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1 Einleitung

1.1 Die Haut

Die Haut ist eines der gréf3ten Organe des Menschen. Sie umgibt den Kérper und er-
fullt verschiedene Funktionen. Sie schiitzt beispielsweise vor einem Verlust von Was-
ser Uber die Korperoberflache an die Umgebung (,inside-out-Barriere®) und begrenzt
das Eindringen von Schadstoffen aus der Umgebung in den Korper (,outside-in-
Barriere®). Sie kann in verschiedene Schichten unterteilt werden. Grob unterscheidet
man in (von auf3en nach innen) Epidermis, Dermis und Subcutis (siehe Abbildung 1).

Die Subcutis (Unterhaut) schlief3t sich an die Muskeln, Faszien und Sehnen an. Sie
enthalt neben Arterien und Venen auch Nerven sowie Binde- und Fettgewebe. Die
Dermis (Lederhaut) lasst sich unterteilen in Stratum reticulare und Stratum papillare.
Sie enthalt neben Nerven, Lymph- und Blutgefaf3en auch Schweil3driisen sowie die
Haarwurzeln. Die Gefal3e und Driisen sind wichtig fur die Thermoregulation.

A B

] Stratum
J corneum
Epidermis 1
Stratum
granulosum

Dermis Stratum

spinosum

Stratum
basale

Abbildung 1: A: schematischer Aufbau der Haut; B: vergroRert, schematische Darstellung der Epi-
dermis (Fritsch 1983)

Dermis und Epidermis sind eng miteinander verbunden. Die dermalen Papillen werden

von Reteleisten der Epidermis umgeben (Lullmann-Rauch 2015). Die Epidermis
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(Oberhaut) kann wiederum in vier verschiedene Schichten unterteilt werden. Direkt an
die Dermis grenzt das Stratum basale (SB). Dieses enthalt epidermale Stammzellen,
die lange proliferieren kdnnen, und andere Zellen, die eine hohe Mitoserate haben und
so die Regeneration des Epithels gewahrleisten. Daran schlief3t sich das Stratum spi-
nosum (SS) an. Die Zellen erscheinen ,stachelig®, da sie durch das Farben und Fixie-
ren an Flussigkeit verlieren und schrumpfen. lhre desmosomalen Zellkontakte bleiben
jedoch bestehen. Im Stratum spinosum findet man bereits Keratohylingranula (zyto-
plasmatische Organellen, mit dichtem Protein bepackt, z.B. pro-Filaggrin) und frihe
Differenzierungsmarker wie Involucrin (Brandner et al. 2015) als Zeichen der begin-
nenden Verhornung. Im Stratum granulosum (SG) setzt sich die Keratinisierung fort
und man findet immer mehr Keratohyalingranula und Lamellar Bodies (LB= Odland-
Korperchen). Die Lamellar Bodies enthalten Proteasen (z.B Cathepsin D und Kalli-
krein), Lipasen, antimikrobielle Peptide, Cholesterol und auch die Vorstufen der Cera-
mide, welche im SG freigesetzt werden und im Stratum corneum die Licken zwischen
den Corneozyten in der Hornschicht abdichten (Joshi 2014).

Die auRerste der Hautschichten ist das Stratum corneum (SC). Es besteht aus Corne-
ozyten. Das Stratum corneum bildet die erste Hautbarriere von auf3en nach innen
(,outside-in“). Die obersten Schichten schilfern bestandig ab und werden durch neue

nachfolgende Schichten ersetzt (Lillmann-Rauch 2015).

Wie zuvor bereits erwéahnt, ist die Haut sowohl fir die ,outside-in“- als auch fur die ,in-
side-out” -Barriere wichtig. Zur Aufrechterhaltung dieser Barrierefunktionen tragen ver-
schiedene Komponenten bei. Physikalische Barrieren sind in erster Linie das Stratum
corneum und darunter im Stratum granulosum die Tight Junctions. Zudem verfiigt die
Haut Uber ein biologisches Mikrobiom auf der Oberflache des Stratum corneum (Viren,
Bakterien, Pilze), welches potentiell pathogen, primér jedoch als residente Flora der
Immunitat ndtzlich ist. Eine wichtige Funktion des Mikrobioms als Barriere ist, dass die
residente Flora mit Pathogenen um Nahrstoffe etc. konkurriert. Zudem pragt es das

adaptive Immunsystem und sorgt so fir eine verbesserte Immunabwehr.

Ebenfalls zur Haubarriere tréagt die chemische Komponente bei. Dazu zahlen bei-
spielsweise der saure pH-Wert der Hautoberflache sowie antimikrobielle Peptide, die
von Keratinozyten produziert werden. Zur immunologischen Abwehrfunktion der Haut
zéhlen zellulare Komponenten wie Langerhans Zellen, Makrophagen, dendritische Zel-
len und T-Lymphozyten, aber auch humorale Faktoren wie Zytokine (Proksch et al.
2008), (umfassend beschrieben in (Bésler et al. 2016).
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1.2 Die Wundheilung

Als Wunde bezeichnet man laut Duden eine ,durch Verletzung oder Operation ent-
standene offene Stelle in der Haut und im Gewebe“ (Duden 2016). Bei der Einteilung
von Wunden kann man zunachst einmal akute von chronischen Wunden unterschei-
den. Akute Wunden regenerieren sich selbst in geordneter zeitlicher und struktureller
Abfolge (Baum und Arpey 2005, Velnar et al. 2009). Die Wundheilung an sich lasst
sich in drei einzelne Phasen (1. Hamostase und Inflammation, 2. Proliferations- und
Granulationsphase, 3. Remodellierunsphase) unterteilen, die eng miteinander verbun-

den und deren Ubergange flieRend sind.

Unmittelbar nach einer Verletzung reagiert der Korper zunachst mit Vasokonstriktion,
um den Blutverlust zu begrenzen und auch den Eintritt von Krankheitserregern zu mi-
nimieren (1. Phase der Wundheilung, Hamostase und Inflammation, siehe Abbildung 2)
(Broughton et al. 2006). Die Thrombozyten bilden ein Gerinnsel, dieses wird durch Fib-

rin quervernetzt und startet die Gerinnungskaskade (Mason und Saba 1978).

Haar - ;

Epidermis
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Dermis

Fibrin-
gerinnsel
.0 oA
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Schweildriisen
Subcutanes Fett

Thrombozyt
Fibroblast .
Talgdrisen .
Neutrohiler € Kollagen- Kapillare
Granulozyt fisen

Abbildung 2: Wundheilung, 1.Phase, Hamostase und Inflammation, modifiziert nach (Gurtner et al.
2008)

Die Thrombozyten setzen zudem PDGF (Platelet derived growth factor) und TGFf
(Transforming growth factor B) frei (Lynch et al. 1989, Velnar et al. 2009). Granulozyten
sind die ersten Abwehrzellen im Wundbereich, gefolgt von den Makrophagen. In der
entziindlichen Phase phagozytieren sie Bakterien und zerstortes Gewebe. Die Makro-

phagen produzieren die AGF (angiogenesis growth factors) wie zum Beispiel VEGF
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(vascular endothelial growth factor) und FGF (fibroblast growth factor) welche fur die
Bildung neuer Gefalie erforderlich sind (Broughton et al. 2006). Fibroblasten werden
durch TGFB und PDGF angelockt (Goldman 2004) und beginnen mit der Produktion
von Kollagen (2. Phase der Wundheilung, Proliferations- und Granulationsphase, siehe
Abbildung 3) (Mutsaers et al. 1997). Im Verlauf entwickeln sie sich unter dem Einfluss
von TGFB zu Myofibroblasten und sorgen fir die Kontraktion der Wunde. Myofibroblas-
ten sind spezialisierte Fibroblasten, die sich durch Stressfibrillen, Adhasionskomplexe
und Fibronektinfibrillen von anderen Fibroblasten unterscheiden und durch Kontraktion
ein Zusammenziehen der Wunde bewirken (Pierce et al. 1991, Vaughan et al. 2000).
Dies ist Teil der normalen Wundheilung, bei vermehrter Aktivitat kann es zu Kontraktu-
ren fihren (Gabbiani und Majno 1972). Beim Menschen spielt die Wundkontraktion
eher eine untergeordnete Rolle im Heilungsverlauf. Die Migration der Epithelzellen be-
ginnt von den Wundrandern aus und die Zellen wachsen zur Mitte der Wunde aufei-
nander zu. Der genaue Mechanismus der Reepithelialisierung ist derzeit noch nicht
geklart. Es werden der Rolling-Mechanismus (Krawczyk 1971) und der Sliding-
Mechanismus diskutiert (Radice 1980). Der Rolling-Mechanismus geht davon aus,
dass die migrierenden suprabasalen Zellen Uber die fihrenden basalen Zellen ,rollen®
und zu den neuen fihrenden Zellen werden. Der Sliding-Mechanismis beschreibt, dass
die Zellen am Wundrand vermehrt proliferieren und sich die geschichteten Keratinozy-
ten dann in einer Art ,Block® auf die Wundmitte zuschieben. Neueste Arbeiten weisen
darauf hin, dass die basalen Zellen der Epidermis in die Wunde einwandern und immer
die vorderste Zelle nach oben geschoben wird, um eine Deckschicht als Schutz zu
bilden (Safferling et al. 2013). Kommt es zum Kontakt, stoppt das Zuwachsen (Kontak-
tinhibition) (Loewenstein und Penn 1967).
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Abbildung 3: 2. Phase der Wundheilung, Proliferations- und Granluationsphase, modifiziert nach
(Gurtner et al. 2008)

Es schliefdt sich eine Remodellierung (3. Phase der Wundheilung, siehe Abbildung 4)
des Narbengewebes an. Hier setzen neutrophile Granulozyten und Makrophagen Mat-
rix-Metallo-Proteinasen (MMP) frei, welche beispielsweise Kollagenbindel und Fib-
ronektin abbauen (Velnar et al. 2009). Dieser Umbau zieht sich tber einen langeren
Zeitraum hin (bis zu einem Jahr) und mindet idealerweise in der anatomischen und

funktionellen Wiederherstellung des Ursprungsgewebes.

Davon abgrenzen lassen sich chronische Wunden. Sie weichen in ihrer Regeneration
von dieser Abfolge ab und sind oft kombiniert mit Hypoxie, Infektionen, Entzindungen
und Nekrosen (Guo und Dipietro 2010).
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Abbildung 4: 3. Phase der Wundheilung, Remodellierung, modifiziert nach (Gurtner et al. 2008)

Die Wundheilung wird von lokalen Faktoren wie Entziindung, bakterieller Besiedelung,
Sauerstoffgehalt und der arteriellen/vendésen Versorgung in Form von Ischamie
(Tandara und Mustoe 2004) beeinflusst. Ebenso beeinflussen systemische Faktoren
wie zum Beispiel Alter (Gosain und DiPietro 2004), Geschlecht (hierbei insbesondere
durch die Sexualhormone Androgene und Ostrogene) (Gilliver und Ashcroft 2007,
Gilliver et al. 2007), Stress (Godbout und Glaser 2006), Katecholamine (Gurtner et al.
2008) und Erkrankungen (z. B. Diabetes oder HIV) (Tandara und Mustoe 2004, Woo et
al. 2007) die Wundheilung. Auch Medikamente, wie zum Beispiel Kortikoide (Wagner
et al. 2008), NSAR (nichtsteroidale Antirheumatika) (Jones et al. 1999) oder Chemo-
therapie kénnen die Wundheilung beeinflussen. Besonders interessant ist dabei die
Wirkung von Ostrogenen auf die Haut im Allgemeinen und auf die Heilung von Wunden

im Speziellen.

1.3 Tight Junctions und Tight-Junction-Proteine

Tight Junctions (Zonulae occludentes) sind selektiv abdichtende Verbindungen zwi-
schen benachbarten Zellen. Sie bilden unter dem Stratum corneum eine zweite physi-
kalische Hautbarriere und bestehen aus verschiedenen Proteinen (siehe Abbildung 5).
Man unterscheidet hierbei die Transmembranproteine Claudine (Furuse et al. 1998,
Morita et al. 1999, Aijaz et al. 2006), TAMP’s (Tight Junction associated Marvel Pro-
teins wie Occludin, Tricellulin und MarvelD3 (Raleigh et al. 2010)) und JAM’s (Junctio-
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nal Adhesion Molecules (Bazzoni 2003, Ebnet et al. 2004)) von den Plaqueproteinen
(z.B. ZO-1 (Zonula Occludens Protein 1) (Stevenson et al. 1986), ZO-2 (Anderson et
al. 1995), Z0O-3, Cingulin, MUPP1, Symplekin (Keon et al. 1996)).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus von Tight Junctions modifiziert nach
(Niessen 2007) Ergénzung aus (Raleigh et al. 2010)

In der Familie der Claudine sind mittlerweile 27 verschiedene Mitglieder bekannt (Aijaz
et al. 2006, Liu et al. 2016). Sie sind eine wichtige Strukturkomponente der Tight Junc-
tions und nicht nur wichtig fur die Barrierefunktion, sondern auch fir die selektive Per-
meabilitdt (Furuse et al. 2001, Tsukita et al. 2001). Sie werden gewebsspezifisch ex-
primiert (Van lItallie und Anderson 2004) und kénnen entweder abdichtend wirken (z.B.
Claudin 1) oder Poren und Kanéle formen (z.B. Claudin 2) (Mitic et al. 2000, Amasheh
et al. 2002). Sie haben 4 Transmembrandoméanen, beide terminale Enden liegen im
Zytosol (Morita et al. 1999, Van lItallie und Anderson 2014), so dichten sie den Interzel-
lularspalt ab (Abbildung 5). Zu den TAMP’s gehdren Occludin, Tricellulin und MarvelD3
(Raleigh et al. 2010). Occludin war das zuerst entdeckte Transmembranprotein der
Tight Junctions (Furuse et al. 1993). Tricellulin findet sich Uberwiegend an Zellkontak-
ten, an denen drei Zellen aufeinandertreffen ((Ikenouchi et al. 2005, Furuse et al.
2014)). Bei den JAM’s unterscheidet man zum Beispiel JAM-A, -B, -C, -L, -4, CAR und
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ESAM (Bazzoni 2003, Ebnet et al. 2004, Garrido-Urbani et al. 2014). Das C-terminale
Ende von Claudinen, JAM’s und TAMP’s enthéalt PDZ-Doménen und kann so Plaque-
proteine wir ZO-1/2 oder MUPP1 binden. Die Plaqueproteine sind wiederum mit dem
Aktinzytoskelett verbunden (Anderson et al. 1995, Keon et al. 1996). Eine weitere Rolle
spielen Signalmolekile (nicht abgebildet) wie Kinasen, Phosphatasen und Transkripti-
onsfaktoren, die mit dem zytosolischen Anteil der Proteine interagieren und sie so be-
einflussen kénnen sowie auch von ihnen beeinflusst werden. Ein Beispiel hierfir ist die
SH3-Doméne von ZO-1, die intrazellulare Signale Uber den Transkriptionsfaktor
ZONAB und den Zell-Zyklus-Regulator CDK4 vermittelt (Balda und Matter 2000, 2009).
ZONAB wird durch diese Bindung inaktiviert und der Zellzyklus und somit die Prolifera-
tion gehemmt, die Differenzierung ermdglicht. Implantiert man beispielsweise Claudin-
1-defiziente Haut, so wird diese dicker, was ebenfalls auf einen Einfluss der Tight-

Junction-Proteine in der Differenzierung hinweist (Kirschner und Brandner 2012).

Die Tight-Junction-Proteine sind unterschiedlich in den Schichten der humanen Epi-
dermis lokalisiert (siehe Abbildung 6). Claudin 1 beispielsweise ist in allen lebenden
Zellschichten vorhanden, Claudin 4 und ZO-1 findet man im Stratum granulosum und
im oberen Stratum spinosum, wahrend Occludin in den unteren Schichten des Stratum
corneum und im Stratum granulosum vorkommt. Die typischen TJ-Strukturen findet

man nur im Stratum granulosum (Kirschner und Brandner 2012) (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verteilung von Tight-Junction-Proteinen in den Schichten der Epidermis modifiziert
nach (Kirschner et al. 2012)
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Durch auf3ere Faktoren wie zum Beispiel UV-Strahlung lasst sich die Lokalisation der
Proteine beeinflussen. So zeigt sonnenexponierte und auch gealterte Haut eine breite-
re Lokalisation von Occludin, ZO-1 und Claudin 4, jedoch weniger Claudin 1 (Yuki et al.
2011, Hung et al. 2012, Rachow et al. 2013).

Man spricht im Zusammenhang mit Tight Junctions oft vom ,Pore- and Leak.Pathway*.
Die Poren werden dabei durch bestimmte Claudine gebildet (z.B. 2 und 15). Diese ma-
chen dann selektiv permeabel fir kleine Kationen, sind aber impermeabel fir Anionen
und Makromolekile (Amasheh et al. 2002, Liang und Weber 2014). Das Leck hingegen
resultiert aus der Internalisierung oder verminderten Expression von beispielsweise
Occludin, ZO-1 oder Tricellulin. Hier wird die Barriere dann nicht ladungsselektiv per-
meabel und ist zum Teil auch fir Makromolekile durchléassig (Krug et al. 2009, Van
Itallie et al. 2009, Liang und Weber 2014).

Bei verschiedenen Hauterkrankungen zeigen sich Veranderungen von TJ-Proteinen.
So findet man bei Patienten mit Psoriasis eine breitere Expression von Occludin und
Claudin 4. Claudin 1 ist bei Psoriasis herunterreguliert (Yoshida et al. 2001, Kirschner
et al. 2009). Bei Patienten mit dem NISCH-Syndrom (neonatale ichthyose-
sklerosierende-cholangitis) liegt eine Mutation von Claudin 1, die zu einem Verlust des
Proteins fuhrt, vor (Hadj-Rabia et al. 2004). Dies kénnte zu einer erhéhten Permeabili-
tat zwischen Epithelzellen fiihren (Hadj-Rabia et al. 2004). Bei Patienten mit atopischer
Dermatitis (AD) lasst sich eine gestorte Hautbarriere feststellen. AD-Patienten haben
deutlich weniger Claudin 1 im Vergleich zu Gesunden in der lasionalen Haut ((Gruber
et al. 2015), (Batista et al. 2015)). In nicht-l&sionaler Haut wurde eine Herabregulation
in manchen Kohorten beschrieben (De Benedetto et al. 2011), in anderen nicht (Gruber
et al. 2015). Fur Claudin 4 findet sich bei AD-Patienten ein breiteres Verteilungsmuster

als bei gesunden Kontrollpersonen (Gruber et al. 2015).

In Zusammenhang mit Pathogenen kommt es ebenfalls zu einer Veranderung bei den
TJ-Proteinen: So findet man beispielsweise bei der Inokulation mit Staphylokokkus
epidermidis oder Staphylokokkus aureus eine Hochregulation der Tight-Junction-
Proteine im Sinne einer reaktiven Kompensation zu friihen Zeitpunkten der Inokulation,
zu spateren v.a. mit S. aureus eine Herabregulation (Ohnemus et al. 2008, Basler et al.
2017).

Die Tight-Junction-Proteine Ubernehmen vielféltige Funktionen. Sie spielen eine Rolle
als Barriere, in der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Polarisierung und

in der Signaltransduktion (Aijaz et al. 2006). Man spricht im Zusammenhang mit Tight
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Junctions oft von ,fence®- und ,barrier* -function. Die Zaunfunktion beschreibt die Un-
terteilung von Zellen in ein apikales und in ein basolaterales Kompartement (Polarisati-
on).

In Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass TJ-Proteine in der Barrierefunktion
(Claudin 1, Claudin 4, Occludin, ZO-1), Zell-Zell-Adh&sion (Occludin), Migration (Clau-
din 1), Proliferation (Claudin 1) und Empfanglichkeit fiir apoptotische Stimuli (Occludin)
eine Rolle spielen (Furuse et al. 2002, De Benedetto et al. 2011, Kirschner et al. 2013,
Rachow et al. 2013, Volksdorf 2016, Volksdorf et al. 2017). Besonders eindrucksvoll
wurde die Beteiligung von TJ-Proteinen an der Barrierefunktion mit Hilfe von Claudin-1-
knock-out Mausen gezeigt. Hier beobachtet man einen stark erhohten transepiderma-
len Wasserverlust und die Tiere sterben einen Tag nach der Geburt (Furuse et al.
1993). Die Tight-Junction-Barriere ist defekt und das Stratum corneum ist kompakter
im Sinne einer Hyperproliferation der Keratinozyten, um die verminderte Tight-
Junction-Barriere zu kompensieren (Furuse et al. 2002). Das Stratum corneum ist zu-
dem funktionell eingeschrankt, das heil3t, es zeigt eine verminderte Wasserbarriere-

funktion (Sugawara et al. 2013).
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Claudin 1 scheint im lebenden Organismus an der Zusammensetzung und Differenzie-
rung des Stratum corneum beteiligt zu sein (Sugawara et al. 2013). Die Barrierefunkti-
on der Tight Junctions bedeutet im gesunden Zellverband die Regulation der Diffusion
von lonen und Flassigkeiten und die Abdichtung des parazellularen Spaltes. So bilden
sie beispielsweise eine Barriere von innen nach auf3en in der Haut fur mittlere (557Da),
intermediare (1,5 kDa, 5 kDa) und grofRe (32 kDa) Molekile (Kirschner et al. 2010,
Yoshida et al. 2013, Yokouchi et al. 2015). Liegen die Epithelzellen einzeln vor, so fin-
den sich TJ-Proteine vermehrt im Zytosol und im Zellkern, dort aktivieren sie die
Proliferation. Im Zellverbund dagegen sind sie Uberwiegend an den Zell-Zell-Grenzen
lokalisiert (Islas et al. 2002) (siehe Abbildung 7).

unfertige Junctions fertige Junctions

Proliferation

Proliferation

Abbildung 7: Lokalisation bestimmter TJ-Proteine, modifiziert nach (Farkas et al. 2012). A.) In Zel-
len mit unfertigen (grun) Tight Junctions translozieren Signalmolekule (a), Transkriptionsfaktoren
(b) und TJ-Proteine (c) in den Zellkern und aktivieren dort die Proliferation. In Zellen mit fertigen
(rosa) Tight Junctions sind diese Proteine wieder dort lokalisiert.
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1.4 Tight Junctions und Wundheilung

Wie bereits beschrieben, sind Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen
bei der Wundheilung von essentieller Bedeutung. Hierfir missen sich die Zell-Zell-
Verbindungen (Gap Junctions, Adharenzverbindungen und Tight Junctions) in ver-
schiedener Weise anpassen. Die Tight Junctions mussen sich im regenerierten Epithel
zlgig neu formieren, um die epitheliale Barriere rasch wieder zu gewahrleisten. Wie
zuvor erwahnt, sind in unverletzter Epidermis die Tight Junctions und ihre Proteine in

den Schichten unterschiedlich lokalisiert.

1.4.1 Tight Junctions und Wundheilung in verschiedenen Epithelien

Einige der ersten Ergebnisse zu Tight Junctions in der Wundheilung stammen von
McCartney und Cantu-Crouch aus dem Jahr 1992. Sie fanden im kornealen Epithel 2
Tage nach Verwundung die erste Expression von Tight-Junction-Proteinen am Wund-
rand, strukturelle Tight Junctions erst ab dem flinften Tag (McCartney und Cantu-
Crouch 1992). Herard et al. untersuchten die Integritat der epithelialen Barriere wéah-
rend der Wundheilung von respiratorischem Epithel. Sie fanden heraus, dass eine effi-
Ziente TJ-Barriere 1-2 Tage nach Wundverschluss wieder hergestellt ist (Herard et al.
1996). In Versuchen mit Urothelzellen zeigte sich bei Kreft et al., dass die ,leading-
edge“-Zellen ZO-1, Claudin 4, Occludin, aber kein Claudin 8 exprimieren. Lee et al.
fanden an Zellen eines Adenokarzinoms der Lunge heraus, dass eine Reduktion von
Z0-1 die Wundheilung im Scratch vermindert (Lee et al. 2015). Eine beeintrachtigte
corneale Wundheilung am Rattenmodell war vergesellschaftet mit verminderter Ex-
pression von Occludin (Huang et al. 2016). Unter der Behandlung mit Lysophos-
phatidsaure wurde die Expression von Occludin und Claudin 1 in Zellen humaner
Mundschleimhaut hochreguliert. Dies filhrte zu verbesserten Migrationseigenschaften
und zu verringerter Proliferation ((Thorlakson et al. 2016), (Volksdorf 2016)).
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1.4.2 Tight Junctions und Wundheilung in der Haut

Sowohl im humanen ex-vivo Wundmodell (Brandner et al. 2002) als auch in Versuchen
an humanen Saugblasen (Beispiel fur die Heilung akuter Wunden) (Malminen et al.
2003) wurden die Tight-Junction-Proteine ZO-1, Claudin 1 und Occludin an den Zell-
membranen mit Kontakt zu Nachbarzellen schon zu frihen Zeitpunkten wahrend der
Wundheilung gefunden, noch bevor sich ein Stratum corneum formiert hatte (Volksdorf
2016). Dies konnte darauf hindeuten, dass die Formierung von Tight Junctions wichtig
fur den spateren Differenzierungsprozess sein konnte (Kreft et al. 2006). Fletcher et al.
entdeckten, dass die Verwundung einer Epithelschicht einen Stimulus fiir die Endozy-
tose von Occludin darstellt. Das Tight-Junction-Protein wird nach Verletzung Uber
Clathrin-vermittelte Endozytose am Wundrand in die Zellen aufgenommen (Fletcher et
al. 2012). Malminen et al. untersuchten die Verteilung von ZO-1 und Occludin in rege-
nerierender humaner Epidermis (Malminen et al. 2003). Bei ihren Versuchen fanden
sie in der hyperproliferativen Zone am Rand der Saugblasen eine Umverteilung von
Z0O-1 mit einer Verbreiterung. Occludin war in den oberen Zellschichten angefarbt. An
der Vorderkante der regenerierenden Epidermis waren ZO-1 und Occludin nur in den
obersten Schichten anfarbbar. Volksdorf et al. untersuchten den Einfluss der Tight-
Junction-Proteine Occludin und Claudin 1 in Bezug auf die Heilung chronischer Wun-
den. Hier konnte gezeigt werden, dass es in chronischen Wunden zu einem Verlust
bzw. einer Herunterregulation von Occludin und Claudin 1 am Wundrand und in der

regenerierenden Epidermis kommt (Volksdorf et al. 2017).

Die Wundheilung im Scratch-Assay wurde durch die Herabregulation von Occludin
nicht beeinflusst. Es zeigte sich jedoch ein Einfluss auf die Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Verbindungen. Diese fihrten, wenn man die Zellen beim Scratch-Assay unter mecha-
nischen Stress setzte, wie er in der normalen Wundheilung vorkommt, zu einer ver-
minderten Heilung (Volksdorf et al. 2017).

Claudin 1 ist in der normalen Wundheilung in der regenerierenden Epidermis vorhan-
den, manchmal ist es allerdings in den ersten Zellen an der Wundspitze abwesend
(Nunan et al. 2015). Bei chronischen Wunden, die sich ebenfalls durch eine verminder-
te Proliferation und Migration auszeichnen, zeigte sich haufig insgesamt eine starke
Herabregulation von Claudin 1. (Volksdorf et al. 2017). Hier konnten Volksdorf et al.
zudem zeigen, dass die durch den Knock-Down verminderte Claudin-1-Expression zu
einer signifikant beeintréchtigten Wundheilung im Scratch Assay fuhrte und sowohl

Migration als auch die Proliferation der Keratinozyten vermindert waren.
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ZO-Proteine (1 und 2) sind in Phasen gesteigerter Proliferation vermehrt im Zellkern zu
finden und unterstiitzen und stabilisieren Zellzyklusproteine (Jaramillo et al. 2004). ZO-
1 interagiert mit dem Transkriptionsfaktor ZONAB und beeinflusst so die Proliferati-
on/Replikation positiv (Balda und Matter 2009). ZO-1 und ZONAB regulieren zusatzlich
die Expression vom Erb-B2 (HER2/neu) (Balda und Matter 2000). Neben den ZO-
Proteinen gibt es noch weitere Faktoren, die wahrend der Wundheilung, wenn wenig
“reife” Tight Junctions bestehen, im Zellkern fir Proliferation sorgen (z.B. Akt aktiviert
B-Catenin) (Farkas et al. 2012).
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1.5 Ostrogen, Ostrogensynthese und Ostrogenrezeptoren

Ostrogene stammen aus der Gruppe der Steroidhormone mit 18 Kohlenstoffatomen.
Die Freisetzung und Bildung dieser Hormone unterliegt der Steuerung der Hypotha-
lamus-Hypophysen-Achse. Aus dem Hypothalamus wird zunachst GnRH (Gonadotro-
pin-releasing-Hormon) freigesetzt. Dieses stimuliert die Ausschittung der Gonadotro-
pine LH (Luteinisierendes Hormon) und FSH (Follikelstimulierendes Hormon) aus der
Hypophyse. FSH fordert bei der Frau die ovarielle Ostrogensynthese in den Granu-
losazellen aus Androstendion mit Hilfe der Aromatase. Beim Mann geschieht dies in
deutlich geringerer Konzentration auch durch die Leydigzellen im Hoden. Diese besit-
zen ebenfalls Aromataseaktivitat und konnen Androgene in Ostrogene umsetzen. Die
Aromatase ist ebenfalls in der Haut, im Knochen, im Hirn und im Fettgewebe zu finden.
Auch hier kann Ostrogen synthetisiert werden (Simpson 2003) (Nelson und Bulun
2001). LH fordert die Synthese von Androstendion in den Theca-interna-Zellen, der
wichtigsten Vorstufe von Ostradiol (Bonisch 2001, Hall und Phillips 2005, Loffler 2007).
Ostrogene werden wie Androgene aus Cholesterin synthetisiert. Hierfiir wird entweder
vorhandenes Cholesterin aus Lipoproteinen verwendet oder de novo aus Acetyl-CoA
synthetisiertes. Da die Hormone lipophil sind, werden sie im Blut an Ostrogen--

bindenden Proteinen transportiert (Loffler 2007).

Es sind verschiedene Ostrogenrezeptoren bekannt. Der zuerst entdeckte Rezeptor war
der Ostrogenrezeptor a (ERa) (Jensen et al. 1967). Einige Jahre spater wurde der Ost-
rogenrezeptor B (ERB) gefunden (Kuiper et al. 1996). Bei den beiden Ostrogenrezep-
tor-Typen handelt es sich um nukledare Rezeptoren, die sich im nicht aktivierten Zu-
stand im Zytosol der Zellen befinden. Sie haben mit 97% eine hohe Ahnlichkeit in der
DNA-bindenden Domane (C), weniger (59%) in der Ligand-bindenden Doméne (D)
(Kuiper et al. 1996) (siehe Abbildung 8).

AlB c D E F

1 180 263 302 552 585

hERa N-(_ ONAS | )-C
Y I i 1 S
hERP N-C | DNA | )<
1 144 227 255 54 530
AF-1 Dimerisation
ringe AF-2

Abbildung 8: Schematischer Aufbau der humanem Ostrogenrezeptoren a und B im Vergleich
(Drummond und Fuller 2010), (Abkirzungen siehe Text)
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Sie enthalten eine N-terminal gelegene und liganden-unabhéngige AF-1 (Activation-
Function) Doméne und C-terminal eine liganden-abhéngige Activation-Function-2 Do-
méane. Die AFs unterscheiden sich deutlich zwischen den Isoformen, es gibt nur 16%
Ubereinstimmung (als Ubersichtsarbeit siehe (Jia et al. 2015)). Da sich die AFs, die
Bindungsstellen fur Coregulatoren, Aktivatoren wie auch Inhibitoren sind, bei den Re-
zeptorsubtypen so stark unterscheiden, kénnen verschiedene Transkriptionskomplexe
mit den Subtypen interagieren. Dies erklart, warum ERa und ERB sowohl einen ahnli-
chen, einen antagonistischen (ERB kann bei Dimerisierung inhibitorisch auf ERa wir-
ken (Ogawa et al. 1998)) als auch zum Teil einen alleinigen Einfluss auf Zielgene ha-
ben kénnen (Paech et al. 1997).

Neben den klassischen nuklearen Ostrogenrezeptoren wurde zudem ein membrange-
bundener Rezeptor (GPER oder GPR30) beschrieben (Filardo und Thomas 2005,
Filardo et al. 2007, Olde und Leeb-Lundberg 2009)

Die Effekte, die durch Ostrogen vermittelt werden, hangen vom Gewebe und vom je-
weils exprimierten Rezeptor ab. So wird beispielsweise bei mesenchymalen Stammzel-
len durch Ostrogen ERa hochreguliert und ERB gesenkt, anders im Fettgewebe des
Omentum. Hier steigert Ostrogen ERB und senkt ERa (Anwar et al. 2001, Zhou et al.
2001). Beide Rezeptoren haben nahezu die gleiche Affinitat zum Ostradiol, unterschei-
den sich aber in der Affinitat zu anderen Liganden (ERa-selektiv ist zum Besipiel PPT
(4,4',4"-(4-propyl-(1H)-pyrazol-1,3,5-triyl)trisphenol) und ERB-selektiv zum Beispiel
DPN (2,3-bis(4-hydroxy-phenyl)-propionitril)) (Shin et al. 2016).

Es gibt klassische und nicht klassische Zielgewebe von Ostrogen. Klassische enthalten
mehr ERa als ERp, nicht klassische Zielgewebe haben kaum bzw. kein ERa, aber ei-
nen hohen Anteil ERB (Gustafsson 1999). ERp ist im Ovar (Granulosazellen), Kolon,
Gehirn, Lunge, Fettgewebe, Nieren, Knochen, Herz, Blase, Hoden und Prostata zu
finden; ERa dagegen vor allem im Hoden, Nebenhoden, Ovar, Brustdrise, Haut, Ge-

hirn, Fettgewebe, Knochen, Herz und Uterus (Drummond und Fuller 2010).

Im Wesentlichen konnen vier verschiedene Wege im Ostrogen-Signaling unterschie-
den werden: das klassische und direkt genomische, das indirekt genomische, das nicht
genomische und das Ligand unabhangige Signaling (Thornton 2013, Vrtacnik et al.
2014). Beim direkt genomischen Signaling bindet Ostrogen im Zytosol der Zielzellen an
den Ostrogenrezeptor. Nach der Bindung des Liganden verandern die Rezeptoren ihre
Konformation und dimerisieren. Sie binden dann im Zellkern an spezielle Elemente
(ERE= Estrogen-responsive-Element) der DNA, nahe bei den Promotoren der Zielge-

ne, um ihre Effekte zu vermitteln. Das indirekt genomische Signaling verlauft ahnlich,
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nur dass hier die Dimere nicht ans ERE, sondern an TF-RE (Transkriptionsfaktor-
Responsive Element) binden (Bjornstrom und Sjoberg 2005). Beim nicht genomischen
Signaling bindet Ostrogen an einen Zellmembranrezeptor. Es kann dann intrazellular
Calcium mobilisiert, die Adenylatcyclase, der MAPK-Signalweg, PI3K-Signale und wei-
tere aktiviert werden (Bjornstrom und Sjoberg 2005). Das Liganden-unabhangige Sig-
naling lasst sich durch eine Aktivierung von Ostrogenrezeptoren durch andere Ligan-
den als Ostrogen erklaren. Hierzu zahlen vor allem die Phosphorylierung durch PKA
oder PKC, aber auch extrazellulare Signale wie Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter
oder Zytokine (Nilsson et al. 2001). Die Vermittlung der Ostrogensignale ist vielfaltig.
Es gibt verschiedene Mdglichkeiten und Wege die gleichen Zielgene zu beeinflussen.
Dieselbe Promotersequenz kann sowohl direkt (Uber ERE) als auch indirekt (Uber TF
und TF-RE) beeinflusst werden. Zudem werden die Signale durch die verschiedenen
Ostrogenrezeptoren vermittelt. Hier kann die Bindung an ERa einen anderen Effekt
hervorrufen als eine Bindung an ERB. Diese sind in den Geweben zudem noch unter-

schiedlich lokalisiert.

Ostrogen wirkt vaskuloprotektiv und steigert die Angiogenese (Morales et al. 1995).
Auch nach Verletzungen sorgt es flr ein rascheres Wachstum des Endothels (Uber
ERa) (Brouchet et al. 2001). Ebenso konnte gezeigt werden, dass sich unter der Ost-
rogenbehandlung die Freisetzung von NO (durch Steigerung der NO-Synthetase) er-
héht (Weiner et al. 1994) Widerspriichlich waren hierzu die Ergebnisse von Zancan et
al., die einen Ruickgang der NO-Synthase Il unter der Behandlung mit Ostrogen fanden
(Zancan et al. 1999). Auch beschrieben wurden verschiedene durch Ostrogen vermit-
telte Effekte in der Regulation der Immunantwort. Es beeinflusst zum Beispiel die Ent-
wicklung von T-Zellen, Autoimmunerkrankungen und inhibiert Entziindungen (Straub
2007). Ostrogen schutzt T-Zellen via ERa gegen eine von TNFa induzierte Zytotoxizitat
(Takao et al. 2005). Ostrogen scheint zudem einen Einfluss auf T-Helferzellen zu ha-
ben. Dieser scheint dosisabhéngig zu sein. In niedrigen Konzentrationen wird eher eine
THZ1-Antwort stimuliert und in héheren eher eine TH-2-Antwort (Bebo et al. 2001, Maret
et al. 2003, Delpy et al. 2005, Cunningham und Gilkeson 2011). Protektive Effekte ge-
genluber Diabetes mellitus, Adipositas und Insulinresistenz sind verknipft mit ERa
(Meyer et al. 2011).

Ostrogen reguliert zudem die Energiebalance und Korperfettverteilung durch Interakti-

on mit dem Leptin-Signalweg (Shi et al. 2009).
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1.6 Ostrogeneinfluss auf die Haut

Dass Ostrogene Einfluss auf die Haut haben, zeigte sich vor allem in Studien zur Hor-
monersatztherapie (Hormon replacement therapy = HRT). Hier wurden postmenopau-
sale Frauen zum einem mit pramenopausalen und zum anderen mit Frauen unter HRT
verglichen. Es zeigte sich, dass der Hormonersatz vielerlei Effekte im Bereich der Haut
hatte (Grosman et al. 1971). Chen et al. fanden bei Patientinnen mit HRT eine um 10%
erhdhte Hautdicke im Vergleich mit Patientinnen, die keine HRT erhalten hatten. Diese
war vergleichbar mit der Hautdicke pramenopausaler Frauen (Chen et al. 2001). Brin-
cat et al. fanden schon friih heraus, dass Ostrogen die Fibroblasten zur vermehrten
Produktion von Kollagen anregte (Brincat et al. 1983). Haapasaari et al. dagegen konn-
ten diesen Effekt nicht nachweisen (Haapasaari et al. 1997). Im Bereich der Epidermis
konnte sowohl durch HRT als auch durch 6strogenhaltige Creme die Feuchtigkeit ge-
steigert werden und die Wasserhaltekapazitat tber Veranderungen in der Lipidzusam-
mensetzung erhoht werden. Ostrogen scheint also die Hautbarriere zu stabilisieren und
Trockenheit vorzubeugen (Pierard-Franchimont et al. 1995, Dunn et al. 1997). Falten
und Hauttrockenheit stehen ebenfalls in Zusammenhang mit einem Riickgang von Gly-
cosaminoglycanen (GAG) in der Haut. Unter Ostrogengabe erhohte sich der Gehalt
von GAG (Grosman et al. 1971).
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1.7 Ostrogene und Wundheilung

Viele der Untersuchungsergebnisse zum Thema Ostrogen und Wundheilung stammen
ebenfalls aus der Forschung zur HRT. Hierbei fiel zum Beispiel auf, dass Patientinnen
mit HRT weniger oft an Ulzerationen der Beine litten als die Kontrollgruppe ohne HRT
(Margolis et al. 2002). Ebenso konnte gezeigt werden, dass bei alteren Frauen mit
niedrigerem Ostrogenlevel die Entziindungsreaktion oft (iberschieRend ablauft und die
Heilung verzogert ist. Dies konnte durch topisches Auftragen von Ostrogen vermindert
werden (Ashcroft et al. 1999). Allerdings scheinen die Effekte dosisabhéngig zu sein.
Plackett et al. untersuchten daher den Einfluss hoher Ostrogenkonzentrationen auf die
Heilung von Wunden bei Mausen und fanden eine verzdgerte Heilung (Plackett et al.
2015). Klinisch relevant ist dies zum Ende einer Schwangerschaft, wenn die Ostrogen-
konzentrationen im Blut der Mutter Level erreichen, die 100-1000x héher sind als wéh-
rend des Eisprungs (10000-40000 ng/Liter im Vergleich zu 60-230 ng/Liter).

Verzogerte Heilung im Alter geht mit niedrigeren TGFB1-Level, verminderter Kollagen-
synthese und vermehrter Aktivitéat von Proteasen (z.B. Elastase) einher (Ashcroft et al.
1997, Ashcroft et al. 1999, Brincat et al. 2005). Die verbesserte Heilung unter Ostro-
genbehandlung ist dagegen verbunden mit einer gesteigerten TGFB1-Sekretion derma-
ler Fibroblasten (Ashcroft et al. 1997). TGFB1 spielt eine wichtige Rolle bei Proliferation
und Differenzierung sowie in der Regulation des Immunsystems. (Vaughan et al.
2000). So fordert es beispielsweise die Formation des Granulationsgewebes (Gilliver et
al. 2007). Ein weiterer Faktor ist MIF (macrophage migration inhibitory factor). MIF wird
wahrend der Wundheilung in der proliferierenden Epidermis von Immunzellen und En-
dothelzellen gebildet und ist ein Faktor, der die Wundheilung verzbgert. Post-
menopausal findet man stark erhohte MIF-Level. Pramenopausal unterdriickt Ostrogen
via ERa die Bildung von MIF (Ashcroft et al. 2003, Hardman et al. 2005) und steigert
die Angiogenese und die Wundkontraktion (Morales et al. 1995). Ostrogen hat zudem
anti-inflammatorische Eigenschaften, zum einen Uber eine Suppression der Leukozy-
ten im Knochenmark (Josefsson et al. 1992), zum anderen uber eine Veranderung in
der Chemotaxis von Granulozyten (Cuzzocrea et al. 2000). Dieses kdnnte eine Rolle

bei der Heilung von Wunden spielen.

Ostrogen wirkt ebenfalls auf Proliferation und Migration dermaler Zellen. Es stimuliert

beispielsweise das Wachstum der Keratinozyten (Kanda und Watanabe 2004) und

supprimiert ihre Apoptose (Kanda und Watanabe 2003). Dermale Fibroblasten expri-

mieren sowohl ERa als auch ERB und zeigten unter der Behandlung mit Ostrogen oder

einem ERa-Agonisten, nicht aber bei der Behandlung mit einem ERB-Agonisten eine
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erhOhte Migration (Stevenson et al. 2008, Stevenson et al. 2009, Thornton 2013). Es
gibt Ergebnisse, die zeigen, dass Ostrogen die Expression von Zellzyklusprotein Cyklin
D2 induziert (Uiber GPER/cCAMP/PKA-Signalweg (Kanda und Watanabe 2004). Verdier-
Sevrain et al. konnten belegen, dass Ostrogen zudem die Expression von Zellzyk-
lusprotein Cyklin D1 induziert (iber ERa und den MAPK-Signalweg) (Verdier-Sevrain
et al. 2004).

Méanner zeigen im Vergleich zu jungen Frauen eine verminderte Wundheilung, post-
menopausal verschlechtert sich auch bei Frauen die Heilung. Ashcroft et al. fanden
heraus, dass Androgene eher den gegenteiligen Effekt zu Ostrogen zeigten und die
Heilung von Wunden durch gesteigerte Entziindungsreaktion verzogerten. Im Versuch
wurden mannliche Mause kastriert, was zu einer gesteigerten Wundheilung, reduzierter

Entziindung und vermehrtem Haarwachstum fiihrte (Ashcroft und Mills 2002).
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1.8 Ostrogene und Tight Junctions

In der Literatur finden sich einige Beispiele fur die Wirkung von Ostrogenen auf TJ-
Proteine in verschiedenen Geweben. Auch hier scheint es wichtige Zusammenhange
mit den unterschiedlichen Ostrogenrezeptoren zu geben. ERB scheint beispielsweise
wichtig fur die Organisation und Adhasion von epithelialen Zellen zu sein. Beim Knock-
Out von ER im Brustdrisenepithel von Mausen waren die Level von Adhasionsmole-
kulen reduziert (E-Cadherin, Connexin 32, Occludin und Integrin a2) (Forster et al.
2002). Wada-Hiraike fanden in murinem Kolonepithel beim Knock-Out die Zellprolifera-
tion gesteigert, die Apoptose und Adhasion vermindert sowie die TJ-Formierung und

Kolonarchitektur abnormal (Wada-Hiraike et al. 2006).

Behandelte man T84-Zellen (Epithelzellen einer Lungenmetastase eines kolorektalen
Karzinoms) mit Ostrogen oder DPN (ERB-Agonist), so steigerte dies den TER

(Transepithelialen Widerstand) dosisabhéngig (Looijer-van Langen et al. 2011).

In der Brustkrebszelllinie MCF-7 induziert Ostrogen (ber den ERa sowohl mRNA als
auch die Proteinexpression von Claudin 6. Mehr Claudin 6 ist verbunden mit der Auf-
rechterhaltung der Barriere und wichtig fur die Zelladhasion. Der Verlust von Claudin 6
dagegen ist assoziiert mit erhohter Invasivitdt und Metastasierung von Tumoren
(Yafang et al. 2011).

Gorodeski stellte bei humanen Vaginalepithelzellen fest, dass Ostrogenbehandlung die
ZellgroRe senkte, innerhalb der Zellen den Anteil von G-Aktin erhéhte und den Wider-
stand der Tight Junctions Uber ein Remodelling von Occludin (vom 65kDa Wildtyp zu
einer proteolytischen Spaltvariante mit 50kDa) durch MMP7 (Matrix-Metallo-
Proteinase-7) senkte (Gorodeski 2007).

Aberdeen et al. konnten zeigen, dass Ostrogen liber VEGF eine Auflockerung in den
Tight Junctions zwischen Endothelzellen bewirken kann. Dies fuhrte in Versuchen am
Endometrium von Pavianen zu mehr Proliferation und Permeabilitdt sowie erhdhter
Angiogenese (Aberdeen et al. 2008). Ye et al. zeigten ebenfalls eine erhéhte Permea-
bilitat vaskularer Endothelzellen nach Ostrogenbehandlung. Sie fanden ERB auf den
Endothelzellen, eine erhthte Proliferation und erniedrigte Level von Occludin, jedoch
keine Verédnderung im Level von Claudin 1, Claudin 5 und ZO-1 (Ye et al. 2003). Ge-
senkte Occludinlevel und erhdhte Permeabilitat wurden bei Behandlung in héheren
Ostrogenkonzentrationen beobachtet. Bei niedrigen Konzentrationen fanden sich er-
hohte Occludinlevel und verminderte Permeabilitdt (Ye et al. 2003). Auch Ergebnisse
von Cho et al. wiesen einen Effekt bei der Behandlung von HUVEC (humane umbilica-
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le vain endothelial cells) nach (Cho et al. 1998). Anders als die Arbeitsgruppe von Ye
et al. (Ye et al. 2003) fanden Burek et al. (Burek et al. 2010) zudem einen Einfluss von
Ostrogen auf Claudin 5. Unter der Behandlung von vaskularem Endothel erh6hten sich
sowohl der transendotheliale Widerstand als auch die Claudin 5-Level. Hata et al.
konnten dagegen in Endothelzellen aus dem Uterus von Mausen eine verminderte
Claudin 5-Expression im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen zeigen (Hata et al.
2014).

Ostrogen scheint also in der Lage zu sein, die Expressionslevel von TJ-Proteinen und
die Barriereeigenschaften von verschiedenen Geweben sowohl zu fordern als auch zu

vermindern.
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1.9 Ziel der Arbeit

Aktuelle Studien weisen einen Einfluss von Ostrogen auf die Heilung von humanen in-
vivo Wunden nach (Hardman und Ashcroft 2008, Campbell et al. 2010). In einer voran-
gegangenen Doktorarbeit wurde dieser Einfluss in einem porcinen ex-vivo Wundmodell
bestatigt und die Korrelation zu Gap-Junction-Proteinen untersucht (Kriger 2014). In
dieser vorausgegangenen Arbeit wurde die Heilung der ex-vivo Modelle tber einen
Score beurteilt. Mittlerweile wurde nun die Technik verbessert, und die Wundheilung
kann pm-genau vermessen werden, was zu einer verbesserten Objektivierung und
statistischen Auswertung fuihrt. Deshalb wurden in dieser Arbeit die aus der vorherigen
Doktorarbeit vorliegenden Schnitte unter dem Mikroskop vermessen. Dartiber hinaus
wurde die Qualitat des Wundrands beurteilt, was in der vorherigen Doktorarbeit noch
nicht geschehen war. Durch die Ergebnisse soll somit der Einfluss des Ostrogens auf
die Wundheilung im ex-vivo Modell mit einer objektiveren Methode bestétigt und auf
die Wundranderhaltung erstmals beurteilt werden. Hier wird insbesondere auf Unter-
schiede bei verschiedenen Ostrogen-Konzentrationen, dem Geschlecht des Schweines

und der Applikationsform (systemisch/ topisch) geachtet.

Daruber hinaus zeigte sich in den letzten Jahren, dass TJ-Proteine eine wichtige Rolle
bei der Wundheilung bzw. bei Vorgangen, die fir die Wundheilung essentiell sind, spie-
len. So haben TJ-Proteine neben der bekannten Barrierefunktion auch eine Rolle in der
Differenzierung, Zell-Adhésion, Migration und Proliferation von Keratinozyten (De
Benedetto et al. 2011, Rachow et al. 2013, Brandner et al. 2015, Gruber et al. 2015,
Volksdorf et al. 2017). Dariiber hinaus sind sie in chronischen Wunden herabreguliert
bzw. zeigen eine veranderte Lokalisation (Volksdorf et al 2017). SchlieBlich konnte an
anderen Geweben bereits gezeigt werden, dass Ostrogene einen Einfluss auf TJ-
Proteine haben (siehe Kapitel 1.8). Deshalb sollte in dieser Arbeit auch untersucht
werden, ob die durch Ostrogen beschleunigte Wundheilung zu einer veranderten Ex-
pression/ Lokalisation von TJ-Proteinen fuihrt, oder ob Veranderungen die beschleunig-

te Heilung bedingen.
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2 Material

2.1 Hautproben fur das Wundheilungsmodell

Die Hautbiopsien stammen aus Schweinohren von 6 Monate alten Schweinen. Die
mannlichen Tiere wurden im Alter von 6 Wochen kastriert. Es handelt sich um Tiere
aus der Rasse Crosshred Yorkshire/deutsches Edelschwein. Die bei der Schlachtung
gewonnenen Ohren wurden zeitnah danach ins Labor transportiert und weiterverarbei-
tet. FUr die Beurteilung des Wundheilungsfortschrittes und der Wundranderhaltung
wurden die Wundmodelle von insgesamt 21 Schweinen (5 weiblichen und 16 mannli-
chen) verwendet. Fir die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden insgesamt Modelle
von 16 Schweinen (4 weiblichen und 12 mannlichen) ausgewahlt. Hierbei wurden Mo-
delle ausgeschlossen, bei denen zu wenige Konzentrationen auswertbar waren (z.B.
nur PBS und 1nM). Generell ausgeschlossen wurden bei allen Auswertungen Modelle,
die infiziert oder anderweitig beschadigt waren.

2.2 Gerate

Kryostat Leica CM 3050

Mikroskope Olympus CH-2 Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiophot I
(mit Digitaler Kamera Hamamatsu C4742-95 und
Software Openlab 5.0.2 (Fa. Improvision)
Leica DM-SL Lichtmikroskop in 10x Vergré3erung, Leica
Mikroskope & Systeme GmbH Wetzlar

Tischzentrifuge z.B. Biofuge 13 von Heraeus Sepatech

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries

Waage z.B. Sartorius Bl 610

Pap Pen z.B. von Coulter Immunotech

pH — Meter 766 Calimatic von Knick

Tabelle 1: Benutzte Gerate
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2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

2.3.1 Chemikalien

Aceton 100%, Chem. Solute, Th. Geyer

Aqua dest.

DAKO (Protein Block Serum-Free; Code X0909, Dako, Agilent Technologies)
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol), Roche, Cat. No. 10 236 276 001 Desin-
fektionsmittel (Flache: z.B anti infect N liquid von Schiilke; Hande: z.B.
Sterilium classic von Bode Chemie GmbH

Einbettmedium, Fluoromont — GTM von Southern Biotech, Bestellnr.: 0100-01;
- Eukit (Gefriereinbettmedium); Fa. O. Kindler Gmbh & Co. KG

Eosin G-Losung 0,5 % wassrig Fa.: ROTH Art.Nr.:X883.2

Essigsaure 100%; Nr. 27225; Fa. Riedel-de Haén

Ethanol versch. Konz. (99%; 96%, 80%, 70%) Fa. Walter-CMP Gmbh &Co KG
Flussigstickstoff (liquid N2)

Isopentan, Sigma Aldrich, M3263-1L Isotyp-Kontrollseren, Negative Control
Rabbit Immunoglobulin Fraction No.

- X 0903 und Mouse IgG1 No. X 0931 von Dako Cytomation

Kaliumchlorid KCI, z.B. von Merck

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4, z.B. von Merck

Leitungswasser, Hamburger Wasserwerke

Methylenblaulésung, z.B von Merck

Na2HPO4 x 2H20 (di—Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat), z.B. von Merck
Natriumchlorid NacCl, z.B. von Sigma Aldrich

NGS (normal goat serum) Block-Serum, dianova (Nr. 005-000-121;Lot 119839)
Ostrogen, Sigma E2758-1G Lot: 060M0149V

PBS zur Antikdrper — Verdinnung z.B. von Biochrom AG

Petroleumbenzin, z.B, von Sigma Aldrich, Bestellnr.: 32247

Triton X-100, z.B. von Sigma Aldrich

Xylol; Nr. 8118; Fa. J.T. Baker

Tabelle 2: Benutzte Chemikalien
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2.3.2 Verbrauchsmaterial

Deckglaser z.B. ,Superior Marienfeld Laboratory Glassware*
EinfriergefalRe, Nalgene Cryoware Scientific Vials, Thermo Fisher
Einmalklingen, z.B. “surgical blade® von Feather safety Razor Co. LTD
Farbekivetten, Carl Roth GmbH

Farbwiege mit Halterung, Carl Roth GmbH

feuchte Kammer, Krea Tech diagnostic

Flaschen verschiedener Volumina, z.B. von Duran

fuselfreie Prazisionswischtiicher, z.B. Kimtech ,Science” 7552,Kimberly-Clark
Gefrier-Schutzhandschuhe

Kornzange, Carl Roth GmbH

Kuvetten, Carl Roth GmbH

Messzylinder verschiedener Volumina

Objekttrager, Superfrost ultra plus, Gerhard Menzel GmbH
Objekttragerhalter, Carl Roth GmbH

Pinsel, Carl Roth GmbH

Pinzetten, Dumont tber Carl Roth GmbH

Pipetten, z:b von Eppendorf

Pipettenspitzen, z.B. von Eppendorf

Reaktionsgefal3e (1,5; 2; 15 ml), z.B. von Eppendorf bzw.Falcon
Schutzbrille

Spatel, Loffel, Carl Roth GmbH

Tabelle 3: Benutzte Verbrauchsmaterialien
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2.4 Immunhistochemie

Verdiin Blockierung/

Anti- Gat-

Primarantikorper din- Oberflachenspannungs-

gen tung

nung veranderung

Maus anti-Occludin
Oc-

(Invitrogen No 33- ms 1:800 2% NGS + 0,1% Triton

cludin
1500)

Maus anti-ZO-1, (Invi-

Z0-1 ms 1:1600 DAKO

trogen No 33-9100)
Z0-2/TJP2  Antibody,

Polyclonal (Thermo _
o ZO-2 kan 1:150 2% NGS + 0,1% Triton
Scientific No
QF215514)
Kaninchen anti-Claudin cl
au-
4 (Invitrogen No 36- din 4 kan 1:400 2% NGS + 0,1% Triton
in
4800)
Kaninchen anti-Claudin .
au-
1 (Invitrogen No 51- - kan 1:1250 2% NGS + 0,1% Triton
in
9000)
Tabelle 4: Primarantikdrper
Negativkontrolle Gattung Verdinnung Blockierung/
Oberflachenspannungs-
veranderung
_ 1:100000
Negativkontrolle .
_ ) (Claudin 1) _
Rabbit Immunoglobulin kan 2% NGS + 0,1% Triton
_ 1:12000 (ZO-
Fraction
2)
1:160 (Occlu-
_ din) 2% NGS + 0,1% Triton
Negativkontrolle
ms 1:320 (Z0O-1) (Occ und CI 4)
Mouse 1gG1 _
1:200 (Claudin DAKO (z20-1)
4)

Tabelle 5: Negativkontrolle
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Sekundarantikorper Antigen Gattung Verdinnung

Alexa Fluor 488 F(ab)2 goat anti-mouse (molecu-
lar Probes A11017)

Alexa Fluor 488 F(ab)2 goat anti-rabbit (molecular
Probes A11070)

ms Zi 1:600

kan Zi 1:600

Tabelle 6: Sekundérantikdrper
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3 Methoden

3.1 Das porcine ex-vivo Wundheilungsmodell

Das patentierte porcine ex-vivo Wundheilungsmodell (Patent-Nr. DE 10317400) wurde
mit Hautbiopsien aus Schweineohren hergestellt. Diese mussten dafir zunachst unter
flieBendem Wasser gereinigt und von Haaren befreit werden. Anschlie3end wurde die
Haut mit Mullbinde und Sterilium fir 10 Minuten desinfiziert. Alle weiteren Arbeiten er-
folgten unter sterilen Bedingungen, um eine Kontamination der Modelle zu vermeiden.
Es wurden 6 mm Stanzen entlang der Plicae des Ohres entnommen und in eine mit

Kulturmedium beflllte Petrischale gesetzt.

Die einzelnen Stanzen sind danach von Fettgewebe und Haaren befreit worden. In die
Mitte der 6 mm Stanze wurde eine 3 mm Stanze angesetzt und in diesem Bereich Epi-
dermis und ein Teil der Dermis entfernt (Abbildung 9).

Abbildung 9: 6 mm Stanzen auf Kulturmedium in Petrischale, A: ungefarbt; B: 3mm Wunde mit
Trypanblau angefarbt zur besseren Abgrenzung, MalRstab je 6 mm

Das so erstellte Wundmodell konnte dann auf ein Stiick Mull in eine 12-Well-Platte
gesetzt werden. Das gewabhrleistete, dass die Dermis mit Medium umspult, die Epi-
dermis aber trocken blieb.
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Auf die Wunde selbst wurden 5 pl der verschiedenen Ostrogenkonzentrationen (ver-
wendet wurden 1 nM (direkt), 2nM (Medium), 100 nM (je direkt und Uber das Medium)
und 1 uM (je direkt und tGber das Medium) (in PBS) oder PBS als Kontrolle gegeben,
anschlieRend die Modelle im Inkubator bei 37°C, 85% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
bebritet. Die Wundmodelle wurden alle nach 48h abgestoppt. Alle Ergebnisse bezie-
hen sich auf diesen Zeitpunkt. Zum Abstoppen sind die Modelle in in flussigem Stick-
stoff vorgekuhltem Isopentan schockgefroren und anschlieRend bei - 80°C im Gefrier-

schrank gelagert worden.

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Wundheilungsmodelle stellte Dr. Carmen Kilin-
gelhdller (geb. Kruger) im Rahmen ihrer Doktorarbeit her.
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3.2 Histologische Methoden

3.2.1 Erstellung von Kryoschnitten

Die kryokonservierten Wundmodelle mussten fir die weitere Auswertung geschnitten
und auf Objekttragern fixiert werden. Dafir wurde das zu schneidende Modell zuerst
mit einer Kammertemperatur von - 21°C und einer Objekttemperatur von - 24°C ,auf-
geblockt®. Hierfir wurde zunachst Cryomatrix auf die Objektplatte aufgebracht und ge-
froren. Darauf setzte man das Modell und richtete es aus. Die Probe wurde dann mit
dem Gefriereinbettmedium bedeckt. Als alles gefroren war, konnte die Objektplatte
positioniert und der Block in Form getrimmt werden. Die aufgeblockte Probe wurde
dann in 6um dicke Schnitte geschnitten. Zu beachten war, Schnitte aus dem zentralen
Bereich der Wunde zu entnehmen. Die einzelnen Schnitte konnten mit einem be-
schichteten Objekttrager aufgenommen werden. Nach der Aufnahme aller bendétigten
Schnitte entfernte man das Objekt von der Objektplatte durch kurzes Erwérmen auf
dem Thermoblock.

Die gewonnenen Schnitte auf den Objekttragern wurden 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur getrocknet und anschlieRend fixiert. Die Fixierung unterschied sich, je nachdem
wie die Schnitte weiter verarbeitet werden sollen. Fiur spatere Immunhistochemie wur-
den sie 10 Minuten bei — 20°C in 100% Aceton fixiert. Fur eine anschlieBende HE-
Farbung war keine Fixierung erforderlich und die Farbung konnte direkt angeschlossen

werden.

3.2.2 HE-Farbung

Mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung kénnen Gewebeschnitte aufgrund ihrer Eigen-
schaften angefarbt werden. Dabei farbt Hamatoxylin die Zellkerne und enthaltene DNA

blau und Eosin die basischen Zellteile wie zum Beispiel Plasmaproteine rot.

Die zu farbenden Kryoschnitte wurden vor dem Farben zun&chst bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlieBend direkt gefarbt. Dafir legte man sie zunachst fur 10 Minu-
ten in die Hamalaun-Lésung. Anschlielend wurde mehrfach unter Leitungswasser kurz
getaucht und gesplilt. Es folgte ein 10-mindtiges Spulen unter flieRendem Leitungs-
wasser, um die Schnitte zu ,blauen®. Um eventuelle Salze und lonen zu entfernen,
wurden die Schnitte im Folgenden mehrfach in Aqua dest. getaucht. Darauf folgte die

Farbung mit Eosin (45 sec.), anschlieend die Spilung. Um den Schnitten Flissigkeit
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zu entziehen, durchliefen sie eine aufsteigende Ethanol-Reihe (70%, 80%, 96%, 99%),
um anschlieBend 2 x 10 Minuten in Xylol eingelegt zu werden. Fir das Einbetten gab
man Eukit auf den gefarbten Schnitt und deckelte ihn mit einem Deckglas ein. Hierbei
sollte darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen bildeten. AnschlieRend har-
tete er bei Raumtemperatur aus. Die hier in dieser Doktorarbeit verwendeten HE-
Schnitte wurden bereits fir die Doktorarbeit von Dr. Carmen Klingelholler, geb. Krtiger

hergestellt.

3.2.3 Immunhistochemische Farbung (von Kryo-Schnitten)

Fur die Erstellung der Immunfarbungen wurden die verschieden behandelten Wund-
modelle von 12 Individuen verwendet (n=12; w=4 und m=8). Ausgeschlossen wurden
hierbei, wie auch schon bei der Vermessung der Wundheilung, Modelle, die infiziert
oder anderweitig beschadigt waren. Zudem wurde darauf geachtet, dass Modelle ge-
farbt wurden, die an allen Messorten auswertbar waren. Hierbei wurden, da sich in den
vorherigen Versuchen bei der Auswertung der Wundheilung im Wesentlichen keine
signifikanten Unterschiede fiir die Art der Applikation ergeben hatten, vor allem direkt
behandelte Modelle verwendet. Um aber alle Konzentrationen einzuschlief3en, wurden

zusatzlich solche, die mit 2 nM Utber das Medium behandelt worden waren, angeféarbt.

Bei einer immunhistochemischen Farbung geht es darum, die Lokalisation bestimmter
Proteine mit der Hilfe von Antikdrpern sichtbar zu machen. Hierbei verwendet man zu-
nachst einen Primarantikdrper, der das Antigen erkennt und bindet. Im zweiten Schritt
einen mit Fluoreszenz markierten Sekundéarantikdrper, der den Primarantikrper er-
kennt und bindet. Durch die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff werden die

Komplexe unter dem Fluoreszenzmikroskop sicht- und messbar gemacht.

Bevor die eigentliche Farbung beginnen konnte, wurden die Schnitte zun&chst mit dem
Pap Pen umrandet, um so eine wasserabweisende Barriere auf dem OT (Objekttrager)
zu schaffen und damit die Flache einzugrenzen, auf der sich die Antikdrperlésung ver-
teilen konnte. Die Schnitte wurden dann in eine feuchte Kammer eingelegt. Dann folg-
te je nach Antikdrper das Auftragen einer Blockierungslésung fur 10 min. Die Schnitte,
in denen Occludin, Claudin 1 und Claudin 4 nachgewiesen wurden, wurden jeweils mit
NGS und Triton behandelt, die, in denen ZO-1 untersucht wurde, mit ,Protein Block
Serum Free“ von DAKO. Durch diese Behandlung wurden die unspezifischen Bin-
dungsstellen belegt und die Oberflachenspannung zur leichteren Bindung fur die Anti-

korper verandert. Es folgte das Auftragen des Primarantikérpers und Inkubation fir 30
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Minuten. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal fur je 5 Minuten mit PBS gewa-
schen und hierbei ungebundene Antikorper entfernt, um dann den Sekundarantikbrper
aufzutragen und wiederum 30 Minuten zu inkubieren. Auch danach wurde dreimal fr
je 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die Schnitte wurden dann fir 1 Minute ins DAPI-
Féarbebad gelegt, um die Kerne gegenzuféarben. Auch hiernach wurde wieder dreimal
fur je 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die so gefarbten Schnitte konnten dann mit je
einem Tropfen Flouromount luftblasenfrei eingedeckt und bei Raumtemperatur ge-

trocknet werden.
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3.3 Langenvermessung des Wundheilungsfortschrittes

Zur Vermessung des Wundrandes wurde dieser unter dem Mikroskop eingestellt und
pum-genau von der letzten Reteleiste bis zum Ende der Wundzunge abgefahren (siehe
Abbildung 10). Es wurden pro Schnitt beide Wundréander vermessen und der jeweilige
Mittelwert gebildet, zudem die Werte von A- und B-Probe erfasst. Ausgeschlossen

wurden infizierte Schnitte, autolytische Schnitte sowie Wundzungen, die einen Haarfol-

likel enthielten (Hautareale mit Haarfollikeln férdern die Wundheilung) (Brown und
McDowell 1942, Liu et al. 2015).

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung einer Wundzunge (A); auf A" in Gelb eingezeichnet die
exemplarische Ldngenmessung unter dem Mikroskop, rot markiert die 1. Reteleiste und der Pfeil
zeigt die Wundspitze an; 10er VergroRerung, Mal3stab 50pm
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3.4 Beurteilung der Wundranderhaltung mittels Score

Bei der optischen Beurteilung der Wundranderhaltung wurde ein Score verwendet. Ein
Scorewert von 2 bedeutet dabei eine gute Erhaltung des Wundrandes und ein Wert
von O eine besonders schlechte. Es wurden die Werte O, 0,5, 1, 1,5, 1,75 und 2 ver-
wendet (siehe Abbildung 11). Es wurden jeweils beide Wundrander eines Modells be-

urteilt und daraus der Mittelwert gebildet. Ausgeschlossen wurden auch hier infizierte

Schnitte, Wundzungen, die einen Haarfollikel enthielten, sowie autolytische Schnitte.

Abbildung 11: Beispiele fur Wundranderhaltung in HE-Bildern; A zeigt gut erhaltenen Wundrand
(Score 1,75), B etwas schlechter erhaltenen Wundrand, (Score 1,5); C noch etwas schlechter
(Score 1,0) und D schlecht erhalten (Score 0,75); MaRRstab jeweils 50pum
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3.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
3.5.1 Intensitat

Bei der Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde zunéchst beurteilt, wie
intensiv die Farbung des Proteins an den jeweiligen Messpunkten (unbeteiligte Epi-
dermis (UN), Wundrand (WR), Wundzunge (WZ) und Spitze der Wundzunge (SP))
war. Der Messort UN wurde dabei als Mitte zwischen den beiden Wundréndern defi-
niert. Der Wundrand selbst beinhaltete je 50 um in Richtung Wundzunge und in Rich-
tung unbeteiligter Epidermis. Der Messort Wundzunge wurde definiert als die Mitte
zwischen Wundrand und Spitze der Wundzunge. Zur Spitze der Wundzunge zéhlten

jeweils die letzten 50 um der Wundzunge.

Hier wurde ebenfalls ein Score angewendet mit mdglichen ganzzahligen Werten von 0,
1, 2, und 3 (siehe Abbildung 12). Ein Score von 3 bedeutete eine intensive, von 2 eine
mafig intensive, ein Score von 1 eine schwache und bei 0 eine negative Farbung.
Hierbei wurden alle Wundmodelle eines Schweines in einem gemeinsamen Farbegang
mit einem Antikorper gefarbt und hintereinander angesehen, um eine bessere Ver-

gleichbarkeit zu erhalten und individuell starkere/schwachere Farbungen zu bertck-

sichtigen.

Abbildung 12: Beispielbild zur Auswertung der Intensitat, Schicht und Verteilung der Immunfér-
bung hier fur Claudin 1 (griin) in der unbeteiligten Epidermis (A, A"), A zeigt die Inmunfluoreszenz,
A" die Uberlagerung mit dem Phasenkontrast, zusatzlich eingezeichnet die Schichten der Haut: SC
= Stratum corneum, SG = Stratum granulosum, SS = Stratum spinosum und SB = Stratum basale;
GroRenstandard 50 um; Intensitét hier ein Score von 2, Schicht von 4 (siehe 3.5.2) und Verteilung
von 2 (siehe 3.5.3). (Intensitat ist generell nicht absolut zu bewerten, sondern jeweils im Vergleich
mit den anderen Konzentrationen eines Schweines, da es hier individuelle Unterschiede gibt.)
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3.5.2 Lokalisation in den Schichten

Eine weitere Beurteilung erfolgte fir die Lokalisation des Proteins in den einzelnen
Schichten.

Das Protein war nicht angefarbt.

Das Protein war im Stratum granulosum angefarbt.

Das Protein war im Stratum granulosum und oberen Stratum spinosum angefarbt.

w| N| k| O

Das Protein war im Stratum granulosum und gesamten Stratum spinosum ange-
farbt.

4 | Das Protein war in allen lebenden Zellschichten angefarbt (inkl. Stratum basale.)

Tabelle 7: Score fir die Schichtverteilung

Hierbei konnte in den Bereichen UN und WR zwischen den vier Schichten unterschie-
den und daher Werte zwischen 1 und 4 vergeben werden (0 bei negativer Farbung). In
den Bereichen WZ und SP waren die die einzelnen Schichten noch nicht zu differen-
zieren, daher wurde der Score hier angepasst. Ein Score von 2 bedeutete dort, dass
das Protein in allen regenerierten Schichten angefarbt war, ein Score von 1, dass es

nur in den oberen Schichten angefarbt war.

3.5.3 Verteilung (Z22/12)

Zur Beurteilung der Verteilung der einzelnen Proteine innerhalb einer Zelle wurde
ebenfalls ein Score verwendet. Hierbei wurde im Einzelnen beurteilt, ob das Protein
mehr an den Zell-Zell-Grenzen (ZZ) oder intrazellular (1Z) angeféarbt war. Es waren

ganzzahlige Werte zwischen 1-3 mdglich (O bei negativer Farbung).

Das Protein war nicht angefarbt.

Das Protein war an den Zell-Zell-Grenzen und intrazellular etwa gleich angefarbt.

0

1

2 Das Protein war etwas mehr an den Zell-Zell-Grenzen angefarbt als intrazellular.
3 Das Protein war deutlich mehr an den Zell-Zell-Grenzen angefarbt als intrazellu-

lar.

Tabelle 8: Score fur die Verteilung (Z22/12)
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Susanne
Lezius aus dem Institut fur Biometrie und Epidemiologie. Zur Berechnung wurde das
Programm SPSS in der Version 21/22 benutzt. FUr die Auswertung der Daten von
Wundheilung, Wundranderhaltung sowie von Immunfluoreszenzfarbung (Intensitat,
Verteilung, Schicht) wurde jeweils ein eigenes linear-mixed-model erstellt. Zunachst
wurde jeweils die Wechselwirkungen der Ostrogenkonzentration mit dem Geschlecht
Uberprift. Dann wurde Uberprift, inwieweit die Lange der Wundzunge abhéngig war

von der Art der Applikation, der Konzentration und dem Geschlecht.

Im zweiten Modell wurde Uberprift, inwieweit die Wundranderhaltung abhéngig war
von der Art der Applikation, der Konzentration und dem Geschlecht. Erganzend wurde
ein weiteres Modell zur Uberpriifung der Abhangigkeit der Wundranderhaltung von der

Lange der Wundzunge berechnet.

Fur die Immunfluoreszenzen wurde jeweils berechnet, inwieweit die Lange der Wund-
zunge abhangig war von der Schichtverteilung, Intensitéat und Verteilung der Proteine
innerhalb der Zellen. Hier wurden zunachst die Daten aller Messorte gemeinsam be-
trachtet und dann jeweils nach den einzelnen Orten gefiltert (UN, WR, WZ, SP). Dar-
Uber hinaus wurde berechnet, inwieweit Intensitat, Schichtverteilung und Verteilung der
Proteine innerhalb der Zellen abhéngig waren von den jeweiligen Messorten, der Ost-

rogenkonzentration und dem Geschlecht.

Zur graphischen Darstellung und Veranschaulichung wurden aufgrund der Daten Dia-
gramme mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 erstellt und zum Teil mit Microsoft Power-
Point 2010 weiter bearbeitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Wundheilungsfortschritt

Eine der zentralen Fragen dieser Arbeit war, ob die Wundheilung im ex-vivo Modell
durch die Behandlung mit Ostrogen beeinflusst wird. Dabei wurden insgesamt 21
Wundmodelle weiblicher (n=5) und kastrierter mannlicher (n=16) Schweine ausgewer-
tet, die mit verschiedenen Konzentrationen Ostrogen entweder direkt oder indirekt tiber
das Medium behandelt worden waren (s. Doktorarbeit Dr. Carmen Klingelhéller, geb.
Kriger). Betrachtete man nur die Art der Applikation, also die direkte Gabe und die
Ostrogengabe (iber das Medium, so fand sich kein signifikanter Unterschied in der
Wundheilung (p=0,399; Abbildung 13). Deshalb wurde fur die folgenden Auswertungen

des Wundheilungsfortschrittes dieser Parameter nicht mehr gesondert berticksichtigt.
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Abbildung 13: Wundheilung in den verschiedenen Applikationen mit Standardfehler; direkte Appli-
kation MW 752 pm = 23 um (n=21); Applikation Uber das Medium MW 780 pm * 27 pm (n=21); keine
signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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Abbildung 14: Wundheilung im Gesamtkollektiv in den verschiedenen Konzentrationen (PBS n=18;
1 nM n=20; 2 nM n=18; 100 nM n=20; 1 uM n=20). Mittelwerte mit Standardfehler in um; (*** p < 0,001
von PBS verschieden, * p < 0,05 von PBS verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-
mixed-model
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Verglich man den Heilungsfortschritt der unterschiedlichen Konzentrationen, so fand
sich die geringste Heilung in der PBS-Kontrolle (MW 617 pum = 39 um) (Abbildung 14).

Der Unterschied zu den mit Ostrogen behandelten Modellen des Gesamtkollektives
(mé&nnliche und weibliche Schweine, beide Arten der Applikation) war in jeder Konzent-
ration signifikant (1 nM (p<0,001); 2 nM (p=0,016); 100 nM (p<0,001); 1 uM (p<0,001),
siehe Abbildung 14). Die Konzentration von 1 nM heilte im Gesamtkollektiv besser als
alle anderen Konzentrationen (MW 873 pm % 38 pm). Dieser Unterschied war signifi-
kant im Vergleich zu PBS (p<0,001) und 2 nM (p=0,043), knapp nicht signifikant im
Vergleich zu 100 nM (p=0,052) und 1 pM (p=0,067)). Anschlieend wurden die Kon-
zentrationen, in denen es sowohl direkte Applikation als auch Applikation Uber das Me-
dium gab, d.h. 100 nM und 1 pM, differenziert betrachtet. Getrennt betrachtet fiel auf,
dass Modelle, die in diesen Konzentrationen tber das Medium behandelt wurden, eine
leicht bessere Wundheilung aufwiesen (100 nM: 818 um + 37 um Uber das Medium zu
767 um = 30 um direkt; 1 uM: 814 pym £ 39 um Uber das Medium zu 771 pm + 37 pm
direkt). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Generell fihrten beide Applika-

tionsarten zu einer signifikant beschleunigten Wundheilung im Vergleich zu PBS.

Verglich man die Geschlechter Uber alle Konzentrationen, so heilten die Modelle kas-
trierter M&nnchen (Mittelwert 816 pum + 18 pum) signifikant besser als die weiblichen
(Mittelwert 716 pm £ 32 um) (p=0,011) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Wundheilung unterschieden nach Geschlecht mit Standartfehler in pm
(blau=méannlich, n=16; rot=weiblich, n=5); * = p < 0,05; statistische Auswertung mit SPSS, linear-
mixed-model

Die mit PBS behandelte Kontrolle unterschied sich zwischen den Geschlechtern aber
nicht signifikant (Mittelwert mannlich 657 um + 42 pum und weiblich 604 pm = 74 pm;
(p=0,525)). Konsequenterweise zeigte dann aber ein Vergleich der Geschlechter aller

mit Ostrogen behandelten Modelle (d.h. ohne PBS) eine signifikant bessere Heilung
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bei kastrierten Mannchen (Mittelwert ménnlich 850 pm = 18 um und weiblich 759 pm +
35 pm; (p=0,028)).

Verglich man die einzelnen Konzentrationen zwischen den Geschlechtern, so zeigten
sich in den Konzentrationen 1 nM (p=0,208), 2 nM (p=0,995) und 1 pM (p=0,139) keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 16). Signifikante Unterschiede gab es jedoch bei
der Konzentration 100 nM (p=0,004). Hier heilten die Modelle ménnlicher Schweine
besser als die weiblichen.

Insgesamt betrachtet zeigte sich jede Konzentration bei den mannlichen Modellen sig-
nifikant verschieden zur Kontrolle mit PBS (1 nM (p<0,001), 2 nM (p=0,026), 100 nM
(p<0,001) und 1 uM (p<0,001). Bei den weiblichen Modellen war kein signifikanter Un-
terschied festzustellen (1 nM (p=0,064), 2 nM (p=0,430), 100 nM (p=0,586) und 1 uM
(p=0,430). Es zeigte sich jedoch auch hier der Trend, dass die behandelten Modelle
besser heilten als die Kontrolle mit PBS. Dariiber hinaus muss die geringe Zahl der
Modelle von weiblichen Schweinen bertcksichtigt werden.
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Abbildung 16: Wundheilung unterschieden nach Konzentrationen und Geschlecht mit Standartfeh-
ler in um (blau=mé&nnlich, PBS n=14; 1 nM n=16; 2 nM n=13; 100 nM n=15; 1 yM n=16; rot=weiblich,
PBS n=4; 1 nM n=4; 2 nM n=5; 100 nM n=5; 1 uM n=4); *** = p < 0,001; * = p < 0,05; statistische Aus-
wertung mit SPSS, linear-mixed-model

.
m mannlich
m weiblich

T

1
100nM 1uM

1200

1000

o)
=)
=)

B
[=]
(=]

Lange der Wundzunge in pm
L) [}
8 8

=)

52



4.2 Wundranderhaltung

Bei der Beurteilung des Wundrandes stellte sich die Frage, inwieweit die Wundrander-
haltung abhéngig von der Art der Applikation, der Konzentration und dem Geschlecht
ist. Bei der Art der Applikation sah generell betrachtet die direkte Applikation am Wund-
rand (MW 1,44, + 0,04) schlechter aus als bei Gabe Uber das Medium (MW 1,57, +
0,04), dieser Unterschied war signifikant (p=0,019) (siehe Abbildung 17).

Wundrandscore, Art der
Applikation
1,7 =
g 1,5
2 13
c
e 11
-]
5 09
= 0,7
0,5 1
direkt Medium

Abbildung 17: Wundrandscore unterteilt nach Art der Applikation mit Standardfehler, direkte Ap-
plikation (n=21) MW 1,44, + 0,04, Medium (n=21) MW 1,57, + 0,04; * = p< 0,05, statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man den Einfluss der Ostrogenkonzentrationen innerhalb einer Applikati-
onsart auf die Wundranderhaltung, so konnte bei direkter Applikation beobachtet wer-
den, dass alle 3 Konzentrationen eine Tendenz zur schlechteren Wundranderhaltung
hatten, die fir 100 nM am ausgepragtesten und signifikant war (Abbildung 18). Bei der

indirekten Applikation beobachtete man bei keiner Konzentration einen Einfluss auf die

Wundranderhaltung.
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Abbildung 18: Wundrandscore unterschieden nach Konzentration und Art der Applikation mit
Standardfehler: direkte Applikation (PBS MW 1,61 + 0,06 (n=18); 1 nM MW 1,46 + 0,06 (n=20); 100
nM MW 1,36 + 0,06 (n=20); 1 uM MW 1,47 + 0,07 (n=20)), B: Applikation tber das Medium (2 nM MW
1,50 £ 0,05 (n=18); 100 nM MW 1,52 + 0,05 (n=20); 1 uM MW 1,54 £ 0,07 (n=19)); ** = p < 0,01 signifi-
kant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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Zwischen den Geschlechtern (siehe Abbildung 19) gab es insgesamt gesehen keine
signifikanten Unterschiede (p=0,669; MW m=1,50, + 0,03; w=1,52, + 0,05) in der
Wundranderhaltung.

Wundrandscore unterschieden
nach Geschlecht

‘Wundrandscore
-
w

mannlich weiblich

Abbildung 19: Wundrandscore unterschieden nach Geschlecht mit Standardfehler); mannlich MW
1,50 £ 0,03 (n=16), weiblich MW 1,52 + 0,05 (n=5), keine signifikanten Unterschiede; statistische
Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model.

Verglich man die Wundranderhaltung bei den direkt applizierten Modellen ménnlicher
Spender mit den direkt applizierten bei weiblichen Spendern bei verschiedenen Ostro-
genkonzentrationen, sah man bei den direkt applizierten weiblichen eine deutlich
schlechtere Erhaltung bei 1 pM (siehe Abbildung 20). Hier unterschieden sich die Ge-
schlechter signifikant (p=0,019). Bei niedrigeren Konzentrationen war die Erhaltung
ahnlich oder sogar tendenziell besser bei den Modellen weiblicher Spender.
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Abbildung 20: Wundrandscore in direkter Applikation unterschieden nach Geschlecht und Kon-
zentration mit Standardfehler; blau = méannlich (PBS n=14; 1 nM n=16; 100 nM n=15; 1 pyM n=16)
und rot =weiblich (PBS n=4; 1 nM n=4; 100 nM n=5; 1 uM n=3); * = p< 0,05 signifikant verschieden;
statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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Bei der Gabe Uber das Medium zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Wund-
randerhaltung zwischen den Modellen weiblicher und mannlicher Schweine bei den
verschiedenen Ostrogenkonzentrationen (siehe Abbildung 21).

Wundrandscore Applikation Medium
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Abbildung 21: Wundrandscore indirekte Applikation Uber das Medium unterschieden nach Ge-
schlecht und Konzentration mit Standardfehler) blau = mannlich (2 nM n=13; 100 nM n=15; 1 uM
n=16) und rot = weiblich (2 nM n=5; 100 nM n=5; 1 uM n=3); keine signifikanten Unterschiede, sta-
tistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Bei der Frage nach dem Zusammenhang der Erhaltung des Wundrandes und des
Wundheilungsfortschritts ergab sich kein signifikanter Zusammenhang (p=0,362).

55



4.3 Immunhistochemische Farbung
4.3.1 Claudin1

Das Tight-Junction-Protein Claudin 1 konnte in allen lebenden Zellschichten der unbe-
teiligten und unbehandelten Epidermis lokalisiert werden (siehe Abbildung 22), ver-
gleichbar zu vorherigen Ergebnissen bei Mensch und Schwein (Brandner et al. 2002,
Ohnemus et al. 2008). Bei den Farbungen wurden jeweils die Intensitat der Farbung,
die Verteilung in den jeweiligen Hautschichten und die Lokalisation von Claudin 1 in-
nerhalb der Zelle beurteilt (siehe Methoden Kapitel 3.5). Im statistischen Modell liel3
sich dann berechnen, inwieweit die Lange der Wundzunge von der Intensitat, der
Schichtverteilung und der Lokalisation von Claudin 1 an den Messorten (unbeteiligte

Epidermis, Wundrand, Wundzunge/regenerierende Epidermis, Wundspitze) abhing.

Abbildung 22: Beispiele fir Intensitat, Schicht und Verteilung von Claudin 1 (grin) in der unbetei-
ligten Epidermis (A, A’) und an der Wundzunge (B, B’, der Pfeil markiert die Spitze); A/B Immunflu-
oreszenz, A/ B* Uberlagerung von Fluoreszenz und Phasenkontrast; A: Die unbeteiligte Epidermis
erhielt den Score 3 (von max. 3) fur die Intensitat, 4 (von max. 4) fur die Schichtverteilung und 2
(von max. 3) fur die Verteilung innerhalb der Zelle; B: die Spitze der Wundzunge erhielt den Score 2
(von max. 3) fur die Intensitéat, 2 (von max. 4) fir die Schichtverteilung und einen Score von 2 (von
max. 3) fur die Verteilung innerhalb der Zelle; GréRenstandard 50 pm
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4.3.1.1 Intensitat von Claudin 1

Abhéngigkeit der Claudin-1-Intensitat vom Messort

Alle Wundmodelle wurden 48 Stunden nach Verwundung abgestoppt. Danach wurden
die entsprechenden Proteine immunhistochemisch angefarbt (siehe Methoden). Bei
der Betrachtung der immunhistochemischen Farbungen von Claudin 1 lief3 sich bei der
mit PBS (A) behandelten Kontrolle feststellen, dass die unbeteiligte Epidermis (UN)
intensiver gefarbt war als alle anderen Messorte (siehe Abbildung 23). Auch der Wund-
rand (WR) war intensiver gefarbt als Wundzunge (WZ) und Spitze (SP), aber weniger
hell als die unbeteiligte Epidermis. Je weiter man zur Spitze der Wundzunge kam,

desto weniger intensiv war im Mittel die Fluoreszenz-Farbung.

A: Intensitat Claudin 1 (PBS) B: Intensitat Claudin 1 (alle Konz.)
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Abbildung 23: A: Intensitat von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten der mit
PBS behandelten Kontrolle, beurteilt nach Score; MW UN (unbeteiligte Epidermis) 2,83 + 0,19, WR
(Wundrand) 2,43 £ 0,19, WZ (Wundzunge) 1,73 = 0,19 und SP (Spitze der regenerierenden Epider-
mis) 1,42 + 0,19 (n=12); B: Intensitat von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten
in allen Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW UN (unbeteiligte Epidermis) 2,96 + 0,07, WR
(Wundrand) 2,18 £ 0,07, WZ (Wundzunge) 1,49 + 0,07 und SP (Spitze der regenerierenden Epider-
mis) 1,31 £ 0,07 (n=12); ** =p < 0,001, ** = p < 0,01 signifikant verschieden; statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die mit Ostrogen behandelten immunhistochemischen Farbungen von
Claudin 1 so liel3 sich feststellen, dass es im Vergleich zur Kontrolle mit PBS auch
einen signifikanten Unterschied zwischen der unbehandelten Epidermis und dem
Wundrand gab. Die Farbung war am Wundrand weniger intensiv. Die
Intensitatsunterschiede zwischen dem Wundrand und der Wundzunge waren in der
Kontrolle mit PBS bereits sehr signifikant, in den mit Ostrogen behandelten Modellen

nun hoch signifikant.
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Abhangigkeit von Claudin-1-Intensitét von der Ostrogenkonzentration

Im Gesamtmodell, d.h. tUber alle Messorte hinweg, gab es fir Claudin 1 in den
verschiedenen Ostrogenkonzentrationen keine signifikanten Unterschiede (siehe Ab-
bildung 24).

Intensitat Claudin 1
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Abbildung 24: Intensitat von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen Konzentrati-
onen an allen Messorten gemeinsam, beurteilt nach Score; MW PBS 2,12 + 0,08 (n=11), 1 nM 1,91 £
0,07 (n=11), 100 nM 1,87 £ 0,07 (n=11) und 1 uM 1,97 = 0,09 (n=7); keine signifikanten Unterschiede,
statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die Messorte einzeln, war am Messort Wundzunge ein signifikanter
Unterschied zwischen PBS und 1nM zu finden (p=0,032). Die mit 1nM behandelten
Modelle waren in der Wundzunge im Mittel weniger intensiv angefarbt als die Kontrolle

mit PBS. Alle anderen Vergleiche waren nicht signifikant.

Abhéangigkeit der Claudin-1-Intensitat vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Intensitat von Claudin 1 an keinem der Messorte und
in keiner Konzentration signifikant unterschiedlich. Exemplarisch sind hier die Daten
zusammenfassend lber alle Messorte gezeigt (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Intensitéat von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher und weib-
licher Schweine beurteilt nach Score; MW mannlich 1,99 + 0,04 (n=8), weiblich 1,99 £ 0,06 (n=4);
keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.1.2 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Intensitat der
Claudin-1-Farbung

Im statistischen Modell konnte dann berechnet werden, inwieweit die Lange der Wund-
zunge abhangig war von der Intensitét von Claudin 1 an den jeweiligen Messorten. Zur
detaillierten Beurteilung wurden die Messorte einzeln betrachtet. An allen vier Messor-
ten einzeln zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Lange der Wundzunge in
Bezug auf die Intensitat der Claudin-1-Farbung (UN (p=0,608), WR (p=0,274), WZ
(p=0,609), SP (p=0,323)) (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Abhéngigkeit der Lange der Wundzunge von der Intensitat der Claudin 1-Farbung an
den jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model

59



4.3.1.3 Schichtverteilung von Claudin 1

Abhéanagigkeit der Claudin-1-Schichtverteilung vom Messort

Auch bei der Betrachtung der Schichtverteilung fielen Unterschiede zwischen den
Messorten auf. In der mit PBS behandelten Kontrolle zeigte sich Claudin 1 am Messort
UN und WR fast immer in allen Schichten angefarbt. Zwischen Wundzunge und deren
Spitze zeigten sich hoch signifikante Unterschiede. In der Wundzunge war Claudin 1
Uberwiegend in allen regenerierten Schichten angefarbt, wahrend es in deren Spitze
manchmal nur in den oberen Schichten angefarbt war (siehe Abbildung 27 (A und B)).
Ein Vergleich zwischen den Messorten UN/WR einerseits und WZ/SP andererseits war
nicht sinnvoll, da man 4 Schichten an UN/WR nicht mit 2 Schichten in WZ/SP verglei-

chen kann.
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Abbildung 27: A+B: Schichtverteilung von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz an den vier Messor-
ten bei der Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 3,92 + 0,15 (n=12), WR 3,92 + 0,15
(n=12), WZ 1,82 + 0,15 (n=12) und SP 0,92 + 0,15 (n=12); C+D: Schichtverteilung von Claudin 1 in
der Immunfluoreszenz an den vier Messorten bei den mit Ostrogen behandelten Modellen, beurteilt
nach Score; MW UN 4,00 + 0,07 (n=12), WR 3,86 + 0,07 (n=12), WZ 1,81 + 0,07 (n=12) und SP 1,60 +
0,08 (n=12); **=p < 0,001 *=p < 0,05 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS,
linear-mixed-model
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Bei den mit Ostrogen behandelten Modellen war Claudin 1 am Messort UN immer in
allen Schichten angefarbt. Am Wundrand war die Farbung nicht immer in allen Schich-
ten vorhanden. In der Wundzunge und deren Spitze zeigte sich, dass Claudin 1 an der
Spitze manchmal nur in den oberen Schichten angefarbt war, wahrend es an der
Wundzunge Uberwiegend in allen regenerierten Schichten angefarbt war (siehe Abbil-
dung 27 (C und D)). Auch dieses war ein signifikantes Ergebnis, bei der Kontrolle mit
PBS jedoch hoch signifikant. In etwa einem Drittel der Farbungen war dies an der Spit-
ze der Wundzunge negativ fir Claudin 1. An den Messorten UN, WR und WZ gab es

keine Modelle, bei denen die Farbung negativ war.

Abhangigkeit der Claudin-1-Schichtverteilung von der Ostrogenkonzentration

Die verschiedenen Ostrogenkonzentrationen zeigten hier im Gesamtmodell (ber alle

Messorte hinweg keine signifikanten Unterschiede (p=0,759) (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Schichtverteilung von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen
Konzentrationen (an allen Messorten gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 2,75 = 0,09
(n=11), 1 nM 2,88 £ 0,08 (n=12), 100 nM 2,86 + 0,08 (n=11) und 1 uM 2,79 + 0,10 (n=7); keine signifi-
kanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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Betrachtete man die Messorte einzeln, so zeigte sich an der Spitze der Wundzunge ein
signifikanter Unterschied zwischen PBS und 1nM (p=0,045) sowie 100nM (p=0,012)
und knapp nicht bei 1uM (p=0,054). Claudin 1 war in der mit PBS behandelten Kontrol-
le an der Wundspitze im Mittel weniger breit Gber die Schichten verteilt als in den mit
Ostrogen behandelten Schnitten (siehe Abbildung 29). An der SP war Claudin 1 zudem
in 36% der mit PBS behandelten Kontrolle und bei 9% der mit 1 nM behandelten Mo-

delle nicht anzufarben. In den héheren Konzentrationen gab es keine negativen Far-

bungen.
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Abbildung 29: Schichtverteilung von Claudin 1 an einzelnen Messorten in der Immunfluoreszenz
und den verschiedenen Konzentrationen, beurteilt nach Score; A (UN): MW PBS 4,00 + 0,00 (n=11),
1 nM 4,00 + 0,00 (n=11), 100 nM 4,00 £ 0,00 (n=11) und 1 uM 4,00 £ 0,00 (n=7); B (WR): MW PBS
4,00 + 0,16 (n=11), 1 nM 3,92 + 0,14 (n=11), 100 nM 3,78 + 0,13 (n=11) und 1 pM 3,92 + 0,16 (n=7); C
(Wz): MW PBS 1,86 + 0,15 (n=11), 1 nM 1,96 + 0,13 (n=11), 100 nM 1,86 + 0,13 (n=10) und 1 pM 1,62
+ 0,15 (n=7); D (SP): MW PBS 1,03 + 0,24 (n=11), 1 nM 1,65 + 0,21 (n=11), 100 nM 1,81 + 0,21 (n=10)
und 1 uM 1,67 + 0,27 (n=6); * = p < 0,05 signifikant verschieden statistische Auswertung mit SPSS,
linear-mixed-model
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Am Wundrand zeigte die mit PBS behandelte Kontrolle eine durchgehende Abfarbung
in allen Schichten. Die mit Ostrogen behandelten Modelle wiesen prozentuale Unter-
schiede auf. Bei 1 nM waren 91%, bei 100 nM 82% und bei 1 pM 86% in allen Schich-
ten angefarbt und damit weniger breit ausgepragt (siehe Abbildung 30).

Schicht Claudin 1 am Wundrand

Score in Prozent
8

mmmmmmmmmmmmmmmmmm

Abbildung 30: Schichtverteilung von Claudin 1 am Wundrand in Prozent; PBS Score 4 100% (n=11),
1 nM Score 4 91%, Score 3 9% (n=12), 100 nM Score 4 82%, Score 3 9%, Score 2 9% (n=11) und 1
MM Score 4 86%, Score 3 14% (n=7)

Abhéangigkeit der Claudin-1-Schichtverteilung vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Schichtverteilung von Claudin 1 an keinem der
Messorte und in keiner Konzentration signifikant unterschiedlich. Exemplarisch sind

hier die Daten zusammenfassend Uber alle Messorte gezeigt (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Schichtverteilung von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (Uber alle Messorte zusammen) beurteilt nach Score; MW méannlich (n=8)
2,79 + 0,05, weiblich 2,85 + 0,08 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung
mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.1.4 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Schichtverteilung
von Claudin 1

An allen vier Messorten (siehe Abbildung 32) zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in der Lange der regenerierenden Epidermis bezogen auf die Schichtverteilung von
Claudin 1 (UN (redundant, da immer in allen Schichten), WR (p=0,738), WZ (p=0,212),
SP (p=0,496)).
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Abbildung 32: Abhéangigkeit der Lange der Wundzunge von der Schichtverteilung der Claudin 1-
Farbung an den jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Aus-
wertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.1.5 Verteilung von Claudin 1 innerhalb der Zelle (Zell-Zell-
Grenzenlintrazellular)

Abhangigkeit der zellularen Verteilung von Claudin 1 vom Messort

Betrachtete man die Verteilung von Claudin 1 innerhalb der Zelle bei der Kontrolle mit
PBS (siehe Abbildung 33, A) so unterschied sich diese deutlich innerhalb der Messor-
te. Das Protein war an der unbeteiligten Epidermis stark auf die Zell-Zell-Grenzen be-
zogen. Vom Wundrand Uber die Wundzunge bis zu deren Spitze fand es sich zuneh-

mend zytoplasmatisch lokalisiert.
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Abbildung 33: A: Verteilung von Claudin 1 innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz an den
vier Messorten bei Behandlung mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,97 £ 0,17 (n=12), WR 2,47 +
0,17 (n=12), WZ 1,87 £ 0,17 (n=12) und SP 0,77 £ 0,17 (n=12); B: Verteilung von Claudin 1 innerhalb
der Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten bei den mit Ostrogen behandelten Mo-
dellen, beurteilt nach Score; MW UN 2,97 + 0,09 (n=12), WR 2,52 + 0,09 (n=12), WZ 1,82 + 0,09 (n=12)
und SP 1,05 + 0,09 (n=12); ** =p < 0,001, * = p < 0,01 und * = p < 0,05 signifikant verschieden;
statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die zellulare Verteilung von Claudin 1 in allen Konzentrationen so
bestéatigte sich das Ergebnis der Verteilung bei der Kontrolle mit PBS. Die Unterschie-
de zwischen UN und WR sowie zwischen WR und WZ waren hier statt sehr signifikant
nun hoch signifikant (p < 0,001, siehe Abbildung 33, B).
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Abhangigkeit der zellularen Verteilung von Claudin 1 von der Ostrogenkonzentration

Die verschiedenen Ostrogenkonzentrationen beeinflussten die Verteilung von Claudin
1 an keinem der Messorte. Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fur
alle Messorte gezeigt (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: Verteilung (ZZ/1Z) von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen
Konzentrationen (Uber alle Messorte zusammen), beurteilt nach Score; MW PBS 2,15 + 0,10 (n=11),
1nM 1,98 £0,09 (n=12), 100 nM 2,08 £ 0,09 (n=11) und 1 pM 2,11 * 0,11 (n=7); keine signifikanten
Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhangigkeit der zellularen Verteilung von Claudin 1 vom Geschlecht

Auch das Geschlecht beeinflusste die zellulare Verteilung von Claudin 1 an keinem der
Messorte und in keiner Konzentration signifikant unterschiedlich. Beispielhaft sind hier
die Daten zusammenfassend fur alle Messorte gezeigt (vgl. Abbildung 35).

Verteilung (22/1Z) Claudin 1
unterschieden nach Geschlecht

2,4

Verteilungsscore
Lol g
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Abbildung 35: Verteilung (Z2/1Z) von Claudin 1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (Uber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW maéannlich 2,07
+ 0,07 (n=8), weiblich 2,11 + 0,10 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung
mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.1.6 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Verteilung von

Claudin 1 innerhalb der Zelle (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular)

An allen vier Messorten zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Lange der

Wundzunge in Bezug auf die Verteilung (1Z/ZZ) der Claudin-1-Féarbung (siehe Abbil-
dung 36) (UN (p= 0,400), WR (p=0,246), WZ (p=0,353), SP (p=0,661)).
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Abbildung 36: Abhé&ngigkeit der Lange der Wundzunge von der Verteilung der Claudin 1-Farbung
innerhalb der Zellen an den jeweiligen Messorten (n=12);keine signifikanten Unterschiede, statisti-
sche Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.1.7 Korrelation von Wundranderhaltung mit der Intensitat, Schichtverteilung
und Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) von Claudin 1 an den je-
weiligen Messorten

Bei der Betrachtung, inwieweit die Wundranderhaltung abh&ngig ist von der Intensitat
von Claudin 1 zeigte sich kein signifikanter Unterschied an den jeweiligen Messorten
(UN p=0,720; WR p=0,441; WZ p=0,561; SP p=0,294).

Die Wundranderhaltung war ebenfalls nicht abhéngig von der Schichtverteilung von
Claudin 1 an den jeweiligen Messorten (UN (redundant, da immer in allen Schichten);
WR (p=0,852); WZ (p=0,072); SP (p=0,876)) und ebenso gab es keinen signifikanten
Unterschied der Wundranderhaltung in Bezug auf die Verteilung  (Zell-Zell-
Grenzen/intrazellular) von Claudin 1 (UN (p=0,276); WR (p=0,676); WZ (p=0,094); SP
(p=0,679)).
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4.3.2 Claudin 4

Claudin 4 wurde in unbeteiligter Haut in den oberen lebenden Zellschichten lokalisiert
(siehe Abbildung 37), ahnlich gesunder humaner Haut (Morita et al. 2004, Pummi et al.
2004, Brandner et al. 2006). Daruber hinaus wurde es auch in basalen Zellen nachge-
wiesen. Die basale Farbung ist in humaner Haut nicht vorhanden und wurde daher hier
nicht mit ausgewertet. Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden jeweils die
Intensitat der Farbung, die Verteilung in den jeweiligen Hautschichten und die Lokalisa-

tion von Claudin 4 innerhalb der Zelle beurteilt (siehe Methoden Kapitel 3.5).

Abbildung 37: Beispiele fur die Intensitat, Schicht und Verteilung von Claudin 4 (griin) in der unbe-
teiligten Epidermis (A, A’) und am Wundrand (B, B’); A/B Immunfluoreszenz, A"/ B> Uberlagerung
von Fluoreszenz und Phasenkontrast; A: die unbeteiligte Epidermis erhielt den Score 2 (von maxi-
mal 3) fur die Intensitat, 2 (von maximal 4) fur die Schichtverteilung und 3 (von maximal 3) fur die
Verteilung innerhalb der Zelle; B: der Wundrand erhielt den Score 3 (von maximal 3) fur die Intensi-
tat, 2 (von maximal 4) fir die Schichtverteilung und einen Score von 2 (von maximal 3) fur die Ver-
teilung innerhalb der Zelle; GréRRenstandard 50 pm
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4.3.2.1 Intensitat von Claudin 4

Abhéangigkeit der Claudin-4-Intensitat vom Messort

Alle Modelle wurden 48 Stunden nach Verwundung abgestoppt und die entsprechen-
den Proteine immunhistochemisch angefarbt (s. Methoden). Bei der Betrachtung der
Intensitat von Claudin 4 zeigten sich in der Kontrolle mit PBS Unterschiede zwischen
den einzelnen Messorten (s. Abbildung 38, A). Die Intensitat war in der unbeteiligten
Epidermis am gréf3ten und nahm in Richtung Spitze der Wundzunge stetig ab. Signifi-

kante Unterschiede zeigten sich in der Kontrolle nicht.

A: Intensitat Claudin 4 (PBS) B: Intensitat Claudin 4 (alle Konz.)
3,0

3,0 -

2,5 2,5
@
5 20 g 2,0
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§ 1,5 E L5
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£ E 0

0,5 0,5

0,0 0,0

UN WR wz SP UN WR w2 SP
Messort Messort

Abbildung 38: A: Intensitat von Claudin 4 in der Inmunfluoreszenz an den vier Messorten, Kontrol-
le mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,01 + 0,24 (n=12), WR 1,91 £ 0,24 (n=12), WZ 1,86 + 0,24
(n=12) und SP 1,66 * 0,24 (n=12); B: Intensitat von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz an den vier
Messorten, alle Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW UN 1,86 + 0,11 (n=12), WR 2,30 + 0,11
(n=12), WZ 2,05 £ 0,11 (n=12) und SP 1,96 + 0,11 (n=12); ** = p < 0,01 signifikant verschieden, ** p <
0,01, *=p < 0,05 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtetet man die behandelten Modelle so fiel auf, dass die Intensitat von Claudin 4
am WR am grofdten (2,30, + 0,11) war. Dieser Messort unterschied sich signifikant von
der Spitze der Wundzunge und sehr signifikant von der unbeteiligten Epidermis (siehe
Abbildung 38, B).
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Abhangigkeit der Claudin-4-Intensitét von der Ostrogenkonzentration

In den jeweiligen Ostrogenkonzentrationen (Abbildung 39) zeigten sich im Gesamtmo-
dell, fur alle Messorte gemeinsam, keine signifikanten Unterschiede in der Intensitat
von Claudin 4 (p=0,548).

Intensitat Claudin 4

PBS

1nM 100 nM 1M
Konzentration
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Abbildung 39: Intensitat von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen Konzentrati-
onen, beurteilt nach Score; MW PBS 1,97 + 0,13 (n=11), 1 nM 2,00 + 0,12 (n=11), 100 nM 1,95 + 0,11
(n=11) und 1 pM 2,23 * 0,14 (n=7); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die Messorte einzeln, so zeigte sich, dass am Wundrand die hdchste
Ostrogenkonzentration die groRte Intensitéat in der Claudin-4-Farbung aufwies. Der
Unterschied war zu jeder anderen Konzentration (1nM p=0,007; 100nM p=0,035) und
zur Kontrolle mit PBS (p=0,014) signifikant (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Intensitat von Claudin 4 an den vier Messorten in der Immunfluoreszenz und den
verschiedenen Konzentrationen, beurteilt nach Score; A (UN): MW PBS 1,97 £+ 0,28 (n=11), 1 nM
1,75 # 0,25 (n=11), 100 nM 1,93 + 0,25 (n=11) und 1 uM 1,55 # 0,30 (n=7); B (WR): MW PBS 2,15 +
0,21 (n=11), 1 nM 2,10 % 0,19 (n=11), 100 nM 2,31 + 0,18 (n=11) und 1 pM 2,92 + 0,22 (n=7); C (WZ):
MW PBS 1,87 + 0,26 (n=11), 1 nM 2,02 £ 0,23 (n=11), 100 nM 1,93 + 0,22 (n=11) und 1 pM 2,09 * 0,27
(n=7); D (SP): MW PBS 1,88 + 0,29 (n=11), 1 nM 2,17 + 0,26 (n=11), 100 nM 1,74 + 0,25 (n=11) und 1
UM 2,35 + 0,30 (n=6); ** = p < 0,01, * = p < 0,05 signifikant verschieden, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model

Abhéangigkeit der Claudin-4-Intensitat vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Intensitat von Claudin 4 an keinem der Messorte und
in keiner Konzentration signifikant unterschiedlich (p=0,725). Exemplarisch sind hier

die Daten zusammenfassend Uber alle Messorte gezeigt (siehe Abbildung 41).

Intensitit Claudin 4
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Abbildung 41: Intensitat von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz bei Modellen mannlicher und weib-
licher Schweine (an allen Messorten gemeinsam), beurteilt nach Score; MW mannlich 2,07 + 0,07
(n=8), weiblich 2,02 + 0,10 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model
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4.3.2.2 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Intensitat von
Claudin 4

Im statistischen Modell wurde berechnet, inwieweit die Lange der Wundzunge abhan-
gig ist von der Intensitat, von Claudin 4. An allen vier Messorten zeigte sich kein signi-
fikanter Unterschied in der Lange der Wundzunge bezogen auf die Intensitat der Clau-
din-4-Farbung (siehe Abbildung 42) (UN (p=0,779), WR (p=0,414), WZ (p=0,530), SP

(p=0,325)).
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Abbildung 42: Abhéngigkeit der Lange der Wundzunge von der Intensitat der Claudin 4-Farbung an
den jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit

SPSS, linear-mixed-model
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4.3.2.3 Schichtverteilung von Claudin 4

Abhéangigkeit der Schichtverteilung von Claudin 4 vom Messort

Betrachtete man die Schichtverteilung von Claudin 4 in der Kontrolle mit PBS, so zeig-
ten sich geringfiugige Unterschiede zwischen den Messorten (siehe Abbildung 43, A
und B). Am WR war Claudin 4 am breitesten tber die Schichten verteilt. Der Unter-
schied zur unbeteiligten Epidermis war jedoch nicht signifikant. Die Messorte WZ und
SP zeigten keinen Unterschied. Ein Vergleich zwischen den Messorten UN/WR und
WZ/SP war nicht sinnvoll, da man 4 Schichten an UN/WR nicht mit 2 Schichten in
WZ/SP vergleichen kann.
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Abbildung 43: A + B: Schichtverteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz an den vier Messor-
ten, beurteilt nach Score; MW UN 1,68 + 0,22 (n=12), WR 1,98 + 0,22 (n=12), WZ 1,78 £ 0,22 (n=12)
und SP 1,78 + 0,22 (n=12); C + D: Schichtverteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz an den
vier Messorten, beurteilt nach Score; MW UN 1,56 + 0,12 (n=12), WR 2,10 £ 0,12 (n=12), WZ 1,66 *
0,12 (n=12) und SP 1,78 £ 0,13 (n=12); *** = p < 0,001 signifikant verschieden; statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die Schichtverteilung von Claudin 4 in allen Konzentrationen, so stell-
te man fest, dass der Unterschied zwischen der unbehandelten Epirdermis und dem
Wundrand nun einen hoch signifikanten Unterschied aufwies. Claudin 4 war am Wund-
rand deutlich breiter Uber die Schichten verteilt als am Messort UN (siehe Abbildung
43, C und D). Wundzunge und Spitze unterschieden sich leicht, hier zeigte sich jedoch

kein signifikantes Ergebnis.
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Abhangigkeit der Schichtverteilung von Claudin 4 von der Ostrogenkonzentration

Die verschiedenen Ostrogen-Konzentrationen beeinflussten die Schichtverteilung von
Claudin 4 an keinem der Messorte signifikant (p=0,644). Beispielhaft sind hier die

Daten zusammenfassend fir alle Messorte gezeigt (siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: Schichtverteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen
Konzentrationen (Uiber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 1,87 + 0,14 (n=11),
1nM 1,68 0,13 (n=11), 100 nM 1,84 £ 0,12 (n=11) und 1 pM 1,82 * 0,15 (n=7); keine signifikanten
Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Wie in Abbildung 43 (A+C) gezeigt war die Schichtverteilung von Claudin 4 am Wund-
rand signifikant verbreitert gegenuber allen anderen Messorten. Differenziert in den
einzelnen Konzentrationen betrachtet, zeigte sich, dass bei der Kontrolle mit PBS hier
9% der Modelle eine Farbung des Stratum granulosum und gesamten Stratum spino-
sum (Score 3) oder aller Schichten (Score 4) aufwiesen. Bei Modellen die mit 1 nM

Ostrogen behandelt wurden, waren es 18%, bei 100 nM 55% und bei 1 pM 34%.

Schicht Claudin 4 am Wundrand
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Abbildung 45: Schichtverteilung von Claudin 4 am Wundrand in Prozent; PBS Score 4 9%, Score 2
64%, Score 1 27% (n=11), 1 nM Score 4 9%, Score 3 9%, Score 2 36% und Score 1 46% (n=11), 100

nM Score 4 9%, Score 3 46%, Score 2 27% und Score 1 18% (n=11) und 1 uM Score 4 17%, Score 3
17%, Score 2 49% und Score 1 17% (n=7)
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Abhéangigkeit der Schichtverteilung von Claudin 4 vom Geschlecht

Zudem fanden sich Uber alle Messorte gemeinsam keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Geschlechtern (siehe Abbildung 46; (p=0,525)).

Schichtverteilung Claudin 4
unterschieden nach Geschlecht

Schichtscore

mannlich weiblich

Abbildung 46: Schichtverteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (Uber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW méannlich
(n=8) 1,71 + 0,10, weiblich 1,83 + 0,15 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Einzeln betrachtet unterschied sich die Schichtverteilung von Claudin 4 zwischen den
Modellen mannlicher und weiblicher Schweine am Messort Wundzunge signifikant
(p=0,038). Hier war das Protein bei den weiblichen Schweinen breiter Uber die Schich-
ten verteilt (MW 1,892) als bei den mannlichen (MW 1,493) (siehe Abbildung 47).

A: Schichtverteilung Claudin 4 B: Schichtverteilung Claudin 4
(UN) unterschieden n.Geschlecht (WR) unterschieden n.Geschlecht

3 3
2,5 25
2
) - i )
1 1

mannlich weiblich ménnlich weiblich

2

Schichtscore
Schichtscore

C: Schichtverteilung Claudin 4 D: Schichtverteilung Claudin 4
(WZ) unterschieden n.Geschlecht (SP) unterschieden n. Geschlecht

3 3

*
2,5 2,5

2 2
i - . ) . -
1 1

mannlich weiblich mannlich weiblich

Schichtscore
Schichtscore

Abbildung 47: Schichtverteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz bei Modellen mé&nnlicher
(n=8) und weiblicher Schweine (n=4), beurteilt nach Score (alle Konzentrationen gemeinsam)
(n=12); A (UN): MW mannlich 1,60 + 0,18, weiblich 1,48 + 0,25; B (WR): MW mannlich 1,94 + 0,18,
weiblich 2,37+ 0,28; C (WZ): MW maénnlich 1,49 £ 0,09, weiblich 1,89 £ 0,14; D (SP): MW ménnlich
1,88 + 0,10, weiblich 1,54 + 0,16; * = p <0,05 signifikant verschieden, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model
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Abhéangigkeit der Claudin-4-Schichtverteilung von Konzentration und Geschlecht an

den vier Messorten

Insgesamt zeigten sich im statistischen Test keine Wechselwirkungen von Konzentrati-
on und Geschlecht in Bezug auf die Schichtverteilung von Claudin 4. Die Scorewerte
fur die Schichtverteilung von Claudin 4 an der Wundzunge waren einzeln in den jewei-
ligen Konzentrationen betrachtet nicht signifikant verschieden von der Kontrolle mit
PBS. Die Modelle weiblicher Schweine wiesen jedoch tber alle Konzentrationen héhe-
re Score-Werte in der Schichtverteilung auf, so dass sich die Signifikanz Gber alle Kon-
zentrationen erklaren lasst.
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4.3.2.4 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Schichtverteilung

von Claudin 4

An allen vier Messorten zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Lange der

Wundzunge bezlglich der Schichtverteilung der Claudin-4-Farbung am Messort (siehe
Abbildung 48) (UN (p=0,200), WR (p=0,066), WZ (p=0,942), SP (p=0,903)).
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Abbildung 48: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Schichtverteilung der Claudin 4-
Farbung an den jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Aus-
wertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.2.5 Verteilung von Claudin 4 innerhalb der Zelle (Zell-Zell-
Grenzenlintrazellular)

Abhéangigkeit der zellularen Claudin-4-Verteilung vom Messort

Die zellulare Verteilung von Claudin 4 bei der Kontrolle mit PBS unterschied sich an
den vier Messorten. Die Verteilung war an UN auf die Zell-Zell-Grenzen bezogen, je
weiter man zur SP kam, desto mehr fand sich Claudin 4 intrazellular (siehe Abbildung
49, A). Alle Messorte waren voneinander signifikant verschieden. Betrachtet man die
Verteilung von Claudin 4 in allen Konzentrationen so anderte sich lediglich der Unter-
schied von WR und WZ sowie von WZ und SP von sehr signifikant in der Kontrolle auf
hoch signifikant (p < 0,001, siehe Abbildung 49, B).
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Abbildung 49: A: Verteilung von Claudin 4 innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz an den
vier Messorten in der Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 3,10 + 0,14 (n=12), WR 2,20 +
0,14 (n=12), WZ 1,80 = 0,14 (n=12) und SP 1,40 £ 0,14 (n=12); B: Verteilung von Claudin 4 innerhalb
der Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten in allen Konzentrationen, beurteilt nach
Score; MW UN 2,84 + 0,07 (n=12), WR 2,30 + 0,08 (n=12), WZ 1,75 + 0,08 (n=12) und SP 1,20 + 0,08
(n=12); *** =p < 0,001, * = p < 0,01 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS,
linear-mixed-model
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Abhangigkeit der zellularen Claudin-4-Verteilung von der Ostrogenkonzentration

Zudem fielen Unterschiede in der Verteilung (alle Messorte) in den verschiedenen
Konzentrationen auf (p=0,017). Bei PBS (2,18, + 0,09) und in der hdchsten Konzentra-
tion von 1 uM (2,16, + 0,10) lokalisierte sich Claudin 4 deutlicher an den Zell-Zell-
Grenzen als in den tbrigen Konzentrationen (Abbildung 50). Der Unterschied von PBS
zu 100 nM (1,94, + 0,09) war signifikant. Bei 100 nM fand sich Claudin 4 verstéarkt int-

razellular.
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Abbildung 50: Verteilung von Claudin 4 innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz innerhalb der
verschiedenen Konzentrationen (Uber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS
2,18 + 0,09 (n=11), 1 nM 2,03 + 0,08 (n=11), 100 nM 1,94 + 0,09 (n=11), 1 M 2,16 * 0,08 (n=7); *=p <
0,05 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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Betrachtete man hierzu die einzelnen Messorte, so fiel auf, dass die Signifikanz zwi-
schen PBS und 100nM aus Unterschieden an der Spitze der Wundzunge resultierte
(vergl. Abbildung 51). Hier war die Claudin 4 Verteilung in der Konzentration 100nM
mehr auf den Intrazellularraum bezogen als in der mit PBS behandelten Kontrolle
(p=0,012). Fur die anderen Konzentrationen zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede, aber ebenfalls die Tendenz der vermehrt intrazellularen Lokalisation. An den

anderen Messorten beobachtete man keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 51: Verteilung von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz innerhalb der verschiedenen
Konzentrationen, beurteilt nach Score an den verschiedenen Messorten; A: unbeteiligte Epidermis,
MW PBS 3,08 + 0,13 (n=11), 1 nM 2,90 + 0,11 (n=11), 100 nM 2,75 + 0,11 (n=11), 1 pM 3,03 + 0,13
(n=7); B: Wundrand, MW PBS 2,36 + 0,16 (n=11), 1 nM 2,32 + 0,14 (n=11), 100 nM 2,35 + 0,14 (n=11),
1uM 2,75 £ 0,19 (n=6); C: Wundzunge, MW PBS 1,84 + 0,20 (n=11), 1 nM 1,71 + 0,17 (n=11), 100 nM
1,77 £ 0,16 (n=11), 1 uM 1,72 + 0,22 (n=6); D: Spitze der Wundzunge, MW PBS 1,45 + 0,18 (n=11), 1
nM 1,22 + 0,16 (n=11), 100 nM 0,83 + 0,16 (n=10), 1 uM 1,10 + 0,20; (n=6); * = p < 0,05 signifikant
verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhéangigkeit der zellularen Claudin 4 Verteilung vom Geschlecht

Zwischen den Geschlechtern zeigten sich fir alle Messorte gemeinsam (siehe Abbil-
dung 52) keine signifikanten Unterschiede (p=0,087). Bei den Modellen weiblicher
Spender war Claudin 4 im Mittel jedoch tendenziell starker an den Zell-Zell-Grenzen

lokalisiert als bei den mannlichen.
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Verteilung (22/12) Claudin 4
unterschieden nach Geschlecht
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Abbildung 52: Verteilung (ZZ/1Z) von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (iber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW mannlich 1,93
+ 0,05 (n=8), weiblich 2,11 + 0,08 (n=4); statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die Messorte einzeln, so fanden sich am Wundrand signifikante Un-
terschiede in der Verteilung von Claudin 4 zwischen den Modellen ménnlicher und
weiblicher Schweine (p=0,043) (siehe Abbildung 53). Hier war das Protein im Mittel bei
den Modellen weiblicher Schweinen starker an den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert (weibli-
che: MW 2,57+ 0,14; mannliche: MW 2,17 £ 0,09). Dies zeigte sich als Trend auch an

den Messorten UN und WZ, am Messort SP kehrte sich dies um.
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Abbildung 53: Verteilung (Z2/1Z) von Claudin 4 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
(n=8) und weiblicher (n=4) Schweine, beurteilt nach Score (alle Konzentrationen gemeinsam); A
(UN): MW mannlich 2,76 + 0,06, weiblich 2,89 + 0,10; B (WR): MW mannlich 2,17 + 0,09, weiblich
2,57+ 0,14; C (WZ): MW mannlich 1,64 £ 0,10, weiblich 1,87 + 0,15; D (SP): MW ménnlich 1,19 + 0,10,
weiblich 1,09 £ 0,15; * = p <0,05 signifikant verschieden, statistische Auswertung mit SPSS, linear-
mixed-model
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Abhéangigkeit der Claudin-4-Verteilung von Konzentration und Geschlecht an den vier

Messorten

Insgesamt zeigten sich im statistischen Test keine Wechselwirkungen von Konzentrati-
on und Geschlecht in Bezug auf die Verteilung von Claudin 4. Die Scorewerte fur die
Verteilung von Claudin 4 am Wundrand waren einzeln in den jeweiligen Konzentratio-
nen betrachtet nicht signifikant verschieden von der Kontrolle mit PBS, die Modelle
weiblicher Schweine wiesen jedoch Uber alle Konzentrationen héhere Score-Werte in
der Verteilung auf, so dass sich die Signifikanz Uber alle Konzentrationen erklaren
lasst.
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4.3.2.6 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Verteilung von
Claudin 4 innerhalb der Zelle (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular)

An den einzelnen Messorten zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Lange der
Wundzunge bzgl. der Verteilung (1Z/2Z) der Claudin-4-Farbung an den Messorten UN
(p=0,361), WZ (p=0,563) und SP (p=0,134). Am Messort WR (p=0,048) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 54). Wunden mit einem ho6heren Vertei-
lungsscore fur Claudin 4 (mehr Protein an den Zell-Zell-Grenzen) hatten im Mittel eine

langere Wundzunge als Wunden mit einem niedrigeren Score (mehr Protein intrazellu-

lar).
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Abbildung 54: Abhé&ngigkeit der Lange der Wundzunge von der Verteilung der Claudin 4-Farbung
innerhalb der Zellen an den jeweiligen Messorten (n=12), Trendlinie eingefligt, * = p< 0,05; statisti-
sche Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Um herauszufinden, ob die Verteilung die lAngere Wundzunge bedingte oder ob aus
der fortgeschrittenen Heilung die Verteilung zurtick an die Zell-Zell-Grenzen resultierte,
wurde das linear-gemischte Modell umgestellt und berechnet, inwieweit die Verteilung
des Proteins von der Lange der Wundzunge abhing. Auch hier zeigte sich ein signfi-
kanter Zusammenhang fir die Messorte Wundrand (p=0,017) und Spitze der Wund-
zunge (p=0,048).
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4.3.2.7 Korrelation von Wundranderhaltung mit der Intensitat, Schichtverteilung
und Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) von Claudin 4 an den je-
weiligen Messorten

Die Wundranderhaltung war nicht abhéngig von den verschiedenen Claudin-4 Parame-
tern (Intensitat von Claudin 4 an den jeweiligen Messorten (UN (p=0,489); WR
(p=0,679); WZ (p=0,260); SP (p=0,478)); Schichtverteilung von Claudin 4 an den jewei-
ligen Messorten (UN (p=0,727); WR (p=0,165); WZ (p=0,234); SP (p=0,549)) und Ver-
teilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) (UN (p=0,662); WR (p=0,196); WZ (p=0,959);
SP (p=0,206)).
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433 Z0O-1

Z0O-1 ist ein TJ-Protein, welches an den Zellgrenzen in den oberen Schichten der Epi-
dermis nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 55) (Pummi et al. 2001,
Brandner et al. 2002). Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden jeweils die
Intensitat der Farbung, die Verteilung in den jeweiligen Hautschichten und die Lokalisa-
tion von ZO-1 innerhalb der Zelle beurteilt (siehe Methoden Kapitel 3.5).

Abbildung 55: Beispiele fur die Intensitat, Schicht und Verteilung von ZO-1 (griin) in der unbeteilig-
ten Epidermis (A, A’) und am Wundrand (B, B); A/B Immunfluoreszenz, A’/ B* Uberlagerung von
Fluoreszenz und Phasenkontrast; A: die unbeteiligte Epidermis erhielt den Score 3 (von maximal 3)
far die Intensitat, 2 (von maximal 4) fur die Schichtverteilung und 3 (von maximal 4) fir die Vertei-
lung innerhalb der Zelle; B: der Wundrand erhielt den Score 2 (von maximal 3) fir die Intensitat, 4
(von maximal 4) fur die Schichtverteilung und einen Score von 2 (von maximal 3) fur die Verteilung
innerhalb der Zelle; Gré3enstandard 50 pm
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4.3.3.1 Intensitdt von ZO-1

Abhéangigkeit der ZO-1-Intensitdt vom Messort

Betrachtete man die Intensitat der ZO-1-Farbung bei der Kontrolle unterschieden sich
die einzelnen Messorte. Die hochste Intensitat hatte der WR (2,79 £ 0,12), gefolgt von
der unbeteiligten Epidermis (2,61 = 0,12), WZ und SP waren deutlich weniger intensiv
gefarbt (1,97 + 0,12 und 1,15 £ 0,12) (siehe Abbildung 56, A).

A: Intensitdt ZO-1 (PBS) B: Intensitdt ZO-1 (alle Konz.)
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Abbildung 56: A: Intensitat von ZO-1 in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten in der Kon-
trolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,61 + 0,12 (n=12), WR 2,79 + 0,12 (n=12), WZ 1,97 *
0,12 (n=12) und SP 1,15 + 0,12 (n=12); B: Intensitat von ZO-1 in der Immunfluoreszenz an den vier
Messorten in allen Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW UN 2,44 + 0,09 (n=12), WR 2,64 + 0,09
(n=12), WZ 1,93 £ 0,09 (n=12) und SP 1,26 + 0,09 (n=12); *** = p < 0,001 signifikant verschieden;
statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

In den Modellen aller Konzentrationen zeigte sich ein &hnliches Ergebnis. Die hdchste
Intensitat hatte der WR (2,64 + 0,09), gefolgt von der unbeteiligten Epidermis (2,44 +
0,09), WZ und SP waren deutlich weniger intensiv gefarbt (1,93 + 0,09 und 1,26 +
0,09) (siehe Abbildung 56, B). Unterschiede bei den Signifikanzen zeigten sich nicht.
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Abhangigkeit der ZO-1-Intensitét von der Ostrogenkonzentration

Die verschiedenen Konzentrationen beeinflussten die Intensitdt von ZO-1 an keinem
der Messorte (p=0,393). Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle

Messorte gezeigt (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Intensitat von ZO-1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen Konzentrationen
(Uber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 2,10 + 0,10 (n=12), 1 nM 2,04 + 0,10
(n=12), 100 nM 2,03 £+ 0,08 (n=12) und 1 pM 1,94 + 0,12 (n=7); keine signifikanten Unterschiede,
statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhangigkeit der ZO-1-Intensitat vom Geschlecht

Auch das Geschlecht beeinflusste die Intensitat von ZO-1 an keinem der Messorte
(p=0,306). Beispielhaft sind hier die Daten zusammenfassend fir alle Messorte gezeigt
(siehe Abbildung 58).

Intensitdt ZO-1 unterschieden
nach Geschlecht

mannlich weiblich

Abbildung 58: Intensitat von ZO-1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen mannlicher und weibli-
cher Schweine (an allen Messorten gemeinsam), beurteilt nach Score; MW maéannlich 2,03 + 0,06
(n=8), weiblich 2,01 + 0,10 (n=4); statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.3.2 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Intensitat von ZO-1

Im statistischen Modell wurde berechnet, inwieweit die Lange der Wundzunge abhéan-

gig ist von der Intensitat von ZO-1. An keinem der vier Messorte zeigten sich signifikan-

te Unterschiede in der Lange der Wundzunge bezogen auf die Intensitat der ZO-1-
Féarbung (siehe Abbildung 59) (UN (p=0,646), WR (p=0,284), WZ (p=0,983), SP
(p=0,234)).

A: Linge/IntensitdtZO-1 (UN) B: Lange/Intensitdat ZO-1 (WR)
1200 - 1200 -
1100 - 1100 -
1000 - L ‘ 1000 -
g 900 - * g 900 - *
= 800 - * = 800 -
E" 700 E., 700 - P z
% 600 | - 73, 600 | .
£ 500 - £ 500 -
E 400 | * E R *
2 300 | 2 300
200 200
100 - 100 |
0 - . - . - r ! 0 - - r - r - !
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 o 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Intensitdtsscore Intensitdtsscore
C: Lange/Intensitat ZO-1 (W2) D: Lange/Intensitat ZO-1 (SP)
1200 - 1200
1100 - 1100
1000 - <> 1000 ‘
*
900 900
£ £
= 800 - s * 3 800 ; ¢
‘w 700 - z ‘w 700
2 600 - * 5 600 * PS
@ @
£ 500 | < 500
-g 400 - * -g 400 *
2 300 2 300
200 200
100 | 100
0 - . - . - r ! 0 - r - !
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Intensitédtsscore Intensitédtsscore

Abbildung 59: Abh&ngigkeit der Ladnge der Wundzunge von der Intensitat der ZO-1-Farbung an den
jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS,
linear-mixed-model
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4.3.3.3 Schichtverteilung von ZO-1

Abhéangigkeit der ZO-1-Schichtverteilung vom Messort

Die Schichtverteilung von ZO-1 in der Kontrolle mit PBS war an den Messorten UN und
WR am breitesten. WZ und SP unterschieden sich insofern untereinander, dass die
Schichtverteilung an der SP schmaler war als in der Wundzunge. Dieser Unterschied
war nicht signifikant (siehe Abbildung 60, A und B). Ein Vergleich zwischen den Mess-
orten UN/WR und WZ/SP war nicht sinnvoll, da man 4 Schichten an UN/WR nicht mit 2
Schichten in WZ/SP vergleichen kann.
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Abbildung 60: A + B: Schichtverteilung von ZO-1 in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten in
der Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,92 + 0,08 (n=12), WR 2,92 + 0,08 (n=12), WZ
2,01 £ 0,08 (n=12) und SP 1,92 + 0,08 (n=12); C + D: Schichtverteilung von ZO-1 in der Immunfluo-
reszenz an den vier Messorten in allen Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW UN 2,97 + 0,04
(n=12), WR 2,97 + 0,04 (n=12), WZ 1,97 + 0,04 (n=12) und SP 1,81 + 0,04 (n=12); ** = p < 0,01 signifi-
kant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Auch bei allen Konzentrationen war die Schichtverteilung von ZO-1 war an den Mess-
orten UN und WR am breitesten. WZ und SP unterschieden sich insofern untereinan-
der, dass die Schichtverteilung an der SP (1,81, + 0,04) schmaler war als in der Wund-
zunge (1,97, £ 0,04). Im Gegensatz zur Kontrolle mit PBS war dieser Unterschied sig-
nifikant ((p=0,003), siehe Abbildung 60, C und D).
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Abhangigkeit der ZO-1-Schichtverteilung von der Ostrogenkonzentration

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Schichtverteilung fur ZO-1 Uber
alle Messorte gemeinsam (siehe Abbildung 61) in den verschiedenen Ostrogenkon-

zentrationen (p=0,226).
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Abbildung 61: Schichtverteilung von ZO-1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen Konzent-
rationen (Uber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 2,42 + 0,05 (n=12), 1 nM
2,40 + 0,04 (n=12), 100 nM 2,51 + 0,04 (n=12) und 1 pM 2,38 + 0,05 (n=7); keine signifikanten Unter-
schiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man die Messorte einzeln und nach Konzentrationen getrennt (Abbildung
62), so zeigten sich an jedem Messort signifikante Unterschiede zwischen den mit
Ostrogen behandelten Modellen und der Kontrolle mit PBS. Im Bereich der
unbeteiligten Epidermis gab es insgesamt keine Signifikanz (p=0,133), jedoch einzeln
signifikante Unterschiede der Kontrolle mit PBS zu 1 nM (p=0,031) und 100 nM
(p=0,024). Zur hochsten Konzentration mit 1 uM war der Unterschied mit einem p-Wert
von p=0,055 knapp nicht signifikant. Die Messergebnisse am Wundrand waren
identisch. Auch an der Wundzunge war das Gesamtergebnis zunachst nicht signifikant.
Aber auch hier zeigten sich einzelne Signifikanzen zwischen den Konzentrationen. In
der Wundzunge unterschied sich die héchste Konzentration 1 uM von allen niedrigeren
und der Kontrolle mit PBS (PBS (p=0,024), 1 nM (p=0,049) und 100 nM (p=0,037)). Bei
1 pM war die Schichtverteilung im Mittel weniger breit als in den anderen
Konzentrationen. In der Spitze der Wundzunge unterschieden sich die Konzentrationen
1 nM und 100nM signifikant voneinander (p=0,030). Bei 1 nM war die Schichtverteilung

hier weniger breit.
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A: Schichtverteilung ZO-1 (UN) B: Schichtverteilung ZO-1 (WR)
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Abbildung 62: Schichtverteilung von ZO-1 in der Immunfluoreszenz in den verschiedenen Konzent-
rationen an den jeweiligen Messorten, beurteilt nach Score; A (UN): MW PBS 2,86 + 0,05 (n=12), 1
nM 3,02 + 0,05 (n=12), 100 nM 3,01 + 0,04 (n=12) und 1 uM 3,00 + 0,06 (n=7); B (WR): MW PBS 2,86
+0,05 (n=12), 1 nM 3,02 + 0,05 (n=12), 100 nM 3,01 + 0,04 (n=12) und 1 uM 3,00 + 0,06 (n=7); C (WZ):
MW PBS 2,03 + 0,05 (n=12), 1 nM 2,00 £ 0,05 (n=12), 100 nM 2,00 + 0,04 (n=12) und 1 pM 1,84 + 0,06
(n=7); D (SP): MW PBS 1,95 + 0,16 (n=12), 1 nM 1,55 * 0,15 (n=12), 100 nM 2,00 + 0,13 (n=12) und 1
UM 1,67 £ 0,19 (n=7); * = p < 0,05, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhangigkeit der ZO-1-Schichtverteilung vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Schichtverteilung von ZO-1 an keinem der Messorte
(p=0,762). Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle Messorte
gezeigt (Abbildung 63).

Schichtverteilung ZO-1
unterschieden nach Geschlecht

mdnnlich weiblich

Abbildung 63: Schichtverteilung von ZO-1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher und
weiblicher Schweine (an allen Messorten gemeinsam), beurteilt nach Score; MW mannlich 2,43 +
0,02 (n=8), weiblich 2,44 + 0,04 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model
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4.3.3.4 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Schichtverteilung
des Z0O-1

Wurden die Messorte einzeln betrachtet, zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Lange der Wundzunge in Bezug auf die Schichtverteilung der ZO-1-Farbung flur die
Messorte unbeteiligte Epidermis und Wundrand (siehe Abbildung 64) (UN (p=0,025),
WR (p=0,025), WZ (p=0,498), SP (p=0,790)). Im Vergleich heilten die Wunden mit ei-
nem Schicht-Score von 2 (weniger breite Verteilung Uber die Schichten) an UN/WR

besser als jene mit einem Score von 3 und Lokalisation in allen lebenden Zellschich-

ten.
A: Linge/Schicht ZO-1 (UN) B: Lange/Schicht ZO-1 (WR)
1200 - 1200 -
1100 - 1100 -
1000 | 1000 |
g 900 - g 900 -
= 800 - = 800 -
= =
w700 - & 700
s =
2 600 - 2 600 -
£ 500 £ s00
5 400 | * * 5 400 * *
2 500 - — % 300 -
200 - 200 -
100 -| 100 -
0 ; ; ; : ; : . 0 : ; : ; ; ; .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Schichtscore Schichtscore
C: Linge/Schicht zO-1 (Wz) D: Lidnge/Schicht ZO-1 (SP)
1200 - 1200 -
1100 - 1100 -
1000 - 1000 | -
g 900 - g 900 - +
= 800 = 800 -
‘w700 * ‘w 700 ¢ Y
3 =
2 600 5 600 -
2 500 - £ 500 -
= -
5 400 - * 5 400 | *
2 300 - 2 300 -
200 - 200 -
100 -| 100 |
0 o
0 0,5 1 1,5 2 2,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Schichtscore Schichtscore

Abbildung 64: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Schichtverteilung der ZO-1-
Farbung an den jeweiligen Messorten (n=12), Trendlinie eingefligt, * = p< 0,05; statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Auch hier stellte sich auch hier die Frage, ob die Schichtverteilung geringer war well
die Wunde geschlossener war, oder ob die geringere Schichtverteilung einen ziigige-
ren Schluss bewirkte. Das linear-gemischte Modell wurde daher umgestellt und be-
rechnet, inwieweit die Schichtverteilung von ZO-1 von der Lange der Wundzunge ab-
hing. Da es auch hier Signifikanzen gab (p=0,026) liel3 sich folgende Korrelation tref-
fen: je kiirzer die Wundzunge desto breiter die Schichtverteilung von ZO-1 an den bei-

den Messorten.
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4.3.3.5 Verteilung von ZO-1 innerhalb der Zelle (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular)

Abhangigkeit der zellularen ZO-1-Verteilung vom Messort

Betrachtete man die ZO-1-Verteilung in der Kontrolle mit PBS so fielen Unterschiede
zwischen den einzelnen Messorten auf. Wéahrend das Protein im Bereich der unbetei-
ligten Epidermis (2,99 + 0,12) Uberwiegend an den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert war,
fand es sich, je naher man an die Spitze der Wundzunge (1,62 + 0,12) kam, mehr int-
razellular (siehe Abbildung 65, A).

... A:Verteilung ZO-1 (PBS) ... B:Verteilung ZO-1 (alle Konz.)
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Abbildung 65: A: Verteilung von ZO-1 innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier
Messorten bei der Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,99 + 0,12 (n=12), WR 2,90 *
0,12 (n=12), WZ 2,17 £ 0,12 (n=12) und SP 1,62 * 0,12 (n=12); B: Verteilung von ZO-1 innerhalb der
Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten und in allen Konzentrationen, beurteilt nach
Score; MW UN 2,84 + 0,08 (n=12), WR 2,52 + 0,08 (n=12), WZ 1,92 + 0,08 (n=12) und SP 1,22 + 0,08
(n=12); ** = p < 0,001 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-
model

Betrachtete man die Verteilung von ZO-1 in allen Konzentrationen so zeigte sich zu-
nachst ein ahnliches Bild wie bei der Kontrolle mit PBS. Wahrend das Protein im Be-
reich der unbeteiligten Epidermis (2,84, + 0,08) Uberwiegend an den Zell-Zell-Grenzen
lokalisiert war, fand es sich, je ndher man an die Spitze der Wundzunge (1,22, + 0,08)
kam, mehr intrazelluldr (siehe Abbildung 65, B). Wahrend die Werte fur den Messort
UN im Vergleich sehr ahnlich waren (PBS 2,99 + 0,12 und Konzentrationen 2,84 +
0,08) waren an allen anderen Messorten die Werte fur die Konzentrationen deutlich
niedriger und das Protein somit starker im Intrazellularraum lokalisiert (WR: PBS 2,90 +
0,12, Konz. 2,52 + 0,08; WZ: PBS WZ 2,17 + 0,12, Konz. 1,92 + 0,08; SP: PBS SP
1,62 + 0,12, Konz. 1,22 + 0,08). Bei den Konzentrationen war zudem der Unterschied
zwischen den Messorten UN und WR hoch signifikant, diesen Unterschied gab es in
der Kontrolle mit PBS nicht.
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Abhangigkeit der zellularen ZO-1-Verteilung von der Ostrogenkonzentration

Zudem gab es Unterschiede zwischen der Kontrolle (PBS) und den mit Ostrogen be-
handelten Modellen ((p<0,001), siehe Abbildung 66). PBS (2,39, + 0,09) wies insge-
samt eine starkere Lokalisation an den ZZ-Grenzen auf. Bei den mit Ostrogen behan-
delten Modellen war das Protein mehr im Intrazellularraum lokalisiert. Den niedrigsten

Score-Wert hatte die niedrigste Ostrogenkonzentration von 1 nM (1,92, + 0,08).
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Abbildung 66: Verteilung von ZO-1 innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz innerhalb der
verschiedenen Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW PBS 2,39 + 0,09 (n=12), 1 nM 1,92 + 0,08
(n=12), 100 nM 2,17 + 0,08 (n=12), 1 pM 2,03 * 0,10 (n=7); *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,05
signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtete man hierzu die einzelnen Messorte, so fiel auf, dass die Signifikanzen aus
Unterschieden an allen Messorten auf3er der unbeteiligten Epidermis resultierten
(vergl. Abbildung 67). Hier liel3 sich feststellen, dass die Konzentration 1 nM an den
Messorten WR (p=0,019) und WZ (p=0,003) den geringsten Score fir die ZO-1 Vertei-
lung aufwies. Aber auch die anderen Ostrogenkonzentrationen wiesen niedrigere Wer-
te auf als die mit PBS behandelte Kontrolle.
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Abbildung 67: Verteilung von ZO-1 in der Immunfluoreszenz innerhalb der verschiedenen Konzent-
rationen, beurteilt nach Score an den verschiedenen Messorten; A: unbeteiligte Epidermis, MW
PBS 2,86 + 0,12 (n=12), 1 nM 2,90 £ 0,11 (n=12), 100 nM 2,84 + 0,10 (n=12), 1 uM 2,81 + 0,14 (n=7); B:
Wundrand, MW PBS 2,78 + 0,16 (n=12), 1 nM 2,22 + 0,15 (n=12), 100 nM 2,68 + 0,13 (n=12), 1 uM 2,15
+ 0,19 (n=7); C: Wundzunge, MW PBS 2,26 + 0,17 (n=12), 1 nM 1,42 + 0,16 (n=12), 100 nM 1,98 + 0,14
(n=12), 1 uM 2,2 £ 0,19 (n=7); D: Spitze der Wundzunge, MW PBS 1,65 + 0,15 (n=12), 1 nM 1,17 + 0,15
(n=12), 100 nM 1,18 + 0,13 (n=12), 1 uM 0,93 + 0,18 (n=7); *** = p < 0,001, ** = p < 0,01 und *=p < 0,05
signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhangigkeit der zellularen ZO-1-Verteilung vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Verteilung (ZZ/1Z) von ZO-1 an keinem der Messorte
(p=0,825). Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle Messorte
gezeigt (Abbildung 68).
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Abbildung 68: Verteilung (Z2z/1Z) von ZO-1 in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher und
weiblicher Schweine (alle Messorte), beurteilt nach Score; MW mannlich 2,14 + 0,06 (n=8), weiblich
2,11 + 0,10 (n=4); keine sign. Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.3.6 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Verteilung des ZO-
linnerhalb der Zelle (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular)

Es zeigten sich signifikante Unterschiede im Wundheilungsfortschritt bezogen auf die
Verteilung (1Z/2Z) der ZO-1-Féarbung in der unbeteiligten Epidermis UN (p= 0,036),
wahrend an den anderen Orten kein signifikanter Unterschied beobachtet werden
konnte (WR (p=0,141), WZ (p=0,499), SP (p=0,595)). Die Modelle mit Score von 3 in
der Verteilung am Messort UN heilten signifikant schlechter als die mit 2 (1 gab es an
UN nicht). Das bedeutet bei einer starken Konzentration des Proteins in der unbeteilig-
ten Epidermis auf die Zell-Zell-Grenzen eine geringere Wundheilung als bei einer deut-
licher zytoplasmatischen Lokalisation (siehe Abbildung 69).
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Abbildung 69: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Verteilung der ZO-1-Farbung inner-
halb der Zellen an den jeweiligen Messorten (n=12), Trendlinie eingefugt, * = p< 0,05; statistische
Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Auch hier wurde zum weiteren Beurteilung das Modell umgestellt und berechnet, in-
wieweit die Verteilung (ZZ/1Z) abhangig von der Lange der Wundheilung ist. Da auch
dies signifikant war (p=0,035) ist wieder von einer Korrelation der Parameter zu spre-

chen.
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4.3.3.7 Korrelation von Wundranderhaltung mit der Intensitét, Schichtverteilung
und Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) von ZO-1 an den jeweili-
gen Messorten

Die Wundranderhaltung wurde von keinem der erhobenen ZO-1 Parameter beeinflusst.

Die Wundranderhaltung wies keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der
Intensitat von ZO-1 an den jeweiligen Messorten auf (UN p=0,842; WR p=0,830; WZ
p=0,860; SP p=0,705).

Ebenso ergab sich kein signifikanter Unterschied der Wundranderhaltung in Bezug auf
die Schichtverteilung von ZO-1 an den jeweiligen Messorten (UN/WR und WZ/SP wie-
sen keinen Unterschied auf und waren zusammen im Modell nicht zu berechnen. Es
wurden daher die Messpunkte WR und WZ bei der Berechnung ausgeklammert). An
UN waren alle Werte gleich, somit war ein p-Wert hier nicht zu berechnen. Fir die
Spitze ergab sich p=0,847.

Es lieB sich kein signifikanter Unterschied der Wundranderhaltung in Bezug auf die
Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) von ZO-1 an den jeweiligen Messorten er-
kennen (UN (p=0,278); WR (p=0,068); WZ (p=0,904); SP (p=0,206)).
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4.3.4 Occludin

Occludin konnte in unbeteiligter Epidermis in den unteren Schichten des Stratum cor-
neums und im Stratum granulosum nachgewiesen werden. Dies war bzgl. des Stratum
granulosums &hnlich der menschlichen und Schweineepidermis (Abbildung 70)
(Pummi et al. 2001, Brandner et al. 2002, Ohnemus et al. 2008). Im Stratum corneum
wird es in der Regel nur tber Elektronenmikroskopie nachgewiesen (Kirschner et al.
2012). Da die Bedeutung von Occludin im Stratum corneum noch unklar, die Anfarb-
barkeit schwierig (z.T. starker Hintergrund) ist und es grof3e interindividuelle Unter-
schiede gibt, wurde dieser Anteil bei der Bewertung vernachlassigt und nur die Far-
bung des Stratum granulosums beurteilt. Bei den immunhistochemischen Farbungen
wurden jeweils die Intensitat der Farbung, die Verteilung in den jeweiligen Hautschich-
ten und die Lokalisation von Occludin innerhalb der Zelle beurteilt (siehe Methoden
Kapitel 3.5).

Abbildung 70: Beispiele fir die Intensitat, Schicht und Verteilung von Occludin (griin) in der unbe-
teiligten Epidermis (A, A’) und am Wundrand (B, B"); A/B Immunfluoreszenz, A’/ B> Uberlagerung
von Fluoreszenz und Phasenkontrast; A: die unbeteiligte Epidermis erhielt den Score 2 (von maxi-
mal 3) fur die Intensitét, 2 (von maximal 4) fir die Schichtverteilung und 3 (von maximal 3) fur die
Verteilung innerhalb der Zelle; B: der Wundrand erhielt den Score 3 (von maximal 3) fur die Intensi-
tat, 2 (von maximal 4) fiir die Schichtverteilung und einen Score von 3 (von maximal 3) fur die Ver-
teilung innerhalb der Zelle; GroRenstandard 50 um
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4.3.4.1 Intensitdt von Occludin

Abhangigkeit der Occludin-Intensitét vom Messort

Die Intensitat von Occludin in den mit PBS behandelten Modellen unterschied sich an
den jeweiligen Messorten. Die hochste Intensitat hatte UN (2,67 £ 0,18), zur Spitze der
Wundzunge hin nahm die Intensitat der Fluoreszenz-Farbung ab (s. Abbildung 71, A).
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Abbildung 71: A: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten bei der
Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,67 + 0,18 (n=12), WR 2,12 + 0,18 (n=12), WZ 1,40 +
0,18 (n=12) und SP 0,62 + 0,08 (n=12); B: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz an den
vier Messorten in allen Konzentrationen, beurteilt nach Score; MW UN 2,54 + 0,08 (n=12), WR 2,47
0,08 (n=12), WZ 1,75 + 0,08 (n=12) und SP 0,86 + 0,08 (n=12); *** = p < 0,001, ** = p < 0,01 signifikant
verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Betrachtetet man die Intensitat von Occludin bei den mit Ostrogen behandelten Model-
len so hatte auch hier die unbeteiligte Epidermis die hdchste Intensitat der Fluores-
zenz-Farbung auf Occludin (2,54, + 0,08). Es fand sich allerdings kein signifikanter
Unterschied mehr zum Messort WR (2,47, £ 0,08). Dieser war, wie auch die Messorte
WZ und SP mit Ostrogen behandelt deutliche intensiver gefarbt als in der Kontrolle mit
PBS. Die Unterschiede zwischen WR und WZ sowie WZ und SP waren in der Kontrolle
mit PBS sehr signifikant, in den Konzentrationen dann hoch signifikant (siehe Abbil-
dung 71, B).
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Abhangigkeit der Occludin-Intensitét von der Ostrogenkonzentration

Weiter fielen Unterschiede Uber alle Messorte gemeinsam in den Konzentrationen auf
(p=0,016). Die mit PBS (1,67, £ 0,09) behandelte Kontrolle hatte im Mittel Uber die
Messpunkte eine geringere Intensitat in der Farbung als die mit Ostrogen behandelten
Modelle (siehe Abbildung 72).
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Abbildung 72: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz innerhalb der verschiedenen Kon-
zentrationen (alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 1,67 + 0,09 (n=12), 1 nM
1,95 + 0,09 (n=9), 100 nM 1,94 + 0,09 (n=11), 1 uM 2,12 + 0,10 (n=9); ***=p < 0,001, * = p < 0,05 signi-
fikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Bei der Betrachtung der einzelnen Messpunkte zeigten sich fur die unbeteiligte Epi-
dermis keine signifikanten Unterschiede in der Intensitdt der Occludinfarbung. Am
Wundrand (p=0,019) und der Spitze der Wundzunge (p=0,011) hingegen waren die
Intensitaten der mit Ostrogen behandelten Modelle héher als die der Kontrolle mit PBS.
In der Wundzunge (gesamt fur den Messort p=0,089) selbst zeigte nur die hdchste
Konzentration von 1uM (p=0,008) Ostrogen einen signifikanten Intensitatsunterschied
zur Kontrolle mit PBS (siehe Abbildung 73).
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Abbildung 73: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz innerhalb der verschiedenen Kon-
zentrationen, beurteilt nach Score an den verschiedenen Messorten; A: unbeteiligte Epidermis, MW
PBS 2,73 + 0,19 (n=12), 1 nM 2,57 + 0,19 (n=9), 100 nM 2,50 + 0,17 (n=11), 1 uM 2,66 * 0,23 (n=9); B:
Wundrand, MW PBS 2,06 + 0,18 (n=12), 1 nM 2,57 £ 0,18 (n=9=, 100 nM 2,66 + 0,17 (n=11), 1 uM 2,57
+ 0,21 (n=9); C: Wundzunge, MW PBS 1,34 + 0,22 (n=12), 1 nM 1,86 + 0,23 (n=9), 100 nM 1,69 + 0,20
(n=11), 1 uM 2,32 £ 0,27 (n=9); D: Spitze der Wundzunge, MW PBS 0,48 + 0,10 (n=12), 1 nM 0,82 +
0,10 (n=9), 100 nM 0,93 + 0,09 (n=11), 1 uM 0,94 + 0,12 (n=9); ** =p < 0,01, * = p < 0,05 signifikant
verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhéanagigkeit der Occludin-Intensitdt vom Geschlecht

Die Modelle mannlicher und weiblicher Schweine unterschieden sich an allen Messor-
ten hinweg (alle Konzentrationen gemeinsam) in der Auswertung der Intensitat von

Occludin (Abbildung 74) mittels Score nicht signifikant voneinander (p=0,963).
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Abbildung 74: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher und weib-
licher Schweine, beurteilt nach Score (alle Messorte gemeinsam); MW mannlich 2,03 + 0,06 (n=8),
weiblich 2,01 + 0,10 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS,
linear-mixed-model
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Betrachtete man die Messorte einzeln in allen Konzentrationen zusammen, so fielen
signifikante Unterschiede am Messort UN (p=0,012) auf. Hier war Intensitat von Occlu-
din bei den Modellen weiblicher Schweine im Mittel (MW 2,85) grofer als die Occludin-
intensitat bei den Modellen mannlicher Schweine (MW 2,36). Auch an der Spitze der
Wundzunge liel3en sich als Trend Unterschiede zwischen den Geschlechtern detektie-
ren. Diese waren fir den gesamten Messort zwar nicht signifikant (p=0,059), aber den-
noch deutlich. Die Modelle ménnlicher Schweine waren hier im Mittel intensiver gefarbt
(MW 0,92) als die weiblichen (MW 0,73) (siehe Abbildung 75).
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Abbildung 75: Intensitat von Occludin in der Immunfluoreszenz bei Modellen mannlicher (n=8) und
weiblicher (n=4) Schweine, beurteilt nach Score (alle Konzentrationen gemeinsam); A (UN): MW
méannlich 2,36 + 0,10, weiblich 2,85 + 0,15; B (WR): MW ménnlich 2,53 + 0,13, weiblich 2,28 + 0,19; C
(WZ): MW mannlich 1,79 £ 0,12, weiblich 1,75 + 0,18; D (SP): MW ménnlich 0,92 + 0,06, weiblich 0,73
+0,08; * = p < 0,05 signifikant verschieden, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhéngigkeit der Occludin-Intensitdt von Konzentration und Geschlecht an den vier

Messorten

Insgesamt zeigten sich im statistischen Test keine Wechselwirkungen von Konzentrati-
on und Geschlecht in Bezug auf die Occludinintensitat. Bei den Modellen mannlicher
Schweine zeigten sich im Bereich der unbeteiligten Epidermis keine signifikanten Un-
terschiede in der Occludinintensitat der behandelten im Vergleich zur Kontrolle mit PBS
(Abbildung 76). Am Wundrand ergab sich bei den Modellen mannlicher Schweine ein
signifikanter Unterschied vom PBS zu allen Konzentrationen der behandelten Modelle
(1 nM (p=0,010), 100 nM (p=0,001), 1 uM (p=0,008). An der Wundzunge zeigte sich
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hier ein signifikanter Unterschied vom PBS zu den mit 1 pM (p=0,020) behandelten
Modellen. Die niedrigeren Ostrogenkonzentrationen zeigten im Trend eine hohere In-
tensitat als die Kontrolle mit PBS. An der Spitze der Wundzunge lief3 sich bei den Mo-
dellen mannlicher Spender ein signifikanter Unterschied vom PBS zu allen mit Ostro-
gen behandelten Modellen ermitteln (1 nM (p=0,014), 100 nM (p< 0,001), 1 uM
(p=0,003).
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Abbildung 76: Intensitat der Occludinfarbung mittels Score bei ménnlichen Schweinen an den
jeweiligen Messorten, getrennt fir die verschiedenen Konzentrationen; A: unbeteiligte Epidermis,
MW PBS 2,61 + 0,21 (n=8), 1 nM 2,40 + 0,24 (n=5), 100 nM 2,15 + 0,21 (n=8), 1 UM 2,40 + 0,24 (n=6);
B: Wundrand, MW PBS 2,01 + 0,19 (n=8), 1 nM 2,73 + 0,22 (n=5), 100 nM 2,91 + 0,19 (n=8), 1 uM 2,78
+ 0,22 (n=6); C: Wundzunge, MW PBS 1,36 + 0,21 (n=8), 1 nM 1,56 + 0,25 (n=5), 100 nM 1,84 * 0,22
(n=8), 1 uM 2,18 + 0,25 (n=6); D: Spitze der Wundzunge, MW PBS 0,49 + 0,11 (n=8), 1 nM 0,93 + 0,13
(n=5), 100 nM 1,13 + 0,11 (n=8), 1 uM 1,05 + 0,13 (n=6); *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,05 signi-
fikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Bei der Auswertung der Modelle weiblicher Schweine zeigten sich im Bereich der un-
beteiligten Epidermis keine signifikanten Unterschiede in der Intensitat von Occludin
beim Vergleich PBS zu den mit Ostrogen behandelten Modellen. Es zeigte sich jedoch
ebenfalls der Trend, dass die mit Ostrogen behandelten Modelle intensiver gefarbt wa-
ren als die Kontrolle mit PBS. Am Wundrand zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede. In der Wundzunge fanden sich jedoch signifikante Unterschiede der mit 1 uM
hdchsten Konzentration (p=0,018) im Vergleich zur Kontrolle mit PBS. Der Unterschied
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zu 1 nM (p=0,110) und zu 100 nM (p=0,606) war nicht signifikant. Die Konzentration
100 nM war jedoch signifikant weniger intensiv gefarbt als die anderen beiden Kon-
zentrationen (zu 1 nM (p=0,036) und zu 1 puM (p=0,008)). An der Spitze der Wundzun-
ge waren die Unterschiede in der Intensitat der Occludinfarbung nicht signifikant, es
zeigte sich jedoch der Trend, dass die behandelten Modelle intensiver gefarbt waren
als die Kontrolle mit PBS (vergl. Abbildung 77).
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Abbildung 77: Intensitat der Occludinfarbung mittels Score bei weiblichen Schweinen an den jewei-
ligen Messorten, getrennt fur die verschiedenen Konzentrationen; A: unbeteiligte Epidermis, MW
PBS 2,66 + 0,33 (n=4), 1 nM 2,67 + 0,31 (n=4), 100 nM 3,00 * 0,32 (n=3), 1 uM 3,00 * 0,56 (n=3); B:
Wundrand, MW PBS 2,31 + 0,31 (n=4), 1 nM 2,40 + 0,29 (n=4), 100 nM 2,25 + 0,30 (n=3), 1 uM 2,17 +
0,49 (n=3); C: Wundzunge, MW PBS 1,56 + 0,35 (n=4), 1 nM 2,34 0,32 (n=4), 100 nM 1,33 * 0,36
(n=3), 1 uM 3,16 £ 0,58 (n=3); D: Spitze der Wundzunge, MW PBS 0,55 + 0,18 (n=4), 1 nM 0,70 + 0,17
(n=4), 100 nM 0,60 + 0,17 (n=3), 1 uM 0,84 + 0,30 (n=3); * = p < 0,01, * = p < 0,05 signifikant ver-
schieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.4.2 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Intensitéat des Oc-
cludins

Im statistischen Modell wurde berechnet, inwieweit die Lange der Wundzunge abhan-
gig von der Intensitat von Occludin an den jeweiligen Messorten ist (siehe Abbildung
78). Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang in der Lange der Wundzunge mit
der Intensitat der Occludin-Farbung an den Messorten (UN (p=0,959), WR (p=0,817),
WZ (p=0,846), SP (p=0,233)).
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Abbildung 78: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Intensitat der Occludin-Farbung an
den jeweiligen Messorten (n=12); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model
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4.3.4.3 Schichtverteilung von Occludin

Abhéangigkeit der Occludin-Schichtverteilung vom Messort

Zunachst wurde die Schichtverteilung von Occludin in den mit PBS behandelten Mo-
dellen beurteilt. Die Schichtverteilung von Occludin unterschied sich zwischen den
Messorten. An der unbeteiligten Epidermis (1,62 + 0,20) war Occludin am breitesten
(etwas breiter als am WR mit 1,44 + 0,20) uber die Schichten verteilt (siehe Abbildung
79, A und B). Die geringste Schichtverteilung gab es an der Spitze (0,62 = 0,20) der
Wundzunge, der Unterschied zum Messort Wundzunge (1,17 + 0,20) war signifikant.
Ein Vergleich zwischen den Messorten UN/WR und WZ/SP war nicht sinnvoll, da man
4 Schichten an UN/WR nicht mit 2 Schichten in WZ/SP vergleichen kann.
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Abbildung 79: A + B: Schichtverteilung von Occludin in der Immunfluoreszenz an den vier Messor-
ten, beurteilt nach Score; MW UN 1,62 £ 0,20 (n=12), WR 1,44 + 0,20 (n=12), WZ 1,17 + 0,20 (n=12)
und SP 0,62 £ 0,20 (n=12); C + D: Schichtverteilung von Occludin in der Immunfluoreszenz an den
vier Messorten, beurteilt nach Score; MW UN 1,45 + 0,10 (n=12), WR 1,49 + 0,10 (n=12), WZ 1,12 +
0,10 (n=12) und SP 0,74 £ 0,10 (n=12); ** = p < 0,01, * = p < 0,05 signifikant verschieden; statistische
Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Bei allen Konzentrationen zeigten sich Unterschiede in der Schichtverteilung von Oc-
cludin. Hier war das Protein am WR (1,49, £ 0,10) breitesten (UN 1,45, + 0,10) Uber die
Schichten verteilt (siehe Abbildung 79, C und D). Die geringste Schichtverteilung gab
es an der Spitze (0,74, £ 0,10) der Wundzunge, der Unterschied zum Messort Wund-
zunge (1,12, £ 0,10) war jetzt sehr signifikant.
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Abhangigkeit der Occludin-Schichtverteilung von der Ostrogenkonzentration

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Schichtverteilung fir Occludin fir
alle Messorte gemeinsam festgestellt werden (Abbildung 80) in den verschiedenen
Ostrogenkonzentrationen (p=0,238). Einzeln betrachtet zeigten sich an den Messorten
keine signifikanten Unterschiede, daher sind hier beispielhaft die Daten Uber alle

Messorte dargestellt.
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Abbildung 80: Schichtverteilung von Occludin in der Immunfluoreszenz in den Konzentrationen
(alle Messorte), beurteilt nach Score; MW PBS 1,27 + 0,11 (n=12), 1 nM 1,03 + 0,11 (n=9), 100 nM
1,27 £ 0,10 (n=11) und 1 pM 1,34 £ 0,13 (n=9), (p=0,111 zwischen PBS und 1nM); keine signifikanten
Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhangigkeit der Occludin-Schichtverteilung vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Schichtverteilung von Occludin an keinem der
Messorte (p=0,445). Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle

Messorte gezeigt (siehe Abbildung 81).
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Abbildung 81: Schichtverteilung von Occludin in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW maéannlich 1,24 +
0,06 (n=8), weiblich 1,16 + 0,09 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung mit
SPSS, linear-mixed-model
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4.3.4.4 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Schichtverteilung
von Occludin

Bei der Betrachtung der einzelnen Messorte zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der Lange der Wundzunge bezogen auf die Schichtverteilung von Occludin in der
Wundzunge (p=0,021), (siehe Abbildung 82). Hier fiel auf, dass Modelle mit einem
niedrigen Schicht-Score (weniger breite Verteilung) in der Wundzunge besser heilten
als jene mit einer breiteren Verteilung. Die Unterschiede fiir die anderen Messorte wa-
ren nicht signifikant (UN (p=0,097), WR (p=0,160), WZ (p=0,021), SP (p=0,750).
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Abbildung 82: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Schichtverteilung der Occludin-
Farbung an den jeweiligen Messorten (n=12), Trendlinie eingefligt, * = p< 0,05; statistische Auswer-
tung mit SPSS, linear-mixed-model

Hier stellte sich ebenfalls die Frage, ob die Modelle besser heilten, weil Occludin weni-
ger breit exprimiert war oder ob die Heilung beschleunigt und die Expression deshalb
bereits wieder beschrankt war. Um dies zu beantworten, wurde das linear-gemischte
Modell erneut umgestellt und berechnet, inwieweit die Schichtverteilung von Occludin
von der Lange der Wundzunge abhing. Hier zeigte sich kein signifikanter Zusammen-
hang an der Wundzunge (p=0,281). Demzufolge liel3 sich die Aussage treffen, dass die
Wundheilung signifikant durch die Schichtverteilung von Occludin in der Wundzunge

beeinflusst wird.
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4.3.45 Verteilung von Occludin innerhalb  der  Zellen (Zell-zell-
Grenzenlintrazellular)

Abhangigkeit der zellularen Occludin-Verteilung vom Messort

Betrachtete man die Verteilung von Occludin innerhalb der Zellen bei der Kontrolle mit
PBS, so stellte man fest, dass die Verteilung an der UN (2,86 + 0,15) sehr stark auf die
Zell-Zell-Grenzen bezogen war. Je ndher man Uber den Verlauf der Wundzunge (1,49
+ 0,15) bis zur Spitze (0,49 £ 0,15) kam, desto mehr war Occludin intrazellular lokali-
siert (Abbildung 83, A).
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Abbildung 83: A: Verteilung von Occludin innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier
Messorten bei der Kontrolle mit PBS, beurteilt nach Score; MW UN 2,86 + 0,15 (n=12), WR 2,67 *
0,15 (n=12), WZ 1,49 + 0,15 (n=12) und SP 0,49 + 0,15 (n=12); B: Verteilung von Occludin innerhalb
der Zellen in der Immunfluoreszenz an den vier Messorten in allen Konzentrationen, beurteilt nach
Score; MW UN 2,71 £ 0,09 (n=12), WR 2,55 + 0,09 (n=12), WZ 1,52 + 0,09 (n=12) und SP 0,63 + 0,09
(n=12); ** = p < 0,001 signifikant verschieden; statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-
model

Die Auswertung der Konzentrationen zeigte ein ahnliches Ergebnis. Auch hier zeigte
sich, dass die Verteilung an der UN (2,71, £ 0,09) sehr stark auf die Zell-Zell-Grenzen
bezogen war und je ndher man zu Wundzunge (1,52, = 0,09) und deren Spitze (0,63, +
0,09) kam, desto mehr war Occludin intrazellular lokalisiert (Abbildung 83, B). Unter-

schiede in den Signifikanzen ergaben sich hier nicht.
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Abhangigkeit der zellularen Occludin-Verteilung von der Ostrogenkonzentration

Die verschiedenen Ostrogenkonzentrationen beeinflussten die Verteilung von Occludin
an keinem der Messorte. Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle

Messorte gezeigt (siehe

Abbildung 84).
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Abbildung 84: Verteilung von Occludin innerhalb der Zellen in der Immunfluoreszenz in den ver-
schiedenen Konzentrationen (an allen Messorten gemeinsam), beurteilt nach Score; MW PBS 1,84
+ 0,10 (n=12), 1 nM 1,84 + 0,10 (n=9), 100 nM 2,03 £ 0,09 (n=11), 1 pM 1,90 £ 0,11 (n=9); keine signifi-
kanten Unterschiede, statistische Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Abhéanagigkeit der zelluldren Occludin-Verteilung vom Geschlecht

Das Geschlecht beeinflusste die Verteilung (ZZ/IZ) von Occludin an keinem der
Messorte (p=0,881). Exemplarisch sind hier die Daten zusammenfassend fir alle
Messorte gezeigt (siehe Abbildung 85).
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Abbildung 85: Verteilung (Z2/I1Z) von Occludin in der Immunfluoreszenz bei Modellen méannlicher
und weiblicher Schweine (iber alle Messorte gemeinsam), beurteilt nach Score; MW mannlich 1,86
+ 0,06 (n=8), weiblich 1,84 + 0,09 (n=4); keine signifikanten Unterschiede, statistische Auswertung
mit SPSS, linear-mixed-model
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4.3.4.6 Abhéangigkeit des Wundheilungsfortschrittes von der Verteilung von Oc-
cludin innerhalb der Zellen (Zell-Zell-Grenzen/intrazellul&r)

Die Messorte UN (p=0,221), WR (p=0,978) und SP (p=0,644) zeigten keinen signifi-
kanten Einfluss der Verteilung von Occludin auf die Lange der Wundzunge. Signifikant
waren die Unterschiede in der Wundzunge (p= 0,017). Modelle, bei denen die Occlu-
din-Verteilung in der Wundzunge diffuser im Intrazellularen lag, heilten im Schnitt bes-

ser als jene mit starkerer Lokalisation an den Zell-Zell-Grenzen (siehe Abbildung 86).
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Abbildung 86: Abhangigkeit der Lange der Wundzunge von der Verteilung der Occludin-Farbung
innerhalb der Zellen an den jeweiligen Messorten (n=12), Trendlinie eingefugt, * = p< 0,05; statisti-
sche Auswertung mit SPSS, linear-mixed-model

Da es sich ausschliel3lich um einen Messzeitpunkt (48 Stunden) handelte, konnte nicht
beantwortet werden, ob die Wunden aufgrund der vermehrt intrazellularen Lokalisation
besser heilten oder ob das Protein von der Heilung abhéangig weniger an den Zell-Zell-
Grenzen lokalisiert war. Um dies zu beantworten wurde das linear-gemischte Modell
umgestellt und berechnet, inwieweit die Verteilung von Occludin von der Lange der
Wundzunge abhing. Hier zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang an der Wund-
zunge (p=0,571).
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4.3.4.7 Korrelation von Wundranderhaltung mit der Intensitat, Schichtverteilung
und Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellular) von Occludin an den je-
weiligen Messorten

Die Wundranderhaltung war nicht signifikant abhangig von der Intensitat von Occludin
an den jeweiligen Messorten (UN (p=0,857); WR (p=0,470;) WZ (p=0,589); SP
(p=0,992)).

Es lieR sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied der Wundranderhaltung in Bezug
auf die Schichtverteilung von Occludin an den jeweiligen Messorten erkennen (UN
(p=0,973); WR (p=0,358); WZ (p=0,831); SP (p=0,974)).

Es zeigte sich auch kein signifikanter Unterschied der Wundranderhaltung in Bezug auf
die Verteilung (Zell-Zell-Grenzen/intrazellulér) von Occludin an den jeweiligen Messor-
ten (UN (p=0,284); WR (p=0,833); WZ (p=0,492); SP (p=0,777)).
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5 Diskussion

5.1 Der Einfluss von Ostrogen auf den Wundheilungsfort-
schritt im ex-vivo Wundmodell

Die Arbeitsgruppe Brandner hat zur Erforschung von akuten Wunden ein porcines ex-
vivo Wundheilungsmodell (Patent-Nr. DE 10317400) entwickelt. Porcine Haut ermdg-
licht aufgrund der groRen Ahnlichkeit zu menschlicher Haut (Sullivan et al. 2001) eine
bessere Vergleichbarkeit und Aussagekraft der Untersuchungsergebnisse als bei Ver-
suchen z.B. an Nagern (Brandner J.M. et al. 2006). Das Wundmodell hat weitere Vor-
teile, es ist preisglinstig, gut an verschiedene Fragestellungen anzupassen und man
vermeidet damit Forschung am lebenden Versuchstier. Da die Modelle von der syste-
mischen Versorgung des Tieres abgeschnitten werden, ist es mdglich, die intrinsischen
Effekte der Wundheilung isoliert zu betrachten. Diese Effekte resultieren aus dem Zu-
sammenspiel aller residenten Zellen in der Epidermis und Dermis (Keratinozyten, Fib-
roblasten, Merkelzellen, Melanozyten, Langerhans-Zellen und teilweise auch vorab
eingewanderte T-Zellen). Effekte, die beispielsweise durch einwandernde Zellen des

Immunsystems verursacht werden, knnen aber nicht untersucht werden.

Wunden allgemein und insbesondere schlecht heilende, chronische Wunden stellen fir
den einzelnen Patienten eine erhebliche Belastung und Bedrohung der kdrperlichen
Unversehrtheit dar. Volkswirtschaftlich betrachtet stellen sie zudem eine grof3e finanzi-
elle Belastung dar. Es werden in Deutschland laut Studien jahrlich 8 Milliarden Euro fur
die Versorgung chronischer Wunden ausgegeben. Die Zahl der Patienten mit chroni-
schen Wunden wird derzeit auf 1,2 Millionen geschatzt (Arzteblatt 10. Mai 2016) Um
die Heilungsdauer fiur den Einzelnen zu senken und die Kosten fir die Gesellschaft zu
reduzieren, wird verstarkt daran geforscht, Faktoren zu identifizieren, die die Wundhei-
lung positiv beeinflussen. Aus den Ergebnissen der Studien zur Hormonersatztherapie
weil man einiges tber die positiven Effekte, die Ostrogene auf die Haut im Allgemei-
nen haben. Es wurden zudem bereits einige Ansatzpunkte fir den wundheilungsfor-

dernden Effekt von Ostrogen gefunden.

Eine der zentralen Fragen dieser Arbeit war, ob Ostrogen auch in den ex-vivo Wund-
modellen einen positiven Effekt hervorruft und ob diese somit als pra- bzw. post-
menopausale Modelle verwendet werden kdnnten. Die hier vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass auch die mit Ostrogen behandelten ex-vivo Wundmodelle eine bessere

Wundheilung aufwiesen als die unbehandelte Kontrolle. Dies bestatigt die Ergebnisse
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der vorangegangenen Doktorarbeit, in der die Heilung noch mit einem Score bewertet
wurde (Kriiger 2014) (siehe auch Kapitel 5.2). Dieser Unterschied war in jeder Kon-
zentration signifikant. Betrachtete man Modelle mannlicher und weiblicher Spender
gesondert, zeigte sich, dass die Modelle mannlicher und weiblicher Schweine in der mit
PBS behandelten Kontrolle nicht signifikant voneinander unterschieden. Durch die Ost-
rogenbehandlung kam es aber bei den Modellen mannlicher Schweine insgesamt zu
einer deutlicheren Steigerung der Heilung als bei denen weiblicher Spender. Die Art
der Applikation (in die Wunde oder Uber das Medium) wies dabei keinen signifikanten
Unterschied auf. Die weiblichen Schweine hatten eine mittlere Ostrogenkonzentration
von 56ng/l (SEM +/- 4,6ng/l) (Kriiger 2014). Als Referenz gilt pramenopausal der Be-
reich von 24,5-411ng/l je nach Zyklusphase. Bei den mannlichen Tieren handelte es
sich um kastrierte Schweine, die eine mittlere Ostrogenkonzentration von 38ng/l (SEM
+/- 5,7ng/l) (Referenzbereich 13,5-59,5ng/l) aufwiesen. Diese entsprach der Ostrogen-
konzentration postmenopausaler Frauen (< 39,5ng/l). Der Unterschied zwischen bei-
den Geschlechtern war signifikant (p=0,032) (Kriiger 2014). Das bessere Ansprechen
der mannlichen Tiere kann mdglicherweise durch die niedrigeren Ostrogen-Spiegel
bedingt sein. Ihnen fehlt somit eine entsprechende ,Gewdhnung“ an hohe Ostrogen-
spiegel. Ebenfalls fielen durch die Kastration die eher Heilung hemmenden Effekte der
Androgene weg (Ashcroft und Mills 2002). In der unbehandelten Kontrolle heilen beide
Geschlechter vergleichbar gut.

Die Effekte, die Ostrogen in der Haut hervorruft, sind vielfaltig und abh&angig von vor-
handenen Zelltypen und den jeweils vorliegenden Rezeptoren. Eine verzdgerte Heilung
im Alter geht mit niedrigeren TGFB1-Level, verminderter Kollagensynthese und ver-
mehrter Aktivitat von Proteasen (z.B. Elastase) einher (Ashcroft et al. 1997, Ashcroft et
al. 1999, Brincat et al. 2005).

Die verbesserte Heilung unter Ostrogenbehandlung ist dagegen verbunden mit einer
gesteigerten TGFR1-Sekretion dermaler Fibroblasten (Ashcroft et al. 1997). Dermale
Fibroblasten haben sowohl ERa als auch ER[ und zeigten unter der Behandlung mit
Ostrogen oder einem ERa-Agonisten eine erhohte Migration (Stevenson et al. 2008,
Stevenson et al. 2009, Thornton 2013). Demgegeniber exprimieren ERa-defiziente
Makrophagen und dendritische Zellen héhere Level des pro-inflammatorischen Zyto-
kins TNFa (Lambert et al. 2004), welches neben IL1 eine wichtige Rolle in der verzo-
gerten Heilung chronischer Wunden spielt (Basler und Brandner 2017, Volksdorf
2017).

In diesem Zusammenhang findet sich, dass Ostrogen beispielsweise T-Zellen via ERa

gegen eine von TNFa induzierte Zytotoxizitat schiitzt (Takao et al. 2005). Wenn ein
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Effekt auf T-Zellen mdglich ist, kénnten auch andere Zellen protegiert werden. Hierzu
findet sich jedoch bisher nichts in der Literatur. Stimulierende Effekte (z.B. auf Fib-
roblasten) werden beschrieben (Stevenson et al. 2009).

Positive Effekte auf die Wundheilung scheinen ebenfalls Gber ERB (z.B. auf Kera-
tinozyten) vermittelt zu sein. Sein Knock-Out verzdgert die Wundheilung (Campbell et
al. 2010). Ostrogen steigert zudem die Angiogenese (in vitro) und die Wundkontraktion
(Morales et al. 1995).

Ein weiterer verbessernder Faktor ist MIF (macrophage migration inhibitory factor). MIF
wird wahrend der Wundheilung in der proliferierenden Epidermis, von Immunzellen und
Endothelzellen gebildet und ist ein Faktor, der die Wundheilung verzdgert. Post-
menopausal findet man stark erhéhte MIF-Level. Premenopausal unterdriickt Ostrogen
via ERa die Bildung von MIF (Ashcroft et al. 2003, Hardman et al. 2005). Ostrogen
wirkt ebenfalls auf Proliferation und Migration dermaler Zellen. Es stimuliert beispiels-
weise die Keratinozyten und supprimiert ihre Apoptose (Kanda und Watanabe 2003).
Weitere Untersuchungen bzgl. dieser Faktoren im Ostrogen-behandelten Wundmodell
waren sinnvoll. Dies sind mdgliche Faktoren, die die bessere Heilung der behandelten
Modelle erklaren kénnen.

Wahrend viel tiber die positiven Effekte von Ostrogen auf die Haut im Allgemeinen und
auf die Heilung von Wunden im Speziellen berichtet wurde, fanden Plackett et. al. auch
negative Effekte im Bereich Wundheilung. Sie konnten in Versuchen an Mausen mit
hohen Konzentrationen Ostrogen (Gabe von 0,5 mg als implantiertes Pellet pro Maus,
entspricht etwa 1,8 uM), wie zum Ende einer Schwangerschaft, einen hemmenden
Effekt auf die Wundheilung zeigen. Mogliche Erklarung hierfur kénnte sein, dass Ost-
rogen in niedrigen Dosen stimulierend auf Keratinozyten und Makrophagen wirkt. Eine
gewisse Inflammation ist fir die Wundheilung erforderlich. Bei hohen Ostrogenkonzent-
rationen scheint dann der antientziindliche Effekt aber so grof3 zu sein, dass er die
positiven Effekte der Aktivierung von Keratinozyten Giberwiegt (Plackett et al. 2015). In
den in meiner Arbeit vorliegenden Ergebnissen heilte jedoch auch die hdchste Kon-
zentration von 1 pM (bei Modellen ménnlicher Schweine signifikant und bei denen
weiblicher im Trend) besser als die Kontrolle mit PBS. Dies entspricht jedoch nur der
halben Dosierung von Plackett. Es konnte also sein, dass bei den ex-vivo-Modellen
unserer Schweine die tatsachlich erreichte Konzentration im Modell nicht hoch genug
war, um die Heilung zu hemmen. Bei der Betrachtung des Wundheillungsfortschrittes
der Modelle weiblicher Schweine fiel auf, dass die niedrigen Konzentrationen (1 nM
und 2 nM) einen guten Effekt aufwiesen, wahrend sich in den héheren Konzentrationen

eine stufenweise Verschlechterung der Wundheilung als Trend zeigte. Zum Teil heilten
116



sie sogar signifikant schlechter als bei den Modellen méannlicher Schweine (vergleiche
Abbildung 16). Hinzu kommt noch, dass die initial gemessenen Konzentrationen im
Blut der Mause und der Schweine sich deutlich unterschieden. Wir bestimmten Werte
zwischen 38 ng/ml (méannlich) und 56 ng/ml (weiblich) (Kruger 2014). Plackett wies
dagegen Werte von 43 pg/ml fir die Placebo-Gruppe aus. Die Konzentrationen zwi-
schen Méausen und Schweinen kdnnen sicherlich nicht 1:1 miteinander verglichen wer-
den, jedoch sind die der Mause bereits von vornherein deutlich niedriger. Wenn dann
noch mit etwa der doppelten Konzentration behandelt wurde, lassen sich hemmende
Effekte auch damit erklaren.
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5.2 Vergleich der Auswertung des Wundheilungsfortschrittes
mittels Score und mittels La&ngenvermessung unter dem
Mikroskop

In der vorangegangenen Doktorarbeit von Frau Dr. Carmen Klingelhéller (geb. Kriger)
wurde der Wundheilungsfortschritt unter dem Mikroskop mittels Score bewertet. Mitt-
lerweile wurde die Technik verbessert, so dass ich in der hier vorliegenden Arbeit die
Wundheilung unter dem Mikroskop mittels La&ngenmessung der Wundzungen in pm
beurteilen konnte. Ziel dieser Vermessung war es, die vorliegenden Ergebnisse zu

Uberprifen und objektiver statistisch auszuwerten.

Im Wesentlichen konnte ich die bereits vorliegenden Ergebnisse bestatigen. Frau Dr.
Klingelhdller zeigte in ihrer Auswertung mittels Score, dass sich die mit PBS behandel-
te Kontrolle nicht signifikant zwischen Modellen ménnlicher und weiblicher Schweine
unterschied. Dies konnte ich ebenfalls nachweisen. Ebenso bestétigte sich, dass das
Gesamtkollektiv in jeder Konzentration signifikant besser heilte als die Kontrolle mit
PBS. Auch die Art der Applikation (direkte Applikation/Applikation Ubers Medium) zeig-
te in meinen Ergebnissen, wie in der Arbeit zuvor, keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Modellen. Dabei spielte auch das Geschlecht keine Rolle.

Feine Unterschiede ergaben sich jedoch bei den Konzentrationen. Bei Frau Dr. Klin-
gelhdller gab es zwischen den Konzentrationen selbst keine signifikanten Unterschie-
de, es zeigte sich jedoch der Trend das die Konzentration mit 1 nM fiir die Geschlech-
ter getrennt die hdchsten Scorewerte erreichte. In meiner Auswertung konnte ich zu-
dem signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen beobachten. Hier heilten
im Gesamtkollektiv Modelle, die mit 1nM Ostrogen behandelt wurden, signifkant besser
als die Kontrolle mit PBS und die mit 2 nM behandelten. Zu 100 nM und 1 puM war der
Unterschied knapp nicht signifikant. Ich habe hier jedoch, wie auch Frau Dr. Klingelhdl-
ler, keinen linearen Zusammenhang zwischen Ostrogenkonzentration (zum Beispiel
hdhere Konzentrationen/ bessere Heilung) und Fortschritt der Wundheilung feststellen
kénnen, so dass eine Konzentration von 1 nM zur Verbesserung der Heilung ausrei-

chend ist.

Auch bei der Auswertung von Konzentration und Geschlecht gab es vergleichbare Re-
sultate, aber mit anderen Signifikanzen. Die vorherige Arbeit kam zu dem Ergebnis,
dass in allen Konzentrationen einzeln die ménnlichen Modelle signifikant besser heilten
als die weiblichen. In meiner Auswertung konnte ich diesen Trend bestatigen. Auch bei

mir heilten die mannlichen Modelle tendenziell besser als die weiblichen. Signifikant
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war der Unterschied jedoch nur in der Konzentration 100 nM. Die detektierten feinen
Unterschiede in den Ergebnissen kdnnten an der linearen Art der Auswertung liegen,
bei der feinere Unterschiede besser abgebildet werden konnten als in der etwas grébe-
ren Auswertung mit Hilfe der Scores. Zudem ist die Auswertung mit Hilfe der Scores
eine eher subjektive Auswertung. Die Messung unter dem Mikroskop definiert die letzte
Reteleiste als Startpunkt der LAngenmessung und umfasst die zusammenhangenden
Anteile der Wundzunge. Hier liegt weniger subjektive Abweichung vor. Trotz der héhe-
ren Subjektivitét des Scores sind die Ergebnisse in ihrer Grundaussage gleich. Durch

die genauere Methode nur noch etwas differenzierter.

Insgesamt gesehen konnte ich die Ergebnisse der Arbeit von Dr. Klingelhdller geb.
Kruger in Bezug auf die wundheilungsfordernde Wirkung des Ostrogens bestatigen.
Nach der Auswertung scheinen die ex-vivo Wundmodelle mannlicher Tiere als post-
menopausales Modell verwendet werden zu kdénnen. Da sich bei der Art der Applikati-
on keine wesentlichen Unterschiede ergaben ist eine lokale Applikation aufgrund der

leichteren Handhabung der systemischen vorzuziehen.
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5.3 Der Einfluss von Ostrogen auf die Wundranderhaltung im
ex-vivo Wundmodell

Bei der Wundranderhaltung zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Ostrogen-
Konzentration und der Art der Applikation, nicht aber des Geschlechts. Die mit PBS
behandelte Kontrolle zeigte den optisch schénsten Wundrand. Alle behandelten Model-
le (sowohl direkt als auch tUber das Medium) zeigten eine schlechtere Wundranderhal-
tung. Zudem fiel auf, dass die direkt behandelten Modelle eine schlechtere Wundrand-

erhaltung hatten als PBS und die Giber das Medium behandelten.

In den unbehandelten Modellen und niedrigeren Konzentrationen (1 nM und 100 nM)
zeigte sich bei den Modellen weiblicher Spender der optisch schénere Wundrand. In
der héchsten Konzentration von 1 uM sah dieser jedoch signifikant schlechter aus als

bei den Modellen mannlicher Spender.

Mogliche Erklarung ware, dass Ostrogen bei direkter Applikation etwas an der Organi-
sation und Anordnung am Wundrand verandert bzw. unruhiger erscheinen lasst. Trotz
der optischen Unterschiede konnte dennoch keinerlei negativer Effekt auf den Wund-
heilungsfortschritt auch durch die hohen Dosierungen gezeigt werden. Berger et al.
untersuchten bereits die verschiedenen Arten der Applikation Gber 9 Monate an Ratten
und konnten ebenfalls keinerlei nachteiligen Effekt in Bezug auf die Wundheilung fest-
stellen (Berger et al. 2010). Somit ist die optische Beurteilung der Wundranderhaltung

nur bedingt geeignet flr Prognosen, ob eine Wunde gut heilt oder nicht.
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5.4 Der Einfluss von Ostrogen auf die TJ-Proteine Claudin 1,
Claudin 4, ZO-1 und Occludin

TJ-Proteine spielen in der Wundheilung eine Rolle. Ostrogen beeinflusst die Wundhei-
lung positiv, daher war die zweite zentrale Frage dieser Arbeit, inwieweit die Behand-
lung mit Ostrogen einen Einfluss auf die TJ-Proteine (Claudin 1, Claudin 4, ZO-1 und
Occludin) hat. Diese Proteine sind in unverletzter Haut in den Schichten der Epidermis
unterschiedlich lokalisiert. Claudin 1 beispielsweise ist in allen lebenden Zellschichten
vorhanden, Claudin 4 und ZO-1 finden sich im Stratum granulosum und im oberen
Stratum spinosum, wahrend Occludin vor allem im Stratum granulosum an Zellgrenzen

vorkommit.

Die typischen TJ-Strukturen zeigen sich nur im Stratum granulosum (Kirschner und
Brandner 2012). Nach einer Verletzung der Hautbarriere missen sich im regenerierten
Epithel die Tight Junctions zugig neu formieren, um die epitheliale Barriere wieder zu
gewabhrleisten. Die genaue Bedeutung die Tight-Junction-Verbindungen zwischen Zel-
len fir die Migrationsfahigkeit haben ist bisher noch nicht endgiltig geklart. Zum einen
scheinen sich die Zellverbindungen lésen zu missen um Migration zu ermdglichen
(Pastar et al. 2014). Zum anderen scheinen die Zell-Zell-Verbindungen jedoch erforder-
lich um eine einheitliche und gerichtete Migration im Verbund zu erméglichen
(Hirashima et al. 2013). Das Verhéltnis zwischen Lésen und Festhalten scheint muss
scheinbar gut ausbalanciert sein um Wundheilungsstérungen zu vermeiden (Nunan et
al. 2015). Die eigentlichen Tight Junctions bilden sich unter high-calcium Bedingungen
(Brandner et al. 2002). Ostrogen ist in der Lage, intrazellular Calcium zu mobilisieren,
so kdnnte es moglicherweise zu einer schnelleren Formierung funktionsfahiger Tight

Junctions beitragen (Bjornstrom und Sjéberg 2005).

Uber welche Signalwege Ostrogen die Regulation der Tight-Junction-Molekiile in der
kutanen Wundheilung beeinflusst ist bisher nicht bekannt. Da in diesen Versuchen
ausschlie3lich Modelle nach 48h untersucht wurden, ware sowohl der genomische als
auch der nicht genomische Pfad in der Signaltransduktion méglich. Es kénnten Se-
cond-Messenger-Kaskaden wie MAPK, PKA oder AKT involviert sein (Watters und
Dorsa 1998, Prossnitz und Maggiolini 2009, Yang und Reckelhoff 2011). Es gibt Er-
gebnisse zur Proliferation, die zeigen, dass Ostrogen die Expression von Zellzykluspro-
tein Cyklin D2 induziert (Uiber GPER/CAMP/PKA-Signalweg (Kanda und Watanabe
2004). Das Team um Verdier-Sevrain konnte zeigen, dass Ostrogen zudem die Ex-
pression von Zellzyklusprotein Cyklin D1 Gber ERa und den MAPK-Signalweg induziert

(Verdier-Sevrain et al. 2004).
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Bei den immunhistochemischen Farbungen wurde pro Protein jeweils beurteilt, inwie-
weit es bei Intensitat, Schichtverteilung und Verteilung (ZZ/IZ) des Proteins Unter-
schiede durch die Behandlung mit verschiedenen Ostrogenkonzentrationen gibt. Dabei
wurden der Messort und das Geschlecht berticksichtigt. Darlber hinaus wurde durch
statistische Wechselwirkungen untersucht, ob mdgliche Veréanderungen der TJ-

Proteine mit dem Wundheilungsfortschritt korrelieren.
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5.4.1 Claudin 1

Intensitat

Claudin 1 gehort zur Gruppe der Transmembranproteine (Furuse et al. 1998, Morita et
al. 1999, Aijaz et al. 2006). Claudin 1 ist von besonderer Bedeutung fur die Funktion
der Tight Junctions. Wie bedeutend wurde mit Knock-Out-Experimenten belegt (Furuse
et al. 2002). Bei der Auswertung wurde zu Beginn die Intensitat der Farbung beurteilt.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Intensitat von Claudin 1 signifikant vom
Messort abhing. Die unbeteiligte Epidermis (UN) war signifikant intensiver gefarbt als
alle anderen Messorte. Je kirzer die regenerierte Wundzunge, desto weniger intensiv
war die Farbung. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Ge-
schlechtern. Betrachtete man die einzelnen Konzentrationen so ergab sich bei der In-
tensitat ein signifikanter Unterschied in der Wundzunge zwischen PBS und 1nM. Die
mit 1nM behandelten Modelle waren in der Wundzunge signifikant weniger intensiv
angefarbt als die Kontrolle mit PBS. Interessanterweise wiesen die mit 1 nM Ostrogen
behandelten Modelle unter allen den besten Wundheilungsfortschritt auf. Alle anderen
Vergleiche waren zwar nicht signifikant, es zeigte sich aber auch fir die anderen Kon-
zentrationen der Trend, dass die mit Ostrogen behandelten Modelle an den Messorten
WR, WZ und SP eher weniger intensiv gefarbt waren als die Kontrolle mit PBS. Die
Arbeitsgruppe von Zhou fand eine Herunterregulation von Claudin 1 und damit verbun-
den eine Korrelation mit einer geringeren Adhasion sowie gesteigerten Invasivitat und
Migration von Brustkrebszellen (MCF-7) (Zhou et al. 2015). Claudin 1 steht neben den
Funktionen, die es als Tight-Junction-Protein hat, auch in der Diskussion als Tumor-
suppressorgen und findet sich haufig in Mammakarzinomen (Kramer et al. 2000) und
bei kolorektalen Karzinom herabreguliert (Stren et al. 2014). Wundheilung und Tu-
morwachstum ahneln sich insofern, dass in beiden Fallen Zellen migrieren (EMT =
Epithelial-mesenchymale Transition) proliferieren und Angiogenese stattfindet (Morales
et al. 1995). Dem gegeniber stehen die Ergebnisse von Oh et. al.. Die Arbeitsgruppe
untersuchte die Expression von Claudin 1, ZO-1 und Occludin im vaginalen Epithel
von Ratten und fand heraus, dass die Expression nach Ovariektomie signifikant ab-
nahm und sich durch Behandlung mit Ostrogen wieder auf das Niveau der Kontrolle
erhohte (Oh et al. 2016). Zu allen Zeitpunkten der Schwangerschaft bei Mausen fan-
den Ahn et al. in der Plazenta von Mausen relativ hohe Expressionslevel von Claudin
1, 2, 4 und 5 im Vergleich mit anderen Mitgliedern der Claudin-Familie und brachten
dies in Zusammenhang mit den deutlich héheren Ostrogenspiegeln im Vergleich zu
nicht schwangeren Mausen (Ahn et al. 2015). Mogliche Erklarungen fir die im ersten
Moment gegensétzlichen Effekte kdnnten die verschiedenen Techniken und Gewebe-
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typen, vorherrschenden Ostrogenrezeptoren in den jeweiligen Geweben und die Spe-

zies sein.

Schicht

In meinen Ergebnissen lief3 sich Claudin 1 in der unbeteiligten Epidermis immer in allen
Schichten anfarben. Am Wundrand war die Farbung nicht immer in allen Schichten
vorhanden. In der Wundzunge war Claudin 1 Uberwiegend in allen regenerierten
Schichten angefarbt. In der Spitze manchmal nur in den oberen regenerierenden
Schichten. Dr. Janina Heilmann, geb. Lentfer beobachtete fir den Wundrand zu frihen
Zeitpunkten eine Herabregulation fir Claudin 1, dieser Effekt war nach 5 Tagen nicht
mehr nachweisbar. Diese Korrelation wurde von ihr unabhangig vom Wundheilungs-
fortschritt sondern abhangig vom Messzeitpunkt nachweisen (Lentfer 2012). Bei Dr.
Thomas Volksdorf konnte zum Teil am Wundrand - mit fortschreitender Wundheilung
zunehmend - ein Verlust der Claudin-1-Expression im Stratum granulosum und des
oberen Stratum spinosum beobachtet werden (Volksdorf 2017). Diesen Verlust konnte
ich mit meinen Ergebnissen nicht zeigen. Hier war Claudin 1 in der Kontrolle mit PBS
am Wundrand stets in allen Schichten angefarbt. Die Auswertungen meiner Arbeit be-
ziehen sich jedoch nur auf einen Zeitpunkt (Auswertung nach 48 Stunden). Zudem
konnten die Unterschiede auch daran liegen, dass in den vorherigen Arbeiten die
Messorte Wundrand und regenerierende Epidermis nicht klar definiert wurden und sich
somit die ausgewerteten Bereiche nicht 1:1 decken. Interessant in der Auswertung
meiner Modelle war, dass die Claudin-1-Farbung in den mit Ostrogen behandelten Mo-
dellen am Wundrand teils weniger breit war (bei 1 nM waren 91%, bei 100 nM 82% und
bei 1 uM 86% in allen Schichten angefarbt). In der Arbeit von Dr. Heilmann konnte ge-
zeigt werden, dass in regenerierenden Epidermis nach 48h 28,6% der Modelle negativ
fur Claudin 1 waren (Lentfer 2012). Auch die Arbeitsgruppe von Nunan und die Arbeit
von Dr. Thomas Volksdorf beschrieben Claudin-1-negative Zellen an der Spitze der
Wundzunge (Nunan et al. 2015, Volksdorf 2017). Diese Ergebnisse konnte ich bestati-
gen, bei meinen Auswertungen wiesen 36% der mit PBS behandelten Kontrolle an der
Spitze der Wundzunge eine negative Farbung fur Claudin 1 auf (bei 1 nM Ostrogen
waren es nur 9% und bei den héheren Konzentrationen gab es keine negativen Far-
bungen). Dr. Volksdorf konnte in Knockdown-Experimenten an humanen Keratinozyten
zeigen, dass eine verminderte Expression von Claudin 1 zu einer beeintréchtigten
Wundheilung im Scratch-Assay sowie einer verminderten Migration und Proliferation
fuhrte (Volksdorf et al. 2017). In meinen Versuchen war an der Spitze der Wundzunge

Claudin 1 (mit Ostrogen) breiter verteilt als in der mit PBS behandelten Kontrolle und
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somit auch in den basalen Schichten zu finden. Dies weist auf eine verstarkte Wirkung
auf basale Prozesse wie zum Bespiel Proliferation hin (Safferling et al. 2013). Der Ver-
lust von Claudin 1 (und Occludin) am Wundrand und/oder in der regenerierenden Epi-
dermis, wie er haufig in chronischen Wunden beobachtet wird, hat dagegen direkte
negative Auswirkungen auf die Wundheilung (geminderte Migration und Proliferation
von Keratinozyten). Der Verlust der Proteine tritt h&ufig zusammen auf, so dass sich
die negativen Folgen addieren und zum gestérten Heilungsprozess chronischer Wun-
den beitragen (Volksdorf 2017). Eine direkte Abhéngigkeit des Wundheilungsfortschrit-
tes von der Schichtverteilung des Claudin 1 konnte ich zwar nicht nachweisen, ein feh-
lender Verlust des Proteins kdnnte jedoch zusammen mit anderen Effekten eine besse-

re Wundheilung der behandelten Modelle erklaren.

Verteilung

Die Verteilung (ZZ/1Z) von Claudin 1 war in der unbeteiligten Epidermis tberwiegend
auf die Zell-Zell-Grenzen bezogen, je ndher man an die Spitze der Wundzunge kam,
desto mehr fand sich das Protein intrazellular. Diese Unterschiede waren weder kon-
zentrations- noch geschlechtsabhangig, durch Ostrogenbehandlung waren die Ergeb-
nisse auch auf niedrigerem Signifikanzniveau signifikant (p < 0,001 statt unbehandelt p
<0,05 bzw. p < 0,01). Wenn Claudin 1 vermehrt innerhalb der Zellen und weniger an
den Zell-Zell-Grenzen zu finden ist, so fiihrt dies zu einer verminderten Barriere-
Funktion der Tight Junctions (Basler et al. 2016). Weniger Protein an den Zell-Zell-
Grenzen (kein Verlust des Proteins) kdnnte den Zellen ebenfalls eine bessere Migrati-
on ermdglichen. In der Literatur lassen sich hierzu lediglich Untersuchungen zur Menge
des Proteins finden (gemessen mit mMRNA, Proteinmenge etc.), jedoch konnte ich keine

Ergebnisse zur Beschreibung der Lokalisation des Proteins innerhalb der Zellen finden.

Wundheilung

Fur Claudin 1 zeigten sich einige Verdnderungen in der Verteilung, Schichtverteilung
und Intensitat durch die Behandlung mit Ostrogen. Eine direkte positive Korrelation
zwischen diesen Parametern und dem Wundheilungsfortschritt konnte nicht nachge-
wiesen werden. Die Verdnderungen konnten jedoch, auch in der Summe mit den Effek-
ten auf die anderen Tight-Junction-Proteine, die deutlich verbesserte Wundheilung im

Vergleich zur Kontrolle mit PBS erklaren.

125



5.4.2 Claudin 4

Intensitat

Claudin 4 gehort wie auch Claudin 1 zur Gruppe der Transmembranproteine (Furuse et
al. 1998, Morita et al. 1999, Aijaz et al. 2006). Wahrend der Wundheilung zeigte sich
Claudin 4 in der unbeteiligten Epidermis in den oberen lebenden Schichten der Epi-
dermis, anfarbbar. Die Intensitat von Claudin 4 nahm in der Kontrolle mit PBS von der
unbehandelten Epidermis tber den Wundrand bis zu Spitze der Wundzunge hin stetig
ab. Bei den behandelten Modellen zeigte sich eine vermehrte Anfarbbarkeit insbeson-
dere am Wundrand. Der Vergleich zur unbeteiligten Epidermis und zur Spitze der
Wundzunge war signifikant. Stiren et. al. untersuchten den Verlust der Tight-Junction-
Proteine Claudin 1, 4 und 7 in Bezug auf die Aggressivitat kolorektaler Karzinome
(Suren et al. 2014). Hier hatte die verminderte Expression eine vermehrte Motilitat,
Proliferation und Invasivitat des Tumors zur Folge. Eine Hochregulation am Wundrand
scheint sinnvoll, um eine suffiziente Barriere (,inside-out” und ,outside-in“) bei fehlen-
dem Stratum corneum zu bilden. Eine Runterregulation an der Wundzunge und deren
Spitze ermdglicht demnach die erforderliche Motilitdt und Fahigkeit zur Proliferation,
die erforderlich ist, um die Wunde zligig zu schlieBen. Ein kompletter Knock-Down von
Claudin 4 wiederum inhibierte die Zell-Motilitat in den Versuchen von Webb et. al.
(Webb et al. 2013). Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass die zweite extrazellulare
Schleife der Claudine mit der extrazellularen Umgebung interagiert und normale und

Tumorzellmotilitat beeinflusst, wenn sie nicht mit den Tight Junctions assoziiert ist.

Zunachst im Gegensatz dazu scheinen Ergebnisse aus Forschungen an dstrogensen-
sitiven Geweben wie beim Endometriumkarzinom (Cuevas et al. 2015) und
Mammakarzinom (Lanigan et al. 2009) zu stehen. Im Gewebe des gesunden Uterus
findet sich generell nur eine geringe Claudin-4-Expression. Beim Endometriumkarzi-
nom zeigte dagegen eine Uberexpression von Claudin 4 eine damit positive Korrelation
mit Tumorprogression und erhdhter myometrialer Invasion (Cuevas et al. 2015). Auch
Lanigan et al. wiesen eine erhfhte Expression von Claudin 4 in Mammakarzinomen
nach. Diese fihrte zu einem gewissen Polaritatsverlust und korrelierte positiv mit dem
Grading des Tumors und HER2 und negativ mit ER. Eine hohe Claudin-4-Expression
war vergesellschaftet mit einer schlechteren Uberlebensrate der Patienten (Lanigan et
al. 2009). Betrachtete man in den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit die Intensita-
ten der verschiedenen Konzentrationen, so lieB sich feststellen, dass die hochste Ost-
rogenkonzentration 1 uM die hochsten Intensitatswerte aufwies. Dies war am Wund-

rand im Vergleich zu allen anderen Konzentrationen signifikant. Diese Ergebnisse pas-
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sen zu denen aus der Arbeit von Ahn et al. (Ahn et al. 2015) in der nach Gabe eines
Ostrogenrezeptoragonisten sowohl die Expression von Claudin 4 mRNA als auch die
Menge des Proteins selbst anstieg. Durch diesen Effekt liel3 sich jedoch weder eine
positive noch eine negative Korrelation zum Wundheilungsfortschritt feststellen. Mogli-
che Erklarungen fur die unterschiedlichen Effekte (vermehrte/ verminderte Expression
von Claudin 4) konnten die verschiedenen Techniken und Gewebetypen, die vorherr-

schenden Rezeptoren in den jeweiligen Geweben und die verschiedenen Spezies sein.

Schicht

Betrachtete man die Schichtverteilung von Claudin 4, so war diese am Wundrand ver-
breitert gegentber allen anderen Messorten. Hier fielen insbesondere Effekte durch die
Behandlung mit Ostrogen auf. Bei der Kontrolle mit PBS hatten hier 9% der Modelle
eine Farbung des Stratum granulosum und gesamten Stratum spinosum (Score 3) o-
der aller Schichten (Score 4). Bei Modellen, die mit 1 nM Ostrogen behandelt wurden,
waren es 18%, bei 100 nM 55% und bei 1 uM 34%. Eine Verbreiterung am Wundrand
wurde zwar auch wéhrend der unbehandelten Wundheilung (Lentfer 2012) beschrie-
ben, durch die Behandlung mit Ostrogen erhielt ich jedoch signifikante Ergebnisse. In
der Literatur wird bei Patienten mit eingeschrankter Hautbarriere (atopischer Dermati-
tis) Claudin 4 beispielsweise in nicht lasionaler Haut breiter verteilt und intensiver ge-
farbt als bei gesunden Kontrollpersonen. Dies kdnnte ein Kompensationsmechanismus
zur Wiederherstellung der beeintrachtigten Barriere des Stratum corneum sein (Gruber
et al. 2015).

In der Schichtverteilung fielen zwischen den Modellen ménnlicher und weiblicher
Schweine in der Wundzunge signifikante Unterschiede auf. Hier war das Protein bei
den weiblichen Schweinen breiter Giber die Schichten verteilt als bei den ménnlichen.
(Modelle weiblicher Schweine heilten im Vergleich schlechter als mannliche). Eine brei-
tere Verteilung konnte zu mehr Schichten mit funktionellen Tight Junctions fihren und
so einen Versuch darstellen, die Barrierefunktion der Haut trotz Verletzung aufrecht zu
erhalten (Kirschner et al. 2009). Kirschner et. al. konnten in ihren Versuchen an Haut
von Psoriasis-Patienten (frihe Stadien und Psoriasis vom Plaque-Typ) in dem Zu-
sammenhang keinen Einfluss der veranderten Lokalisation der TJ-Proteine auf Diffe-
renzierung und Proliferation feststellen. Interessant wére in diesem Kontext, ob es
Auswirkungen auf die Migration der Zellen gab. Mdglich wére eine geringere Migrati-
onsfahigkeit durch breitere Schichtverteilung was die geringer Heilung bei Modellen

weiblicher Schweine erklaren kénnte.
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Verteilung

Die Verteilung von Claudin 4 in den mit PBS behandelten Kontrollen war in der unbe-
teiligten Epidermis stark auf die Zell-Zell-Grenzen bezogen, zur Spitze der Wundzunge
hin zunehmend intrazellular lokalisiert. Die Ergebnisse durch die Behandlung mit Ost-
rogen waren auch auf niedrigerem Niveau signifikant (p < 0,001 statt unbehandelt p <
0,01). Bei den einzelnen Messorten fanden sich an der SP signifikante Unterschiede
zwischen PBS und 100 nM. Hier war die Claudin-4-Verteilung in der Konzentration 100
nM (fur 1 nM als Trend) mehr auf den Intrazellularraum bezogen als in der mit PBS
behandelten Kontrolle. In der héchsten Konzentration 1 uM kehrte sich dieser Trend
um und Claudin 4 war wieder vermehrt an den Zell-Zell-Grenzen zu finden. Wenn
Claudin 4 vermehrt innerhalb der Zellen und weniger an den Zell-Zell-Grenzen zu fin-
den ist, so fuhrt dies zu einer verminderten Barriere-Funktion der Tight Junctions
(Basler et al. 2016) und zu vermehrter Proliferation, Motilitat und Invasivitat der Zellen.
Die Arbeitsgruppe von Hahn-Strémberg konnte zeigen, dass die Intensitat der Claudin-
4-Farbung an der Zellmembran von kolorektalen Karzinomen signifikant niedriger als in
normaler Mucosa ist und die Krebszellen eine dystophe zytoplasmatische Lokalisation
des Claudins zeigten (Hahn-Strémberg et al. 2017). Auch Kirschner et. al. konnten in
der Forschung zum Thema Psoriasis neben einer Verbreiterung der Schichtlokalisation
auch eine vermehrt zytoplasmatische Lokalisation fir Claudin 4 feststellen (Kirschner
et al. 2009). In der zuvor zitierten Arbeit von Cuevas konnten bezliglich der Claudin-4-
Verteilung innerhalb der Zellen zu meiner Arbeit ahnliche, dosisabhangige, Unterschie-
de mit starkerem Bezug auf die Zell-Zell-Grenzen in der Kontrolle und bei hohen Dosie-
rungen und vermehrter intrazellularer/ zytoskelettaler Lokalisation in mittlerer Konzent-

ration (biphasischer Effekt) gezeigt werden.

Bei der Verteilung innerhalb der Zelle fielen zwischen den Modellen ménnlicher und
weiblicher Schweine am Wundrand signifikante Unterschiede auf. Hier war das Protein
bei den weiblichen Schweinen mehr an den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert als bei den
mannlichen. Eine vermehrte Lokalisation an den Grenzen wirde bedeuten, dass dort
auch mehr fur die Bildung fur Tight Junctions zur Verfligung steht, dort gebunden ist
und eine Barriere ausbildet (Basler et al. 2016). Im Gegenzug kommt es dadurch auch
zu verminderter Proliferation, Motilitat und Invasivitat der Zellen. Modelle weiblicher

Schweine heilten hier im Vergleich schlechter als mannliche.
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Wundheilung

Betrachtete man die Wundheilung, so lieR sich feststellen, dass Wunden mit einem
héheren Verteilungsscore fur Claudin 4 (mehr Protein an den Zell-Zell-Grenzen) im
Mittel eine langere Wundzunge hatten als Wunden mit einem niedrigeren Score (mehr
Protein intrazellulér). Zunéchst schien sich hier ein Widerspruch zu zuvor angefuhrten
Quellen zu ergeben, die mehr Protein an den Zell-Zell-Grenzen mit geringerer Motilitat
und Proliferation in Zusammenhang brachten. Es stellte sich nattirlich die Frage, ob die
Verteilung die langere Wundzunge bedingte oder ob aus der fortgeschrittenen Heilung
die Verteilung zurtuck an die Zell-Zell-Grenzen resultierte. Um dies zu beantworten,
wurde das linear-gemischte Modell umgestellt und berechnet, inwieweit die Verteilung
von Claudin 4 von der Lange der Wundzunge abhing. Auch hier zeigte sich ein signfi-
kanter Zusammenhang fir die Messorte Wundrand (p=0,017) und Spitze der Wund-
zunge (p=0,048), was bedeutete: Je fortgeschrittener die Heilung, desto mehr lag
Claudin 4 an den Zell-Zell-Grenzen vor. Man kann also hier von einer Korrelation der
beiden Parameter sprechen, eine Untersuchung der Parameter zu verschiedenen Zeit-
punkten wahrend der Wundheilung ware hier ergdnzend erforderlich. Eventuell tragt
die Summe der geschlechtsspezifischen Unterschiede zur besseren Wundheilung der

Modelle mannlicher Spender bei.
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543 Z0O-1

Intensitat

Z0O-1 ist ein TJ-Protein, welches an den Zellgrenzen in den oberen Schichten der Epi-
dermis nachgewiesen werden konnte (Pummi et al. 2001, Brandner et al. 2002). Es
gehort, anders als die zuvor beschriebenen Claudine, zu den Plagqueproteinen der
Tight Junctions (Stevenson et al. 1986) und stellt die Verbindung mit dem Aktinzytos-
kelett her (Anderson et al. 1995, Keon et al. 1996). Bei der Auswertung der Intensitat
von ZO-1 konnte ich zeigen, dass diese von der unbeteiligten Epidermis zum Wund-
rand hin zunachst zu- und zur Spitze der Wundzunge hin wieder abnahm. Hier fand
man keine Unterschiede zwischen den Konzentrationen oder den Geschlechtern und
auch keinen signifikanten Einfluss auf die Wundheilung. Diese groRere Intensitat am
Wundrand konnte ein Hinweis auf mehr Protein sein. Mehr Protein kdnnte Gber den
Transkriptionsfaktor ZONAB die Proliferation von Zellen positiv beeinflussen (s.u.)
(Jaramillo et al. 2004). Die Zellen am Wundrand und in der Wundzunge sind diejeni-
gen, die vorwiegend migrieren und proliferieren (Martin 1997). Dass ZO-1 fur ausrei-
chende Migration erforderlich ist, konnten Lee et al. zeigen, da ein Knockdown von ZO-
1 an humanen Zellen eines Adenokarzinoms der Lunge einen negativen Effekt auf die
Migration aufwies (Lee et al. 2015). Ein Knockdown von ZO-1 fihrt zudem zu einer
signifikant erhoéhten Freisetzung von IL-1f (Basler et al. 2016). IL-1B und TNFa wiede-
rum beeinflussen selbst die Tight Junctions. So erhdhte sich nach Zugabe dieser pro-
inflammatorischen Zytokine der TER aufgrund einer vermehrten Lokalisation der Tight-
Junction-Proteine an den Zell-Zell-Grenzen. Bei Langzeitbehandlung dagegen sank
der TER und die Proteine wurden vermindert exprimiert (Kirschner et al. 2009). Patho-
logisch erhdhte Konzentrationen von IL-1f und TNFa sind als Zytokine vor allem in
chronischen Wunden mit verzogerter Wundheilung in Verbindung gebracht worden
(Volksdorf 2017). Auch fur die Differenzierung der Zellen scheint ZO-1 erforderlich zu
sein. Die Arbeitsgruppe von Hoover et. al.. fand dazu in der Forschung an Mamma-
Karzinomen heraus, dass die Anfarbbarkeit von ZO-1 abnimmt, je undifferenzierter der
Tumor ist (Hoover et al. 1998). In ihrer Arbeit wurde die Intensitat der ZO-1-Farbungen
im Tumor innerhalb jeder Patientenbiopsie mit normalem Drisen- und Milchgangge-
webe verglichen. Somit wurden wie auch in meiner Arbeit die interindividuellen Unter-
schiede der Anfarbbarkeit berticksichtigt. In einer weiteren Studie wurde die Korrelation
von hochreguliertem ZO-1 und der Prognose fir Patienten mit gastrointestinalen Stro-
matumoren (GIST) untersucht. Hier zeigte sich, dass die Nachweisbarkeit von ZO-1 ein
positiver Prognosefaktor der Uberlebenszeit ist und unterstiitzt die Vorstellung das ZO-
1 auch als Tumorsuppressorgen fungiert (Zhu et al. 2013).
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Schicht

Z0-1 zeigte sich in meiner Auswertung in der unbehandelten Epidermis und dem
Wundrand fast immer im Stratum granulosum und gesamten Stratum spinosum an-
farbbar. Diese Ergebnisse decken sich im Wesentlichen mit denen von Dr. Heilmann.
Zu frihen Zeitpunkten nach Verwundung zeigte sich ZO-1 in ihrer Arbeit nur im Stra-
tum granulosum anférbbar. Die Farbung verbreiterte sich zu spateren Zeitpunkten (48
Stunden, 5 Tage). Sie konnte zeigen, dass nach 48 Stunden etwa 90% der Modelle
eine Farbung im Stratum granulosum und gesamten Stratum spinosum aufwiesen, in
weniger als 10% der Falle umfasste die Farbung nicht das gesamte, sondern nur das
obere Stratum spinosum (Lentfer 2012). Auch in der Arbeit von Dr. Volksdorf konnte
gezeigt werden, dass ZO-1 am Wundrand und in der regenerierenden Epidermis wéh-
rend der Wundheilung zum Teil stark verbreitert lokalisiert war (Volksdorf 2017). Er
beschrieb, dass ZO-1 in der regenerierenden Epidermis sogar bis ins Stratum basale
nachzuweisen war. Dies deckte sich ebenfalls mit meinen Beobachtungen: In Bezug
auf die Schichtverteilung fiel auf, dass bei den mit PBS behandelten Modellen ZO-1
tendenziell in der Wundzunge breiter verteilt war als an der Spitze der Wundzunge.
Dort war es haufig nur noch in der obersten Schicht der regenerierenden Epidermis
anzufarben. Durch die Behandlung mit Ostrogen (alle Konzentrationen) verstarkte sich
dieser Trend und man erhielt hier ein signifikantes Ergebnis. Betrachtete man die Kon-
zentrationen zudem noch einzeln, so hatte die Behandlung mit Ostrogen an allen
Messorten signifikante Auswirkungen auf die Schichtverteilung von ZO-1. In der unbe-
teiligten Epidermis und am Wundrand waren die Schichten mit Ostrogen breiter, in der
Wundzunge mit zunehmender Konzentration eher schmaler. Eine Korrelation von ZO-
1-Expression und Applikation von Ostrogen wurde ebenfalls in Arbeiten der Arbeits-
gruppe von Oh et al. publiziert. Sie fanden im vaginalen Epithel von Ratten heraus,
dass die Expression von ZO-1 nach Ovariektomie signifikant abnahm und sich durch
Behandlung mit Ostrogen wieder erhohte (Oh et al. 2016). Kreft et al. fanden in Versu-
chen mit Urothelzellen heraus, dass die ,leading-edge®-Zellen ZO-1, Claudin 4, Occlu-
din, aber kein Claudin 8 exprimieren. ZO-1, Claudin 4, Occludin wurden dabei an den
Zellmembranen mit Kontakt zu Nachbarzellen schon zu frihen Zeitpunkten wéahrend
der Wundheilung gefunden, was darauf hindeuten kdnnte, dass die Formierung von
Tight Junctions wichtig fur den spateren Differenzierungsprozess sein konnte (Kreft et
al. 2006).
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Verteilung

In der Verteilung (Z2/1Z) der mit PBS behandelten Kontrolle fiel auf, dass ZO-1 in der
unbeteiligten Epidermis Uberwiegend an den Zell-Zell-Grenzen zu finden war, wahrend
es, je ndher man der Spitze der Wundzunge kam, zunehmend intrazellular lokalisiert
war. Dieser Effekt wurde durch Ostrogen (alle Konzentrationen zusammen) noch ver-
starkt und das Protein war an den Messorten WR, WZ und SP verstarkt intrazellular
anfarbbar. Dazu fanden Jaramillo et al. heraus, dass ZO-Proteine (1 und 2) beispiels-
weise in Phasen gesteigerter Proliferation vermehrt im Zellkern zu finden sind und fir
die vermehrte Produktion von Zellzyklusproteinen sorgen und diese stabilisieren
(Jaramillo et al. 2004). ZO-1 beispielsweise interagiert mit dem Transkriptionsfaktor
ZONAB. Solange Z0O-1 an den Tight Junctions assoziiert ist, bindet und inhibiert es den
Transkriptionsfaktor ZONAB uber die SH3-Domane. Liegt ZO-1 nicht an die Tight Junc-
tions gebunden, sondern im Kern vor, féallt die Bindung und Inhibition von ZONAB weg
und beeinflusst so die Proliferation positiv (Balda und Matter 2009). ZO-1 und ZONAB
regulieren zusatzlich die Expression vom Erb-B2 (HER2/neu) (Balda und Matter 2000).
Neben den ZO-Proteinen gibt es noch weitere Faktoren, die wahrend der Wundhei-
lung, wenn wenig ,reife” Tight Junctions bestehen, im Zellkern flir Proliferation sorgen.

Ein Beispiel ware die Aktivierung von B-Catenin durch Akt (Farkas et al. 2012).

Betrachtete man bei der Verteilung (ZZ/1Z) von ZO-1 erganzend die einzelnen Ostro-
genkonzentrationen, so zeigten sich an WR, WZ und SP deutliche Unterschiede. Es
lieR sich feststellen, dass die Konzentration 1 nM an WR und WZ die starkste intrazel-
lulare ZO-1-Verteilung aufwies. Aber auch die anderen Ostrogenkonzentrationen wie-
sen mehr intrazelluldre Lokalisation auf als die mit PBS behandelte Kontrolle auf. Die
Konzentration von 1 nM zeigte bei der Auswertung des Wundheilungsfortschrittes die
beste Wundheilung. In der Literatur finden sich im Wesentlichen zwei Studien zur Wir-
kung von Ostrogen auf ZO-1. Die Arbeitsgruppe von Zhou untersuchte in diesem Zu-
sammenhang die Expression von ZO-1 und den Ostrogenrezeptoren ERa und ERB im
humanen Darm bei mannlichen und weiblichen Spendern. Fir ERB konnten sie keine
Unterschiede detektieren. Fir ERa und ZO-1 fanden sie jedoch bei Proben weiblicher
Spender niedrigere Level als bei denen méannlicher Spender. In vitro sank bei der Be-
handlung mit Ostrogen sowohl die mRNA als auch die Proteinexpression von ZO-1
(Zhou et al. 2017). Die Arbeitsgruppe von Oh et al. dagegen untersuchte die Expressi-
on von ZO-1 im vaginalen Epithel von Ratten und fand heraus, dass die Expression
nach Ovariektomie signifikant abnahm und sich durch Behandlung mit Ostrogen wieder
auf das Niveau der Kontrolle erhdhte (Oh et al. 2016). Eventuell ist die Beurteilung mit-

tels Score hier nicht sensitiv genug, um die gleichen Ergebnisse wie eine Analyse auf
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MRNA-Ebene zu liefern, eventuell sind jedoch auch einfach unterschiedliche Effekte in
Darm, Vagina und Haut zu beobachten. Das gleiche gilt fiir die unterschiedlichen Tu-
morentitaten.  Auch  hier  findet man unterschiedliche  Verédnderungen
(Hoch/Runterregulation) der einzelnen Tight-Junction-Proteine in den jeweiligen Ge-
weben (als Review (Martin 2014)). Dr. Volksdorf verglich im Rahmen seiner Dissertati-
on die porcinen WHM zudem mit humanen Wunden und konnte bereits zu Beginn der
Wundheilung deutliche Abweichungen ZO-1 betreffend feststellen. Diese flhrte er im
Wesentlichen auf spezies-spezifische Regulationen und/ oder altersspezifische Pro-
zesse zurlick (Haut jugendlicher Schweine / alterer Menschen). Demzufolge schienen
die WHM nicht geeignet, um seine Fragestellung zu beantworten. Die Auswirkungen
von Ostrogenen auf Veranderung der Tight-Junction-Proteine wurden bisher nicht in
humaner Haut untersucht. Um das porcine Modell, speziell fir Veranderungen ZO-1
betreffend, als Ersatz zu empfehlen/ verwenden, missten die Auswirkungen auf hu-

mane Haut zunachst Gberprift und verglichen werden.

Wundheilung

Ich konnte signifikante Unterschiede in der Wundheilung in Bezug auf die Schichtver-
teilung von ZO-1 zeigen. Wunden mit einer weniger breiten Expression von ZO-1 in UN
und WR hatten im Schnitt eine bessere Heilung als solche, in denen die Expression
breiter war. Dies liee sich damit erklaren, dass, wenn die Schichtverteilung weniger
breit ist, die Verbindung zum Aktinzytoskelett in den unteren Schichten weniger ausge-
pragt ist und die Zellen formbarer sein kénnen (Van Itallie et al. 2009). Diese Ergebnis-
se sollten jedoch mit einer groReren n-Zahl noch einmal validiert werden (nur ein
Messwert mit Score von 2, vergleiche Abbildung 64). Zuséatzlich stellte sich auch hier
die Frage, ob die Schichtverteilung geringer war weil die Wunde geschlossener war,
oder ob die geringere Schichtverteilung einen ziigigeren Schluss bewirkte. Das linear-
gemischte Modell wurde daher umgestellt und ich habe berechnet, inwieweit die
Schichtverteilung von ZO-1 von der Lange der Wundzunge abhing. Da es auch hier
Signifikanzen gab (p=0,026) lie? sich folgende Korrelation treffen: je kiirzer die Wund-
zunge desto breiter die Schichtverteilung von ZO-1 an den beiden Messorten. Dr.
Heilmann fand im Rahmen ihrer Arbeit heraus, dass Schichtverteilung von ZO-1 am
Wundrand und in der regenerierenden Epidermis mit dem Wundheilungszeitpunkt kor-
reliert (ich habe nur die Auswertung zu einem Zeitpunkt, 48 Stunden nach Verwun-
dung). Sie konnte von 6-48 Stunden eine stetige Zunahme der Verbreiterung beobach-
ten. Sie beschrieb fur ZO-1 jedoch auch eine gréRRere interindividuelle Variabilitat der

Farbungen (Anfarbbarkeit im Stratum spinosum/ granulosum) und fihrte dies darauf
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zuriick, dass ZO-1 sensibler auf Kulturbedingungen zu reagieren scheint (Lentfer
2012). Diese ausgepragte interindividuelle Variabilitat konnte ich in meinen Auswertun-
gen jeweils nur bei der Intensitdt der Farbungen feststellen. In der Arbeit von Dr.
Volksdorf zeigte sich ebenfalls am Wundrand und in der regenerierenden Epidermis
wahrend der Wundheilung im WHM eine teils stark verbreiterte Lokalisation von ZO-1
(Volksdorf 2017).

Bei der Verteilung (ZZ/1Z) in der unbeteiligten Epidermis zeigten sich ebenfalls signifi-
kante Unterschiede in Bezug auf die Wundheilung. Die Modelle, in denen ZO-1 in der
unbeteiligten Epidermis auch intrazellular lokalisiert war, heilten besser als jene, in de-
nen ZO-1 ausschlie3lich an den Zellgrenzen zu finden war (Abbildung 69). Auch hier
wurde zum weiteren Beurteilung das Modell umgestellt und berechnet, inwieweit die
Verteilung (Z2/1Z) abhangig von der Lange der Wundheilung ist. Da auch dies signifi-
kant war (p=0,035) ist wieder von einer Korrelation der Parameter zu sprechen. Man
fand an diesem Messort jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ostro-
genkonzentrationen und der Kontrolle mit PBS. Die gefundenen Unterschiede in der
Wundheilung scheinen somit unabhéngig vom Ostrogen zu sein und wiirden eine Aus-
sage fur die Heilung an sich zulassen. Dazu wirden die Ergebnisse von Balda und
Matter (Balda und Matter 2009) passen, die eine Verbindung von weniger ZO-1 an den
Tight Junctions (daflir im Intrazellularraum) und vermehrter Proliferation sehen. Dass
Effekte in der unbeteiligten Epidermis zu sehen sind (wie auch zuvor bei der Schicht-
verteilung), spricht in diesem Fall daftir, dass hier in der Ndhe zum Wundrand auch ein
gewisser Einfluss entsteht und sie gegebenenfalls nicht ganzlich unbehandelt ist (z.B.
vermehrte Proliferation, Wundkontraktion (Pierce et al. 1991, Vaughan et al. 2000))
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5.4.4 Occludin

Intensitat

Occludin ist ein Protein aus der Gruppe der TAMP’s (Tight Junction associated Marvel
Proteins) (Raleigh et al. 2010). Bei der Auswertung der Intensitat von Occludin fanden
sich signifikante Unterschiede beim Messort und der Konzentration. In den mit PBS
behandelten Modellen war die unbeteiligte Epidermis und der Wundrand waren am
intensivsten gefarbt, die Wundzunge und deren Spitze weniger. Durch die Behandlung
mit Ostrogen (alle Konzentrationen) zeigte sich eine intensivere Farbung der Messorte
WR, WZ und SP. Die signifikanten Unterschiede waren zum Teil auch auf niedrigerem
Niveau noch statistisch bedeutsam (p < 0,001 statt p < 0,01 bzw. p < 0,05 in der Kon-
trolle mit PBS). Betrachtete man die Konzentrationen und Messorte einzeln, so fanden
sich nach Ostrogenbehandlung signifikante Unterschiede fiir alle Konzentrationen zur
Kontrolle mit PBS am Wundrand und an der Spitze der Wundzunge. In der Wundzunge
selbst war nur die hdchste Konzentration von 1 uM signifikant intensiver gefarbt als die
Kontrolle mit PBS. Verglich man dann nur die Konzentrationen fur alle Messorte zwi-
schen den Modellen weiblicher und méannlicher Schweine, so zeigten sich bei den
mannlichen Modellen die Ergebnisse, die auch im Gesamtkollektiv zu beobachten wa-
ren, bei den weiblichen Modellen lie3en sich nur die Unterschiede in der Wundzunge
von PBS und hochsten Konzentration Ostrogen 1 pM als signifikant nachweisen. Még-
liche kausale Erklarung fur dieses Phanomen kénnte eine bestehende ,Gewdhnung®
der weiblichen Schweine auf hohere Ostrogenkonzentrationen sein. Moglich wére
auch ein biphasischer Effekt (bei den Modellen mannlicher Schweine am Wundrand
und bei denen weiblicher Schweine in der Wundzunge zu beobachten) - erst Zunahme
dann Abnahme der Intensitéat. Der Effekt scheint bei den Modellen weiblicher Schweine
aufgrund ihrer endogen von vornherein héheren Konzentration friiher, beziehungswei-
se in niedrigeren Konzentrationen aufzutreten. Cho et al. fanden heraus, dass die Be-
handlung mit Ostrogen die selektive Permeabilitat fiir Kationen in HUVEC (humane
umbilicale vain endothelial cells) von Frauen erhohte, sie konnten jedoch keinen Effekt

auf den transendothelialen Widerstand nachweisen (Cho et al. 1998).

Die Arbeitsgruppe von Ye beschrieb, wie auch in meinen Ergebnissen, einen biphasi-
schen Effekt bei der Behandlung von HUVEC. Dieser jedoch in entgegengesetzter
Auspragung. Dort zeigten sich gesenkte Occludinlevel und erh6hte Permeabilitét bei
Behandlung in héheren Ostrogenkonzentrationen, bei niedrigen Konzentration fanden
sich dagegen erhdhte Occludinlevel und verminderte Permeabilitdt (Ye et al. 2003).

Hier konnte jedoch anders als zuvor bei Cho et al. ein Effekt auf den transendothelialen
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Widerstand nachgewiesen werden: Durch die Behandlung mit Ostrogen sank dieser.
Die Effekte, die durch Ostrogen vermittelt werden, hangen also anscheinend vom Ge-
webe und vom jeweils exprimierten Rezeptor ab. Bei Ye et al. wurden HUVEC genutzt,
welche ERB aber kein ERa exprimierten. Studien an dermalen Fibroblasten zeigen
dagegen die Expression von sowohl ERa als auch ERp. Viele der Effekte auf eine ver-
besserte Wundheilung sind ERa-vermittelt (Stevenson et al. 2008, Stevenson et al.
2009, Thornton 2013). Gonzalez-Mariscal et al. fanden heraus, dass die Expression
von Occludin mit dem Anstieg des TER korreliert (Gonzalez-Mariscal et al. 2000). Bei
einer Verletzung ware so eine Kompensation der epithelialen Barriere aufgrund des
Fehlens des Stratum corneum denkbar. Eine vermehrte Expression von Occludin (nicht
von Z0-1) als Reaktion auf Ostrogen konnte bereits im Osophagus von Hasen (Honda
et al. 2016), im Kolon von Ratten (Braniste et al. 2009) und an humanen epithelialen
Cervixzellen gezeigt werden (Zeng et al. 2004). Die Arbeitsgruppe von Hernandez-
Monge fand in der Epidermis von Mausen den gegenteiligen Effekt (Hernandez-Monge
et al. 2013). Ostrogen scheint also in der Lage zu sein, die Expressionslevel von TJ-
Proteinen und die Barriereeigenschaften, je nach Gewebetyp, sowohl zu fordern als
auch zu vermindern. Mogliche Erklarungen hierfiir kbnnten sowohl die verschiedenen
Gewebe, verschiedenen Spezies, verschiedenen Techniken, unterschiedlichen Zeit-
punkte der Auswertung und ggf. auch durch die unterschiedliche Verteilung der Rezep-

tortypen auf den Zielzellen sein.

Schicht

Occludin zeigte sich wahrend der Wundheilung in der unbeteiligten Epidermis Gberwie-
gend im Stratum granulosum der Epidermis anfarbbar. In der Kontrolle mit PBS war die
Schichtverteilung in der unbeteiligten Epidermis am breitesten und nahm zur Spitze der
Wundzunge hin stetig ab. Durch die Behandlung mit Ostrogen (alle Konzentrationen)
zeigte sich die breiteste Schichtverteilung von Occludin meinen Auswertungen am
Wundrand, zur unbeteiligten Epidermis und zur Spitze der Wundzunge abnehmend.
Der Unterschied zwischen Wundzunge und Spitze der Wundzunge war auf niedrige-
rem Niveau signifikant (p < 0,01 statt p < 0,05 bei der Kontrolle mit PBS). Es zeigte
sich keine signifikante Beeinflussung der Schichtverteilung durch die einzelnen Ostro-
genkonzentrationen (kleinere n-Zahl) oder das Geschlecht. Die Ergebnisse zur
Schichtverteilung decken sich mit zuvor beobachtetem (Brandner et al. 2002,
Malminen et al. 2003). Auch Dr. Heilmann stellte am Wundrand zum Teil eine deutliche
Verbreiterung der Lokalisation von Occludin fest. Dies korrelierte jedoch weder mit dem

Wundheilungsfortschritt noch mit der Zeit (Lentfer 2012). Dr. Volksdorf zeigte ebenfalls
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eine Verbreiterung im Bereich hinter dem Wundrand und dem Wundrand selbst. Er
stellte zudem Veranderungen in der regenerierenden Epidermis fest, in der wéhrend
der gesamten Heilung mindestens ein Drittel der Proben eine verbreiterte Lokalisation
von Occludin zeigten. Dies fuhrte dazu, dass in Abschnitten die noch einschichtig wa-
ren, Occludin auch in den basalen Zellen exprimierten (Volksdorf 2017). Er untersuchte
zudem chronische Wunden und stellte fest, dass Occludin dort haufig vollstandig fehlte
und dass ein Verlust von Occludin zu einer gestorten Differenzierung, Adhéasion und
zum Verlust von Zellen fihrte (Rachow et al. 2013, Volksdorf 2017).

Verteilung

Betrachtete man die Verteilung (ZZ/1Z) von Occludin in der Kontrolle mit PBS, so fan-
den sich signifikante Unterschiede an den verschiedenen Messorten. In der unbeteilig-
ten Epidermis war Occludin stark auf die Zell-Zell-Grenzen bezogen, je weiter man zur
Spitze der Wundzunge kam, desto mehr fand es sich intrazellular lokalisiert. Die Effek-
te zeigten sich auch bei den mit Ostrogen behandelten Modellen, wesentliche Unter-
schiede fanden sich hier nicht. Zur Verteilung (ZZ/1Z) wurde veroffentlicht, dass zu viel
Occludin an den Zell-Zell-Grenzen die Moatilitat der Epithelzellen hemmte und somit die
Heilung verlangsamte. Die Verwundung einer Epithelschicht stellt laut Fletcher et al.
einen Stimulus fir die Endozytose von Occludin dar. Das Tight-Junction-Protein wird
nach Verletzung Uber Clathrin-vermittelte-Endozytose in die Zellen aufgenommen
(Fletcher et al. 2012).

Wundheilung

Bei der Verteilung (ZZ/1Z) der Occludin-Farbung zeigte sich, dass Modelle mit einem
héheren intrazellularen Anteil in der Wundzunge besser heilten, als jene mit einem
hoheren Anteil an den Zell-Zell-Grenzen. Da es sich hier ausschlieBlich um einen
Messzeitpunkt handelte, konnte nicht beantwortet werden, ob die Wunden aufgrund
der vermehrt intrazellularen Lokalisation besser heilten oder ob das Protein von der
Heilung abhangig weniger an den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert war. Um dies zu beant-
worten wurde das linear-gemischte Modell umgestellt und berechnet, inwieweit die
Verteilung von Occludin von der Lange der Wundzunge abhing. Hier zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang an der Wundzunge (p=0,571). Demzufolge lie3 sich die
Aussage treffen, dass die Wundheilung signifikant durch die Occludin-Verteilung in der

Wundzunge beeinflusst wird. Safferling et al. zeigten in ihren Versuchen 2013, dass
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Occludin an den Membranen eine wichtige Rolle wahrend der Wundheilung und fir die
Migration von Keratinozyten spielt (Safferling et al. 2013).

Bei der Auswertung der Schicht-Scores war die Lange der Wundzunge bei Modellen
mit einem niedrigen Schicht-Score (1 = angefarbt in den oberen Schichten) in der
Wundzunge signifikant hoher als bei jenen mit einem Wert von 2 (in allen Schichten
angefarbt). Hier stellte sich ebenfalls die Frage, ob die Modelle besser heilten, weil
Occludin weniger breit exprimiert war oder ob die Heilung beschleunigt und die Ex-
pression deshalb bereits wieder beschrankt war (vergleichbar zu Claudin 1 und 4;
(Kirschner et al. 2012). Um dies zu beantworten, wurde das linear-gemischte Modell
erneut umgestellt und berechnet, inwieweit die Schichtverteilung von Occludin von der
Lange der Wundzunge abhing. Hier zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang an
der Wundzunge (p=0,281). Demzufolge liel3 sich die Aussage treffen, dass die Wund-
heilung signifikant durch die Schichtverteilung von Occludin in der Wundzunge beein-
flusst wird. Chronische Wunden weisen beispielsweise haufig verminderte Expression
von Occludin am Wundrand und fast immer ein Fehlen von Occludin in der regenerie-
renden Epidermis auf (Volksdorf 2017). In seiner Dissertation untersuchte Dr. Volksdorf
unter anderem die Effekte, die ein Knock-Down der Tight-Junction-Proteine hervorruft.
Beim Knock-Down von Occludin zeigte sich im Scratch-Assay teils eine verminderte
Wundheilung gegentber der Kontrolle. Deutlicher wurden die Ergebnisse unter me-
chanischer Belastung. Hier zeigte der Knock-Down eine deutlich schlechtere Heilung
und verminderte Zell-Zell-Verbindungen (Rachow et al. 2013, Volksdorf 2017). Auch
Safferling wies die Wichtigkeit von Occludin bei der Verbindung der Zellen an supraba-
sale Schichten nach (Safferling et al. 2013).
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich die Heilung férdernden Effekte des Ostrogens im
ex-vivo Modell, die Wundranderhaltung sowie deren Korrelation zum Wundheilungs-
fortschritt beurteilt. Hierbei habe ich insbesondere auf Unterschiede der verschiedenen
Ostrogen-Konzentrationen, das Geschlecht des Schweines und der Applikationsform
(systemisch/ topisch) geachtet. Studien zur Hormonersatztherapie wiesen bereits auf
einen positiven Effekt von Ostrogen bei der Heilung von Wunden hin. Dieser positive
Effekt konnte in einer vorhergegangenen Arbeit mit Hilfe eines Score-Systems belegt
werden. Mittlerweile wurde die Technik verbessert, und die Wundheilung konnte in
meiner Arbeit pm-genau vermessen werden, was zu einer verbesserten Objektivierung
und statistischen Auswertung fiihrte. Ich konnte bestatigen, dass die mit Ostrogen be-
handelten Wundmodelle besser heilten als die Kontrolle mir PBS. Die Art der Applikati-
on war dabei nicht entscheidend. Die Modelle mannlicher Schweine heilten nach Ost-
rogenapplikation insgesamt besser als die weiblicher Schweine. Die Hohe der Kon-
zentration war dabei nicht relevant, es fand sich keine dosisabhéngige Verbesserung
des Heilungsfortschrittes. Die Ergebnisse zur Wundranderhaltung zeigten, dass mit
Ostrogen behandelte Wunden eine tendenziell eher schlechtere Wundranderhaltung
aufwiesen. Es zeigte sich jedoch keine negative Auswirkung auf die Wundheilung, dies
deutet darauf hin, dass die Wundranderhaltung nicht als prognostischer Faktor geeig-
net ist, um den Heilungsfortschritt vorherzusagen. Insgesamt gesehen konnte ich die
Ergebnisse der Arbeit von Dr. Klingelhéller geb. Kriiger in Bezug auf die wundheilungs-
fordernde Wirkung des Ostrogens mit der Methode der Wundvermessung bestatigen.
Nach den Auswertungen scheinen die ex-vivo Wundmodelle méannlicher Tiere als
postmenopausales Modell verwendet werden zu kénnen. Da sich bei der Art der Appli-
kation keine wesentlichen Unterschiede ergaben, ist eine lokale Applikation aufgrund
der leichteren Handhabung der systemischen vorzuziehen. Die zweite entscheidende
Fragestellung dieser Arbeit war, ob die durch Ostrogen beschleunigte Wundheilung zu
einer veranderten Expression/ Lokalisation von Tight-Junction-Proteinen fihrt oder ob

deren Veranderungen die beschleunigte Heilung bedingen.

Bezlglich der Intensitat der immunhistochemischen Farbungen konnte ich in den Kon-
trollen mit PBS fir Claudin 1, Claudin 4, ZO-1 und Occludin beobachten, dass sie vom
Wundrand bis zur Wundspitze abnahm. Durch die Behandlung mit Ostrogen war Clau-
din 1 am Wundrand, der Wundzunge und der Wundspitze tendenziell weniger intensiv
angefarbt als in der Kontrolle mit PBS. Die Gabe von 1 nM Ostrogen erniedrigte die

Intensitat von Claudin 1 an der Wundzunge signifikant. Bei Claudin 4 und Occludin

139



beobachtete ich dagegen eine Erhéhung der Intensitdt am Wundrand, der Wundzunge
und der Wundspitze nach Behandlung mit Ostrogen. Bei Claudin 4 zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der Intensitat am Wundrand bei der Gabe von 1 uM Ostrogen,
die anderen Konzentrationen hatten tendenzielle, aber nicht signifikante Intensitats-
steigerungen. Bei Occludin fuhrte die Ostrogenzugabe in verschiedenen Konzentratio-
nen zu einer signifikanten Intensitatssteigerung am Wundrand, der Wundzunge und

der Wundspitze. Die Intensitat von ZO-1 wurde nicht signifikant beeinflusst.

Bei Betrachtung der Verteilung der Proteine in den einzelnen epidermalen Schichten
konnte ich in den Kontrollen mit PBS fur Claudin 1, Claudin 4, ZO-1 und Occludin be-
obachten, dass sie vom Wundrand bis zur Wundspitze hin eher abnahm, d.h. dass die
Proteine in weniger Schichten zu finden waren. Bei Claudin 4 und Occludin war die
Verteilung in mit Ostrogen behandelten Wunden deutlich breiter als in der Kontrolle mit
PBS. Claudin 1 war an der Wundspitze bei den mit Ostrogen behandelten Modellen
breiter verteilt als in der Kontrolle mit PBS (signifikant verschieden bei 1 nM und 100
nM). Fur ZO-1 fihrte die Behandlung der einzelnen Ostrogenkonzentrationen in der
L=unbeteiligten® Epidermis und am Wundrand zu einer breiteren Verteilung, in der
Wundzunge und an deren Spitze wurde die Verteilung mit zunehmender Konzentration

tendenziell schmaler.

Bei der Auswertung der Verteilung der untersuchten Proteine innerhalb der Zellen
(Zell-zell-Grenzen/ intrazellular) konnte ich feststellen, dass die Proteine in der ,unbe-
teiligten® Epidermis stark auf die Zell-Zell-Grenzen bezogen vorlagen. Vom Wundrand
Uber die Wundzunge bis zu deren Spitze fanden sie sich zunehmend zytoplasmatisch
lokalisiert. Durch die Behandlung mit Ostrogen zeigte sich bei Claudin 4 und ZO-1 eine
Verstarkung dieses Effektes. Bei Claudin 4 war dieser insbesondere an der Wundspit-
ze messbar und bei der Konzentration 100 nM signifikant. Flir ZO-1 liel3 sich der Effekt
am Wundrand, in der Wundzunge und an der Wundspitze beobachten. Die gréfite Ver-
schiebung in den zytoplasmatischen Bereich wies dabei meist die Konzentration 1 nM

auf, welche auch die beste Wundheilung zeigte.

Fur die untersuchten Tight-Junction-Proteine Claudin 4 und Occludin konnte ich dar-
Uiber hinaus zeigen, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede gab. Claudin 4 war
bei Modellen weiblicher Schweine am Wundrand (Trend) und in der Wundzunge (signi-
fikant) breiter tGber die Schichten verteilt als bei den mannlichen. Es war bei den Model-
len weiblicher Schweine zudem vor allem am Wundrand mehr an den Zell-Zell-
Grenzen lokalisiert als bei den méannlichen Modellen. Dies zeigte sich als Trend auch in
der ,unbeteiligten* Epidermis und der Wundzunge, an der Wundspitze kehrte sich dies

um. Bei Occludin zeigten sich Unterschiede bei der Intensitat. Verglich man die Ge-
140



schlechter, so zeigte sich in der ,unbeteiligten“ Epidermis bei den Modellen weiblicher
Schweine eine hohere Occludinintensitat als bei den Modellen mannlicher Schweine.
An der Wundspitze gab es den Trend (nicht signifikant), dass die Modelle mannlicher
Schweine hier im Mittel intensiver gefarbt waren als die weiblichen. Bei Claudin 1 und
Z0-1 konnte ich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede feststellen.

Beziglich der Korrelation von Tight-Junctions-Proteinen und Wundheilung konnte ich
zeigen, dass je fortgeschrittener die Heilung war, desto mehr lag Claudin 4 am Wund-
rand an den Zell-Zell-Grenzen vor (gegenseitige Korrelation). Fur ZO-1 liel3 sich fest-
stellen, dass je kurzer die Wundzunge war, desto breiter verteilt lag ZO-1 in der ,unbe-
teiligten® Epidermis und am Wundrand vor (gegenseitige Korrelation). Dariber hinaus
konnte fur ZO-1 beobachtet werden, dass je mehr intrazellulare Lokalisation in der ,un-
beteiligten“ Epidermis vorlag, umso langer war die Wundzunge (gegenseitige Korrelati-
on). Da es sich um gegenseitige Korrelationen handelte, konnte im hier gegebenen
Versuchsaufbau nicht bestimmt werden, ob die durch Ostrogen veranderte Wundhei-
lung die Verteilung der Proteine beeinflusst oder umgekehrt. Bei Occludin liel3 sich
feststellen, dass Wunden, bei denen Occludin in der Wundzunge in den oberen
Schichten lokalisiert war, besser heilten als Wunden mit Occludin in allen Schichten
(einseitige Signifikanz). Zudem konnte ich feststellen, dass Modelle mit einem hdheren
intrazellularen Anteil von Occludin in der Wundzunge besser heilten, als jene mit einem
héheren Anteil an den Zell-Zell-Grenzen (einseitige Signifikanz). Demzufolge liel3 sich
die Aussage treffen, dass die Wundheilung signifikant durch die Occludin-Verteilung in

der Wundzunge beeinflusst wird.

In der Literatur finden sich vielfaltige Effekte, die Ostrogen auf die Wundheilung hat. Ich
konnte mit meiner Arbeit und den vorliegenden Ergebnissen zeigen, dass Ostrogen
Veranderungen auf Ebene der Tight Junctions (Intensitat, Schichtverteilung sowie Ver-
teilung innerhalb der Zelle) hervorruft sowie Korrelationen und Einfluss auf die Wund-
heilung zeigen. Ich konnte nicht die ,eine” Veranderung detektieren, die die Heilung
exponentiell verbesserte. Es scheint eher die Summe der detektierten Verédnderungen
zu sein, die die Wundheilung positiv beeinflussen. Der genaue Mechanismus und die
Signalwege, tber die Ostrogen die Regulation der Tight-Junction-Molekiile in der kuta-

nen Wundheilung beeinflusst, sollten in Zukunft n&her untersucht werden.
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7 Summary

In my thesis | evaluated the healing effects of estrogen in the ex-vivo model, wound
preservation and their correlation to wound healing progress. | paid particular attention
to differences in the various estrogen concentrations, the sex of the pig and the form of
administration (systemic / topical). Hormone replacement therapy studies have already
shown a positive effect of estrogen in healing wounds. This positive effect could be
proven in a previous work with the help of a score system. In the meantime, the tech-
nigue has been improved, and wound healing in my work has been measured with mi-
crometer precision, resulting in improved objectification and statistical evaluation. | was
able to confirm that estrogen-treated wound models healed better than control with
PBS. The type of application was not decisive. The models of male pigs generally re-
covered better than the female pigs after estrogen administration. The level of concen-
tration was not relevant. There was no dose-dependent improvement in the healing
progress. Results on wound preservation showed that estrogen-treated wounds tended
to have poorer wound edge retention. However, there was no adverse effect on wound
healing indicating that wound preservation is not a prognostic factor for predicting heal-
ing progress. Overall, | was able to see the results of Dr. Klingelhéller geb. Kriger with
regard to the wound healing promoting effect of the estrogen with the method of wound
measurement confirm. According to the evaluations, the ex-vivo wound models of male
animals seem to be used as a postmenopausal model. Since there were no significant
differences in the nature of the application, a local application is preferable because of
the easier handling compared to the systemic. The second crucial question of this work
was whether the estrogen accelerated wound healing leads to an altered expression /
localization of tight junction proteins or whether their changes cause the accelerated

healing.

Regarding the intensity of the immunohistochemical staining, | was able to observe in
the controls with PBS for Claudin 1, Claudin 4, ZO-1 and Occludin that it decreased
from the edge of the wound to the tip of the wound tongue. By treatment with estrogen
the staining of Claudin 1 tended to be less intensively at the edge of the wound, the
wound tongue and the wound tip, compared to the control with PBS. The administration
of 1 nM estrogen significantly reduced the intensity of Claudin 1 in the wound tongue.
In the case of Claudin 4 and Occludin, on the other hand, | observed an increase in the
intensity of the wound edge, the wound tongue and the wound tip after treatment with
estrogen. In the case of Claudin 4, there was a significant increase in the intensity at

the edge of the wound when 1 pyM estrogen was administered. The other concentra-
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tions had tendencies, but not significant increases in intensity. For Occludin, estrogen
addition at various concentrations led to a significant increase in intensity at the wound
edge, the wound tongue and the wound tip. The intensity of ZO-1 was not significantly
affected.

Looking at the distribution of proteins in the individual epidermal layers, | was able to
observe in the controls with PBS for Claudin 1, Claudin 4, ZO-1 and Occludin that dis-
tribution was decreasing from the edge of the wound to the peak of the wound. That
means the proteins were found in fewer layers. In the case of Claudin 4 and Occludin,
the distribution was significantly wider in estrogen-treated wounds than in the control
with PBS. Claudin 1 was more widely distributed at the wound tip in the estrogen-
treated models than in the control with PBS (significantly different at 1 nM and 100 nM).
For ZO-1, the treatment of the individual estrogen concentrations in the "uninvolved"
epidermis and the wound edge led to a broader distribution. In the wound tongue and

at the tip, the distribution tended to become narrower with increasing concentration.

In evaluating the distribution of the proteins within the cells (cell-cell boundaries / intra-
cellular), | found that the proteins in the "uninvolved" epidermis were strongly related to
the cell-cell boundaries. From the edge of the wound over the wound tongue to its tip,
they were increasingly localized cytoplasmic. The treatment with estrogen showed an
amplification of this effect in Claudin 4 and ZO-1. In the case of Claudin 4 this was
measurable especially at the wound tip and significant at the concentration of 100 nM.
For ZO-1, the effect was observed at the wound edge, in the wound tongue and at the
wound tip. The largest shift in the cytoplasmic area usually showed the concentration of

1 nM, which also showed the best wound healing.

Furthermore, for the tight-junction-proteins Claudin 4 and Occludin | could show that
there were gender-specific differences. Claudin 4 was more broadly distributed over
the layers of female pigs at the edge of the wound (trend) and in the wound tongue
than in the male ones. It was more localized at the cell-cell boundaries in the models of
female pigs, especially at the wound edge, than in the male models. This was a trend
also in the "uninvolved" epidermis and the wound tongue, at the wound tip this turned
around. Occludin showed differences in intensity. Compared with the sexes, the "unin-
volved" epidermis showed a higher Occludin intensity in the models of female pigs than
in the models of male pigs. At the wound tip, there was a trend (not significant) for the
male pigs to be more intensely colored than the females. In Claudin 1 and ZO-1 | could

not find any gender differences.
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Regarding the correlation of tight-junction-proteins and wound healing, | could show
that the more advanced the healing, the more Claudin 4 was present at the edge of the
wound at the cell-cell boundaries (mutual correlation). For ZO-1 it could be stated that
the shorter the wound tongue, the more widely distributed ZO-1 was in the "uninvolved"
epidermis and at the edge of the wound (mutual correlation). In addition, it could be
observed for ZO-1 that the more intracellular localization was present in the "unin-
volved" epidermis, the longer the wound tongue (mutual correlation). Since these corre-
lations were mutual, it could not be determined in the experimental setup given here
whether the estrogen-modified wound healing influenced the distribution of the proteins
or vice versa. In case of Occludin could be shown that wounds with Occludin in the
upper layer of the wound were better cured than Occludin in all layers (unilateral signif-
icance). In addition, | found that models with a higher intracellular fraction of Occludin
in the wound tongue healed better than those with a higher proportion of cell-cell
boundaries (unilateral significance). Consequently, it could be said that wound healing

is significantly influenced by the distribution of Occludin in the wound tongue.

There are a variety of effects that estrogen has on wound healing in the literature. With
my work and the results available, | have been able to show that estrogen causes
changes at the level of tight junctions (intensity, layer distribution and distribution within
the cell) and shows correlations and effects on wound healing. | could not detect the
"one" change that improved healing exponentially. It rather seems to be the sum of the
detected changes that positively influence wound healing. The exact mechanism and
signaling pathways through which estrogen affects the regulation of tight-junction-

molecules in cutaneous wound healing should be further investigated in the future.
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