epidermis auch suprabasal.
Abbildung 7 zeigt Wundmodelle mit vielen Ki-67 positiven Zellen, Abbildung 8
hingegen zeigt Wundmodelle mit wenig Ki-67 positiven Zellen.

In der regenerierenden Epidermis fanden wir 48 Stunden nach Verwundung eine
statistisch signifikant erhéhte Zahl von proliferativen Zellen in den Modellen, die
mit 0,6 mM GAP27 behandelt wurden (siehe Abbildung 7), im Vergleich zu den
Kontrollimodellen mit PBS (p= 0,01) (siehe Abbildung 8). Die mit 0,06 mM GAP27
behandelten Modelle zeigten bei der Mitoserate zwar ebenfalls einen erhdhten
Anteil proliferativer Zellen, allerdings wies dieses Ergebnis im gepaarten Student-
T-Test keine statistische Signifikanz auf (p= 0,13) (siehe Abbildung 4).
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Einfluss von GAP27 auf den Anteil proliferativer
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Abbildung 4:  Darstellung des Anteils proliferativer Zellen in der regenerierenden Epidermis in
Modellen, die mit 0,06 mM GAP27 (rot) bzw. 0,6 mM GAP27 (gelb) behandelt worden waren im

Vergleich zu Modellen, die mit PBS (blau) behandelt worden waren (Mittelwerte + SEM) * markiert

statistisch signifikante Unterschiede.
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Auch am Wundrand war der Anteil proliferativer Zellen in den Modellen, die mit
0,6 mM GAP27 behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrolle, statistisch
signifikant erhéht (p= 0,004). In den mit 0,06 mM GAP27 behandelten Modellen
fand man ebenfalls eine Erh6hung proliferativer Zellen im Vergleich zur Kontrolle,

allerdings war dies nicht statistisch signifikant (p= 0,08) (siehe Abbildung 5).

Einfluss von GAP27 auf den Anteil proliferativer
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Abbildung 5:  Darstellung des Anteils proliferativer Zellen in den Wundrandern in Modellen, die
mit 0,06 mM GAP27 (rot) bzw. 0,6 mM GAP27 (gelb) behandelt worden waren im Vergleich zu
den Modellen, die mit PBS (blau) behandelt worden waren (Mittelwerte + SEM) * markiert

statistisch signifikante Unterschiede.

In den Modellen, die mit 0,6 mM GAP27 behandelt wurden, zeigte sich eine
statistisch signifikante Erhohung der Anzahl proliferativer Zellen in der

regenerierenden Epidermis und in den Wundrandern.
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In der den Wundrandern benachbarten Epidermis wurde weder bei den mit 0,6
mM GAP27 noch den mit 0,06 mM behandelten Modellen eine statistisch
signifikante Erhéhung der Zahl proliferativer Zellen beobachtet (siehe Abbildung
6).

Einfluss von GAP27 auf den Anteil proliferativer
Zellen bezogen auf die Kontrolle (benachbarte
Epidermis)

2 o PBS
m 0,06 mM GAP27
00,6 mM GAP27

Anteil Ki-67 positiver Zellen bezogen
auf die Kontrolle (PBS)
N

Abbildung 6:  Darstellung des Anteils proliferativer Zellen in der benachbarten Epidermis in
Modellen, die mit 0,06 mM GAP27 (rot) bzw. 0,6 mM GAP27 (gelb) behandelt worden waren im
Vergleich zu den Modellen, die mit PBS (blau) behandelt worden waren.

Der Anteil proliferativer Zellen in den GAP26 behandelten Modellen wurde nicht

untersucht, da dieses Peptid zu keiner signifikanten Veradnderung der
Wundheilungsgeschwindigkeit fihrte.
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Abbildung 7:  Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von anti-Ki-67 (rot) geféarbten
Gewebeschnitten. Darstellung eines intensiv angefarbten anti-Ki-67 (rot) positiv geféarbten
Wundrandes (A) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (A"). Darstellung anti-Ki-67 (rot) positiv
gefarbten Reteleisten (B) in einiger Entfernung zur Wunde in Uberlagerung mit Phasenkontrast
(B%). Darstellung einer intensiv angeféarbten anti-Ki-67 (rot) regenerierenden Epidermis (C) in
Uberlagerung mit Phasenkontrast (C*). LAngenmaRstab: 50 um.
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Abbildung 8:  Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von anti-Ki-67 (rot) gefarbten
Gewebeschnitten. Darstellung eines schwachen und wenig Mitosen enthaltenen anti-Ki-67 (rot)
positiv gefarbten Wundrandes (A) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (A"). Darstellung schwach
ausgepragter anti-Ki-67 (rot) positiv gefarbter Reteleisten (B) in einiger Entfernung zur Wunde in
Uberlagerung mit Phasenkontrast (B*). Darstellung einer kaum anti-Ki-67 (rot) positiv gefarbten

regenerierenden Epidermis (C) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (C*).LAngenmafRstab: 50 um.
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4.3 Gap junction Proteine

4.3.1 Connexin 43

Cx 43 ist das Hauptprotein der Gap junctions in der Epidermis, wo es in allen
Schichten lokalisiert ist. Seine Intensitdt nimmt von basal nach suprabasal zu
(Brandner, 2006).

In den Kontrolimodellen sah man 48 Stunden nach Verwundung bei 12 von 14
Modellen eine Abwesenheit von Cx 43 an den Wundrandern (siehe Abbildung
12). Ein Modell zeigte Cx 43 positiv gefarbte Wundrénder und ein Modell besal3
sowohl einen Cx 43 positiv als auch einen Cx 43 negativ gefarbten Wundrand
(siehe Tabelle 1). Die regenerierende Epidermis der Kontrollmodelle war in sechs
Modellen komplett Cx 43 negativ, drei wurden im Verlauf Richtung Wundmitte
negativ (siehe Tabelle 2).

Die dem Wundrand benachbarte, nicht verwundete Epidermis hingegen war in
allen Schichten intensiv Cx 43 positiv.

Bei den mit 0,6 mM GAP27 behandelten Modellen waren in acht von 14 Modellen
die Wundrénder Cx 43 negativ, bei vier hingegen positiv (siehe Abbildung 11).
Zwei Modelle zeigten sowohl positive als auch negative Wundrander (siehe
Tabelle 1). Die regenerierende Epidermis war in drei Modellen positiv (siehe
Abbildung 11), in funf negativ und in zwei Modellen positiv, im Verlauf Richtung
Wundmitte allerdings negativ werdend (siehe Tabelle 2). Genau wie bei der
Kontrolle war die Epidermis der benachbarten Haut in den mit 0,6 mM GAP27
behandelten Modellen in allen Schichten intensiv Cx 43 positiv.

Bei den mit 0,06 mM GAP27 behandelten Modellen waren bei zehn der 14
Schweinemodelle die Wundrander Cx 43 negativ, bei vier Modellen hingegen
positiv (siehe Tabelle 1). Die regenerierende Epidermis war in sechs Modellen Cx
43 negativ (siehe Abbildung 12), keine durchgehend positiv und funf wurden im
Verlauf Richtung Wundmitte negativ (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 1: Darstellung der Cx 43 positiv und negativ gefarbten Wundrander der Kontrollmodelle

sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Wundrand positiv

Wundrand negativ

Kontrolle* 1/14 12/14
0,06 mM 4/14 10/14
0,6 mM** 4/14 8/14

* Ein Modell auf einer Seite positiv, auf der anderen negativ.

** Zwei Modelle auf einer Seite positiv, auf der anderen negativ.

Von den insgesamt neun Modellen, welche positive Wundrander besaf3en, waren

sieben Modelle weiter in der Wundheilung fortgeschritten als Modelle mit

negativem Wundrand (siehe Abbildung 9), wobei sich allerdings keine statistische

Signifikanz ergab (p= 0,08).

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Wundheilungsfortschritt
=

Korrelation zwischen der Connexin 43 Expression am
Wundrand und dem Wundheilungsfortschritt

1,14

O positiver Wundrand

@ negativer Wundrand

Abbildung 9:

Darstellung des Wundheilungsfortschrittes bei Cx 43 positiv gefarbten

Wundrandern (blau) im Vergleich zu Cx 43 negativ gefarbten Wundrandern (rot) (Mittelwerte +

SEM).
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Tabelle 2: Darstellung der Cx 43 positiv, negativ und Cx 43 positiv- im Verlauf zur Wundmitte
negativ werdenden- regenerierenden Epidermen der Kontrollmodelle sowie der mit 0,6 mM und
0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Regenerierende Regenerierende Regenerierende

Epidermis positiv | Epidermis zur Mitte | Epidermis negativ

hin negativ
Kontrolle 0/9 3/9 6/9
0,06 mM** 0/13 5/13 6/13
0,6 mM* *x* 3/12 2/12 5/12

* Ein Modell zeigte sowohl eine negative als auch eine positive regenerierende Epidermis, die
Richtung Wundmitte negativ wurde.

** Zwei Modelle zeigten sowohl eine negative als auch eine positive regenerierende Epidermis,
die Richtung Wundmitte negativ wurde.

*** Ein Modell zeigte sowohl eine negative als auch eine positive regenerierende Epidermis

Die restlichen Modelle zeigten noch keine regenerierende Epidermis.

Modelle mit einer durchgehend Cx 43 positiv regenerierenden Epidermis zeigten
tendentiell einen starkeren Wundheilungsfortschritt im Vergleich zu Modellen mit
regenerierenden Epidermen, die Cx 43 positiv am Rand waren, im Verlauf
Richtung Wundmitte jedoch negativ wurden (p= 0,15) bzw. solchen mit Cx 43
negativ regenerierenden Epidermen (p= 0,14) (siehe Abbildung 10). Allerdings
zeigten die Unterschiede keine statistische Signifikanz.

34




Korrelation zwischen der Connexin 43
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Abbildung 10: Darstellung des Wundheilungsfortschrittes bei Cx 43 positiv gefarbter
regenerierender Epidermis (blau) im Vergleich zu Cx 43 negativ gefarbter regenerierender
Epidermis (rot) sowie zu Cx 43 positiver gefarbter regenerierender Epidermis in der Nahe des
Wundrandes, welche in Richtung Wundmitte hin negativ wird (gelb) (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 11: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von einem mit anti-Cx 43 (rot)
gefarbten Gewebeschnitt. Darstellung eines Cx 43 (rot) positiv gefarbten Wundrandes (A) in
Uberlagerung mit dem Phasenkontrast (A"). Darstellung einer Cx 43 (rot) positiv gefarbten
regenerierenden Epidermis (B) in Uberlagerung mit dem Phasenkontrast (B"). Langenmafstab:

50 pm.
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Abbildung 12: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von einem mit anti-Cx 43 (rot)
gefarbten Gewebeschnitt. Darstellung eines Cx 43 negativ gefarbten Wundrandes mit Cx 43
negativ gefarbter regenerierender Epidermis (A) in Uberlagerung mit dem Phasenkontrast (AY).
Léangenmafstab: 50pm.

4.3.2 Connexin 26

In gesunder, nicht verwundeter interfollikularer Epidermis ist Cx 26 mittels

immunhistochemischer Farbungen im Regelfall nicht nachweisbar.

In unseren Untersuchungsergebnissen wiesen alle Modelle Cx 26 negativ
Farbungen in Bereichen, die den Wundrandern benachbart sind, auf. Die Modelle
der PBS Kontrolle wiesen alle einen Cx 26 positiv gefarbten Wundrand auf (siehe
Tabelle 3). Die regenerierenden Epidermen waren bei acht Kontrollmodellen in
der N&he des Wundrandes Cx 26 positiv, im weiteren Verlauf Richtung
Wundmitte wurden sie, einschlie3lich der vordersten Zellen, negativ (siehe
Abbildung 15). Eine regenerierende Epidermis war komplett Cx 26 negativ (siehe
Tabelle 4).

Bei den mit 0,6 mM GAP27 behandelten Modellen beobachtete man, genau wie
in den Kontrollenmodellen einen Cx 26 positiven Wundrand (siehe Abbildung 14).
Uberall dort, wo es zu einer Wundheilung kam, zeigten sich Cx 26 positive

regenerierende Epidermen, wobei acht Modelle in Richtung Wundmitte Cx 26
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negativ wurden und vier Modelle bis zu den leading edges Cx 26 positiv blieben
(siehe Abbildung 14). Zwei dieser Modelle zeigten bereits geschlossene Wunden
(siehe Tabelle 4).

Bei den mit 0,06 mM GAP27 behandelten Modellen zeigten ebenfalls alle
Modelle einen Cx 26 positiven Wundrand (siehe Tabelle 3). Bei 13
regenerierenden Epidermen waren zwei Cx 26 negativ, eine Cx 26 positiv und
neun regenerierende Epidermen wurden im Verlauf Richtung Wundmitte negativ.
Ein Modell zeigte eine Cx 26 negativ regenerierende Epidermis auf einer Seite,
auf der anderen Seite hingegen eine Cx 26 positiv regenerierende Epidermis, die

Richtung Wundmitte negativ wurde (siehe Tabelle 4).

Tabelle 3: Darstellung der Cx 26 positiv und negativ gefarbten Wundrander der Kontrollmodelle
sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Wundrand positiv Wundrand negativ
Kontrolle* 13/14 0/14
0,06 mM 14/14 0/14
0,6 mM 14/14 0/14

* Ein Modell auf einer Seite positiv, auf der anderen negativ.

Tabelle 4: Darstellung der Cx 26 positiv, negativ und im Verlauf zur Wundmitte hin negativ
werdenden regenerierenden Epidermen der Kontrollmodelle sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM
GAP27 behandelten Modelle.

Regenerierende Regenerierende Regenerierende

Epidermis positiv | Epidermis zur Mitte | Epidermis negativ

hin negativ
Kontrolle 0/9 8/9 1/9
0,06 mM* 1/13 9/13 2/13
0,6 mM 4/12 8/12 0/12

* Ein Modell zeigte sowohl eine Cx 26 negativ als auch eine Cx 26 positiv regenerierende
Epidermis, die Richtung Wundmitte negativ wurde. Die restlichen Modelle zeigten noch keine

regenerierende Epidermis.

Tendentiell zeigten Modelle mit einer durchgehend Cx 26 positiv Farbung der
regenerierenen Epidermis (p= 0,25) als auch Modelle, deren Cx 26 positiv
regenerierenden Epidermen im Verlauf Richtung der leading edges negativ
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wurden (p= 0,49), einen weiteren Wundheilungsfortschritt als Modelle mit Cx 26
negativ regenerierenden Epidermen (siehe Abbildung 13), ohne jedoch eine

statistische Signifikanz aufzuweisen.

Korrelation zwischen der Connexin 26
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Abbildung 13: Darstellung des Wundheilungsfortschrittes bei Cx 26 positiv gefarbter
regenerierender Epidermis (blau) im Vergleich zu Cx 26 negativ gefarbter regenerierender
Epidermis (rot) sowie zu Cx 26 positiv gefarbter regenerierender Epidermis in der Nahe des
Wundrandes, welche Richtung Wundmitte hin negativ wird (gelb) (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 14: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von anti-Cx 26 (rot) geféarbten
Gewebeschnitten. Darstellung eines Cx 26 positiv gefarbten (rot) Wundrandes (A) in
Uberlagerung mit Phasenkontrast (A’). Darstellung einer Cx 26 positiv gefarbten (rot)

regenerierenden Epidermis (B) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (B') sowie Cx 26 positiv
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gefarbten (rot) leading edges (C) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (C°). LangenmafRstab:
50um.

Jal

Abbildung 15: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahme von einem anti-Cx 26 geféarbten
Gewebeschnitt. Darstellung einer zunachst am Wundrand Cx 26 positiv gefarbten (rot)
regenerierenden Epidermis (A) in Uberlagerung mit Phasenkontrast (A"), welche in Richtung der
Wundmitte in den vorderen Zellen Cx 26 negativ wurde. Langenmal3stab: 50um.
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4.4 Tight junction- assoziierte Proteine

4.4.1 Protein ZO-1

Das Tight junction assoziierte Plague-Protein ZO-1 liegt auf der
cytoplasmatischen Seite der Zellmembran und dient den TJ als wichtiges
Gerustprotein. In der Epidermis ist ZO-1 auf die oberen Schichten begrenzt
(Brandner et al, 2006). In verschiedenen Publikationen wurde gezeigt, dass ZO-1
mit Cx 43 assoziieren kann (Toyofuku et al, 1998; Giepmanns et al, 2001; van
Zeijl et al, 2007).

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigten keine Unterschiede in der Verteilung
von ZO-1 zwischen den mit GAP27 behandelten Modellen und der PBS
Kontrolle. Die Lokalisation und Farbeintensitat von ZO-1 war &hnlich der
Kontrolle, so dass kein sichtbarer Einfluss der Cx 43 Hemmung auf die ZO-1
Anordnung beobachtet werden konnte.

Der Wundrand aller Modelle war ZO-1 positiv (siehe Tabelle 5). Dabei
beobachtete man eine im Vergleich zu gesunder Haut verbreiterte Lokalisation. In
der regenerierenden Epidermis zeigten alle, bis auf ein Kontrollmodell, eine
positive ZO-1 Anfarbbarkeit (siehe Abbildung 16) inklusive der vordersten Zellen
(siehe Tabelle 6). In der den Wundrandern benachbarten gesunden Epidermis
zeigte sich ZO-1 im Stratum granulosum und teilweise im oberen Stratum

spinosum.

Tabelle 5: Darstellung der ZO-1 positiv und negativ gefarbten Wundrander der Kontrollmodelle
sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Wundrand positiv

Wundrand negativ

Kontrolle 14/14 0/14
0,06 mM 14/14 0/14
0,6 mM* 13/14 0/14

* Ein Modell auf einer Seite positiv, auf der anderen negativ.
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Tabelle 6: Darstellung der ZO-1 positiv, negatin und im Verlauf zur Wundmitte hin negativ

werdenden regenerierenden Epidermen der Kontrollmodelle sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM
GAP27 behandelten Modelle.

Regenerierende

Epidermis positiv

Regenerierende

Epidermis zur Mitte

Regenerierende

Epidermis negativ

hin negativ
Kontrolle* 7/9 1/9 0/9
0,06 mM* 12/13 0/13 0/13
0,6 mM* 11/12 0/12 0/12

* Ein Modell nicht anfarbbar.

Die restlichen Modelle zeigten noch keine regenerierende Epidermis.

A

Abbildung 16:

Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahme von einem anti-ZO-1 geféarbten

Gewebeschnitt. Darstellung einer ZO-1 positiv geférbten (rot) regenerierenden Epidermis (A) bis

hin zu den vordersten Zellen, in Uberlagerung mit Phasenkontrast (A’). LAngenmaRstab: 50um.
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4.4.2 Occludin

Das TJ-Transmembranprotein Occludin ist sowohl in die Barriere als auch die
Zaunfunktion der Zellen involviert. In gesunder Haut ist es auf das Stratum

granulosum beschrankt.

In unseren Untersuchungsergebnissen zeigten alle 14 Kontrollmodelle am
Wundrand im Stratum granulosum eine positive Occludin Farbung (siehe Tabelle
7). In der regenerierenden Epidermis konnte man in drei Modellen Occludin bis
zu den vordersten Zellen nachweisen. In drei Wundmodellen war die
regenerierende Epidermis komplett Occludin negativ, in drei Modellen war sie am
Wundrand positiv und wurde im Verlauf zur Wundmitte negativ (siehe Tabelle 8).
In der der Wunde benachbarten Epidermis war Occludin im Stratum granulosum

aller 14 Modelle positiv.

Alle mit 0,6 mM GAP27 behandelten Modellen zeigten sich, ebenso wie die
Kontrolle, am Wundrand im Stratum granulosum Occludin positiv (siehe Tabelle
7). In der regenerierenden Epidermis konnte in neun von zwolf 0,6 mM GAP27
Modellen Occludin positiv nhachgewiesen werden, davon waren drei Wunden
bereits geschlossen, in drei Modellen blieb sie bis zu den vordersten Zellen
Occludin positiv (siehe Abbildung 18). In drei Modellen war die regenerierende
Epidermis am Wundrand Occludin positiv und wurde zur Wundmitte hin negativ
(siehe Tabelle 8). Eine Wundzunge war negativ. Die benachbarte Epidermis
farbte sich in allen Modellen im Stratum granulosum Occludin positiv an.

Bei den mit 0,06 mM GAP27 behandelten Modellen ergaben sich &hnliche
Resultate. So waren die Wundréander aller 14 Modelle im Stratum granulosum
Occludin positiv (siehe Tabelle 7), die regenerierende Epidermis in zehn Fallen
Occludin positiv. Davon zeigten sich sechs regenerierende Epidermen Occludin
positiv, welche zur Wundmitte hin negativ wurde (siehe Abbildung 19). In vier
Modellen blieb hingegen die regenerierende Epidermis bis zu den leading edges
Occludin positiv, ein Modell war bereits verschlossen (siehe Tabelle 8). Drei
Modelle zeigten sowohl eine Occludin negativ als auch eine Occludin positiv

regenerierende Epidermis.
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Alle Modelle zeigten in der benachbarten Epidermis im Stratum granulosum eine

intensive Occludin Farbung.

Tabelle 7: Darstellung der Occludin

positiv

und

negativ gefarbten

Wundrander der

Kontrollmodelle sowie der mit 0,6 mM und 0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Wundrand positiv Wundrand negativ
Kontrolle 14/14 0/14
0,06 mM 14/14 0/14
0,6 mM 14/14 0/14

Tabelle 8: Darstellung der Occludin positiv, negativ und Occludin positiv- im Verlauf zur
Wundmitte hin negativ werdenden-regenerierenden Epidermis der Kontrollmodelle sowie der mit
0,6 mM und 0,06 mM GAP27 behandelten Modelle.

Regenerierende Regenerierende Regenerierende

Epidermis positiv | Epidermis zur Mitte | Epidermis negativ

hin negativ
Kontrolle 3/9 3/9 3/9
0,06 mM** 4/13 6/13 0/13
0,6 mM* 6/12 3/12 1/12

* Zwei Modelle zeigten sowohl eine negativ als auch eine positiv regenerierende Epidermis.
** Drei Modelle zeigten sowohl eine negativ als auch eine positiv regenerierende Epidermis.

Die Ubrigen Modelle zeigten noch keine regenerierende Epidermis.

Es zeigte sich, dass alle Modelle mit einer durchweg Occludin positiv
regenerierenden Epidermis (siehe Abbildung 17) deutlich weiter in der
Wundheilung fortgeschritten waren als die Modelle, die Occludin negativ
regenerierende Epidermen aufwiesen und Modelle, in denen die regenerierende
Epidermis im Verlauf zur Wundmitte negativ wurde (siehe Abbildung 17). Dieses
Ergebnis ist statistisch signifikant, sowohl fir die Wundmodelle, die Occludin
positiv in der regenerierenden Epidermis waren im Vergleich zu denen, die
Occludin negativ blieben (p= 0,04) als auch zu denen, die im Verlauf Richtung

Wundmitte negativ wurden (p= 0,03).
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Korrelation zwischen der Occludin Expression in
der regenerierenden Epidermis und dem
Wundheilungsfortschritt
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Abbildung 17: Darstellung des Wundheilungsfortschrittes bei Occludin positiv gefarbter
regenerierender Epidermis (blau) im Vergleich zu Occludin negativ gefarbter regenerierender
Epidermis (rot) sowie zu Occludin positiv gefarbter regenerierender Epidermis in der Nahe des
Wundrandes, welche in Richtung Wundmitte hin negativ wird (gelb) (Mittelwerte + SEM).
*markiert statistisch signifikante Unterschiede.

A

Abbildung 18: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahme von einem anti-Occludin geféarbten
Gewebeschnitt. Darstellung eines Occludin positiv gefarbten (rot) Wundrandes mit positiv
gefarbter (rot) regenerierender Epidermis (A) bis hin zu den vordersten Zellen, in Uberlagerung
mit Phasenkontrast (A"). Langenmafstab: 50um.
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A

Abbildung 19: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahme von einem anti-Occludin geféarbten
Gewebeschnitt. Darstellung einer Occludin positiv gefarbten (rot) regenerierenden Epidermis (A),
welche zum Wundrand im Verlauf Occludin negativ wird, in Uberlagerung mit Phasenkontrast
(A"). Langenmalf3stab: 50um.
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5 Diskussion

Gap junctions sind Zell-Zell-Verbindungen, die fir den Stoffaustausch und damit
auch fur die Kommunikation zwischen benachbarten Zellen wichtig sind. Sie sind
in verschiedene zellulare Prozesse wie Proliferation, Migration und
Differenzierung von Keratinozyten involviert (Risek et al, 1998; Lucke et al, 1999;
Brandner et al, 2004). Gap junctions konnen aus unterschiedlichen Connexinen
aufgebaut sein, die Connexin-Zusammensetzung bestimmt ihre Selektivitat. Die
Bedeutung der Gap junctions und ihrer Connexine, Verbindungen von
Connexinen zu Bestandteilen anderer Zell-Zell-Verbindungen (Morita et al, 2004;
Kojima et al, 2002; Giepmans et al, 2001) und Gen-Mutationen in
unterschiedlichen Connexinen mit konsekutiven, zum Teil schwerwiegenden
Erkrankungen, auch in der Epidermis, wurden in den letzten Jahren eingehend
erforscht (Paznekas et al, 2003; Kelsell et al, 2001; Richard et al, 2005). Auch
ihre Bedeutung fir die Wundheilung wurde in den letzten Jahren hervorgehoben.
Vor allem beobachtete man wahrend der spontanen Wundheilung eine
Herabregulation von Cx 43 an den Wundrandern (siehe Einleitung).

Um die Bedeutung von Cx 43 in der Wundheilung héherer Saugetiere besser zu
verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit Cx 43 mimetische Peptide nach
Verwundung appliziert. Da Cx 43 mimetische Peptide die Kommunikation tber
Gap junctions, die aus Cx 43 aufgebaut sind, stéren (Evans et al, 2001), sollte
dies die naturliche Cx 43 Herunterregulation nach Verwundung zuséatzlich
verstarken. Anschliel3end wurde der Einfluss auf den Wundheilungsfortschritt, die
Proliferationsraten in verschiedenen Bereichen der Wunde und die
Immunreaktivitdt verschiedener Gap junction- und Tight junction Proteine

untersucht.

Anhand von HE Farbungen konnte ich in dieser Arbeit zeigen, dass es sowohl bei
der Applikation von 0,6 mM GAP27 als auch bei Applikation von 0,06 mM GAP27
in die Wundmodelle zu einer- im Vergleich zu den Kontrollmodellen, bei denen
PBS appliziert wurde- schnelleren Wundheilung kam. Eine statistische
Signifikanz ergab sich allerdings nur fir die mit 0,6 mM GAP27 behandelten

Modelle. Unsere Ergebnisse gleichen denen von Qiu und Kollegen (2003) sowie
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denen von Mori und Kollegen (2006). Diese behandelten zuvor verwundetes
Gewebe von neonatalen und adulten M&ausen mit einem Cx 43 antisense (AS)
Gel. Die Mause, die mit dem AS Gel behandelt wurden, zeigten eine
beschleunigte Wundheilung im Vergleich zu der Kontrolle. Somit fuhrt eine
Herabregulation von Cx 43 auf mRNA Ebene (AS-Gel) genauso wie eine
Hemmung der Gap junction Kommunikation uber Kanale, die aus Cx 43
aufgebaut sind, zu einer Beschleunigung der Wundheilung. Dies spricht flir einen
ursachlichen Einfluss von Cx 43 auf die Wundheilung. Diese Hypothese wird
auch von der Tatsache unterstitzt, dass chronische Wunden eine starke
Expression von Cx 43 an den Wundrandern zeigen (Brandner et al, 2004) und
somit die fur die Inititation einer Wundheilung notige Herabregulation von Cx 43
nicht vorliegt. Darlber hinaus zeigen auch Mause mit einer Defizienz fir Cx 43 in
der Epidermis eine beschleunigte Wundheilung (Kretz et al, 2003). Die
Ahnlichkeit der Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass trotz der unterschiedlichen
Verteilung der Connexine in der Epidermis zwischen Mensch und Maus
(Brandner et al, 2004) und des unterschiedlichen Wundheilungsverlaufs zwischen
diesen Spezies (bei Maus eine viel starkere Betonung der Wundkontraktion), die
Herabregulation von Cx 43 wichtig ist. Dies spricht fur eine speziesiibergreifende
Rolle der Herabregulation von Cx 43 in der Wundheilung. Wang und Kollegen
konnten zeigen, dass die Applikation von Cx 43 AS Gel bei diabetischen Mausen

zu einer beschleunigten Wundheilung fuhrt (Wang et al, 2007).

Anhand immunhistochemischer Farbungen konnte ich zeigen, dass die
Applikation von 0,6 mM GAP27 in das porcine ex-vivo Wundheilungmodell zu
einer signifikanten Steigerung der proliferierenden Keratinocyten sowohl in der
regenerierenden Epidermis als auch am Wundrand fuhrte. Man kann vermuten,
dass die erhohte Proliferationsrate im Wundgebiet fur den beschleunigten
Wundheilungsprozess bzw. das beschleunigte VerschlieRen der Wunde
zumindest zum Teil verantwortlich ist. Im Vergleich dazu konnte in der Epidermis
in einiger Entfernung zur Wunde keine erhdhte Proliferation nachgewiesen
werden, was zeigt, dass die erhohte Proliferation nicht aufgrund der
Kulturbedingungen beobachtet werden kann. Kirzlich wurde gezeigt, dass die
Applikation eines Cx 43 AS Gels in der verwundeten Epidermis von Mausen

ebenfalls zu einem Anstieg der Proliferation der Keratinocyten an den
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Wundrandern fuhrte (Mori et al, 2006). In dieser Arbeit wurde auch eine erhthte
Proliferation und Migration von Fibroblasten sowie Veranderungen im
Collagengehalt und in der Granulation beobachtet. Dariliber hinaus zeigte sich ein
vermindertes Rekrutieren von Neutrophilen und Makrophagen. Da es sich bei
unserem Modell um ein ex-vivo Modell handelte, fehlte eine Versorgung mit
Neutrophilen und Makrophagen, so dass der Einfluss von Cx 43 mimetischen
Peptiden auf diese Zellen in diesem Modell nicht untersucht werden konnte.
Unsere Ergebnisse zeigten aber, dass die verminderte Rekrutierung von
Entzindungszellen nicht ursachlich fur die Bedeutung der beschleunigten
Waundheilung ist, da auch in unserem Modell eine beschleunigte Heilung deutlich
nachgewiesen werden konnte. Der Einfluss von Cx 43 mimetischen Peptiden auf

Fibroblasten und Granulation soll in einer Folgearbeit untersucht werden.

Interessanterweise konnten wir keinen Einfluss von GAP26 auf Cx 43 in der
Wundheilung finden. Dieses kodnnte moglicherweise daran liegen, dass die
Sequenz von GAP26 auf der ersten extrazellularen Schleife lokalisiert ist, GAP27
hingegen auf der zweiten extrazellularen Schleife von Cx 43. Eventuell ist erstere
fur die Kommunikation Uber Cx 43 Kandle in der Haut nicht relevant. Des
Weiteren konnen wir nicht ausschliel3en, dass die falsche Konzentration fir
GAP26 gewahlt wurde. Allerdings benutzten wir fir die Behandlung der Modelle
mit beiden mimetischen Peptiden, GAP26 und GAP27, die gleichen
Konzentrationen (Konzentrationen 0,6 mM und 0,06 mM) und es handelte sich
dabei um Konzentrationen, die bereits in der Literatur beschrieben worden waren
(Chaytor et al, 1999). Es sollten aber gegebenenfalls weitere Konzentrationen fr
GAP26 ausgetestet werden. Schliel3lich ist die Sequenz SRPTEK, welche
GAP27 enthélt auch in Cx 37 und Cx 40 vorhanden. Es konnte gezeigt werden,
dass GAP27 sowohl Cx 43 als auch Cx 37 spezifisch aufgrund der
Sequenzendung -TIFIl hemmt, hingegen nicht Cx 40, welches die Sequenz
SRPTEKNVFIV besitzt. Da auch Cx 37 in der Epidermis vorhanden ist, kdnnte
auch diese zusatzliche Hemmung durch GAP27 eine Rolle fur seine Wirksamkeit

spielen.

Bei Applikation von GAP27 zeigten nach 48 Stunden Inkubationszeit mehr

Modelle eine Re-Induktion von Cx 43 an den Wundrandern, als in den
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Kontrollmodellen. Vergleicht man Modelle mit Cx 43 Expression an den
Wundrandern nach 48 Stunden mit solchen ohne Cx 43 Expression so zeigt sich,
dass Modelle mit Cx 43 positiv gefarbten Wundrandern tendentiell eine
fortgeschrittenere  Wundheilung aufwiesen. Eine leichte Tendenz zu einer
beschleunigteren Wundheilung wiesen ebenfalls die Modelle mit einer
durchgehend positiv regenerierenden Epidermis und einer regenerierenden
Epidermis auf, die positiv am Rand war und im Verlauf zur Wundmitte hin negativ
wurde, im Vergleich zu den Modellen, mit einer Cx 43 negativ regenerierenden
Epidermis.

Es kann aus unseren Ergebnissen nicht geschlossen werden, ob eine frihere
Re-Induktion von Cx 43 zur beschleunigten Wundheilung beitragt, oder ob-
aufgrund der Herabregulation von Cx 43 zu Beginn der Wundheilung durch die
Cx 43 mimetischen Peptide — die beschleunigte Wundheilung zu einer
schnelleren Re-Induktion fuhrt. Auch nach einer Beschleunigung der
Wundheilung durch die Transplantation von kultivierten Kerationcyten konnte
eine schnellere Re-Induktion von Cx 43 beobachtet werden (Brandner et al,
2004). Generell ist die Expression von Cx 43 in bestimmten Phasen der
Wundheilung bedeutend fir die Ausbildung einer korrekten Barriere, da sie ein
wichtiger Teil der Wundheilung ist. Mause, mit einer Deletion des C-terminalen
Bereichs von Cx 43 und damit einer unkorrekten Expression, zeigten massive
Barriereschéaden in der Haut (Maass et al, 2004).

Kandyba und Kollegen (2007) konnten in einem dreidimensionalen
Mauseaquivalent-Model zeigen, dass die Funktion von GAP27 vermutlich auf
einer Inhibierung der Gap junctions in den Keratinocyten und nicht auf einer
Verédnderung der Expressionsrate beruht. Dies wirde dafir sprechen, dass die
Gabe von GAP27 in unserem Modell wenig Einfluss auf die Expression von Cx
43 hat und damit die beobachtete erhdhte Re-Induktion durch die beschleunigte

Wundheilung hervorgerufen worden ist.

Die verstarkte Herunterregulierung von Cx 43 durch GAP27 fihrte zu keiner
deutlichen Beeinflussung der Expression und Lokalisation von Cx 26. Es konnte
allerdings beobachtet werden, dass tendentiell die Modelle mit einer
durchgehend Cx 26 positiv gefarbten regenerierenen Epidermis, als auch

Modelle mit einer Cx 26 positiv gefarbten regenerierenden Epidermis am
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Wundrand, welche im Verlauf Richtung Wundmitte negativ wurde, einen
groReren Wundheilungsfortschritt zeigten, als Modelle mit Cx 26 negativ
regenerierender Epidermis.

Wie bei Lucke et al bereits 1999 beschrieben, ist Cx 26 in menschlicher,
normaler, nicht verwundeter Haut nicht auffindbar. Cx 26 ist limitiert auf die
palmoplantare Epidermis. Dieses deckt sich mit unseren Ergebnissen, in denen
ebenfalls in der gesunden Peripherie in allen unserer Modelle kein Cx 26
auffindbar war. In normaler verwundeter Haut wird Cx 26 in dem verwundeten
Gebiet nach ca. 18 Stunden hochreguliert, die Peripherie dagegen bleibt Cx 26
negativ (Brandner et al, 2004). Man kann vermuten, dass die Zellen im
Wundgebiet durch ihre aus Cx 26 aufgebauten Gap junctions Signalmolekuile und
andere Botenstoffe, wie Wachstumsfaktoren, austauschen und miteinander
kommunizieren. Dieses scheint fur den Wundheilungsprozess eine
entscheidende Bedeutung zu haben. Ist die Reepithelialisierung abgeschlossen,
wird Cx 26 wieder herunterreguliert wie in normaler Haut. In hyperproliferativen
Hauterkrankungen, wie z.B. Psoriasis, ist Cx 26 eines der am starksten
hochregulierten Gene. Es konnte gezeigt werden, dass die Cx 26
Herunterregulierung im spateren Verlauf der Wundheilung Voraussetzung fir
eine epidermale Barrierebildung ist. Ein Fehlen dieser Herunterregulation fuhrt zu
einer Verzogerung der Wundheilung (Djalilian et al, 2006). Die positive
Korrelation von Cx 26 Expression in der regenerierenden Epidermis mit einer
weiter fortgeschrittenen Wundheilung legt nahe, dass wir uns noch in einer Phase
befinden, in der die Hyperproliferation von Keratinocyten, fur die die Cx 26

Expression ein Zeichen ist, zur Wundheilungsbeschleunigung beitragt.

Es ist bekannt, dass das zytoplasmatische Tight junction Plaque Protein ZO-1
Assoziationen mit Cx 43 eingehen kann. In unseren Experimenten zeigte die
verstarkte Herunterregulation von Cx 43 durch GAP27 aber keinen Einfluss auf
die Expression und Lokalisation des Proteins ZO-1. ZO-1 zeigte sich in den
Kontroll- und in den mit GAP27 behandelten Modellen im Stratum granulosum
und im oberen Stratum spinosum in der Epidermis. ZO-1 war in unseren
Modellen in einiger Entfernung zur Wunde, in den Wundrandern und der

regenerierenden Epidermis auffindbar. Die vordersten Zellen der ZO-1 positiv
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angefarbten regenerierenden Epidermis waren ebenfalls in allen Modellen ZO-1

positiv.

In Melanomzellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von ZO-1 mit
einer verstarkten Migration der Zellen einhergeht, die durch das Ausschalten
dieses Molekils vermindert werden (Smalley et al, 2005). Auch in der
regenerierenden Epidermis kénnte somit die Expression von ZO-1 auch in den

vordersten Zellen ein wichtiger Faktor fir die Migration der Zellen sein.

Wir konnten ebenfalls keinen deutlichen Unterschied zwischen den Kontroll- und
den mit GAP27 behandelten Modellen in Bezug auf die Lokalisation und
Immunreaktivitdt von dem Tight junction Transmembranprotein Occludin finden.
So war in allen Gruppen in der umgebenden gesunden Haut Occludin in allen
Modellen im Stratum granulosum auffindbar. Die Wundrander waren ebenfalls in
allen Modellen im Stratum granulosum Occludin positiv. Haufig war die
regenerierende Epidermis durchgehend Occludin positiv bis hin zu den
vordersten Zellen oder sie war am Rand stark Occludin positiv und wurde im
weiteren Verlauf negativ. Dies bestétigt Ergebnisse, die auch im humanen
Wundheilungsmodell ~ gefunden  wurden  (Brandner et al, 2002).
Interessanterweise konnten wir beobachten, dass alle Modelle mit einer
durchweg positiv regenerierenden Epidermis deutlich weiter in der Wundheilung
fortgeschritten waren als die Modelle, die eine Occludin negativ regenerierende
Epidermis aufwiesen sowie Modelle, in denen die regenerierende Epidermis im
Verlauf zur Wundmitte hin negativ wurde. Es gibt bisher keine Berichte, dass
Occludin an einer Steigerung der Proliferation oder Migration von Zellen beteiligt
und somit ursachlich fiur die beschleunigte Wundheilung verantwortlich sein
konnte. Somit liegt auch hier die Vermutung nahe, dass der weitergehende
Wundheilungsfortschritt die verstarkte Expression von Occludin bedingt. Eine
wichtige Funktion der Wundheilung ist, wie bereits oben erwéhnt, die
Wiederherstellung der Barrierefunktion der Haut und eine verstarkte Expression
von Occludin kdnnte dies widerspiegeln. Man findet eine verstarkte Expression
von Occludin generell immer in Hautzustanden, bei denen das Stratum corneum
gestort und deshalb ggf. ein erhdhter Bedarf an Barrierefunktion durch Tight

junctions vorhanden ist. Dies zeigt sich zum Beispiel bei Psoriasis (Yoshida et al,

53



2001; Pummi et al, 2001; Brandner et al, 2006) und bei bakterieller Besiedelung
der Haut (Ohnemus et al, 2007).

Es stellt sich die Frage, ob durch die initiale Herunterregulation der Connexine
ladiertes Gewebe abgegrenzt wird, um z. B. Apoptosesignale nicht in die
gesunde Peripherie wandern zu lassen oder ob stattdessen die wichtigen Stoffe
fur den Stoffwechsel der Zelle und Aufrechterhaltung der Homdoostase in der
gesunden Peripherie bleiben sollen. Fur die Zukunft ist es sicherlich interessant,
chronische Wunden mit Connexin mimetischen Peptiden oder AS Gel zu
behandeln. Weiterhin ware es auch interessant, die Cx 26 Hochregulation nach
18 Stunden zu verstarken- dann aber wieder herabzuregulieren-, um zu sehen,

ob man auch damit einen Wundheilungsfortschritt erzielt.
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6 Zusammenfassung

Gap junctions sind kommunizierende Zell-Zell-Verbindungen, die eine wichtige
Rolle in der Proliferation, Differenzierung und Migration von Keratinocyten
spielen. Sie werden von Connexinen (Cx) aufgebaut. Das vorherrschende
Connexin der Haut ist Cx 43. Wahrend der spontanen Wundheilung kann man
eine Herunterregulation von Cx 43 an den Wundrdndern beobachten. In
chronischen Wunden kann Cx 43 an den Wundrandern nachgewiesen werden.
Cx 43 mimetische Peptide (GAP26, GAP27) verhindern die reguléare Funktion von
Gap junctions, die aus Cx 43 aufgebaut sind. Durch die Applikation des Cx 43
mimetischen Peptids GAP27 auf porcine ex-vivo Wundmodelle konnte in dieser
Arbeit eine konzentrationsabhéangige statistisch signifikante Beschleunigung der
Wundheilung beobachtet werden. GAP26 hatte keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Wundheilung. Die beschleunigte Wundheilung beruht, zumindest
zum Teil, auf einer Erh6hung der Anzahl proliferativer Zellen im Wundrand und in
der regenerierenden Epidermis in Modellen. Auch dieses Ergebnis war
konzentrationsabhangig.

Darlber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
Behandlung von Wundmodellen mit GAP27 in einer erhéhten Zahl von Modellen
mit einer erh6hten Expression von Cx 43 an den Wundrandern und der
regenerierenden Epidermis einherging. Diese Modelle wiesen meist einen
verstarkten Wundheilungsfortschritt auf, was fur eine friihere Reinduktion von Cx
43 sprechen konnte. Oft geht die beschleunigte Wundheilung mit einer
verstarkten Expression des Gap junction Proteins Cx 26 und des Tight junction-
Proteins Occludin in der regenerierenden Epidermis einher.

Dahingegen konnte keine Veranderung in der Lokalisation und in der
Farbeintensitat des Tight junction Proteins ZO-1 beobachtet werden.

Zukunftige Einsatzmoglichkeiten von GAP27 konnten in Form der topischen
Applikation bei chronischen Wunden, wie z.B. Ulcus cruris, liegen, da in diesen

keine Connexin 43 Regulation erkennbar ist.
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