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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Haut ist eines der ersten Organe, in dem sich altersassoziierte Verdnderungen zeigen.
Prinzipiell wird hierbei zwischen Prozessen der intrinsischen/chronologischen und der
extrinsischen Hautalterung unterschieden, wobei die UV-Exposition den wichtigsten Faktor der
extrinsischen Alterung darstellt. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass Veridnderungen der
dermalen extrazelluldren Matrix (EZM) integraler Bestandteil beider Formen der Hautalterung
sind. Wihrend Veridnderungen der Kollagen-Matrix bereits in diversen Studien charakterisiert
wurden, ist iiber Alterationen dermaler Proteoglykane, z.B. Lumikan (LUM), Biglykan (BGN)
und Versikan (VER), bzw. Glykosaminoglykane wie Hyaluronsdure (HA) weit weniger
bekannt. Weitere Untersuchungen legen nahe, dass Ostrogene (E»), denen ein positiver Effekt
auf funktionelle und strukturelle Charakteristika der Haut zugeschrieben wird, sowie
entsprechend das postmenopausale Absinken des E,-Spiegels eine Rolle bei der dermalen
Alterung und EZM-Regulation spielen. Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es den
Einfluss von E, auf die dermale Alterung unter der Beriicksichtigung der unterschiedlichen
EZM-Komponenten wihrend beider Formen der Hautalterung an ,,hairless-skh-1-Mdusen® zu
evaluieren. Zur Analyse des Einflusses von E: wurden die Tiere ovariektomiert und so die
endogene Hormonproduktion inhibiert. Im Anschluss wurde entweder ein Placebo- oder ein E,-
freisetzendes Pellet (1,1 pg 17B-Estradiol/Tag) implantiert. Mittels UVB-Bestrahlung
(3x/Woche, 80 mJ/cm?, 280-320 nm) wurde der Prozess der extrinsischen Hautalterung imitiert.
Nach 20 Wochen Behandlung wurden Hautbiopsien entnommen und einer
immunhistochemischen Aufarbeitung zugefiihrt. Zudem wurde die Messung physiologischer
Paramater (Elastizitét, transepidermaler Wasserverlust, Hydratisierung) vorgenommen. Die E,-
Behandlung erhohte den dermalen HA- und VER-Gehalt und verhinderte Verluste der zwei
EZM-Komponenten bei bestrahlten und unbestrahlten Tieren. Dariiber hinaus fiihrte E, bei
beiden Formen der Hautalterung zu einer gesteigerten Akkumulation von BGN, LUM und
Kollagen und inhibierte die Kollagenfragmentierung. Funktionell schien E, antiinflammatorisch
durch eine verminderte Einwanderung von Makrophagen und pro-proliferativ, wie durch
Quantifizierung der Ki67-positiven Zellen detektierbar, zu wirken. Die Analyse der
Hautparameter zeigte einen extrinsisch erhohten Wasser- und Elastizititsverlust der Haut. Es
konnte kein einheitlicher Zusammenhang zwischen E, -Substitution bzw. -Depletion und o.g.
Parametern detektiert werden. Insgesamt fiihrte die E,-Substitution somit zu strukturellen
Veridnderungen der EZM, welche vermutlich insbesondere in der extrinsisch gealterten Haut
einen positiven Einfluss auf Remodeling und Integritit der Dermis haben diirften. Es gelang
somit eine neue und detaillierte Charakterisierung der dermalen EZM aus struktureller und
funktioneller Sicht unter dem Aspekt verschiedener E>-Spiegel im Zuge der zwei verschiedenen
Formen der Hautalterung. Zudem gelang es erstmalig einen Zusammenhang zwischen E,, UVB-
Exposition und BGN sowie LUM in diessm Kontext zu beschreiben.
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5 Einleitung

5.1 Die Extrazellulare Matrix der Haut

Die Hautdecke besteht aus drei Schichten: Epidermis (verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel),
Dermis (bindegewebsreiche Lederhaut) und Subkutis (Unterhautfettgewebe). Die Epidermis,
welche die duBere Abdeckung des Korpers darstellt, ist sehr zellreich und besteht aus
Keratinozyten (Hornbildner), Melanozyten (Pigment-Bildner), Merkel-Zellen (Mechanozeptoren)
und Langerhans-Zellen (spezialisierte Makrophagen). Sie erfiillt die Aufgabe einer mechanisch und
chemisch widerstandsfdhigen, fast wasserdichten Diffusionsbarriere gegeniiber der Umwelt.
Ermoglicht wird dies durch tight-junctions, welche als schmale Béinder aus Membranproteinen
benachbarte Epithelzellen jeweils giirtelformig aneinander heften und polaren Lipiden (Ceramide)
in Form einer Doppellipidschicht, welche eine Versiegelung der Interzellularspalten bewirken. Die
Epidermis besitzt dementsprechend fast keine Zellzwischenrdume und zeigt damit einhergehend
nur einen geringen Gehalt an extrazelluldrer Matrix (EZM). Demgegeniiber ist die darunter
liegende Dermis sehr reich an EZM-Komponenten, jedoch relativ zellarm. Sie besitzt hauptsidchlich
Fibroblasten und unterschiedliche Zellen des Immunsystems (Makrophagen, Lymphozyten,
Mastzellen und Granulozyten). Die Dermis besteht aus zwei Schichten: der papilldren und der
retikuldren Dermis. Die retikuldre Dermis besteht aus straffem, geflechtartigem Bindegewebe
(BGW), verleiht der Haut mechanische Widerstandsfidhigkeit und ist reiflfest, aber reversibel
dehnbar. Die papilldre Dermis besteht aus lockerem BGW und fiihrt zahlreiche Lymphgefafle und
Kapillaren zur Erndhrung der gefiBfreien Epidermis, sowie enthilt freie Nervenendigungen und
Sinnesrezeptoren (Meissner-Tastkorperchen, Ruffini-Korperchen). Die Subkutis besteht aus
lockerem Bindegewebe und Fettgewebe, welches je nach Lokalisation als mechanisches

Druckpolster, Energiespeicher oder Wirmeisolator fungiert.

Die EZM der Haut stellt das Grundgeriist fiir die in ihr befindlichen Zellen dar und beeinflusst
ferner die Funktion und den Phénotyp dieser Zellen. Sie besteht im Wesentlichen aus
Bindegewebsfasern (Kollagenfasern vom Typ I und Typ III, sowie elastischen Fasern),
Glykosaminoglykanen (GAG), Proteoglykanen (PG) und Adhésionsproteinen, welche zur
Etablierung von Zell-Matrix-Verbindungen beitragen [1]. Molekulare Komponenten sind
Hyaluronséaure, als Hauptvertreter der GAG und die PG Versikan, Biglykan, Dekorin und Lumikan,
sowie verschiedene Glykoproteine (hauptsichlich Fibronektine und Laminine). GAGs bestehen aus
linearen Polysaccharidketten, welche anhand der jeweiligen Disaccharideinheiten in Chondroitin-
und Dermatansulfate, Heparansulfate und Heparin, sowie Keratansulfate unterteilt werden [2]. PG

sind glykosilierte Proteine, die aus einem Kernprotein und sulfatierten, kovalent gebundenen
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Glykosaminoglykanen (GAG) bestehen. Im Folgenden sollen funktionell wichtige EZM-

Bestandteile der Haut detaillierter vorgestellt werden.

3 . ‘
- Versikan *5 Lumikan | ‘-l\’\
", Biglykan ——

~v Elastin

“»  Kollagen ® Hyaluronsaure Fibroblast

Abbildung 1: Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix der Dermis: Schema der dermalen
extrazelluliren Matrix mit Darstellung der Morphologie und rdumlichen Anordnung wichtiger
Makromolekiile wie kollagener Fasern, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen sowie dermalen Zellen.

5.1.1 Hyaluronsaure

Uber 50% der gesamten HA im menschlichen Korper befinden sich innerhalb der Haut [3], wo HA
typischerweise als hochmolekulares Polymer vorliegt. Wihrend HA in der Epidermis nur im
Stratum basale und im Stratum spinosum vorkommt [4], ist die Dermis - speziell die papillédre
Dermis - sehr reich an HA, die dort mit Kollagenfibrillen und elastischen Fasern raumlich
assoziiert ist [5] . HA kann sowohl frei im Extrazelluldrraum, als auch an Proteine gebunden oder
zellassoziiert vorliegen, wobei letzteres zur Ausbildung perizellulérer ,,HA-Coats* fiihren kann [6].
Biochemisch betrachtet, handelt es sich bei HA um ein lineares GAG aus alternierenden [-B (1, 4)-
Glukuronsidure- B (1, 3)-N-Acetylglukosamin-], -Einheiten (Abb.2). Ein Molekiil HA besteht aus
2000 bis 25000 Disaccharideinheiten und weist ein Molekulargewicht von 106 -107 Da bei einer
Polymerlidnge von 2 - 25 pm auf [7]. Im Gegensatz zu anderen GAGs wie Chondroitinsulfat,

Keratansulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat liegt HA weder sulfatiert vor, noch erfolgt die
2
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Biosynthese im Golgi-Apparat oder im endoplasmatischen Retikulum. Die Synthese von HA
erfolgt in der Haut durch Fibroblasten bzw. Keratinozyten und erfordert zunéchst eine Aktivierung
mittels Uridintriphosphat (UTP), bevor die Hyaluronsiduresynthase-Isoenzyme UDP-Glukuronsiure
und UDP-N-Acetylglukosamin im Rahmen einer Glykosyltransferasereaktion miteinander
verkniipfen. Anschlieend wird die wachsende Polypeptidkette durch die Plasmamembran in den
extrazelluliren ~Raum extrudiert. Hyaluronsdure wird durch die transmembraniren
Hyaluronséduresynthasen 1, -2 und -3 (HASI, -2, -3) synthetisiert. Die einzelnen HAS-Isoformen
besitzen unterschiedliche Funktionen und Charakteristika, wie etwa die Synthese unterschiedlich
langer HA-Polymere. Untersuchungen in Fibroblasten haben gezeigt, dass HAS1 HA mit einer
durchschnittlichen GréBe von 2 x 10° bis ~ 2 x 10° Da, HAS2 HA-Polymere von > 2 x 10° Da und
HAS3 HA mit einem Molekulargewicht von 1 x 10°bis ~ 1 x 10° Da synthetisieren [8].

GicA GlcNAc GIcA GlcNAc

COO~

B(1—4)

CHj

CH3

Abbildung 2: Strukturelle Darstellung der Dissaccharideinheit der Hyaluronsiure [9]

Zum einen trigt HA durch ihre chemische Struktur, insbesondere durch die negativ geladenen
Carboxylgruppen, zur Etablierung einer spezifischen extrazelluldren Mikroumgebung innerhalb der
Haut bei, welche die mechanischen und physikochemischen Eigenschaften der Haut maBgeblich
mitbestimmt. Beispielsweise fithren die polyanionische Struktur und die hohe Polymer-Linge der
HA zu einer groflen H,O-Bindungskapazitit. Dies wiederrum bedingt ein erhdhtes Volumen und
eine verbesserte Elastizitit der Haut. Gleichzeitig wird die Diffusion von Nihrstoffen und
metabolischen Endprodukten erleichtert [10]. Zum anderen iibt HA tiber CD44 und RHAMM einen
direkten zellbiologischen Einfluss innerhalb von Epidermis und Dermis aus. Fibroblasten und

Keratinozyten sind nicht nur HA-synthetisierende Zellen der Haut, sondern exprimieren dariiber

3
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hinaus die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM (Rezeptor fiir HA mediierte Mobilitdt) und sind
daher direkte Effektoren von HA-vermittelten zelluliren Effekten [11]. Bekannte, durch
Rezeptoren vermittelte, zelluldre Effekte sind die Forderung von Proliferation und Migration von
Fibroblasten [12], eine Hemmung von Apoptose und Adhédsion [13], sowie eine Induktion der
Regeneration von Keratinozyten [4]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die HA-Synthese durch
mitogene Faktoren gesteigert wird und HA selber ebenfalls mitogene Effekte haben kann [12].

Der Abbau der HA erfolgt iiber eine schrittweise enzymatische Degradation von hochmolekularer
HA iiber niedermolekulare HA bis hin zu HA-Oligomeren. Diese katabolen Reaktionen werden
hauptsidchlich von zwei Enzymen, der Hyaluronidase 1 (HYAL-1) und der Hyaluronidase 2
(HYAL-2), vermittelt [14]. Die entstandenen HA-Fragmente sind in der Lage Toll-Like-Rezeptoren

(TLR-2, TLR-4) zu aktivieren, was zur Modulation entziindlicher Prozesse fiihren kann [15].
5.1.2 Kollagene

Kollagene sind die mengenmiBig wichtigsten Strukturproteine der EZM. Anhand ihrer
Aminosduren (v. A. Glycin, Prolin und Hydroxyprolin) und der Linge ihrer Polypeptidketten
werden sie in liber 28 verschiedene Subtypen eingeteilt. Allen Kollagentypen ist dabei gemein,
dass sie aus drei Polypeptidketten aufgebaut sind, die man als Kollagen-Helices bezeichnet und die
in Form einer rechtsgingigen Tripelhelix umeinander gewunden sind. Die zwei wichtigsten
Kollagene der Haut sind Kollagen Typ I und Kollagen Typ III, wobei adulte Haut 6 -fach mehr
Kollagen Typ I als Kollagen Typ III aufweist [16]. Typ I Kollagen macht dariiber hinaus alleine
bereits iiber 80% Prozent des Trockengewichts der gesamten Dermis aus [17]. Typ I
Kollagenfasern bestehen aus zwei identischen ap-Peptidketten und einer a,-Peptidkette, wihrend
Typ III Kollagenfasern aus drei a--Ketten bestehen. Typ I Kollagenfasern reprisentieren den
Hauptteil der retikuldren Dermis und verlethen mechanische Stabilitit, die durch eine
eingeschrinkte, reversible Dehnbarkeit und hohe Zugfestigkeit charakterisiert ist. Demgegeniiber
werden Typ III Kollagenfasern wegen ihrer Abundanz in pri- und neonatalen Geweben auch als
fetale Kollagene bezeichnet [18]. Beim Erwachsenen bilden Typ III Kollagenfasern netzartige
Geflechte in der papilldaren Dermis und zeigen iiber Interaktionen mit anderen EZM-Komponenten
(1.1.3) und Zellen der Dermis eine initiale Beteiligung an Reparaturprozessen der dermalen EZM
[1]. Dariiber hinaus befindet sich innerhalb der Basallamina (BL) der Haut Typ IV Kollagen, ein
nicht fibrillires Kollagen mit triplehelikalen und globuldren Doménen, welches ein komplexes 2D-

Netzwerk aufbaut.
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5.1.3 Proteoglykane
5.1.3.1 Biglykan

Das PG Biglykan (BGN) gehort zur Gruppe der ,,Small Leucin-Rich-PG* (SLRP) und wird auch
als Chondroitinsulfat/Dermatansulfat-PG bezeichnet. Sein Proteinanteil besteht, bei einem
Molekulargewicht von 38 kDa, zu 70% aus sich wiederholenden, leucinreichen Regionen [19]. Am
N-terminalen Ende besitzt BGN vier und in der C-terminalen Region zwei Cysteinreste, die an
diesen Stellen Disulfidbriicken ausbilden konnen. BGN besitzt zwei GAG-Seitenketten, welche
iiber Serinreste mit dem N-terminalen Ende des Kernproteins verkniipft sind. Sowohl iiber die
GAG-Ketten, als auch {iiber sein Kernprotein kann BGN mit diversen anderen Komponenten der
EZM interagieren [20]. Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang die spezifische
Bindungsstelle des Kernproteins fiir die quantitativ wichtigsten dermalen Kollagene Typ I und III.
Von BGN und auch anderen SLRPs ist bekannt, dass sie die Fibrillogenese und die rdumliche

Anordnung der Kollagenfibrillen beeinflussen kénnen [21].

BGN wird hauptsidchlich im Knochen exprimiert. In der Haut ist es basal nur in sehr geringer
Menge nachweisbar und hauptsidchlich innerhalb der Epidermis mit differenzierenden
Keratinozyten assoziiert. Innerhalb der Dermis konnten nur deutlich geringere Mengen BGN in
einer schmalen Zone unmittelbar subepithelial nachgewiesen werden [22, 23]. Neben der
vorstehend beschriebenen Interaktion mit Kollagenen und pro-proliferativen Effekten im Zuge
posttraumatischer Regenerationsprozesse [24], ist iiber die physiologische Funktion von BGN in
der Haut nur sehr wenig bekannt. Das BGN eine essentielle Bedeutung fiir die dermale EZM hat,
ist allerdings aus Knockout-Modellen bekannt, in denen BGN-defiziente Miuse eine massive
Ausdiinnung der Dermis zeigten, die phéanotypisch dem Ehlers-Danlos Syndrom beim Menschen

dhnelt [25].
5.1.3.2 Lumikan

Lumikan (LUM) ist ein Keratansulfat-PG und ein weiteres Mitglied der Familie der SLRP, welches
urspriinglich wegen seiner Bedeutung fiir die Entwicklung und Transparenz der Kornea bekannt
geworden ist. LUM besteht aus einem 38 kDa schweren Kernprotein mit vier N-terminalen und
zwei C-terminalen Cysteinresten, sowie einer zentralen Domine mit 11 -12 leucinreichen Motiven
[26]. Die Synthese von LUM erfolgt hauptsidchlich durch Fibroblasten, wobei die hochste LUM-
Expression in Cornea und Herz detektiert werden konnte. LUM ist hierbei zwingend erforderlich
um die Integritdt und Funktion des Bindegewebes zu erhalten [27]. LUM beeinflusst - neben seiner
direkten Interaktion mit Kollagen Typ I - die Kollagenfibrillogenese und limitiert so die Groe der
Kollagenfasern, sowie reglementiert interfibrillare Spaltriume [28]. Dariiber hinaus scheint LUM
eine unmittelbare Beteiligung an regulatorischen Zellfunktionen wie der Migration, der
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Proliferation und der Apoptose zu haben, weshalb es oftmals auch als ,,Matrikin‘* bezeichnet wird
[29]. Interessanterweise wird das strukturverwandte Fibromodulin in der Haut nicht exprimiert,
was eine spezifische Bedeutung des LUM fiir die Haut nahelegt. LUM ist vor allem in der
papilldren Dermis lokalisiert und liegt in direkter Assoziation mit dermalen Kapillaren vor. Die
spezifische Bedeutung von LUM fiir die Haut ist bislang weitgehend unbekannt. In mehreren
Tierexperimenten wurde jedoch beobachtet, dass bei einem homozygoten LUM-Knockout im
Mausmodell durch Effekte auf Haut und Cornea ein spezifischer Phinotyp entsteht. Unter anderem
lies sich eine abnorme Kollagenfibrillogenese mit unregelmissiger Verteilung und irregulirem
Fibrillendurchmesser nachweisen, welche in der Haut zu erhohter Fragilitit und Briichigkeit und in

der Cornea zu verminderter Transparenz und Triibung fiihrte [28].
5.1.3.3 Versikan

Versikan (VER) ist eines der groften PG der EZM und gehort zur Familie der HA-bindenden PG
(Hyaladhirine). Wie alle Vertreter dieser Gruppe besteht VER aus drei Molekiil-Doménen mit sehr
unterschiedlichen zellbiologischen Funktionen, was auch in der Namensgebung dieses
Makromolekiils beriicksichtigt wurde (VERsatile) [30]. Die G1-Doméne ist N-terminal lokalisiert
und besteht aus einem Immunglobulin-dhnlichen Motiv, gefolgt von zwei PG-Tandem-Repeats,
welche fiir die Bindung von HA verantwortlich sind [31]. Am C-terminalen Ende befindet sich die
G3-Domine des Molekiils, die sich aus zwei Epidermal-Growth-Factor-Like-Repeats, einem an
Komplementkomponenten-bindenden Motiv und einem selektindhnlichen Motiv zusammensetzt
[32] (Abb. 3). Neben der Bindung von HA werden Interaktionen mit anderen EZM-Komponenten,
wie Fibulin-1 und -2 oder Fibrillin-1 ermdglicht [33, 34]. Zwischen den beiden Molekiilpolen
befindet sich die G2-Domine, die die Bindung von Chondroitinsulfat-Ketten vermittelt. Durch
alternatives Spleiien der mRNA, welche Regionen codiert, an die GAGs binden kénnen entstehen
vier voneinander verschiedene Isoformen (VO0, V1, V2, V3), die ein Molekulargewicht von 74 bis
370 kDa aufweisen und jeweils eine unterschiedliche Anzahl an CS-Ketten binden kénnen [35].
VER kommt in einer Vielzahl von Weichteilgeweben vor. Besonders grole Mengen konnten
hierbei altersunabhingig in der Haut detektiert werden, wo VER zum einen in der
Proliferationszone der Epidermis (Stratum basale) und zum Anderen in der papilldren und
retikuldren Dermis nachgewiesen wurde [36]. Die wesentliche Bedeutung von VER, - speziell
innerhalb der Dermis - liegt hierbei vermutlich im Aufbau hochmolekularer Netzwerke mit

diversen EZM-Komponenten, welche die Zellen unmittelbar umgeben.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Biglykan (BGN), Lumikan (LUM) und Versikan (VER)

5.2 Die Extrazellulare Matrix wahrend der Hautalterung
5.2.1 Intrinsische Hautalterung

Unter dem Begriff der intrinsischen Hautalterung versteht man einen von #dufleren Einfliissen
unabhingigen, multifaktoriellen Prozess aus degenerativen und teilweise reversiblen
Gewebeverdnderungen, sowie einer genetisch determinierten verminderten Reagibilitit auf
zelluldrer Ebene (zelluldre Seneszenz). Strukturelle und funktionelle Charakteristika sdmtlicher
Hautschichten gehen hierbei langsam verloren: die Haut erscheint diinn und trocken, ist
charakterisiert durch eine erhohte Empfindlichkeit fiir Verletzungen, jedoch funktionell intakt [37].
Ursdchlich spielen vor allem der Verlust proliferativer Aktivitdit von Fibroblasten und
Keratinozyten, das beeintriichtigte Uberleben dieser Zellen durch Telomer-Verkiirzung und
mitochondriale Defekte, spontane Mutationen einer Vielzahl unterschiedlicher Gene und die
progrediente Abnahme der Synthese von Geschlechtshormonen eine Rolle [38]. Aus diesen
multiplen endogenen Veridnderungen, resultiert eine Akkumulation von Zellschidden, die zu einer
Inhibition zelluldrer Prozesse, wie der Synthese von EZM Komponenten fithren kann. Im Verlauf
der intrinsischen Hautalterung kommt es durch progredienten Zellverlust zu einer Ausdiinnung der
Epidermis um 10-30% [39]. Die Dermis ist ebenfalls durch eine mit fortschreitendem Alter
auftretende graduelle Abnahme ihrer Dicke charakterisiert. Bedingt durch eine reduzierte Anzahl

aktiver Fibroblasten, kommt es zu einem Verlust von dermalen EZM-Bestandteilen (Atrophie).
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Beschrieben wurde in diesem Zusammenhang bisher vor Allem ein reduzierter Gehalt von
Kollagen Typ I und III sowie elastischen Fasern [40]. Es besteht hierbei eine Korrelation zwischen
der Abnahme des Gesamtkollagengehaltes, dem Verhéltnis von Typ I zu Typ III Kollagen und dem
Alter. Pro Jahr gehen ca. 1% aller Hautkollagene verloren [41].

5.2.2 Extrinsische Hautalterung

Als extrinsische Hautalterung bezeichnet man sédmtliche ultrastrukturellen, mikroskopischen sowie
makroskopischen Gewebealterationen und zelluldren Dysfunktionen innerhalb der Haut, die durch
exogene Stressoren bzw. Umwelteinfliisse verursacht werden. Unter einer Vielzahl von Faktoren,
wie biomechanischem Stress, Luftverschmutzung durch Gase und Nanopartikel, Rauchen,
Bakterien und Viren oder Xenobiotika (korperfremde Stoffe) ist die UV-Strahlung der potenteste
exogene Stimulus einer beschleunigten bzw. vorzeitigen Hautalterung. Interessanterweise gibt es
Hinweise darauf, dass extrinsische und intrinsische Alterungsprozesse zumindest in Teilen
iiberlappende biologische (Patho-) Mechanismen aufweisen [42]. Im Gegensatz zur chronologisch
gealterten Haut, fiihren aktinische Schdden jedoch zu einer lederartigen Erscheinung,
unregelmifBiger Pigmentierung, erhohter Briichigkeit und tiefen Falten [43]. In der Folge entsteht
ein pathologischer Phéanotyp mit schweren funktionellen Defekten. Auf mechanistischer Ebene
werden durch  UVB-Strahlung DNA-Schiden induziert ((6-4)-Photoprodukte  und
Cyclobutandimere). Zusétzlich entstehen in den Mitochondrien reaktive O,-Spezies (ROS), welche
die DNA indirekt schidigen und dariiber hinaus EZM-Komponenten unmittelbar verdndern konnen
[44]. Zudem induzieren ROS die Expression von Matrixmetalloproteinasen (MMP) 1, 3, 9 und 13
und inaktivieren Inhibitoren der MMP (TIMP) [45, 46].

Obwohl man davon ausgeht, dass nur ca. 5% der UVB-Strahlung die papilldre Dermis erreichen,
kommt es dort im zeitlichen Verlauf kumulativ zu einer irreversiblen Schiadigung der EZM [47].
Die gesteigerte Proteolyse der Kollagene fithrt zu einer ausgedehnten Atrophie der Dermis bei
absolutem Mangel an Typ I und Typ III Kollagen [48], sowie ebenfalls reduzierter Anzahl
stabilisierender  kollagen-cross-links, was die regelrechte Formation eines dermalen
Kollagennetzwerkes stort und die mechanische Verbindung von Dermis und Epidermis auflockert
[49]. Dariiber hinaus konnen hochmolekulare Kollagenspaltprodukte - sog. Kollagenfragmente
(KF) bzw. kollagene Neoepitope - entstehen, welche iiber direkten Kontakt mit Fibroblasten
interagieren, die Neusynthese der Kollagenfibrillen inhibieren und somit erforderliche
Reparaturprozesse behindern [50, 51]. Parallel zum Kollagenkatabolismus kommt es zur
Akkumulation von dystrophem und fehlerhaft organisiertem Material in der Dermis [52]. Die
urspriingliche dermale Matrix wird hierbei durch Elastin und Fibrillin ersetzt (solare Dermatosis
oder Elastosis), welche im konkreten Gegensatz zur generellen EZM-Atrophie im intrinsischen
Verlauf steht. Die durch UV-Licht induzierte Hautalterung (Photoaging) ist somit ein komplexer,
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biologischer Prozess, der alle Schichten der Haut betrifft, aber seinen schidigenden Einfluss

hauptséchlich innerhalb des dermalen Bindegewebes entfaltet [43].

5.3 Die Rolle von Ostrogenen im Prozess der Hautalterung

Die Haut stellt ein wichtiges Zielorgan der vielfiltigen Ostrogenwirkungen dar, die hauptsichlich
iiber den in dermalen Fibroblasten, aber auch in epidermalen Keratinozyten exprimierten Rezeptor
ER-o vermittelt werden [53]. Diverse Studien konnten demonstrieren, dass Ostrogene (E) die
Qualitdt sowohl intrinsisch als auch extrinsisch gealterter Haut auf vielfiltige Weise verbessern
(Abb. 4). Protektive E)-Effekte sind: Verbesserung des Hydratisierungsgrades der Haut bei
erhohter Elastizitit und Hautdicke, gesteigerte Produktion von Oberflachen-Sphingolipiden mit
Barrierefunktion, Reduktion von Falten -Bildung und -Tiefe, Regulation der Hautpigmentierung
und Modifikation des Haarwachstums [54]. Unterstiitzt werden diese Ergebnisse durch vielfiltige
Beobachtungen aus klinischen Studien und tierexperimentellen Untersuchungen, welche sowohl
humane postmenopausale Probanden, als auch eine bei Miusen bzw. Ratten durchgefiihrte
Ovariektomie (X) als Grundlage haben. Das Absinken der E,-Plasmaspiegel scheint mit einer
beschleunigten intrinsischen und extrinsischen Hautalterung zu korrelieren [38]. Ebenso fiihrt eine
X zu einer beschleunigten Hautalterung im Tiermodell, wie auch zu einer Beschleunigung der
durch UV-Licht induzierten Hautalterung, was sich unter anderem in einem Verlust von Elastizitit

und Widerstandskraft bemerkbar macht [55].

Proliferation? Hyaluronsaure?
Kollagen Typ | und il ? Inflammation? Proteoglykane ?
Spaltprodukte ?

e

Ostrogene(E,)

Faltenbildung ¥ Hautdicke 1 Hydratisierung 1
Elastizitat T

Abbildung 4: Uberblick iiber die durch Ostrogene vermittelten Effekte auf die Haut
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In der Vergangenheit wurde vor allem die komplexe Modifikation der dermalen kollagenen EZM
als zentraler Ex>-vermittelter Effekt auf das Hautgewebe angesehen. So konnte gezeigt werden, dass
E> die Synthese von dermalem Kollagen Typ I und Typ III induziert und postmenopausal bzw.
nach Ovariektomie physiologische Mengen an Kollagen wiederherstellt [56, 57]. Es besteht hierbei
eine enge Verbindung zwischen dem Kollagengehalt der Dermis, der Hautdicke als einem
Indikator der Hautalterung und dem Zeitraum eines E>-Mangels bzw. einer exogenen Eo-
Substitution [58, 59]. Weiterhin ist bekannt, dass E; auch den dermalen HA-Gehalt erhéhen kann
[41, 60], wodurch eine verbesserte Kapazitit zur H,O-Bindung resultieren kann [61]. Die
Wirkungen von E; auf andere Bestandteile der dermalen EZM, wie SLRP und andere PG sind
bisher weitaus weniger erforscht und ebenso wie Verinderungen der dermalen HA-Akkumulation

Teil dieser Arbeit.

5.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Bereits seit geraumer Zeit ist bekannt, dass die Haut eines der ersten Organe ist, in dem sich
altersassoziierte Veridnderungen manifestieren [62]. Prinzipiell wird hierbei zwischen Prozessen der
intrinsischen, d.h. einer unter anderem durch abnehmenden E,-Gehalt und der extrinsischen, d.h.

einer durch duflere Faktoren - vor allem UV-Exposition - beeinflussten Hautalterung unterschieden.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Modifikationen der dermalen EZM integraler
Bestandteil beider Formen der Hautalterung sind. Der Fokus intensiver Forschungen lag hierbei
jedoch hauptsédchlich auf Veridnderungen der Kollagenstruktur [63] (1.2), obwohl im Verlauf der
chronischen Hautalterung ebenfalls Alterationen anderer EZM-Komponenten - unter anderem von
HA - beschrieben werden konnten [10]. Uber altersassoziierte Alterationen dermaler Proteoglykane
wie VER und SLRP, wie LUM und BGN ist weitaus weniger bekannt. Diverse Untersuchungen
und Studien legen nahe, dass E; eine entscheidende Rolle in der Regulation der EZM wéhrend der
Hautalterung spielt und in diesem Zusammenhang auch funktionell einen ausgeprigt positiven

Effekt auf die Haut hat [64, 65] (1.3).

Insgesamt fehlen bislang jedoch systematische Untersuchungen hinsichtlich altersbedingter
Veridnderungen der Zusammensetzung der EZM der Haut unter einer Behandlung mit E, und
moglicherweise assoziierten funktionellen Alterationen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist somit eine
grundlegende morphologische und funktionelle Charakterisierung der murinen Dermis im Rahmen

der durch intrinsische (E>) und extrinsische (UVB) Faktoren hervorgerufenen Hautalterung.
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Dabei wurden folgende thematische Schwerpunkte gesetzt:

1.

Quantitative Zusammensetzung der dermalen extrazelluliren Matrix im Hinblick auf
Proteoglykane (Versikan, Biglykan, Lumikan), Hyaluronsdure und Kollagen innerhalb

chronischer intrinsischer und extrinsischer Hautalterung.

Histologische Charakterisierung von durch die EZM regulierten Prozessen wie
Inflammation und Proliferation, sowie dem Auftreten von Kollagenfragmenten innerhalb

chronischer intrinsischer und extrinsischer Hautalterung.

Einfluss von Ostrogen auf die Komposition der extrazelluliren Matrix und auf
hautalterungsassoziierte Prozesse wie Proliferation, Inflammation sowie dem Auftreten

kollagener Fragmente innerhalb chronischer intrinsischer und extrinsischer Hautalterung.

In-vivo-Analyse der Verdnderung hautphysiologischer Parameter: Feuchtigkeitsgehalt,
transepidermaler Wasserverlust, Viskoelastizitdt und Dehnsteifigkeit wihrend der
chronischen intrinsischen und extrinsischen Hautalterung, sowie im Zusammenhang mit

Ostrogen.
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6 Material und Methoden

6.1 Puffer, Losungen und Substanzen

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Substanzen und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-

Aldrich (Miinchen) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Tabelle 1: Verwendete Puffer und Losungen zur Gewebepriiparation und Histologie

Puffer bzw. Losung

10x TBS

Blockierlésung

Ethanol

Zusammensetzung

100 mM Tris-HCI
1,5 mM NaCl
pH 7,6

10 % 10x TBS
10 % FCS
1 % BSA

100 % Ethanol

1 % BSA ad 1x PBS

Hamalaun nach Mayer gebrauchsfertig von Merck
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en

Isopentan

100 % Isopentan

Tabelle 2: Verwendete Farbstoffe und Farbstofflosungen (Picro-Siriusrot)

Farbstoff

Farblésung

Picro-Siriusrot

0,1 % (w/v) Picro-Siriusrot

gesattigte Pikrinsaurelésung

Colestinblau

4,4 % (w/v) NHsFe(SO4).
0,4 % (w/v) Colestinblau
12,3 % (v/v) Glycerin

Tabelle 3: Verwendete Substanzen und Pharmaka

Substanzen

Hersteller

Aquatex®

Merck, Darmstadt

Entellan® (Eindeckmedium)

Merck, Darmstadt

Diaminobenzidin (DAB)

Zytomed Systems, Berlin

Hoechst 33324

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

TissueTek®-Einbettmedium

Leica Microsystems, Wetzlar

Vectashield® Mounting -Medium

Vector Laboratories, CA, USA

Estrogen Pellets (90d Release, 0,04
mg/kg/d)

Innovative Research of America,
Sarasota, USA

Esketaminhydrochlorid (25 mg/ml
Ketamin)

Pfizer, PARKE-Davis GmbH, Karlsruhe

Xylazin (Rompun) (5mg/kg)

Bayer HealthCare, Leverkusen

Betaisadona Ldsung

Mundipharma GmbH, Limburg

Rimadyl (Carprofen) (5mg/kg)

Pfizer, PARKE-Davis GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 4: Verwendete Primiirantikorper in der Immunhistochemie

Material und Methoden

Antikorper Hersteller Verdiinnung

Biglycan LF 159, von Larry Fischer 1:1000

polyklonal (NIH,USA) zur Verfligung
gestellt

Kollagenneoepitope COL | IBEX Technologies, 1:100

2 % short, polyklonal Montreal, Quebec

Versican LF 99, polyklonal | von Larry Fischer 1:500
(NIH,USA) zur Verfligung
gestellt

Hyaluronsaure- Seikagaku, Tokyo, Japan 1:250

Bindeprotein (HABP),

biotinyliert

Lumican, monoklonal R&D Systems, Minneapolis, | 1:200
USA

Mac 2, polyklonal CEDARLANE Laboratories, | 1:400
Burlington, Ontario, Canada

Ki-67 Antibody, polyklonal | Novus Biologicals, Littleton, | 1:50

CO, USA

Tabelle 5: Verwendete Sekundirantikorper in der Immunhistochemie

Antikorper

Hersteller

Verdiinnung

goat anti-rabbit IgG, HRP-

Santa Cruz Biotechnology,

1:200 (Ki-67)

konjugiert, Santa Cruz, CA, USA 1:400 (Ver, Bgn)
(sc-2004) 1:600 (Col 2 %4 )
donkey anti-goat IgG, Santa Cruz Biotechnology, | 1:500
HRP-konjugiert, Santa Cruz, CA, USA

(sc-2020)

goat polyklonal anti-Rat Novus Biologicals, Littleton, | 1:400

lgG2a, HRP-konjugiert

CO, USA

14




Material und Methoden

Streptavidin Typ IV, HRP- | Sigma-Aldrich, 1:500

konjugiert, Deisenhofen

(S-5512)

6.3 Gerate und Materialien

Tabelle 6: Verwendete Gerite und Materialien

Verwendung Produktname Hersteller

Kryostat CM 1850 Leica Microsystems,
Wetzlar

Mikroskop CX 41 Olympus, Hamburg

Temperiergerat E100/E26 Lauda, Kénigshofen

Inkubationskammer

Thermo Electron

Thermo Fisher Scientific,

Bonn
Zentrifuge Mini Spin + Eppendorf, Hamburg
Feinwaage R160 P Sartorius, Géttingen
Mikroskop DM 2000 Leica Microsystems,

Wetzlar

Kamera + Software

DFC 420C + Leica
Application Suite (LAS)
Ver. 3.3.1

Leica Microsystems,
Wetzlar

Operationsbesteck Aesculap Aesculap AG, Tuttlingen
Brutschrank BB 16 Hereaus, Hanau
UVB-Réhren 20W/12 (280 — 320 nm) Philips, Eindhoven,
Niederlande
Hautanalysesystem Dermalab USB® skin Cortex Technology,

testing system und
modules

Hadsund, Ddnemark

Nahtmaterialien

Vicryl rapid 4.0
Vicryl rapid 5.0

Ethicon (Johnson &
Johnson Medical GmbH),
Norderstedt
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6.4 Studiendesign und Versuchsplanung
6.4.1 Zeitplan der Behandlung

Die Untersuchungen an hairless shk-1-Mdusen wurden im Lebensalter von 8 Wochen begonnen
und bis zum Lebensalter von 28 Wochen durchgefiihrt. Vor Beginn der Bestrahlung ab der 8.
Lebenswoche wurden bei einem Teil der Tiere die Ovarien entfernt, um Ostrogenpellets oder
Placebopellets zu implantieren. Nach 20-wochiger Behandlung der Tiere (Lebensalter 28

Wochen) wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. Entnahme der Stanzbiopsien zur histologischen Aufarbeitung

2. Messung der physiologischen Hautparameter

Die hier und im folgenden (6.5.1-6.5.3) aufgefiihrten Behandlungen wurden von Frau Dr.
Katharina Rock (Institut fiir Pharmakologie und klinischen Pharmakologie, UKD), Frau Petra
Zipper und Frau PD Dr. Julia Reifenberger (beide Hautklinik, UKD) im zentralen
Tierversuchslabor der Universitidtsklinik Diisseldorf durchgefiihrt. Die Entnahme der Biopsie
mit Frau Dr. Rock (6.5.4) und alle folgenden histologischen Arbeiten, sowie die Bestimmung
der Hautparameter erfolgten in Eigenleistung unter Betreuung durch Herrn Prof. Dr. Fischer

und Frau Dr. Rock im Rahmen der vorliegenden Dissertation.

UVB Bestrahlung

Alter 1 I I l
| | | |

8 Wochen 18 Wochen 28 Wochen

Operative I
Behandlung und ] |

Ergebnisserhebung

QOvariektomie Pellet- 1. Enthahme Stanzbiopsien
Implantation 2. Messzeitpunkt Hautparameter

Abbildung 5: Versuchsdurchfithrung: Zeitliche Darstellung von Ovariektomie und Pellet-Implantation
nach 8 Wochen, UVB-Bestrahlung iiber 10 Wochen, sowie Biopsie und Messung der Hautparameter nach
20-wochiger Behandlung.
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6.4.2 Studiendesign und Gruppeneinteilung

Um den Einfluss von E, auf die Hautalterung zu evaluieren, wurden weibliche skh- I-Mduse im
Lebensalter von 8 Wochen ovariektomiert (OVX) und somit die intrinsische E>-Synthese
depletiert. Sham-operierte (S) Tiere dienten als Kontrolle. Im Anschluss erfolgte die
Implantation von Placebo-Pellets (P) und E»-Pellets (E»), die eine definierte Menge von E, liber
einen Zeitraum von 90 Tagen freisetzten. Es ergaben sich somit drei unterschiedliche
Versuchsgruppen: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S, P), Ovariektomierte Tiere mit
Placebo-Pellet (X, P) und Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet (X, E,). Die drei Gruppen wurden
im Folgenden aufgeteilt, wobei eine Hilfte UVB-bestrahlt wurde, wihrend die andere Hilfte

unbestrahlt blieb (Tab. 7).

Tabelle 7: Studiendesign und Einteilung der Versuchstiere: Entsprechend der jeweils durchgefiihrten
Behandlung: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S, P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X, P), Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet (X, E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S, P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X, P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet und UVB-Exposition (X, E» UVB).

Gruppenname ovX Placebo pellet Ostrogen uvB
pellet
S,P - + - .
X,P + + - -
X,Ez + - + i
S,P UVB - + - +
X,P UVB L + . o
X,E, UVB + - + +
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6.5 Tiere und Behandlung

Fiir die tierexperimentellen Untersuchungen wurden 5 Wochen alte, weibliche hairless skh-1-
Mduse von der Firma Charles River Laboratories (Wilmington, USA) bezogen, welche ein
etabliertes Modell dermatologischer Forschung auf dem Gebiet der durch UV induzierten
Schiden darstellen [66]. Die Mause wurden in der Tierversuchsanstalt der Universititsklinik
Diisseldorf gehalten, wo sie jeweils zu siebt in einen Kifig verbracht, ad libitum gefiittert und
mit Wasser versorgt wurden. Sdmtliche Genehmigungen fiir die Haltung und Behandlung der

Tiere lagen vor (Aktenzeichen AZ 8.87-50.10.34.08.022.).
6.5.1 Operative Entfernung der Eierstécke (Ovariektomie)

Im Alter von sieben Wochen erfolgte die operative Entfernung der Eierstocke (OVX) um den
Einfluss endogener ovarieller Steroidhormone zu depletieren. Vor Beginn des chirurgischen
Eingriffs wurden die Maiuse zundchst mit einer Kombination aus 100 mg/kg
Esketaminhydrochlorid und 5 mg/kg Xylazin anésthesiert und relaxiert. Nach intraperitonealer
Injektion erfolgte die Uberpriifung ausreichender Narkosetiefe anhand ausbleibender Lied- und
Zwischenzehenreflexe. Im Folgenden wurden die Miuse auf einem Operationstisch fixiert und
es wurde eine Hautinzision von ca. 1,5cm Linge lateral der Medianlinie in der Leistenregion
vorgenommen. Unter Schonung von Dermis und Subkutis wurde in die Tiefe pripariert und das
Peritoneum jeweils links und rechts auf Lédnge von 0,5cm eroffnet. Die Ovarien wurden
vorgelagert und beidseits jeweils am Ubergang zum Uterushorn abgetrennt. Die Uterushorner
wurden wieder in die Bauchhohle reponiert und die beiden Peritonealschnitte mit einem
resorbierbaren Faden (Stidrke 5.0) verschlossen. Anschliefend wurde auch der Hautschnitt mit
einem resorbierbaren Faden (Stdrke 4.0) genidht und mit Betaisadona-Losung desinfiziert. Im
weiteren Verlauf wurden 5 mg/kg Carprofen s.c. appliziert um eine ausreichende postoperative

Analgesie sicherzustellen.
6.5.2 Implantation Ostrogen-substituierender Pellets

Drei Tage nach Entfernung der Eierstocke wurden ,,Ostrogen-Pellets* der Firma Innovative
Research of America implantiert. Die Pellets haben einen Durchmesser von ca. 2 mm, eine
Dicke von ca. 1 mm und setzen iiber einen Zeitraum von 90 Tagen kontinuierlich und
gleichmiBig 1,1pg 17p-Estradiol pro Maus und Tag frei. Die Pellets wurden in Narkose mit 100
mg/kg Ketamin und 5 mg/kg Xylazin subkutan deponiert. Hierzu wurde im Bereich der Schulter
eine Inzision von 0,5 cm Linge gemacht und subkutan eine kleine Tasche geformt, in die das
Pellet gelegt wurde. AbschlieBend wurde die Haut mit resorbierbaren Faden (Stirke 4.0) durch

eine Einzelknopfnaht verschlossen. Um Ostrogenunabhiingige Effekte durch die Narkose oder
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den mikrochirurgischen Eingriff der Pelltimplantation auszuschlieBen wurden den

Kontrolltieren Placebo-Pellets implantiert.
6.5.3 Bestrahlungsprotokoll

Ab einem Alter von acht Wochen wurden die Miuse drei Mal pro Woche mit 80 mJ/cm? UV-
Licht der Wellenlidnge 280 - 320 nm (UVB), entsprechend einer minimalen Erythemdosis von
1,5 bestrahlt. Die UVB-Exposition erfolgte iiber einen Gesamtzeitraum von 20 Wochen. Die
Applikation der oben genannten Strahlendosis erfolge mit speziellen UV- Rohren der Firma
Philips (280 - 320nm, peak 313 nm). Die Méiuse wurden dazu jeweils einzeln in eine

geschlossene Box mit Quarzscheibe verbracht und der komplette Riicken der Tiere bestrahilt.
6.5.4 Entnahme von murinen Hautproben

Zur Untersuchung der EZM der Haut wurden 5-10 mm breite respektive lange Stanzbiopsien
entnommen. Bei einer Entnahmetiefe von ca. 0,5 mm umfassten die Proben Epidermis, Dermis
und Subkutis. Das Gewebe wurde dazu jeweils aus kaudalen Riickenarealen der Mdiuse
entnommen, nachdem die Tiere narkotisiert (Dosierung: 100mg/kg Ketamin und 5mg/kg
Xylazin) und auf einer Unterlage fixiert wurden. Es wurde darauf geachtet, dass diese
Hautareale keinen mechanischen oder sonstigen Belastungen neben der Bestrahlung ausgesetzt
waren. Die Stanzbiopsien wurden im Alter von 28 Lebenswochen entnommen. Nach der
Gewebeentnahme wurden die Hautrinder mit einem resorbierbaren Faden (Stirke 4.0) und

Einzelknopfnihten verniht und anschliefend mit Betaisadona-Losung desinfiziert.

6.6 Bestimmung der Hautparameter

Im Rahmen der oben erwihnten Stanzbiopsien nach 20 -wochiger Behandlung wurden an den
narkotisierten Méusen mittels Derma-Lab-System® [67], ohne invasive Manipulation der Haut,
die Parameter Feuchtigkeitsgehalt (,,Moisture*), Transepidermaler Wasserverlust (,, TEWL )
und Elastizitit (bestehend aus ,,Elasticity und ,Young's modulus*) erhoben. Der
Feuchtigkeitsgehalt kennzeichnet dabei den Hydratisierungsgrad der oberen Hautschichten iiber
eine Messung der elektrischen Leitfihigkeit. Der transepidermale Wasserverlust stellt das
Resultat einer Messung der Evaporation iiber einem definierten Hautareal dar, wihrend die
Elastizitdt durch faltenfreies Ansaugen der Haut bei Bestimmung von Elevation und Retraktion
bestimmt wurde. Die Elastizitit wurde hierbei iiber die beiden KenngroBen Viskoelastizitdt - als
Ausdruck der Dehnbarkeit der Haut - und die sogenannte Dehnsteifigkeit, welche auf der Kraft

mit der die Haut 1,5 mm per Sog angehoben wird basiert, ermittelt.
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Abbildung 6: Verlaufsschema Tiere und Behandlung: (1) Bezug der fiinf Wochen alten weiblichen
hairless skh-1-Muse, (2) Operative Ovariektomie und Implantation Ostrogen-substituierender Pellets
bzw. Placebo-Pellets, (3) Dorsale UVB-Exposition in spezieller geschlossener Box, (4) Durchfiihrung
von Stanzbiopsien zur Gewinnung muriner Hautproben, (5a) Non-invasive Bestimmung der
Hautparameter und (5b) Durchfilhrung der histologischen Untersuchungen. Modifiziert nach:
http://www.pixabay.com

6.7 Histologische Untersuchungen
6.7.1 Gefrierschnitte/Kryoschnitte

Zur Schonung und Vermeidung von Rissen im Gewebe wurden die nativ entnommenen
Hautproben zuniéichst in Tissue-Tek® -Einbettmedium bei konstant -40 °C in Isopentan
eingefroren. AnschlieBend erfolgte eine Lagerung der Gewebeproben bei -80 °C, um letztlich
die entsprechenden Schnitte der Hautproben (Dicke 14 pm) bei -20 °C mit Hilfe eines
Kryostaten anzufertigen. Nach Aufnahme der Priparate auf entsprechend vorgekiihlte
Objekttriger (-20 °C) wurden diese unmittelbar danach unter kaltem Luftstrom getrocknet um
Feuchtigkeitsniederschlige auf den Objekttragern zu vermeiden. Die Lagerung erfolgte dann bis

zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C unter Ausschluss von Feuchtigkeit.
6.7.2 Immunhistochemische Farbungen

Die Kryoschnitte wurden zunichst mit Ethanol fixiert. Fiir PG-Farbungen wurde zusitzlich

zwecks Demaskierung der Epitope und somit Freilegung der Bindungsstelle fiir den
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Erstantikorper ein enzymatischer Verdau mittels Chondroitinase-ABC-Losung (Konzentration
1: 250) bei Inkubationsbedingungen (37 °C) durchgefiihrt. Um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren und mogliche Hintergrundsignale in den Firbungen zu vermeiden wurden die
Préparate eine Stunde in 1 % BSA und 10 % FBS blockiert. Die entsprechenden
Primérantikorper wurden aufgetragen und die Schnitte iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Behandlung der Schnitte mit H,O,-Losung diente der Inaktivierung endogener Peroxidasen mit
dem Ziel unspezifische Hintergrundfirbungen zu vermeiden. AnschlieBend erfolgte die
Applikation der mit Meerrettich- Peroxidase (HRP) konjugierten Zweitantikorper. Die
Detektion erfolgte mittels Diaminobenzidin (DAB) als Substrat, der von mit HRP-konjugierten
Zweitantikorpern katalysierten Farbreaktion. Bei nicht-fluoreszierenden Sekundirantikdrpern
wurde eine Kernfirbung mit Hidmalaun und bei fluoreszierenden Antikdrpern mit Hoechst
33342 durchgefiihrt. Die Einbettung der Schnitte erfolgte entweder mittels Aquatex oder
Entellan und einem Deckglas (Tab. 8).

Tabelle 8: Protokoll der immunhistochemischen Firbungen

Zeitliche Abfolge Farbel6sungen Ziel/Zweck

20-30 min, i.d.R. bei 4 °C | 100 % Ethanol oder Fixierung der Kryoschnitte
100 % Aceton oder
10 % Formalin

3 x5 min PBS Waschen
60 min , 37 °C Chondroitinase-ABC- Bei PG-Detektion:
Lésung enzymatische Abspaltung

der GAG-Ketten

vom Kernprotein

3 x5 min PBS S.0.

60 min, Raumtemperatur | Blockierlésung Inhibition unspezifischer
Bindungen der

Primarantikérper

Uber Nacht, 4 °C, feuchte | Prim&rantikdérper Inkubation
Kammer (in 1 % BSA)
3 x5 min PBS Entfernung Uberschissiger

Primarantikérper

20 min 3 % H,0, - Lésung Inaktivierung endogener
Peroxidasen
3 x5 min PBS Waschen

21



Material und Methoden

60 min, Raumtemperatur

Peroxidase gekoppelter
Sekundarantikérper
(in 1 x PBS)

Inkubation

variabel, nach
Herstellerangaben und
unter Beobachtung der
Farbungsintensitat

B
DAB-Peroxidase-Set
B

Aqua. dest.

Detektion der
Sekundarantikérper

1 min

Hamaulan-Lésung nach
Mayer und schrittweise:
Leitungswasser

1 % HCI

Aqua dest.

Zellkernfarbung

Aquatex/Entellan

Eindecken

6.7.3 Siriusrot-Farbung

Kollagen wurde durch Firbung mit Picro-Siriusrot nach der von Puchtler et. al. [68]

beschriebenen Methode dargestellt. Die Féarbung ist spezifisch fiir das Gesamtkollagen eines

Préparates und erlaubt dariiber hinaus eine Bestimmung der Packungsdichte der kollagenen

Fasern im polarisierten Licht. Dicht gepackte Kollagenfasern erscheinen rot, locker angeordnete

Fasern erscheinen hellrot bis griin (Tab. 9).

Tabelle 9: Protokoll der Siriusrot-Firbung

Zeitliche Abfolge Farbel6sungen Ziel/Zweck

10 min 70 % Ethanol Fixierung

2 X 5 min PBS Waschen

1 min Aqua dest. Waschen

10 min Colestineblau Kernfarbung

kurz 1 % HCI Differenzierung

5 min Leitungswasser Blauen der Schnitte

15 min Picro-Siriusrot Kollagen Detektion

2 min 70 % Ethanol Schrittweise Dehydrierung
mit aufsteigender
Alkoholreihe

2 min 95 % Ethanol S.0.
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2 min 100 % Ethanol S.0.
5 min Xylol Entfarben
Entellan Eindecken

6.8 Auswertung von histologischem Material
6.8.1 Mikroskop

Samtliche lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Leica Lichtmikroskop
(DM2000) und aufgesetzter Kamera (DFC420C) gemacht. Zur Quantifizierung und Auswertung
wurden Aufnahmen der histologischen Schnitte in 25x (1 Foto pro Hautprobe) und in 100x (3
Fotos pro Hautprobe) VergroBerung bei Kaltlicht gemacht. Dies erfolgte bei konstanter
Belichtungszeit, Farbsittigung und Gamma-Einstellung (Helligkeitswert) fiir das jeweilige
Farbeset, sowie Anwendung einer Shading-Korrektur (Korrektur von Ténung und Schattierung
bei ungleichmifBiger Beleuchtung), mit dem Ziel eine moglichst hohe Qualitdt der Aufnahmen
bei gleichzeitiger Reduktion von Helligkeitsunterschieden im Hintergrund zu erzielen. Unter
Verwendung der Mikroskop-Software Leica Application Suite (Ver. 3.3.1) wurden die Fotos
anschlieend zur weiteren Auswertung als 8-Bit-Bilder digitalisiert gespeichert. Zur Darstellung
der Packungsdichte der Kollagenfasern in der Siriusrotfirbung wurde ein Polarisationsfilter

verwendet.
6.8.2 Quantitative Auswertung via ImageJ

Zur quantitativen Auswertung sidmtlicher immunhistochemischer Firbungen wurde das

Bildanalyseprogramm ImageJ in der Version 1.41 verwendet (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Die

Verwendung des plugins (colour deconvolution) erlaubte die Trennung der Farbkanile der
Kernfiarbung von denen der jeweiligen Zielstruktur, deren Farbsignal so quantitativ auswertbar
gemacht wurde. Den jeweils spezifisch gefarbten Arealen wurde ein manuell festgelegter
Intensitdts-Schwellenwert zugeordnet, so dass eine maximale Erfassung der gefirbten
Zielstruktur, bei gleichzeitiger Minimierung moglicher Hintergrundaktivititen moglich war.
Oberhalb des Schwellenwertes liegende Bereiche waren somit als positiv definiert und gaben
Auskunft iiber den prozentualen Anteil der gefdrbten Fliche an der zuvor ausgewdhlten
Gesamtfldche. Unter dem Schwellenwert liegende Werte wurden als Hintergrund eliminiert.
Der Schwellenwert wurde fiir alle Schnitte einer Firbung konstant gehalten. Pro Foto wurden
nach dem Zufallsprinzip 14 Areale innerhalb der ersten 35 pum unmittelbar unterhalb der
Epidermis selektiert, wobei die papilldre Dermis als Orientierung diente. Mit Hilfe der ImageJ

Software wurde der Parameter prozentuale Fliche (% angefirbte Flidche) berechnet. Die
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prozentuale Fliche ist definiert als die spezifisch angefirbte Fliche bezogen auf die
Gesamtfldche eines photographierten Préiparates. Alle errechneten quantitativen Farbintensitiiten
sind in den Darstellungen und Grafiken, wie bereits von anderen Autoren vorgeschlagen, als %

angefirbte Fliche dargestellt [69].

6.8.3 Quantifizierung MAC-2 -positiver Zellen durch Zellzahlung

Die immunhistochemische Detektion von Makrophagen wurde mit einer MAC-2-Firbung
durchgefiihrt und lichtmikroskopisch bei einer Vergrosserung von 100x ausgewertet. Die
Préparate wurden jeweils auf das Vorliegen MAC-2-spezifisch angefirbter Strukturen in drei
Gesichtsfeldern untersucht und anschlieBend ausgezihlt. Es werden jeweils die absoluten

Zellzahlen als Vielfaches der Kontrolle angegeben.

6.8.4 Quantifizierung Ki67-positiver Zellen durch Angabe relativer Fraktionen

Die immunhistochemische Ki67-Fiarbung zur Quantifizierung der Proliferation wurde in drei
Gesichtsfeldern in 100x VergroBerung ausgewertet. Hierbei wurden jeweils separat sdmtliche
kernhaltigen Zellen der papilldren Dermis und sidmtliche Ki67-positive Zellen der papilldren
Dermis ausgezihlt. Somit wurde die Fraktion proliferierender Zellen innerhalb der Dermis
gemessen an der Gesamtzahl dermaler Zellen erfasst. Die Darstellungen und Grafiken enthalten
prozentuale Angaben (Anzahl proliferierender Zellen / Gesamtzellzahl der Dermis) als

Vielfaches der Kontrolle.

6.9 Statistische Auswertung

Die Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
aus n unabhingigen Experimenten dargestellt. Das Signifikanzniveau P fiir a wurde mit 0,05
und das Konfidenzintervall mit 95 % festgelegt. Signifikante Unterschiede zwischen mehreren
Versuchsgruppen (= 3) wurden via One-Way Analysis of Variance (ANOVA) und
anschliessendem Bonferroni-Test fiir multiple Vergleiche iiberpriift. Unterschiede zwischen
zwei Versuchsgruppen wurden mittels ungepaartem Student’s t-Test (T-Test) statistisch getestet.
Die statistischen Auswertungen sowie graphischen Darstellungen wurden unter Zuhilfenahme
der Graph-Pad-Software 5.0 (Graph-Pad, Institute for scientific information, San Diego, USA)

angefertigt.
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7 Ergebnisse

7.1 Histologische Analyse der extrazellularen Matrix
7.1.1 Modulation der Hyaluronsaure-Matrix

Am Beginn der Untersuchungen stand die Quantifizierung der dermalen HA, einem
Polysaccharid mit wesentlicher Bedeutung fiir die Haut und zudem auch mengenmifBig ein
Hauptbestandteil der dermalen EZM (5.1.1). HA wurde mittels eines biotinylierten, an
Hyaluronsédure bindenden Proteins (HABP) gefirbt. Hierbei war die stirkste Firbeintensitét in
der papillaren Dermis zu erkennen (Abb. 7). Die Epidermis zeigte demgegeniiber nur eine
relativ schwache Féarbung. Diese histologische Verteilung von HA innerhalb der erwéhnten

zwei Hautschichten wurde in der Vergangenheit bereits von anderen Autoren beschrieben [4].

Innerhalb der quantitativen Analyse zeigte sich, dass der dermale HA-Gehalt unter intrinsischen
Bedingungen nach 20-wochiger E>-Substitution (X, Ez) sowohl gegeniiber den ovariektomierten
Tieren (X, P), als auch gegeniiber der Kontrollgruppe (S, P) signifikant erhtht war. Die
Depletion von E, mittels X fiihrte demgegeniiber zu einem signifikanten Verlust dermaler HA

unter intrinsischen Bedingungen (Abb. 7).

Unter dem Einfluss der Bestrahlung zeigte sich nach 20 Wochen ein tendenzieller, zur
Kontrollgruppe nicht signifikanter Anstieg des dermalen HA-Gehaltes in allen UVB-
exponierten Gruppen im Vergleich zu den jeweils nicht bestrahlten Gruppen (Abb. 7). Durch
die Substitution mit E» und gleichzeitiger UVB-Exposition manifestierte sich eine weitere
Zunahme dermaler HA im Vergleich zu Kontrollen und X (Abb. 7). Die Gruppe X, E; UVB

wies somit den hochsten HA-Gehalt aller untersuchten Gruppen auf.

Zusammenfassend liel sich zeigen, dass E, sowohl unter extrinsischen, als auch unter
intrinsischen Bedingungen zu einer Augmentation dermaler HA gefiihrt hat, wihrend die X

parallel eine Reduktion dermaler HA bedingte.
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Abbildung 7: Immunhistochemische Hyaluronsiure-Detektion in der papilliren Dermis nach 20 -
wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels ImageJ®: Sham-operierte Tiere mit
Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet
(X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere
mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-
Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Hyaluronsiure
spezifischen Fiarbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke ,100x VergroBerung; (B) Statistische
Auswertung der HA-Akkumulation in der papilliren Dermis nach 20 -wochiger Behandlung, n = 7 Tiere,
* p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; o, p < 0,05 versus X, P; | p < 0,05 versus X, P
UVB.
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7.1.2 Quantifizierung und Alterationen von Biglykan

Nachdem beobachtet wurde, dass eine E>-Substitution zu einer Augmentation dermaler HA
gefiihrt hat, sollte anschlieBend geklidrt werden, ob auch auf der Ebene der SLRP (BGN und
LUM) durch Ez-induzierte Verdnderungen in der Quantitiit dieser EZM-Komponenten auftreten.
Mit dem Antikorper LF159 von Larry Fischer konnte gezeigt werden, dass BGN vermehrt in
der oberen papilliren Dermis als schmaler subepithelialer Saum sowie in direkter Assoziation

mit der Basalmembran auftritt (Abb. 8).

Nach 20 -wochiger Behandlung lie} sich eine mafigebliche Beeinflussung der dermalen BGN-
Expression im intrinsischen Prozess durch E,-Substitution bzw. Depletion beobachten. So fiihrte
die E>-Substitution zu einer signifikanten Zunahme des dermalen BGN-Gehaltes im Vergleich
zur Kontrollgruppe (S, P) und den ovariektomierten Tieren (X, P), wihrend die X im Vergleich
zur Kontrollgruppe (S, P) und den mit Ex-substituierten Tieren (X, Ez) einen signifikanten

Verlust von BGN in den untersuchten Hautschichten zur Folge hatte (Abb. 8).

Unter extrinsischen Bedingungen fiihrte die E»-Substitution ebenfalls zu einer signifikanten
Zunahme des dermalen BGN-Gehaltes im Vergleich zur Kontrollgruppe (S, P UVB) und den
ovariektomierten Tieren (X, P UVB). Im Gegensatz dazu fiihrte die X zwar zu einem Verlust
von BGN, ohne jedoch ein signifikantes Ausmal3 gegeniiber der Kontrollgruppe zu erreichen

(X, PUVB vs. S, PUVB) (Abb. 8).

Dariiber hinaus fiihrte die UVB-Bestrahlung im extrinsischen Prozess der Hautalterung zu einer
signifikanten Zunahme von dermalem BGN gegeniiber den jeweils nicht UVB-exponierten
Gruppen (S, P vs. S, PUVB; X, P vs. X, P UVB; X, E> vs. X, E; UVB). Insgesamt manifestierte
sich so der hochste dermale BGN-Gehalt in der UVB-exponierten und mit Ex-substituierten

Gruppe (X, E; UVB).

Das in der Haut physiologischerweise basal niedrig exprimierte BGN zeigte sowohl nach UVB-
Bestrahlung, als auch im Zuge exogener Substitution mit E> eine starke Anreicherung in der
papilliren Dermis. Dariiber hinaus fiihrte eine FE,-Substitution zu einer deutlichen
subepithelialen Zunahme von BGN mit Ausdehnung auf tiefere Schichten der Dermis (Abb. 8).
Hierbei lies sich quantitativ sowohl intrinsisch als auch extrinsisch eine Verdopplung des

dermalen BGN-Gehaltes im Vergleich zur Kontrolle validieren (X, E; und X, E; UVB vs. S, P).
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Abbildung 8: Immunhistochemische Biglykan-Detektion in der papilliiren Dermis nach 20 -
wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels ImageJ®: Sham-operierte Tiere mit
Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet
(X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere
mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-
Exposition (X,E2 UVB); (A) Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Biglykan
spezifischen Fiarbung an Hautschnitten von 14 um Dicke ,100x Vergroerung; ( —p) zeigt subepitheliale
Lokalisation von BGN in der Kontrollgruppe S, P, sowie deutliche dermale Zunahme (—) von BGN und
Ausweitung auf tiefere Schichten der Dermis in der Es-substituierten X, E»-Gruppe; (B) Statistische
Auswertung der BGN-Akkumulation in der papilliren Dermis nach 20 -wochiger Behandlung, n = 7
Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; ¢, p < 0,05 versus X, P; W, p < 0,05 versus
X,P UVB.

28



Ergebnisse

7.1.3 Quantifizierung und Alterationen von Lumikan

Neben BGN koénnten auch andere SLRP der dermalen EZM durch E, reguliert werden [70].
Angesichts der wiederholt beschriebenen Kollagendegradation und einer verdnderten
Anordnung kollagener Fasern [42, 71] im Rahmen aktinischer Hautschiden, sowie aufgrund
experimenteller Evidenzen, dass es sich bei LUM um ein PG handelt, welches in Fibrillogenese
und Anordnung der Kollagenfibrillen im extrazelluliren Raum involviert ist [72, 73], wurde im
weiteren Verlauf eine immunhistochemische Farbung fiir das SLRP LUM durchgefiihrt (Abb.
9). Interessanterweise zeigte LUM, dhnlich wie BGN eine vermehrte Akkumulation in der
oberen papilldren Dermis, war jedoch in der Epidermis nicht nachweisbar. Ein subepithelialer

LUM-Saum lieB sich, im Gegensatz zum BGN nicht darstellen.

Ahnlich der dermalen BGN-Akkumulation, zeigte sich unter E, -Behandlung im intrinsischen
Verlauf eine signifikante Augmentation von dermalem LUM gegeniiber den ovariektomierten
Tieren und den Kontrolltieren (Abb. 9). Analog zu diesem Ergebnis wiesen die
ovariektomierten Tiere eine verminderte dermale LUM-Akkumulation auf. Eine signifikante
Reduktion des LUM-Vorkommens durch X konnte gegeniiber der Kontrolle jedoch nicht
festgestellt werden (S, P vs. X, P) (Abb. 9).

Unter extrinsischen Bedingungen fiihrte die E» -Substitution ebenfalls zu einer Zunahme des
dermalen LUM -Gehaltes gegeniiber den ovariektomierten Tieren und den Kontrolltieren (Abb.
9), wihrend keine signifikante Abnahme an dermalen LUM durch die X detektiert werden

konnte.

Zudem zeigte sich sowohl bei den Kontrolltieren (S, P vs. S, P UVB), als auch bei den
ovariektomierten Tieren (X, P vs. X, P UVB) nach 20 Wochen Behandlung ein Anstieg des
dermalen LUM-Gehaltes durch UVB-Bestrahlung. Dieser UVB-induzierte Effekt war zwar
tendenziell auch unter E,-Substitution zu beobachten, erreichte jedoch kein signifikantes

Ausmal (X, E; vs. X, E; UVB).
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Abbildung 9: Immunhistochemische Lumikan-Detektion in der papilliren Dermis nach 20 -
wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels ImageJ®: Sham-operierte Tiere mit
Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet
(X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere
mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-
Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Lumikan
spezifischen Farbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke ,100x VergroBerung; (B) Statistische
Auswertung der LUM-Akkumulation in der papilliren Dermis nach 20 -woéchiger Behandlung, n = 7
Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; ¢, p < 0,05 versus X, P; Il . p <0,05 versus
X,PUVB.
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7.1.4 Quantifizierung und Alterationen von Versikan

Da eine Bedeutung von E, fiir die dermale HA- und SLRP -Expression im Alterungsprozess
verifiziert worden war, stellte sich die Frage, ob auch die hyaluronsiure-bindenden PG durch E
reguliert werden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde mit dem Antikorper LF 99 eine
immunhistochemische Detektion des PG VER durchgefiihrt. VER ist mengenméBig eines der
wichtigsten PG der Dermis [74] und verfiigt gleichzeitig iiber eine spezifische Bindungsstelle
Gl [32] fir HA. Somit sollte evaluiert werden, ob ein Zusammenhang zwischen den

Verdnderungen der HA-Matrix und dem PG VER bestand.

Bei makroskopischer Betrachtung wies die Epidermis den hochsten VER-Gehalt auf (keine
Quantifizierung erfolgt). Im Gegensatz zum hauptsichlich dermalen Vorkommen von BGN und
LUM. Dariiber hinaus konnte VER in geringerer Menge ebenfalls in der papilliren Dermis

nachgewiesen werden (Abb. 10).

Im Fall der mit E,-substituierten Tiere (X, E») zeigte sich unter intrinsischen Bedingungen eine
signifikante Erhohung der VER-Expression im Vergleich zu ovariektomierten Tieren (X, P) und
Kontrollen (S, P). Weiterhin manifestierte sich nach 20-wochiger Behandlung eine signifikante
Reduktion der dermalen VER-Menge durch X im Vergleich zu den mit E, -substituierten Tieren
(X, E2) und den Kontrolltieren (S, P) (Abb. 10).

Unter extrinsischen Bedingungen zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der VER-Akkumulation
bei den Er-substituierten Tieren (X, E; UVB) im Vergleich mit Kontrollen (S, P UVB) und X
(X, P UVB). Der Einfluss einer E>-Depletion fiihrte jedoch - anders als bei HA, BGN und LUM
- im extrinsischen Verlauf trotz UVB-Bestrahlung zu einer signifikanten Abnahme der VER-

Menge in der papilldren Dermis (X, P UVB vs. S, P UVB und X, E; UVB).

Zudem konnte nach 20 Wochen unter UVB-Exposition eine Augmentation von dermalem VER
beobachtet werden, die im Fall der ovariektomierten Tiere (X, P vs. X, P UVB) und der
Kontrolltiere (SP vs. SP UVB) signifikant war. (Abb. 10).
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Abbildung 10: Immunhistochemische Versikan-Detektion in der papilliren Dermis nach 20 -
wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels ImageJ®: Sham-operierte Tiere mit
Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet
(X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere
mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-
Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Versikan
spezifischen Fiarbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke ,100x VergroBerung; (B) Statistische
Auswertung der VER-Akkumulation in der papilldren Dermis nach 20 -wochiger Behandlung, n = 7
Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; W, p < 0,05 versus X, P UVB; ¢, p <0,05
versus X, P.
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7.1.5 Packungsdichte kollagener Fasern

Der Gesamtkollagengehalt der Pridparate wurde mit Hilfe der Picro-Siriusrot-Methode
dargestellt. Hierbei konnte durch spezielle polarisierte Aufnahmen die Packungsdichte dermaler
Kollagenfasern ermittelt werden, so dass neben dem Nachweis quantitativer Alterationen des
Gesamtkollagengehaltes auch Aussagen hinsichtlich morphologischer und qualitativer
Verdnderungen der Kollagenmatrix in diesem Versuchsmodell moglich waren.
Erwartungsgemif [1] war das dermale Kollagen in der Kontrollgruppe (S, P) locker gepackt
und netzartig angeordnet. Die stidrkste Akkumulation manifestierte sich hierbei unmittelbar

subepithelial.

Die im Verlauf der intrinsischen Hautalterung erhobenen quantitativen Daten fiihrten zu dem
Ergebnis einer durch E> gesteigerten dermalen Kollagen-Akkumulation. So liel sich unter E»-
Substitution (X, Ez2) nach 20 Wochen eine signifikante Erh6hung des dermalen Kollagens im
Stratum papillare im Vergleich zu den ovariektomierten Tieren (X, P) und den Kontrolltieren
(S, P) validieren (Abb. 11). Eine E>-Depletion fithrte demgegeniiber im intrinsischen Verlauf zu
einer Reduktion dermaler Kollagene im Vergleich zu den E>-substituierten Tieren, jedoch nicht

gegeniiber den Kontrolltieren (S, P) (Abb. 11).

Im Prozess der extrinsischen Hautalterung fiihrte die UVB-Bestrahlung zu einem Verlust
dermaler Kollagene. Dieser Effekte zeigte sich in allen UVB-exponierten Gruppen im Vergleich
zu den jeweils nicht bestrahlten Gruppen und lies sich durchgehend signifikant nachweisen (S,
P vs. S, PUVB; X, Pvs. X, P UVB; X, E; vs. X, E; UVB). Im Rahmen dieser aktinisch
verursachten Reduktion dermalen Kollagens fiel auf, dass E> dem UVB-Effekt entgegenwirken
konnte. So zeigte sich nach 20 Wochen trotz UVB-Exposition eine signifikante Augmentation
der dermalen Gesamtkollagene unter E>-Substitution (X, E2 UVB). Der dermale Kollagengehalt
dieser Gruppe liberstieg hierbei sowohl den der ovariektomierten Tiere (X, P und X, P UVB),
als auch den der extrinsischen (S, P UVB) und intrinsischen (S, P) Kontrollen (Abb. 11).

Unter dem Einfluss der UVB-Bestrahlung (S, P UVB) reduzierte sich zudem die
Packungsdichte kollagener Fasern und nach 20 -wochiger UVB-Exposition war die papillédre
Dermis bereits auffillig ausgediinnt, so dass von einer Reduktion des Gesamtkollagens
auszugehen war (Abb. 11 und 12). Dariiberhinaus lief3 sich ein optisch deutlicher Dichteverlust
kollagener Fasern in der papilliren Dermis ovariektomierter Méduse validieren unabhingig
davon, ob sie zusitzlich UVB-exponiert waren oder nicht. Die E>-Applikation (X, E> und X, E>
UVB) fiihrte demgegeniiber zu dem morphologischen Erscheinungsbild einer dicht gelagerten,
fast durchgehenden subepithelialen Kollagenschicht, die bei den entsprechenden Préparaten als
eine Art ,,dermaler Coat* imponierte (Abb. 11 und 12).
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Abbildung 11: Quantitative Detektion des Gesamtkollagens in der papilliren Dermis mittels Picro-
Siriusrot-Methode nach 20 -wichiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels Imagel®:
Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P),
Ovariektomierte Tiere mit Er-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische
lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Kolagen spezifischen Firbung im polarisierten Licht an
Hautschnitten von 14 um Dicke ,100x VergroBerung, Rot = Kollagen; (B) Statistische Auswertung der
Kollagen-Akkumulation in der papilldren Dermis nach 20 -wochiger Behandlung, n = 7 Tiere, *, p < 0,05
versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; W, p < 0,05 versus X, P UVB; ¢, p < 0,05 versus X, P; °, p <
0,05 versus X, P; A < 0,05 versus X, Eo.
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Abbildung 12: A-D: Exemplarische Vergleichsaufnahmen der Siriusrot-Firbung der Gruppen S, P
UVB und X, E2 UVB zeigen die Bedeutung von E; wihrend extrinsischer Hautalterung im polarisierten
Licht (A und C), sowie mittels konventioneller Lichtmikroskopie (B und D), 100x Vergréerung; A und
B stellen Gruppe S, P UVB dar, deutlich erkennbar sind die UVB-induzierte, epidermale Akanthose und
dermal betont ausgediinnte Areale ( — ) bei signifikant reduziertem Gesamtkollagen; C und D stellen
Gruppe X, E> UVB dar mit dicht gelagerten dermalen Kollagenfibrillen im Sinne eines fast
durchgehenden, ,papilliren layers* bzw. ,coats* ( —> ); Erst die polarisierten Aufnahmen
verdeutlichen die E, assoziierten Effekte, wihrend die konventionelle Lichtmikroskopie hier keinen
Aufschluss iiber die tatsidchliche Dichte kollagener Fasern geben kann.

7.1.6 Kollagendegradation

Im Rahmen von élteren Untersuchungen [46, 75] konnte gezeigt werden, dass UV-Stress die
Synthese diverser Matrixmetalloproteinasen (MMP-1, MMP-3, MMP-9) hochreguliert und
somit dermale Kollagenfibrillen verstirkt abgebaut werden. Um das AusmalBl dieser
Veridnderungen bzw. Schiadigungen der dermalen EZM genauer zu erfassen, wurde - neben der
durchgefiihrten Bestimmung des Gesamtkollagens mittels Picro-Siriusrot-Firbung - zusitzlich
ein Nachweis der potentiell entstandenen Kollagenspaltprodukte mit einem Antikdrper gegen

kollagene Neoepitope durchgefiihrt.

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass Kollagenspaltprodukte sowohl massiv in der Epidermis,
als auch in geringerem Ausmall in der Dermis entstehen (Abb. 13). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass unabhingig von der jeweiligen Behandlung der Tiere, praktisch in

35



Ergebnisse

jedem Gewebeschnitt zumindest quantitativ geringe Mengen an Kollagenfragmenten vorhanden
waren, so dass deren Entstechung sowohl im Verlauf intrinsischer als auch extrinsischer

Hautalterung als obligat anzusehen ist.

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung zeigte, dass nach 20 Wochen Behandlung
in allen UVB-exponierten Gruppen eine signifikante Zunahme dermaler KF im Vergleich zu
den jeweils nicht bestrahlten Gruppen detektierbar war (Abb. 13). Neben einer massiven
Degradation von dermalem Kollagen durch UVB- Exposition, wirkte zudem auch die
durchgefithrte OVX als Induktor der Kollagenfragmentierung. Dieser Effekt konnte jedoch
sowohl wihrend intrinsischer, als auch wéhrend extrinsischer Hautalterung (Abb. 11) nur in der
Tendenz und nicht signifikant gegeniiber den Kontrolltieren (S, P und S, P UVB) gezeigt
werden. Demgegeniiber wurde die Entstehung von Kollagenspaltprodukten unter Applikation
von E; sowohl im intrinsischen, als auch im extrinsischen Verlauf signifikant gegeniiber den
ovariektomierten Tieren (X, P und X, P UVB) und den Kontrolltieren (S, P und S, P UVB)
reduziert. Interessanterweise war der Effekt einer exogenen E,-Applikation im extrinsischen
Verlauf derart ausgeprigt, dass sie der UVB-bedingten Entstehung von KF entgegen wirken
konnte. Die Gruppe X, E> UVB wies hierbei einen signifikant geringeren Gehalt an KF als die
Gruppen S, P; S, P UVB und X, P UVB auf, so dass die Anzahl kollagener Neoepitope hier
sogar unter der des intrinsischen Kontrollniveaus (S, P) lag (Abb. 13). Zusammenfassend zeigte
sich, dass E> in diesem Versuchsmodell auf der einen Seite die Menge des Gesamtkollagens
steigern und auf der anderen Seite die Entstehung biochemisch aktiver KF inhibieren kann.
Beide Effekte manifestierten sich sowohl bei endogen als auch bei exogen gealterter Haut,

schienen jedoch im extrinsischen Verlauf quantitativ ausgeprigter zu sein (Abb. 11-13).

36



Ergebnisse

B 100-
Q4
S 80-
K_U
L —
gg 60
2= T
28 404 v
U e
o
oo
= 20 "
=
0~ T
Q Q
= 4 .‘_?’q' a_,g .‘.,? _‘3}"
o |
UVB

Abbildung 13: Immunhistochemische Detektion kollagener Neoepitope in der papilliren Dermis
nach 20 -wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels ImageJ®: Sham-operierte Tiere
mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit E;-
Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte
Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet und
UVB-Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir
Kollagenfragmente spezifischen Fiarbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke ,100x VergroBerung; (B)
Statistische Auswertung der Akkumulation kollagener Neoepitope in der papilliren Dermis nach 20 -
wochiger Behandlung, n = 7 Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus S, P UVB; W, p < 0,05
versus X, P UVB; e, p < 0,05 versus X, P.
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7.1.7 Modifikationen im Proliferationsstatus dermaler Zellen

Zur Abschitzung der ,,Wachstumsfraktion® innerhalb der dermalen Zellen wurde der
Proliferationsmarker Ki67 bestimmt. Die Expression von Ki67, einem groflen mit dem Zellkern
assoziierten Proteindimer in proliferierenden Zellen, erfolgt wéahrend der Mitose, wobei ein
kausaler Zusammenhang zwischen Zellproliferation und der Expression von Ki67 besteht [76].
Ein GroBteil der proliferierenden Zellen war erwartungsgemdf in der Epidermis lokalisiert.
Dariiber hinaus zeigte sich eine deutlich geringere Anzahl proliferierender Zellen in der
papilliren Dermis, sowie innerhalb der retikuliren Dermis in Assoziation mit kleinen

terminalen Kapillaren (Abb. 14).

Unter intrinsischen Bedingungen fiihrte die E>-Substitution (X, E2) nach 20 Wochen zu einem
signifikanten Anstieg der proliferativen Fraktion innerhalb der papilldren Dermis im Vergleich
zu Kontrolltieren (S, P) und ovariektomierten Tieren (X, P). Die ovariektomierten Tiere (X, P)
wiesen dariiberhinaus eine signifikant reduzierte Anzahl proliferierender Zellen im Vergleich

mit der Kontrollgruppe (S, P) auf.

Auch unter extrinsischen Bedingungen fiihrte die E,-Substitution (X, E, UVB) zu einer
erhohten Anzahl dermal proliferierender Zellen im Vergleich zu S, P UVB und X, P UVB und
auch gegeniiber dem intrinsischen Kontrollniveau S, P (Abb. 14). Ovariektomiebedingte
Reduktionen in der Anzahl dermal proliferierender Zellen waren im extrinsischen Verlauf

ebenfalls zu beobachten, jedoch nicht signifikant (S, P UVB vs. X, P UVB).

Die UVB-Exposition ohne Eingriff in den Ostrogenhaushalt fiihrte in der Tendenz zwar auch zu
einer erhohten Anzahl Ki67-positiver Zellen innerhalb der papilliren Dermis, erreichte jedoch

kein signifikantes AusmaB (S, P vs. S, P UVB).

Zusammenfassend zeigte sich somit sowohl im intrinsischen als auch im extrinsischen Verlauf
ein signifikanter Anstieg der Fraktion proliferierender Zellen bei den E,-substituierten Tieren im
Vergleich zu den Kontrollen und den ovariektomierten Tieren. Ebenso verursachte die
Bestrahlung isoliert einen Anstieg der Wachstumsfraktion gegeniiber der jeweiligen

Vergleichsgruppe, der jedoch nicht durchgehend signifikant war.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Detektion Ki67-positiver Zellen in der papilliren Dermis
nach 20 -wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels Zellzdhlung und Angabe relativer
Fraktionen: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X,P), Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet und UVB-Exposition (X,E» UVB) (A) Exemplarische
lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir Ki67-spezifischen Fiarbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke
,100x VergroBerung; (B) Statistische Auswertung der Akkumulation Ki67-positiver Zellen in der
papilldren Dermis nach 20 -wochiger Behandlung, n = 7 Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus
S,PUVB;R . p <0,05 versus X, P UVB; e, p <0,05 versus X, P.
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7.1.8 Quantifizierung inflammatorischer Prozesse

Mit dem Ziel, einen moglicherweise chronologischen Entziindungsverlauf innerhalb der Dermis
zu charakterisieren wurde eine immunhistochemische Farbung mit einem anti-Maus MAC-2-
Antikorper durchgefiihrt. Dieser Antikdrper bindet spezifisch an das 32.000 Dalton grofie
Oberflichen-Antigen MAC-2 auf murinen Makrophagen und Langerhans-Zellen.

Unter intrinsischen Bedingungen und E,-Substitution war das Vorkommen dermaler
Entziindungszellen nach 20 Wochen signifikant reduziert gegeniiber ovariektomierten Tieren
und Kontrollen (X, E> vs. X, P und S, P). Die X fiihrte demgegeniiber zu einem signifikant
erhohten Auftreten MAC-2-positiver Zellen innerhalb der papillaren Dermis (X, P vs. S, P)
(Abb. 15).

Unter extrinsischen Bedingungen zeigte sich bei den Kontrolltieren (S, P UVB) und den
ovariektomierten Tieren (X, P UVB) nach 20 -wo6chiger Behandlung eine signifikante Zunahme
inflammatorischer Zellen innerhalb der papilliren Dermis gegeniiber den jeweils nicht
bestrahlten Gruppen (S, P und X, P). Eine derart erhohte Akkumulation inflammatorischer
Zellen war jedoch in UVB-exponierten und Er-substituierten Tieren nicht nachweisbar (X, E
vs. X, E2 UVB). Die E>-Substitution fiihrte hierbei im extrinsischen Verlauf der Hautalterung zu
einer verminderten Akkumulation dermaler Entziindungszellen, deren Anzahl nach 20 Wochen
signifikant unter der aller anderen bestrahlten Gruppen lag (X, E; UVB vs. S, P UVB und X, P
UVB). Die X fiihrte - wie im intrinsischen Zeitverlauf - nach 20 Wochen zu einer Enthemmung
des Auftretens dermaler Entziindungszellen. Die Effekte von X und UVB-Exposition schienen
sich dabei kumulativ auszuwirken, so dass die Gruppe X, P UVB quantitativ doppelt so viele

Entziindungszellen aufwies wie alle anderen Versuchsgruppen (Abb. 15).

Neben den oben aufgefiihrten quantitativen Ergebnissen zeigten sich bei lichtmikroskopischer
Betrachtung der Priparate zudem vor allem im epidermopapilliren Kompartiment
morphologische Zeichen einer progredienten und inflammatorisch beeinflussten Hautalterung.
So fiel in den mit UVB-bestrahlten Gruppen eine epidermale Hyperproliferation bis hin zur
Akanthose als Regenerationsreaktion auf andauernde Entziindungsprozesse auf, wie von Bdcker
et. al. [77] beschrieben. Des Weiteren konnte nach 20 Wochen Bestrahlung bereits eine partielle

Papillomatose im Sinne einer Vermehrung der dermalen Papillen beobachtet werden.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Detektion MAC-2-positiver Zellen in der papilliren Dermis
nach 20 -wochiger Behandlung: Quantitative Bildauswertung mittels Zellzdhlung und Angabe absoluter
Zellzahlen: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit Ej-Pellet und UVB-Exposition (X,E» UVB); (A) Exemplarische
lichtmikroskopische Aufnahmen der fiir MAC-2-spezifischen Farbung an Hautschnitten von 14 pm Dicke
,100x VergroBerung; (B) Statistische Auswertung der Akkumulation MAC-2-positiver Zellen in der
papilldren Dermis nach 20 -woéchiger Behandlung, n = 7 Tiere, *, p < 0,05 versus S, P; #, p < 0,05 versus
S,PUVB; . p <0,05 versus X, P UVB; ¢, p<0,05 versus X, P.
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7.2 Erfassung funktioneller Hautparameter
7.2.1 Feuchtigkeitsgehalt der Haut

Als gingiger Indikator einer fortgeschrittenen Hautalterung wurde der Feuchtigkeitsgehalt der
Haut iiber eine Erfassung der elektrischen Leitfihigkeit innerhalb der oberen Hautschichten
bestimmt. Hierbei zeigte sich unter intrinsischen Bedingungen keine signifikante Veridnderung
des Hydratisierungsgrades. Weder die durchgefiihrte E,-Substitution, noch die X fiihrten zu
einem verdnderten Feuchtigkeitsgehalt im Vergleich mit der Kontrollgruppe (S, P vs. X, P und
S, P vs. X, E2). Demgegeniiber fiithrte die Beeinflussung des E»-Haushaltes unter UVB-
Exposition zu uneinheitlichen Ergebnissen. Wihrend die Ex-substituierten Tiere und die Sham-
operierten Tiere mit Placebo-Pellets mit einem tendenziell - jedoch nicht signifikant -
erniedrigten Feuchtigkeitsgehalt assoziiert waren (X, Ez> vs. X, E; UVB und S, P vs. S, P UVB),
fiihrte die X zu einer Zunahme der Hydratisierung der Haut, sowohl gegeniiber bestrahlten, als
auch gegeniiber unbestrahlten Sham-behandelten Tieren (X, P UVB vs. S,P UVB; X, P UVB vs.
S, P). Zusammenfassend konnte somit kein einheitlicher Zusammenhang zwischen E; bzw. X
und der Hydratisierung der Haut unter intrinsischen und extrinsischen Bedingungen in diesem

Versuchsmodell detektiert werden (Abb. 16).
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Abbildung 16: Statistische Auswertung des Feuchtigkeitsgehaltes der Haut nach 20 -wochiger
Behandlung: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X,P), Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit Er-Pellet und UVB-Exposition (X,E; UVB); Erfassung der elektrischen
Leitfahigkeit in uS , n = 7 Tiere; *, p < 0,05 versus S, P; Q, p < 0,05 versus X, E> UVB; #, p < 0,05
versus S, P UVB.
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7.2.2 Trans-epidermaler Wasserverlust

Durch Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes wurde ein funktionell
korrespondierender Parameter zu dem bereits dargelegten Feuchtigkeitsgehalt der Haut
analysiert. Im intrinsischen Prozess der Hautalterung stellten sich die nach 20 Wochen
Behandlung detektierten Messwerte als reziprok zu den Ergebnissen der Erfassung des
Feuchtigkeitsgehaltes dar. So hatten die E>-Substitution bzw. -Depletion keinen wesentlichen
Einfluss auf den Wasserverlust der Haut. Demgegeniiber fiithrten jedoch sowohl die E,-
Substitution, als auch die Ex-Depletion im extrinsischen Prozess zu einer Verminderung des
H,O-Verlustes durch Evaporation. Signifikante Unterschiede waren hierbei aber nur im Fall der
ovariektomierten Tiere festzustellen (Abb. 17). Zusammenfassend zeigte sich also, dass die
kutanen Wasserverluste von ovariektomierten Tieren (X, P und X, P UVB) und E-
substituierten Tieren unabhingig von intrinsischem oder extrinsischem Prozess der
Hautalterung in der Tendenz - jedoch nicht signifikant - jeweils unter dem Kontrollniveau (S, P
und S, P UVB) lagen. Ein eindeutig gegenldufiger Effekt einer E>-Substitution oder E»-
Depletion war nicht zu proklamieren. Die UVB-Bestrahlung fithrte zudem zu einem signifikant
erhohten transepidermalen Wasserverlust aller UVB-exponierten Gruppen im Vergleich zu den

jeweils nicht-bestrahlten Gruppen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Statistische Auswertung des transepidermalen Wasserverlustes der Haut nach 20 -
wochiger Behandlung: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit
Placebo-Pellet (X,P), Ovariektomierte Tiere mit Eo>-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet
und UVB-Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P
UVB) und Ovariektomierte Tiere mit Er-Pellet und UVB-Exposition (X,E» UVB); Erfassung der
elektrischen Leitfahigkeit in puS , n = 7 Tiere; *, p < 0,05 versus S, P; H, p < 0,05 versus X, P UVB;‘,
p <0,05 versus X, E; UVB.
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7.2.3 Dehnbarkeit der Haut

Die Dehnbarkeit der Haut wurde durch die Analyse der Viskoelastizitdt charakterisiert. Da das
Vermogen der Haut zu Elevation und Retraktion, welche insgesamt betrachtet die Elastizitit
darstellen, letztendlich wesentlich vom Status der Hydratisierung abhiingt, konnte somit ein
weiterer funktionell wichtiger Parameter der Haut untersucht werden. Unter intrinsischen
Bedingungen fiihrten weder die X, noch die E»-Substitution zu einer signifikanten Verinderung
der Viskoelastizitdt der Haut. Unter extrinsischen Bedingungen zeigte sich demgegeniiber eine
Verminderung der Viskoelastizitdt durch die E,-Substitution im Vergleich zur Kontrolle (S, P
UVB vs. X, E; UVB) und den Sham-operierten Tieren mit Placebo-Pellet (S, P UVB). Die X
fiihrte im Umkehrschluss jedoch nicht zu einer signifikanten Zunahme der Elastizitét (S, P vs.
X, P UVB), so dass ein eindeutiger Zusammenhang zwischen E>-Substitution bzw. E;-Depletion
und der Viskoelastizitdt der Haut nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 18). Analog zu den
Ergebnissen eines reduzierten Feuchtigkeitsgehaltes und erhohten transepidermalen
Wasserverlusten der Haut nach UVB-Bestrahlung (Abb. 16 und 17), war auch die
Viskoelastizitit nach 20 -wochiger Behandlung der Tiere in allen UVB-exponierten Gruppen im
Vergleich zu den jeweils nicht UVB-exponierten Gruppen — mit Ausnahme der
ovariektomierten Tiere (X, P vs. X, P UVB) - signifikant reduziert. Insgesamt waren E,-
bedingte Effekte uneinheitlich, wihrend die UVB-Exposition zumindest in der Tendenz in allen

bestrahlten Gruppen zu einer Verringerung der Elastizitét gefiihrt hat.
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Abbildung 18: Statistische Auswertung der Viskoelastizitit der Haut nach 20 -wochiger
Behandlung: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet und UVB-Exposition (X,E> UVB) ; Angabe in MPa, n = 7 Tiere; *, p
< 0,05 versus S, P; ’, p < 0,05 versus X, E, UVB.
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7.2.4 Dehnsteifigkeit der Haut

Als Gegenstiick zur Viskoelastizitdt wurde die sogenannte Dehnsteifigkeit der Haut quantifiziert.
Diese KenngroB3e reprisentiert die Kraft, welche benétigt wird um die Haut anzuheben und gibt
Auskunft tiber die Harte der oberen Hautschichten im Sinne eines klassischen Indikators einer
progredienten Hautalterung. Im Prozess der intrinsischen Alterung zeigte sich hier eine
signifikante Erhohung der Hautsteifigkeit durch die X (S, P vs. X, P) (Abb. 19). Eine
Beeinflussung der Dehnsteifigkeit durch die E-Substitution lieB sich nicht validieren. Unter
extrinsischen Bedingungen hatte die X ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die
Dehnsteifigkeit der Haut, welche durch die E;-Depletion signifikant erhoht wurde (S, P UVB vs.
X, P UVB). Ein signifikanter Unterschied zwischen E:-substituierten Tieren und Kontrollen
bestand auch unter extrinsischen Bedingungen nicht (S, P UVB vs. E; UVB). Zudem zeigte sich
auf quantitativer Ebene erwartungsgemif eine signifikant erhohte Steifigkeit bzw. Hirte der
Haut in allen UVB-exponierten Gruppen im Vergleich zu den jeweils nicht-exponierten
Versuchsgruppen (Abb. 19). Insgesamt wiesen UVB-exponierte und ovariektomierte Tiere so

den hochsten und damit funktionell ungiinstigsten Hértegrad aller Versuchsgruppen auf.
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Abbildung 19: Statistische Auswertung der Dehnsteifigkeit der Haut nach 20 -wochiger
Behandlung: Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet (S,P), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet
(X,P), Ovariektomierte Tiere mit E,-Pellet (X,E»); Sham-operierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-
Exposition (S,P UVB), Ovariektomierte Tiere mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition (X,P UVB) und
Ovariektomierte Tiere mit E>-Pellet und UVB-Exposition (X,E> UVB); Angabe in MPa pro 1,5 mm
Elevation, n = 7 Tiere; *, p < 0,05 versus S, P; [ B p < 0,05 versus X, P UVB; ‘, p < 0,05 versus X, E>
UVB.
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8 Diskussion

8.1 Charakteristika der intrinsischen Hautalterung
8.1.1 Verlust von Versikan bei konstantem Hyaluronsauregehalt

HA gilt im Hinblick auf Elastizitét, Feuchtigkeitsgehalt, Barrierefunktion und Interaktion mit anderen
EZM-Komponenten als zentrales Molekiil der intakten Dermis [3, 5]. In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich ein im Vergleich zu Vorarbeiten [78] konstanter dermaler HA-Gehalt (S, P) der intrinsisch
gealterten Haut, wihrend von anderen Autoren ein HA-Verlust innerhalb dieses Zeitintervalls
beschrieben wurde [79, 80]. Altersassoziierte Abnahmen des HA-Gehaltes konnten jedoch auf einer
unterschiedlichen Extrahierbarkeit aus verschiedenen Geweben beruhen [81]. Zudem scheint die
Versuchsdauer von Bedeutung zu sein, so dass die durchgefiihrte Behandlung von 20 Wochen zeitlich
nicht ausreichend sein konnte um mogliche Veridnderungen zu determinieren. So konnte
beispielsweise in einer fritheren Studie gezeigt werden, dass ein HA-Verlust z.B. im Modell der
C57/BL6-Mduse bis zu einem Lebensalter von 400 Tagen nicht zu erwarten ist [82]. Diese Ergebnisse
konnten durch einen verlangsamten HA-Turnover in der Dermis im Vergleich zum schnellen,
epidermalen Umsatz, bei verminderter Halbwertszeit des HA-Molekiils begriindet sein [3].
BekanntermaBlen existieren eine enge Kopplung und Interaktion von VER und HA [17, 83]. Zudem
kann VER iiber seine GAG-Seitenketten auch unabhingig von HA direkt an CD44 binden und so
neben einer mechanischen Verbindung auch funktionell unmittelbar mit durch HA induzierten
Effekten interferieren [84]. Das Ergebnis einer intrinsischen Abnahme der VER-Expression (S, P) im
Vergleich zu Vorarbeiten [78] deckt sich mit Beobachtungen anderer Autoren [79, 85]. Auf der einen
Seite fehlt der dermalen HA somit anteilig ein wesentlicher Interaktionspartner und auf der anderen
Seite ist davon auszugehen, dass einem zu erwartenden chronischen HA-Verlust auch zeitlich ein
Vorschub geleistet wird. Die Summe dieser Prozesse gefihrdet letztlich die Integritit der dermalen
EZM, da die Regulation zelluldrer Prozesse sowie die iibergeordnete EZM-Struktur gestort sind [86].
Zudem spielen auch Verinderungen des GAG-Musters der VER- Seitenketten eine Rolle. Sorrell et al.
[87] stellten fest, dass - bei AK-Inkubation - bestimmte Epitope des VER-Molekiils in intrinsisch
gealterter Haut eine verminderte Reaktivitit zeigen. Dies ldsst vermuten, dass neben einer
verminderten Interaktion mit HA auch andere EZM-Molekiile vermindert gebunden werden und die

direkte Interaktion mit Rezeptoren wie CD44 gestort ist.
8.1.2 Konstanter Gehalt von Biglykan und Lumikan

Analog zu den experimentell erhobenen Ergebnissen wurde das Expressionsniveau von BGN wihrend
der intrinsischen Hautalterung - sowohl in vergleichbaren tierexperimentellen Modellen (C57/BL6-
Miuse), als auch innerhalb von Untersuchungen an humanen Gewebeproben - bereits von anderen
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Autoren als weitgehend konstant bezeichnet [74, 82]. Ein BGN-Verlust konnte an humanen
Gewebeproben erst im Alter von iiber 80 Jahren nachgewiesen werden [79]. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass Verluste groBer Chondroitin-Sulfate wie VER den Verlust der kleinen Dermatan-
Sulfate wie BGN iiberwiegen, so dass ein verschobenes Chondroitin-Sulfat - Dermatan-Sulfat
Verhiltnis anzunehmen ist [88]. Jedoch war es bisher weder moglich den exakten Zeitpunkt der
Verinderung dieses Verhiltnisses, noch dessen Konsequenzen fiir die dermale EZM zu ermitteln. Das
Ausmall moglicherweise intrinsisch relevanter Funktionsverluste - wie, die aus BGN-Knockout-
Modellen bekannte mangelhafte Kollagenvernetzung, Hyperelastizitidt und erhohte ZerreiBbarkeit der
Haut [89, 90] ist gegenwirtig unbekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Auch iiber
altersinduzierte Verdnderungen von LUM ist wenig bekannt. Es konnten jedoch eine verminderte
mRNA-Expression, sowie ein reduziertes Vorkommen des LUM-Core-Proteins in der Dermis
nachgewiesen werden [74], so dass generell von einer LUM-Reduktion im intrinsischen Verlauf
ausgegangen wird. Wihrend das Core-Protein in der Lage ist die Synthese von Kollagenen zu
inhibieren, kommt es im Zuge des Knock-Outs im Mausmodell zur Enthemmung der kollagenen
Fibrillogenese. Dermale Kollagenfbrillen sind massiv verdickt, abnorm konfiguriert und besonders
subepithelial irreguldr verteilt, was zu verbreiterten Spaltrdumen fiithrt [91]. Dieser Kollagendefekt
fiihrt zu extrem weicher und fragiler Haut, deren Widerstandskraft um 80 - 90 % reduziert ist, was
iiber den Spannungsverlusten liegt, die bei einem Mangel von anderen SLRP beschrieben wurden
[92]. Es bleibt unklar, inwiefern der hier ermittelte intrinsische LUM-Gehalt dermale Dysfunktionen,

wie eine fehlerhafte kollagene Synthese und abnorme dermale kollagene Netzwerke bedeuten knnte.
8.1.3 Zunahme kollagener Neoepitope bei konstantem Gesamtkollagen

Der Gehalt des dermalen Gesamtkollagens lag im Vergleich zu Vorarbeiten (10-wochige Behandlung)
auf einem konstanten Niveau [78]. Eine reduzierte Synthese der Kollagene, wie beschrieben [93],
konnte somit nicht nachvollzogen werden. Dabei ist zu bedenken, dass ein Verlust dermaler Kollagene
hauptséchlich auf zelluldre Faktoren zuriickgefiihrt wird. So geht man davon aus, dass zum einen die
Kapazitdt dermaler Fibroblasten zur Synthese im Alter abnimmt [93]. Zum anderen nimmt auch die
Anzahl interstitieller Fibroblasten im Alter ab [94]. Diese Prozesse scheinen jedoch im Modell der
skh-1-Mduse bei einem Versuchszeitraum von 20 Wochen nur von begrenzter Bedeutung zu sein. So
konnte mittels Ki67-Firbung gezeigt werden, dass die proliferative Aktivitit dermaler Zellen im
Vergleich zu Vorarbeiten [78] nicht abnimmt, sondern parallel zum Kollagengehalt konstant war.
Demgegeniiber fiihrte der Nachweis von KF zu dem Ergebnis einer erhohten Kollagendegradation im
Vergleich zum Quantifizierungszeitpunkt nach 10 Wochen (eigene Vorarbeiten) [78]. Dieses Resultat
entspricht der Ansicht, dass eine Degradation dermaler Kollagene obligater Teil der Hautalterung ist
und einem physiologischen Turnover entspricht [50, 94]. Somit muss nicht zwingend ein

pathologischer Prozess zu Grunde liegen und es ist denkbar, dass der Abbau von Kollagenen mit dem
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Alter zwar zunimmt, aber nach 20 Wochen noch nicht ausreichend ist um den Gesamtgehalt des

dermalen Kollagens zu verringern.

8.1.4 Alterationen dermaler PG scheinen dem Kollagenverlust und funktionellen
EinbuBen im Verlauf der intrinsischen Hautalterung voraus zu gehen

Sowohl die histologische als auch die funktionelle Analyse zeigten keine beschleunigte bzw.
vorzeitige Hautalterung. Epidermis und Dermis wiesen eine reguldre Struktur auf, ohne - wie von
anderen Autoren beobachtet - eine erhohte Anzahl heterogen, dysmorph verdnderter Zellen
aufzuweisen [95, 96]. Weiterhin war weder die proliferative Aktivitidt dermaler Zellen reduziert, noch
zeigten sich Verinderungen in der Menge MAC-2-positiver Zellen im Vergleich zu Vorarbeiten [78].
Somit scheint die intrinsische Hautalterung im Modell der skh-1-Mdiuse nach 20 Wochen nicht mit
einem Entziindungsprozess oder einer generalisiert verminderten Zellzahl in der Dermis
einherzugehen. Bei Betrachtung der Verluste von VER - sowie der anzunehmenden gestorten
Interaktion mit HA - war davon auszugehen, dass neben einer geringeren Hydratisierungsrate und
erhohtem Wasserverlust, die Elastizitit der Haut vermindert ist [4, 10]. Dies lies sich anhand der
erhobenen Hautparameter nicht nachvollziehen, da keine Ausgangswerte zur Verfiigung standen.
Insgesamt scheinen die dargestellten Alterationen der EZM-Komponenten den funktionellen und

morphologischen Verinderungen zeitlich und moglicherweise auch kausal vorgeschaltet zu sein [97].
8.2 Charakteristika der extrinsischen Hautalterung

8.2.1 Zunahme von Hyaluronsaure und Versikan

Nach 20-wochiger Behandlung lag der HA-Gehalt in der UVB-exponierten Kontrollgruppe (S, P
UVB) iiber dem der nicht bestrahlten Kontrollen (S, P) und auch iiber dem der S, P UVB-Tiere nach
10-wochiger Behandlung [78]. Dieser HA-Anstieg scheint jedoch ein transientes Phdnomen [71] zu
sein, ehe es zur Inhibition der HAS mRna-Expression mit nachfolgender Reduktion des dermalen HA-
Gehaltes kommt [10, 82]. Sowohl Ursache, als auch Effekte der passageren HA-Augmentation sind
unklar. Fine mogliche Erkldrung fiir das unterschiedliche Ausmall dermaler HA-Alterationen nach
UVB-Exposition stellt die Tatsache dar, dass unterschiedliche Bestrahlungsprotokolle verwendet
wurden, die sich in Dauer der Applikation, Dosis und Messintervallen unterschieden. Um valide
Aussagen in Bezug auf Verdnderungen des dermalen HA-Gehaltes im Zuge der extrinsischen
Hautalterung treffen zu konnen, scheint es daher von Néten zu sein zwischen akuten UVB-Effekten
und Langzeitschiden durch UVB zu unterscheiden [98]. Die UVB-Bestrahlung fiihrte zu einer
erhohten dermalen VER-Menge (S, P UVB) im Vergleich zu unbestrahlten Kontrolltieren (S, P). Dies
ist konform mit Untersuchungen, welche ebenfalls einen extrinsisch gesteigerten VER-Gehalt
nachweisen konnten, der mit einer Stress-induzierten Genexpression assoziiert war [85, 99]. In diesem

Zusammenhang wird oftmals die sogenannte ,,solare Elastosis*, als morphologisches Korrelat einer
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dermalen Akkumulation von ELA [100] und VER [17] in aktinisch geschéadigter Haut erwéhnt. Es ist
somit zu unterstellen, dass extrinsisch gealterte Haut nicht von einem erhohten VER-Gehalt profitieren
kann. So wurde durch Hasegawa et. al. [101] gezeigt, dass liber die durch UVB-Bestrahlung
induzierte Expression von MMP-12 das N-terminale Ende des VER-Molekiils zerstort wird. In der
Folge ist die Interaktion mit HA-Polymeren reduziert, was die Integritit der dermalen EZM schadigt.
Interessanterweise ist diese Degradation nur im UVB-exponierten Modell irreversibel, wéhrend
intrinsisch gealterte und N-terminal gespaltene VER-Molekiile eine Restfdhigkeit zur HA-Bindung
haben. Letztendlich konnte so weniger HA gebunden werden, was neben einer verminderten H>O-
Speicherung und Storung der Diffusion von Nihrstoffen und Metaboliten, die mechanische Integritiit
der EZM beeinflussen konnte. Es bleibt fraglich ob die extrinsische Zunahme des dermalen VER-

Gehaltes stressinduziert ist [99], oder ob es sich um eine kompensatorische Hochregulation handelt.
8.2.2 Zunahme von Biglykan und Lumikan

Zum ersten Mal konnte hier gezeigt werden, dass die basal niedrige dermale BGN-Expression der skh-
1-Mduse durch UVB-Exposition gesteigert wird. Ausgehend von der Hypothese einer UVB-bedingten
BGN-Induktion im Zuge entziindlicher Prozesse wurde bereits in Untersuchungen demonstriert, dass
die BGN-Expression nicht konstitutiv erfolgt und zudem mit pathologischen Prozessen wie
Gewebeldsionen assoziiert sein kann. So konnten Wegrowski et. al.[102] nachweisen, dass es sich bei
dem BGN-Gen nicht um reguléres house-keeping-Gen mit kontinuierlicher Expression handelt. Stets
ist eine spezifische Induktion der Transkription notig, welche u.a. iiber die Bindung von IL-6, TNF-a
und NFkB an Promotorregionen des BGN-Gens reguliert wird [103]. BekanntermaB3en stehen diese
Zytokine und Transkriptionsfaktoren in Zusammenhang mit der Induktion und Aufrechterhaltung
entziindlicher Prozesse in diversen Geweben - unter anderem auch der Dermis - [104, 105]. Podskochy
et. al.[106] prasentierten zudem Daten, welche belegen, dass die BGN-mRNA- Expression unter UV-
Bestrahlung der Cornea zunahm, wihrend die BGN-Expression in den Kontrollgruppen niedrig blieb.
Diese Resultate lassen vermuten, dass die durchgefiihrte Bestrahlung moglicherweise unter
Beteiligung der oben genannten Mediatoren eine Entziindung der Dermis verursacht und die BGN-
Expression induziert. BGN ist selber wiederrum in der Lage den Prozess der Inflammation aufrecht zu
erhalten bzw. zu verstirken. Es konnte gezeigt werden, dass 16sliche BGN-Molekiile an TLR-2 bzw. -
4 auf Makrophagen binden und so die Expression von TNF-q, IL-f und MIP-2 induzieren [107].
Unklar bleibt, inwiefern diese Ergebnisse auf extrinsisch gealterte Haut iibertragbar sind und welche
definitive Bedeutung akkumuliertes dermales BGN einnimmt. Interessant ist hierbei die Frage, ob und
inwiefern UVB-Bestrahlung BGN-Molekiile aus dem festen Verbund mit Kollagenen 16sen kann, und
ob die Degradation von Kollagen ausreichend ist, um erhohte Mengen an freiem/I6slichen BGN mit
den oben erwihnten Konsequenzen freizusetzen. Ein Zusammenhang zwischen UVB-Bestrahlung und

Alterationen von LUM konnte bisher weder an skh-1-Mdusen, noch in einem anderen Versuchsmodell
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experimentell evaluiert werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass LUM in adulter Haut, neben
der niedrig- und hochsulfatierten Form, in einer nichtsulfatierten Form vorliegt, welche exklusiv fiir
dieses Organ ist und spezifische Aufgaben als lokales Matrikin iibernimmt [108]. Dariiber hinaus ist
aus Untersuchungen an muriner Cornea bekannt, dass es im Rahmen pathologischer Lisionen zu einer
Akkumulation von niedrigsulfatiertem LUM kommt [109]. Diese LUM-Molekiile sind pro-
inflammatorisch. Sie rekrutieren Makrophagen in pathologisch verdnderte Areale um dann deren
Adhision iiber spezifische Rezeptoren zu fordern [109]. Analog zu Beschreibungen von Kao et. al.
[29] héngt die Bedeutung von LUM im Rahmen pathologischer Prozesse somit unmittelbar mit seinem
Sulfatierungsstatus zusammen. Aufgrund der angefiihrten Untersuchungen kann daher diskutiert
werden, dass die beobachtete Akkumulation von LUM unter UVB-Exposition in erster Linie eine
Zunahme nicht- oder niedrigsulfatierter Molekiile sein kdnnte. Dies kdnnte mit einem progredienten
Entziindungsprozess korrelieren, der wiederum durch die Ergebnisse der durchgefiihrten Detektion

MAC-2-positiver Zellen gestiitzt wiirde.
8.2.3 Kollagenfragmentierung

Die UVB-induzierte Degradation dermaler Kollagene mit der Folge einer irreguldar konfigurierten
EZM und assoziierten funktionellen Konsequenzen gilt als zentrales Element der extrinsischen
Hautalterung [71] und lieB sich auch in den vorliegenden Experimenten zeigen. Es ist davon
auszugehen, dass vor allem die Induktion der MMP 1-; 3-, 9- und 13- unter UVB-Exposition
ursidchlich von Bedeutung ist [110]. Die MMP-Spiegel steigen einerseits in direkter Antwort auf die
Bestrahlung und andererseits im Zeitverlauf als ein prinzipielles Phinomen der Hautalterung [94].
Dong. et. al.[111] konnten zudem zeigen, dass UVB-induzierte DNA-Schiden in Keratinozyten zu
einer Freisetzung bis dato unbekannter Mediatoren fithren, welche die MMP-1 Sekretion in dermalen
Fibroblasten induzieren. Die Reduktion funktionell intakter Kollagene wird zusétzlich aggraviert, da
die dermalen Zellen nicht mehr in der Lage sind extrinsisch geschidigtes Kollagen ,,abzurdumen* und
durch neue Polymere zu ersetzen [48, 51]. Somit nimmt die Fragmentierung dermaler Kollagene zu,
wihrend die Synthesekapazitit dermaler Fibroblasten unter UVB-Einfluss abnimmt [112]. Neben der
verminderten Menge dermalen Gesamtkollagens konnte erwartungsgemifl [45, 113] parallel das
erhohte Auftreten kollagener Spaltprodukte eruiert werden. Diese KF fithren dazu, dass die mit jeder
UVB-Exposition wiederholten Schidigungen der dermalen Matrix nur unzureichend behoben werden
[51, 63], da ein Kontakt von KF und Fibroblasten die Synthese der Prokollagene inhibiert [113], so
dass eine Reparatur via Neusynthese de facto ineffektiv wird. Weiterhin ist bekannt, dass proteolytisch
gewonnene KF zu einer starken Aktivierung von NFkB fiihren [114], wodurch die Freisetzung von
MMP -1 und -3 induziert wird und Entziindungsmediatoren wie IL-1, IL-6 und TNF-a freigesetzt
werden [105]. Insgesamt resultiert aus diesen Prozessen eine kumulative, irreversible Schidigung der

dermalen kollagenen Matrix und ein sich selbst unterhaltender Zyklus aus MMP-Induktion und
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Kollagendegradation ohne die Fihigkeit, die notwendigen Mechanismen von Reparatur und

Neusynthese initiieren zu kénnen.

8.2.4 UVB-Exposition fuhrt zur Verminderung der Elastizitdt der Haut bei erhéhtem

Wasserverlust und induziert einen kutanen Entziindungsprozess

Die Analyse der Hautparameter lie3 auf eine nachhaltige St6rung der Integritéit der Haut schlieBen. So
fiihrte die UVB-Exposition zu einer reduzierten Elastizitit und erhohter Dehnsteifigkeit, bei
gleichzeitig gesteigertem TEWL der Haut. Analoge Ergebnisse wurden im Rahmen vergleichbarer
Bestrahlungsintensititen im Mausmodell beschrieben [115-117]. In weiteren Experimenten wurde
zudem nachgewiesen, dass eine einmalige, kurzfristige Bestrahlung nicht ausreichend ist um den
TEWL zu steigern, sondern dies nur iiber repetitive UVB-Exposition erreicht werden kann [118], was
die Hypothese einer manifesten Schidigung nach 20-wochiger Behandlung unterstiitzt. Trotz
unverminderter Hydratisierungsrate und nicht reduziertem HA-Gehalt war die Haut nicht mehr in der
Lage physiologisch ausreichende Mengen H,O zu speichern. In der Vergangenheit wurde dieser
Effekt hauptsidchlich auf eine durch UVB induzierte Stérung der epidermalen Barrierefunktion
zurlickgefiihrt [119, 120]. Die Rolle der Dermis fiir die Barrierefunktion der Haut stand demgegeniiber
kaum im Fokus der Forschung. Interessanterweise konnten jedoch strukturelle und funktionelle
UnregelmiaBigkeiten im Bereich der dermo-epidermalen Verbindungszone und der Basallamina im
Zuge der Hautalterung gezeigt werden [121], welche mit Ausnahme der Verluste von Kollagen Typ
VII [43] und Fibrillinfasern [122] mechanistisch unklar sind. Es stellt sich in diesem Zusammenhang
die Frage, ob und in wie weit neben HA und VER auch BGN und LUM in die Prozesse der Regulation
der Barrierefunktionen der Haut involviert sein kénnten, da beide SLRP - wie unter (7.1.2 und 7.1.3,
Abb. 8 und 9) beschrieben - insbesondere subepithelial und in der papilldren Dermis nachgewiesen
werden konnten, und ihre Akkumulation im extrinsischen Verlauf nachweislich modifiziert wurde.
Entgegen der Ansicht, dass eine chronische UVB-Exposition mit einer Immunsuppression einhergeht
[123], ist es mittlerweile akzeptiert, dass eine ldngerfristige UVB-Bestrahlung - wie die
Akutexposition - zu einer kutanen Inflammation fiihrt [43, 124]. So wurde eine Infiltration von
Mastzellen, Makrophagen, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in die Dermis extrinsisch
gealterter Miuse nachgewiesen [75, 125-127]. Es ist denkbar, dass die Rekrutierung von
Entziindungszellen die Struktur und Funktion von EZM-Molekiilen unmittelbar beeinflusst [124].
Zudem sezernieren Mastzellen und Makrophagen weitere Entziindungsmediatoren (TNF-o, PGE,, IL-
1B, IL-6), die u.a. unter Beteiligung des Transkriptionsfaktors NFkB eine Modifikation verschiedener
Komponenten der EZM bedingen kénnen [105, 126, 128, 129]. Dariiber hinaus wird die Synthese von
Proteinasen und MMP induziert, welche wiederum Kollagene und PG im Entziindungsgebiet

degradieren [63, 124] und so die Hautalterung beschleunigen konnen.
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8.3 Rolle von Ostrogenen im zeitlichen Verlauf der Hautalterung

8.3.1 Ostrogen erhoht Hyaluronsidure und Versikan wihrend intrinsischer und
extrinsischer Hautalterung

Ein erhohter dermaler HA-Gehalt unter E,-Substitution (7.1.1) wurde bereits mehrfach
iibereinstimmend beobachtet [61, 130]. Es ist davon auszugehen, dass E> die HA-Synthese iiber einen
Eingriff in die transkriptionelle Regulation der HAS-Isoformen induziert, so dass ein paralleler
Anstieg von HA und HAS-Expression eruiert wurde [61]. Einhergehend mit der Akkumulation von
HA war die Dermis der Ej-substituierten Tiere in den vorliegenden Untersuchungen sowohl unter
intrinsischen, als auch unter extrinsischen Bedingungen durch eine erhohte Anzahl proliferierender
Zellen sowie einen erhohten Kollagengehalt charakterisiert [12]. Demgegeniiber fiihrte die X zu einer
Abnahme von dermaler HA, Gesamtkollagen und proliferativer Kapazitét. Dies ldsst vermuten, dass
Verinderungen der erwédhnten Parameter unmittelbar mit der Menge an HA assoziiert sein konnten. Es
ist bekannt, dass HA-Verluste eine Stérung des Stoff- und H,O-Transportes zwischen Dermis und
Epidermis bedingen koénnen, was in der Folge zu typischen Alterserscheinungen wie Faltenbildung
und H>O-Verlust fiihrt [10, 54]. Es kann diskutiert werden, dass die Haut der Mduse von dem erhohten
HA-Gehalt und der Erhaltung der extrazelluliren Mikroumgebung unter Behandlung mit E» prinzipiell
,profitieren” kann, auch wenn die Analyse der Hautparameter dies funktionell nicht wiederspiegeln
konnte. Interessanterweise scheint der E»-Effekt auf die HA-Synthese zusitzlich vom Faktor der
Bestrahlung beeinflusst zu werden. So wiesen die Tiere mit E>-Substitution und UVB-Exposition den
hochsten HA-Gehalt aller Gruppen auf. Es erscheint denkbar, dass speziell im Rahmen der
extrinsischen Alterung die HA-Synthese hochreguliert wird um Schiden der dermalen EZM und ihrer
Organisation zu reduzieren. So lies sich evaluieren, dass E. die Freisetzung von EGF aus
Keratinozyten wihrend der extrinsischen Hautalterung induziert, was dann wiederrum die Menge an
dermalem HA steigern kann [78, 131-134]. Dariiber hinaus existieren Hinweise fiir eine
wechselseitige Beeinflussung von HA und E,. Demzufolge induziert Es nicht nur die HA-Synthese,
sondern HA bewirkt iiber CD44 und ERK2 eine Phosphorylierung und Aktivierung von Eo-
Rezeptoren, so dass Er-Effekte vermittelt bzw. verstirkt werden [135]. Sowohl intrinsisch als auch
extrinsisch konnte eine gesteigerte Expression von VER demonstriert werden. Die isolierte UVB-
Exposition fiihrte ebenfalls zu einer Erhohung des dermalen VER. Es kann spekuliert werden, dass
VER - unter dem Einfluss der durch UVB vermehrt synthetisierten MMP - N-terminal degradiert wird,
so dass die Fahigkeit zur direkten Interaktion mit HA irreversibel gestort ist [101]. In der Konsequenz
ist von einem funktionellen VER-Verlust auszugehen. Unter dieser Annahme konnte eine Eo-
Substitution die Anzahl intakter VER-Molekiile erhohen und die Integritit der HA-VER-Matrix
bewahren [78, 134]. E> wurde als potenter Induktor der VER-Synthese in verschiedenen Geweben

beschrieben [136], ohne dass bisher konkrete Daten im Zusammenhang mit der Hautalterung erhoben
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wurden. Untersuchungen an Gewebeproben der Haut haben jedoch gezeigt, dass neben Interaktionen
mit einer Vielzahl von EZM-Molekiilen, v. a. die direkte Bindung von VER an HA-Molekiile von
wesentlicher Bedeutung ist [31, 99]. Sie trigt zum Aufbau hochmolekularer EZM-Netzwerke und der
Etablierung eines definierten perizelluliren Milieus mit optimalen Bedingungen fiir zelluldre Prozesse
bei [32, 137]. Zudem ist bekannt, dass VER auch direkt an den HA-Rezeptor CD44 binden kann und
so zusitzlich die Integritit der HA-Matrix stabilisiert [84]. Dariiber hinaus konnte VER in proliferative
Prozesse innerhalb der Dermis involviert sein. In diesem Kontext wurde beschrieben, dass in stark
proliferierenden Geweben - bedingt durch den Einfluss von Mediatoren wie PDGF und TGF-f - eine
gesteigerte VER-Expression zu erwarten ist [138]. Gleichzeitig fungiert VER selber als Mitogen und
induziert proliferative Prozesse [139]. In der Konsequenz konnte die E>-induzierte VER-Synthese eine
gesteigerte zelluldre Proliferation bedeuten, wie die Detektion Ki67-positiver Zellen nahe legt (7.1.7,
Abb. 14). Es ist moglich, dass iiber eine Proliferationssteigerung einer zunehmenden zelluldren
Dysfunktion und damit einer Atrophie der Haut im Verlauf der extrinsischen [63, 127] bzw.
intrinsischen Hautalterung [140] zumindest anteilig entgegengewirkt werden kann. Nichtsdestotrotz ist
die Komplexitidt der Bedeutung dermaler VER-Molekiile in die Interpretation der beschriebenen
Resultate einzubeziehen. Vor allem die wiederholt beschriebene Akkumulation von VER innerhalb
entziindlicher Gewebsareale [32, 141], sowie im Zuge kutaner Tumorgenese [142] sind zu nennen und

erfordern eine kritische Betrachtung der durch E;-vermittelten Erhhung des dermalen VER-Gehaltes.

8.3.2 Ostrogen erhoht Biglykan und Lumikan wahrend intrinsischer und extrinsischer
Hautalterung

Durch die Substitution mit exogenem E> war es moglich eine Erhohung von dermalem BGN und LUM
zu validieren [131, 132]. Beziiglich der Rolle von BGN in der Haut wurden bislang jedoch weder ein
moglicher Zusammenhang zwischen UVB und BGN, noch eine mogliche Interaktion zwischen E; und
BGN untersucht. In Ubereinstimmung mit der Literatur ist eine repetitive UVB-Exposition iiber einen
Zeitraum der hier durchgefiihrten Bestrahlung als Ausloser einer kutanen Entziindung mit massiver
Gewebeschidigung anzunehmen [63, 124]. Interessanterweise existieren jedoch Untersuchungen, in
welchen eine erhohe BGN-Expression nicht nur im Prozess der unmittelbaren Entziindung, sondern
auch im Zuge nachfolgender Gewebereparaturen demonstriert werden konnte. Sowohl Siméon et. al.
[143], als auch Hunzelmann et. al. [24] zeigten eine zeitlich verzogerte Zunahme von BGN nach
willkiirlicher Induktion von Gewebeverletzungen in dermalen Fibroblastenkulturen bzw. im Modell
der Ratte. Diese Beobachtung ist vereinbar mit dem Ergebnis eines Anstieges von BGN nach 20-
wochiger Bestrahlung. Die Autoren gehen hierbei ursidchlich von einer modifizierten EZM-Regulation
aus. Demzufolge konnte es sich im Hinblick auf die extrinsische BGN-Akkumulation im Modell der
skh-1-Mduse nicht nur um eine Beteiligung an Entziindungsvorgiingen, sondern auch um Prozesse der

Gewebereparatur und -Regeneration handeln. Weiterhin ist bekannt, dass BGN-Molekiile iiber eine
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spezifische Bindungsstelle die dermalen Hauptkollagene Typ I und III binden und so die Stabilitét der
EZM beeinflussen [20]. Diese Tatsache und der Nachweis einer E; induzierten Kollagensynthese [41,
60] legen einen Zusammenhang zwischen Kollagengehalt und BGN-Synthese unter E;-Einfluss im
Verlauf der Hautalterung nahe. Zudem konnte in anderen Geweben eine Augmentation von BGN
durch Applikation von E; nach X demonstriert werden [144]. Ob und inwiefern die Dermis von dem
erhohten BGN-Gehalt profitiert, ist fraglich. In der Theorie konnte die Induktion der BGN-Expression
durch E> zumindest dem beschriebenen intrinsischen BGN-Verlust entgegenwirken und so die
Struktur und Funktion der dermalen EZM positiv beeinflussen [79, 89]. Neben BGN wurde mit LUM
ein weiteres Zielmolekiil Ostrogener Wirkungen detektiert. So fiihrte die E>-Substitution unter
intrinsischen Bedingungen zu einem Anstieg von LUM und erhohte das extrinsisch augmentierte
LUM noch weiter. Zwar wurde eine Reduktion der dermalen LUM-Expression durch X von
Markiewicz et. al. [70] validiert, jedoch existieren nur wenige experimentelle Daten beziiglich
moglicher Zusammenhéinge von LUM, UVB und E; im Rahmen der Hautalterung. Interessanterweise
konnte vor kurzem demonstriert werden, dass die Interaktion von LUM mit Kollagenfasern nicht nur
auf einer direkten Bindung und Kontrolle von Fibrillogenese und struktureller Kollagenanordnung
beruht [145], sondern iiber diese Interaktion zudem protektive Aufgaben iibernommen werden. LUM-
Molekiile konnen dimerisieren und sitzen in dieser stabilen Konformation den Fibrillen vom Typ I und
II direkt auf. Dies fiihrt dazu, dass Kollagene durch sterische Abschirmung vor der Proteolyse durch
MMP-1 und -13 geschiitzt sind [146]. Da die Dermis hauptsidchlich aus Typ I Kollagen besteht [17]
und bei skh-1-Mdiusen die kritische Hochregulation von MMP-1 und -13 im Rahmen der extrinsischen
Hautalterung bekannt ist [45], konnte die E,-vermittelte Erhohung des dermalen LUM in diesem
Zusammenhang einen effektiven Schutzmechanismus darstellen. Dariiber hinaus wurde bereits -
dhnlich der Rolle von BGN - von einer reaktiven LUM-Erhohung im Rahmen von
Wundheilungsvorgiingen und damit assoziierter zelluldrer Proliferation berichtet [29]. Analog dazu
wurde eine durch Ej-vermittelte Forderung der kutanen Wundheilung durch beschleunigte EZM-
Deposition nachgewiesen [60]. Moglicherweise sind LUM und BGN hierbei kausal involviert, da dass
unter E>-Einfluss sezernierte TGF-B [147] die Synthese beider Molekiile induzieren kann und in
Modellversuchen humaner Wundheilungsprozesse parallel zu den zwei genannten SLRP in erhthtem
Mal nachgewiesen werden konnte [148]. Neben reparativen und protektiven Effekten von BGN und
LUM darf die pro-inflammatorische Funktion dieser zwei Molekiile, die vermutlich extrinsisch von
Bedeutung ist [107, 109], nicht auBer Acht gelassen werden. Unter Substitution mit E> kam es jedoch
nicht zu einer vermehrten Rekrutierung von Entziindungszellen in die Dermis, so dass in dem
beschriebenen Versuchsablauf eine Stimulation pro-inflammatorischer Effekte durch die SLRP bei

gleichzeitiger E»>-Applikation nicht anzunehmen ist.
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8.3.3 Ostrogen steigert den dermalen Gesamtkollagengehalt und inhibiert dermale
Kollagenfragmentierung

Ein stimulierender Einfluss von E, auf den dermalen Kollagengehalt konnte wiederholt gezeigt
werden [56, 149]. Auch innerhalb der vorliegenden Experimente war das exogen applizierte E, in der
Lage dermales Gesamtkollagen sowohl unabhingig von UVB, als auch bei Bestrahlung zu erhéhen
(7.1.5 und 7.1.6) und so einer Abnahme der Hautdicke und anzunehmenden assoziierten funktionellen
Verlusten [54] entgegen zu wirken. Prinzipiell sind zwei Mechanismen denkbar, welche zu einer
Augmentation dermaler Kollagene fithren konnten: Fine gesteigerte Neusynthese [57], sowie eine
Inhibition der Proteolyse durch MMP [55]. Untersuchungen von Rittié et. al. [57] legen nahe, dass im
Verlauf der intrinsischen Alterung v.a. die Neusynthese von Bedeutung ist. So konnte bei humanen
Probanden bereits nach wenigen Tagen E>-Applikation eine erhdhte Expression der Prokollagene Typ
I und III nachgewiesen werden, wihrend zu diesem Zeitpunkt noch kein diesbeziiglicher Effekt im
extrinsischen Verlauf evaluiert wurde. Auf der anderen Seite ist bekannt, dass iiber eine durch E;-
induzierte Inhibition der MMP-Aktivitit das Auftreten von dermalen KF vermindert werden kann [55,
60]. Auch dieser Effekt lies sich validieren. Auffillig war hierbei eine mehrwochige Latenzzeit. Erst
zum Quantifizierungszeitpunkt nach 20 Wochen war die Akkumulation von dermalen KF im
Vergleich zu Voruntersuchungen (10-wochige Behandlung, Daten nicht gezeigt) reduziert. Auch der
Gesamtkollagengehalt war erst nach 20 Wochen erhoht. Dies legt einen moglicherweise kausalen
Zusammenhang zwischen E», Kollagen-Gehalt und -Degradation nahe und unterstiitzt die Theorie
einer untergeordneten Bedeutung der Neusynthese im Verlauf der extrinsischen Hautalterung [57]. KF
konnen zudem eine Hemmung der HA-Synthese durch Herabregulation der HAS-2 Expression
bewirken [114]. Somit ist denkbar, dass beschriebene Verluste dermaler HA - zumindest teilweise -
auch iiber eine, UVB-induziert erhohte MMP-Aktivierung und Kollagenfragmentierung mit Inhibition
der HA-Synthese vorangetrieben werden konnten. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente
weisen darauf hin, dass diese Prozesse durch E,-Substitution verhindert bzw. verlangsamt werden
konnten. Zusammenfassend erlauben die beschriebenen Ergebnisse die Schlussfolgerung, dass der
Abnahme des Kollagengehaltes und damit assoziierter Atrophie der Haut im intrinsischen Prozess der
Hautalterung [40] durch eine via E>-Substitution induzierte gesteigerte Neusynthese entgegengewirkt
werden kann, wihrend unter UVB-Exposition und ausgedehnter Proteolyse von Kollagen [150]

vermutlich die Inhibition der MMP im Vordergrund steht.
8.3.4 Ostrogen wirkt anti-inflammatorisch und férdert dermale zellulédre Proliferation

Verdnderungen der proliferativen Kapazitit dermaler Zellen, sowie die Rekrutierung von
Entziindungszellen sind zum einen entscheidende Begleitfaktoren altersassoziierter Verdnderungen
und zum anderen durch E; beeinflusste Prozesse [54, 60]. In der Vergangenheit konnte der Einfluss
von E; hauptséchlich auf die Proliferation epidermaler Zellen nachgewiesen werden [60], wihrend der
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Fokus - innerhalb der Dermis - eher auf Modifikationen der Synthese von HA und Kollagen, als auf
Veridnderungen der numerischen Zellzahl bzw. proliferativen Prozessen lag [151]. Sowohl wihrend
intrinsischer, als auch wihrend extrinsischer Hautalterung fiihrte die E>-Applikation zu einer erhohten
Fraktion proliferierender Zellen in der Dermis. Dies konnte einem numerischen Verlust dermaler
Fibroblasten und nachlassender Synthesekapazitit wihrend der intrinsischen Hautalterung entgegen
wirken [140]. Beziiglich des Proliferationsmusters im Zuge extrinsischer Schidigungen konnte kein
generalisierter Zellverlust gezeigt werden [40, 43]. Es wurde vielmehr eine Erhohung der
Fibroblastenzahl mit modifiziertem Phénotyp, verdnderten biosynthetischen Eigenschaften und
verminderter Adhirenz an EZM-Molekiile beschrieben [152]. Es ist denkbar, dass E; nicht nur die
Anzahl dermaler Fibroblasten erhoht, sondern moglicherweise auch die Menge funktionell intakter
Zellen im extrinsischen Verlauf steigern kann. Letztendlich sind zelluldre Proliferation und Synthese
von EZM-Komponenten unter E>-Einfluss als sich gegenseitig beeinflussende Vorgéinge zu verstehen
[54]. So kann E; in vivo und in vitro - u.a. in dermalen Fibroblasten - die Freisetzung von TGF-§3
induzieren [153], was zu einer gesteigerten Synthese von HA, BGN, LUM und Kollagen fiithren kann
[103, 154-156]. Bei Applikation von E, und TGF-B-Antagonisten in vitro blieb der Effekt auf die
EZM-Synthese weitestgehend aus, was auf eine wesentliche Bedeutung der TGF-B-Signaltransduktion
in diesem Zusammenhang hinweist [157]. Auf der anderen Seite sind die oben erwédhnten EZM-
Molekiile in der Lage reziprok die Proliferation von dermalen Fibroblasten zu stimulieren [12, 29, 32].
Diverse Untersuchungen konnten anti-inflammatorische Effekte von E; in der Haut zeigen [33, 60].
Einhergehend mit diesen Resultaten wies die Dermis im Zuge der E>-Substitution eine verminderte
Anzahl MAC-2-positiver Zellen auf. Im Gegensatz dazu fiihrte die X zu einer gesteigerten zellulidren
Infiltration. Dies konnte u.a. durch eine Beeinflussung der Zytokinmuster von Fibroblasten und
Entziindungszellen bedingt sein und iiber den ER-B-Rezeptor vermittelt werden [78, 158]. Kanda et.
al.[60] konnten zeigen, dass E, die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (u.a. CXCL-8, CXCL-
10, CLL-5, IL-12) inhibiert, die APC-Aktivitt senkt und die Freisetzung von immunsupprimierendem
IL-10 verstdrkt. Dariiber hinaus ist bekannt, dass E» die NFxB-Produktion muriner Makrophagen
hemmt [159], was neben einer verminderten Sekretion von Entziindungsmediatoren die MMP-
Aktivitit senken und so zu einer gesteigerten HA-Synthese fithren konnte. Dariiberhinaus konnte
gezeigt werden, dass makroskopisch intakt erscheinende, aber extrinsisch gealterte Haut bereits von
Entziindungszellen infiltriert ist und morphologisch-histologische Anzeichen einer chronischen
Inflammation aufweist, was nach X noch ausgeprigter war [124]. Folglich ist die Rekrutierung von
Entziindungszellen als frithes Ereignis im Prozess der aktinischen Schédigung anzusehen und die im
Zuge der MAC-2-Detektion erhobenen Ergebnisse deuten in diesem Kontext an, dass E, eine

Progression der Hautalterung potentiell effektiv verhindern koénnte.
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9 Schlussfolgerungen

Vergangene Arbeiten [63, 160] haben gezeigt, dass Alterationen der dermalen EZM eine
Schliisselrolle in der Pathogenese und Progression der Hautalterung spielen. So liegen sowohl
der intrinsischen/chronologischen, als auch der extrinsischen/aktinischen Hautalterung
histologische und ultrastrukturelle Verdnderungen definierter PG und Kollagene zugrunde. In
der vorliegenden Studie konnten zum ersten Mal systematische Zusammenhinge zwischen
verschiedenen Spiegeln des Hormons E, und altersassoziierten EZM-Modifikationen aufgezeigt
werden. So fithrte E> zu einer gesteigerten Synthese diverser Matrixkomponenten (HA, BGN,
LUM, VER, Kollagen), bei antiinflammatorischen Effekten, gesteigerter Proliferation und
Inhibition der Entstehung von Kollagenfragmenten. Es ist anzunehmen, dass somit der Status
sowohl intrinsisch, als auch extrinsisch gealterter Haut verbessert wird. Interessanterweise
werden im Rahmen diverser anti-aging-Konzepte HA und Kollagene inzwischen sowohl
intrakutan injiziert, als auch topisch aufgetragen ohne deren genaue Rolle wihrend der
Hautalterung zu kennen. Analog dazu haben Studien wie die Women's-Health-Initiative Studie
(WHID) [161] und die Million-Women Studie [162] gezeigt, dass eine hochdosierte perorale
Behandlung mit E> im Rahmen einer Hormonersatztherapie (HRT) nicht durchgefiihrt werden
sollte, da sie die Inzidenz von Mammakarzinomen, Herzinfarkten und Schlaganfillen erhohen.
Die vorliegende Arbeit und die durchgefiihrte systemische Behandlung mit E, sind daher als
grundlagenwissenschaftliche Ansdtze zu verstehen, auf deren Basis in Zukunft eine
transdermale bzw. lokale Applikation von E: als therapeutische Option in Betracht gezogen
werden konnte, falls die in dieser Arbeit untersuchten, durch E, induzierten Effekte auf die
EZM der Haut eine klare Verbesserung der im Rahmen der Hautalterung auftretenden
destruktiven Effekte zeigen. Dies bleibt zumindest bei Betrachtung der hautphysiologischen
Parameter nach 20-wochiger Eo-Substitution fraglich und erfordert weitere Untersuchungen.
Nichtsdestotrotz scheint es im Gegensatz zur systemischen Therapie bei einer transdermalen
Anwendung von E, keinen hepatischen ,first-pass-Effekt* mit konsekutiver Induktion von
Gerinnungsfaktoren in der Leber zu geben [163]. Dies konnte einer der Faktoren sein, der eine
topische und ggfs. auch ldngerfristige E>-Anwendung aufgrund fehlender unerwiinschter

systemischer Nebenwirkungen in Zukunft attraktiv und sinnvoll macht.
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