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Zusammenfassung 

I 

Zusammenfassung 

Demographische Veränderungen des durchschnittlichen Lebensalters der Weltbevölkerung und die hier-

mit einhergehenden Herausforderungen führten in den letzten Jahren u.a. zu einem vermehrten wissen-

schaftlichen Bestreben, die der Hautalterung zugrundeliegenden Mechanismen zu erforschen. Bei der 

Hautalterung unterscheidet man zwei verschiedene Formen: die intrinsische und die extrinsische Haut-

alterung. Beide Prozesse sind gekennzeichnet durch ein extensives Remodelling der Haut. Die extrinsi-

sche Alterung wird durch exogene Faktoren wie die UV-Strahlung begünstigt, wohingegen die intrinsi-

sche Alterung sowohl von genetischen, als auch von endokrinen Faktoren, wie dem Östrogen (E₂)- Spie-

gel, beeinflusst ist. Die extrazelluläre Matrix (EZM) spielt eine entscheidende Rolle beim Alterungspro-

zess. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Östrogen modulierend auf die Zusammensetzung der 

EZM wirkt, jedoch sind die genauen Mechanismen bislang unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war 

daher die Evaluation EZM-assoziierter Veränderungen durch Östrogen-Mangel und extrinsische Alte-

rungsprozesse sowie die Untersuchung, inwiefern diese Veränderungen durch eine E₂-Substitution 

und/oder eine UVB-freie Erholungsphase reversibel sind. Hierzu wurde auf molekularer Ebene in einem 

Mausmodell (skh-1-Mäusen) die Expression von Hyaluronsäure (HA), Kollagen, der Proteoglykane 

Versikan, Biglykan und Lumikan sowie zelluläre Prozesse, wie die Inflammation und Proliferation, un-

tersucht. Zudem wurden als funktionelle Parameter der Haut Feuchtigkeitsgehalt, Elastizität und 

transepidermaler Wasserverlust quantifiziert. Der Einfluss von E₂ wurde durch eine bilaterale Ova-

riektomie mit anschließendem Einsatz eines Placebopellets zur Östrogendepletion sowie eine Ova-

riektomie mit anschließender Östrogenpelletimplantation (1,1 µg 17β-Östradiol/kg Maus/Tag) unter-

sucht. Zur Nachstellung einer extrinsischen Hautalterung wurde jeweils die Hälfte der oben genannten 

Tiere über einen Zeitraum von 20 Wochen mit 1,5 MED (80 mJ/cm²) bestrahlt, gefolgt von einer 10-

wöchigen bestrahlungsfreien Periode. Es konnte gezeigt werden, dass UV- Bestrahlung und die damit 

ausgelöste extrinsische Hautalterung auch nach einer Rekonvaleszenz von 10 Wochen noch zu tiefgrei-

fenden Remodellingvorgängen führte. Dies wurde ersichtlich durch einen Verlust von HA sowie einer 

vermehrten Kollagenfragmentierung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe. Die operative Öst-

rogendepletion verstärkte diesen Effekt. Weiterhin zeigte sich eine Akkumulation, verstärkt durch Öst-

rogensubstitution, der Proteoglykane Versikan, Biglykan und Lumikan als Langzeitfolge von chroni-

scher Bestrahlung in den extrinsisch gealterten Gruppen. 

Durch chronische UVB-Bestrahlung erhöhte sich zudem die Proliferationsrate. Außerdem ließ sich eine 

verstärkte dermale Rekrutierung von Entzündungszellen als Zeichen eines protrahierten Inflammations-

geschehens nach Bestrahlungspause nachweisen. Unter Östrogen kam es demgegenüber zwar auch zu 

einer erhöhten Proliferationsrate, jedoch zu einer tendenziellen Verminderung der o. g. Entzündungsre-

aktion. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die UVB-abhängigen Remodellingvorgänge mit einem ver-

minderten Hydratationsgrad sowie mit einem erhöhten transepidermalen Wasserverlust assoziiert wa-

ren. Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit somit gezeigt werden, dass eine chronische 

UVB-Bestrahlung auch nach einer Rekonvaleszenzphase von 10 Wochen zu relevanten Remodelling-

vorgängen in der EZM führte, die u.a. mit einem Verlust von HA und Kollagen sowie mit einem Anstieg 

der Kollagenfragmentierung und einem bis dato unbekannten Anstieg der dermalen Proteoglykane ein-

hergeht. Des Weiteren zeichnete sich ab, dass eine Östrogensubstitution diese Veränderungen beeinflusst 

und ihnen in einem gewissen Maße vermutlich positiv entgegenwirken kann. 
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Einleitung 

1 

1 Einleitung 

1.1 Die Haut 

Die Haut ist mit bis zu 2 m² Fläche das größte Organ des Menschen. Sie stellt eine Begrenzung zur 

Außenwelt dar und erfüllt hierbei zahlreiche wichtige Aufgaben, wie z.B. das Wahrnehmen von Sinne-

sempfindungen, die Ausbildung einer effektiven Schutzbarriere gegen chemische und physikalische 

Reize und den Aufbau einer immunologischen Barriere [1]. Die Haut besteht von innen nach außen aus 

drei Schichten: Subkutis, Dermis und Epidermis (Abb. 1). Zu den integralen Bestandteilen zählen ver-

schiedene Anhangsgebilde wie: Hautdrüsen, Haarfollikel und Nägel [1]. 

 

Abbildung 1: Darstellung der Haut und der Hautschichten anhand eines Beispielbildes der in der Arbeit angefertigten 

Hautpräparaten: Schematischer Aufbau der Haut mit Schichten von oben nach unten: Epidermis, Dermis mit papillärer und 

retikulärer Dermis und Subkutis 

Die Subkutis bildet den Übergang der Haut zu den darunterliegenden Geweben wie Muskeln oder Seh-

nen. Sie besteht hauptsächlich aus lockerem Bindegewebe und regional unterschiedlichen Anteilen von 

Fettgewebe, in das die epifaszialen Leitungsbahnen der Haut zum Schutz eingebettet sind [1]. 

Die darüber gelegene Dermis besteht aus zwei Schichten: der papillären Dermis und der retikulären 

Dermis [1]. Die der Subkutis aufliegenden breite retikuläre Dermis besteht aus einem straffen, geflecht-

artig angeordneten Bindegewebe (BGW). Das BGW besteht hauptsächlich aus Kollagenfasern und elas-

tischen Fasern. In der Tiefe entspringen Schweißdrüsen und Haarfollikel [2]. Die retikuläre Dermis ver-

leiht der Haut ihre mechanische Widerstandsfähigkeit [1]. 
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Die oberflächliche, dünnere papilläre Dermis erstreckt sich über die Räume zwischen den epidermalen 

Reteleisten. Die papilläre Dermis enthält zahlreiche Zellentypen, wie Fibroblasten, Histiozyten, Mast-

zellen und Langerhanszellen [1]. Histiozyten, in ihrer aktiven Form als Makrophagen bezeichnet, pha-

gozytieren u.a. abgestorbene Zellen, Melaninabbaustoffe und Antigene. Langerhanszellen fungieren als 

Antigen- präsentierende Zellen. Mastzellen sind durch die Ausschüttung von Histamin hauptverantwort-

lich für die typischen Entzündungsreaktionen der Haut [1, 2]. Somit spielen die hier genannten Zellen 

eine wichtige Rolle während der Entzündungsvorgänge der Haut und können durch die Anfärbung eines 

Oberflächenproteins der Makrophagen, - Mac2 -, sichtbar gemacht werden. Neben den zellulären Kom-

ponenten besteht die Dermis aus extrazellulärer Matrix, welche ihrerseits durch Fibroblasten syntheti-

siert wird. Die Hauptbestandteile der EZM der retikulären Dermis sind Elastin, Glykosaminoglykane 

(GAG) sowie Proteoglykane (PG) [3].  

Über der Dermis befindet sich die Epidermis. Die Epidermis ist ein zellreiches, mehrschichtig verhorn-

tes Plattenepithel, dass zu 90 % aus Keratinozyten besteht. Über vier Schichten findet eine Differenzie-

rung der Keratinozyten zu Korneozyten statt. Mit der Ausbildung der Korneozyten erfüllt die Epidermis 

ihre wichtigste Aufgabe, die Aufrechterhaltung einer chemischen und mechanischen Barriere gegenüber 

der Umwelt [1, 2]. 

1.2 Extrazelluläre Matrix 

Die EZM stellt ein komplexes Netzwerk von Makromolekülen dar, welche den interzellulären Raum 

ausfüllen und den größten Volumenanteil innerhalb der Binde- und Stützgewebe einnimmt. Die EZM 

besteht hauptsächlich aus fibrillären Proteinen wie Kollagen und Elastin sowie aus Glykosaminoglyka-

nen (GAG) und Proteoglykanen (PG) [1]. Neben ihrer stabilisierenden Funktion spielt sie eine Rolle in 

zahlreichen zellulären Prozessen, wie der Proliferation, Adhäsion und Migration [4-6].  

1.2.1 Hyaluronsäure 

Hyaluronsäure (HA) ist ein Hauptbestandteil der EZM und zählt zur Gruppe der GAG. GAG nehmen 

den weitaus größten Anteil innerhalb der EZM ein. Aufgebaut sind GAG aus sich stetig wiederholenden 

Disaccharideinheiten, bestehend aus einem Aminozucker und einer Uronsäure. HA besteht dementspre-

chend aus einer sich wiederholenden Sequenz der Dissacharideneinheit N- Azetyl- Glukosamin und 

Glukuronsäure, welche β-glykosidisch miteinander verknüpft sind (Abb. 2) [7]. 

 

Abbildung 2: Struktureller Aufbau eines Hyaluronsäure- Disaccharides. Hyaluronsäure besteht aus sich wiederholenden 

Disaccharid [-β (1, 4)- Glukuronsäure- β (1,3 )- N- Azetylglukosamin-]ⁿ Einheiten modifiziert nach Kapoor et al [8]. 

Der HA-Gehalt der Haut unterliegt lokalen Schwankungen. In der Epidermis ist sie nur im Stratum 

Spinosum und im Stratum Basale anzutreffen, in der Dermis hingegen ist sie reichlich vorhanden [9, 

10]. HA übernimmt neben Kollagen viele mechanische und biochemische Aufgaben. Dazu zählt u.a. die 



Einleitung 

3 

Regulation des Wasserhaushaltes, welche wiederum durch Volumenexpansion im großen Maße die Elas-

tizität der Haut bestimmen kann [11].  

Für die Biosynthese der HA sind drei membranständige Isoenzyme, die Hyaluronsynthasen 1,2 und 3 

(HAS 1, -2, -3), verantwortlich [12]. HAS gehören zu einer großen Multigen-Familie und werden un-

terschiedlich reguliert [13]. Eine HA-Kette entsteht transmembranär durch eine glykosidische Verknüp-

fung von N-Azetyl-D-Glukosamin und Glukoronsäure und kann zwischen 250 und 30.000 Disacchari-

deinheiten (10⁵-10⁷ DA) lang sein [14]. HA wird zum einen durch spezifische Hyaluronidasen und zum 

anderen durch nicht enzymatische Degradation wie z.B. freie Radikale abgebaut [15]. Entscheidend für 

die biologische Funktion der HA ist die Größe der HA- Fragmente [16]. Hochmolekulare HA- Frag-

mente scheinen neben der Vermittlung von immunsuppressiven und anti- angiogenetischen Wirkungen 

auch an migrationsfördernden und proliferationsfördernden Prozessen beteiligt zu sein [12]. Kleine HA- 

Fragmente können im Gegensatz dazu inflammatorische und immunogene Prozesse vermitteln [12]. In 

der Epidermis konnte gezeigt werden, dass HA auch während der Wundheilung und der anschließenden 

Regeneration induziert wird [9]. 

HA liegt zu großen Teilen ungebunden vor, kann aber zu geringen Teilen auch nicht-kovalent an HA- 

interagierende Moleküle, die Hyaladherine, wie z.B. Versikan oder Aggrekan gebunden sein [17, 18]. 

Zusätzlich ist HA in der Lage Oberflächen-HA Rezeptoren zu aktivieren. Hierzu zählen u.a. CD44 sowie 

der Rezeptor für HA–mediierte Mobilität (RHAMM). Dadurch werden Signalwege initiiert, die zum 

einen Proliferation und Migration in Fibroblasten fördern und zum anderen Apoptose hemmen [14, 19].  

1.2.2 Kollagen 

Die EZM besteht zu großen Teilen auch aus Kollagen, dem mengenmäßig häufigsten Protein des 

menschlichen Körpers [7]. Bisher sind 29 verschiedene Kollagene bekannt [20]. Allen gemeinsam ist 

der gleiche Grundaufbau, die Zusammensetzung aus der typischen Kollagen-α-Kette [7]. Die Amino-

säuresequenz der Kollagen-α-Kette besteht charakteristischerweise aus einer repetitiven Tripleteinheit 

aus Glyzin-X-Y. Glyzin belegt stets jede dritte Position, die Positionen X- und Y sind variabel gestalt-

bar. An Position X findet sich meist Prolin, an Position Y finden sich meist Hydroxyprolin, Lysin oder 

auch Hydroxylysin [7]. Die Kollagene lassen sich in zwei große Gruppen aufteilen: Fibrillen-bildende 

Kollagene und Fibrillen-assoziierte Kollagene [7]. Fibrillen-bildende Kollagenmoleküle bilden mit 90 

% den Hauptanteil aller Körperkollagene. Dazu zählen die Kollagen- Typen I, II, III, V und IX [7, 21]. 

Fibrilläre Kollagene zeichnen sich durch die Ausbildung von Kollagenfibrillen, welche sich schließ-

lich zu Kollagenfasern oder Kollagenfaserbündeln zusammenlagern, aus [7]. Die Synthese der Kol-

lagenfibrillen findet sowohl intrazellulär in Fibroblasten, als auch extrazellulär statt [1]. Im rauhen ER 

wird die dort produzierte Kollagen α-Kette wichtigen Modifikationen unterzogen. Dazu zählen v.a. 

Hydroxylierungs- und Glykolisierungsschritte, die dem Kollagen die spätere Stabilität verleihen [3, 7, 

21]. Jeweils drei modifizierte Kollagen-α Ketten lagern sich durch Ausbildung von Disulfidbrücken zu 

einer Tripelhelix zusammen [7]. Extrazellulär lagern sich anschließend jeweils fünf Tripelhelices 

durch eine stabilitätsgebende Quervernetzung zu einer Kollagenfibrille zusammen [7]. Fibrillen-asso-

ziierte Kollagene stellen demgegenüber eine heterogene Gruppe dar, welche keine Fibrillen ausbildet 

[7]. Anders als beim fibrillenbildenden Kollagen, wird die tripelhelikale Struktur durch nichthelikale 

Segmente unterbrochen [7]. Fibrillen-assoziierte Kollagene sind somit beweglicher [7]. Kollagen Typ 

IV ist das bekannteste Fibrillen-assoziierte Kollagen. Es bildet ein flächiges Netzwerk in der Basal-

membran aus [21]. Der Abbau des Kollagens erfolgt über Kollagenasen (Matrix- Metallo-Proteina-

sen:MMP). MMP sind in zahlreiche Vorgänge, u.a. in EZM-Umbauprozesse involviert [22]. Darüber 
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hinaus spielen MMP eine Rolle in der Regulation der Angiogenese, der Morphogenese, der Tumorin-

vasion sowie deren Metastasierung [22]. Expression, Aktivität und Repression werden über Wachs-

tumsfaktoren, Zytokine und durch natürlich vorkommende MMP-hemmende Proteine geregelt 

(engl.:„Tissue Inhibitors of Metallo Proteinases“:TIMP) [22, 23]. Die MMP-Aktivität kann jedoch 

auch durch extrinsische Faktoren wie UV-Strahlung gesteigert werden, was zu einem gesteigerten Kol-

lagenabbau führt [24]. 

Zu den in der Haut vorkommenden Kollagenen zählen Kollagen Typ I, III und VII [7, 25]. Kollagen 

Typ I macht etwa 50-80 % des Trockengewichts der Dermis aus. Es verleiht der retikulären Dermis 

Festigkeit. Kollagen III spielt mengenmäßig eine untergeordnete Rolle. Es kommt v.a. in der papillä-

ren Dermis vor und ist bekannt für seine Verformbarkeit [25-27]. 

1.2.3 Die Proteoglykane: Biglykan, Versikan und Lumikan 

PG sind eine heterogene Gruppe von Makromolekülen, die aus Proteinen und kovalent gebundenen 

GAG bestehen [7]. Sie lassen sich hauptsächlich in zwei große Gruppen unterteilen. Zum einen die 

Gruppe der kleinen leuzin-reichen Proteoglykane, (engl. „small leucine- rich proteoglykan“) (SLRP), 

die charakteristischerweise entsprechend eine kleine leuzin-reiche Domäne enthalten [28]. Hierzu zäh-

len u.a. die PG Dekorin, Lumikan und Biglykan [28]. Zum Anderen die Gruppe der Hyaladhärinen, die 

über eine hyaluronbindende Domäne an HA binden können, wie Versikan, Aggrekan, Neurocan und 

Brevikan. Neben einer essentiell stabilisierenden Stützfunktion sind PG maßgeblich an der Regulation 

der Zellmigration, Zelladhäsion, Proliferation und Differenzierung beteiligt [29]. 

Biglykan 

Biglykan (Bgn) ist ein kleines PG, das ebenfalls der Gruppe der SLRP angehört. Bgn ist aus einem 331 

Aminosäuren großen Core-Protein, an welches am N- terminalen Ende zwei Chondroitin/Dermatansul-

fat Ketten angelagert sind, aufgebaut [30]. Bgn scheint u.a. an der Regulation der Anordnung und Aus-

gestaltung von Matrixbestandteilen wie Kollagen und der Kontrolle von Zellproliferationen beteiligt zu 

sein [29, 31, 32]. Darüber hinaus ist Bgn in der Lage an den Wachstumsfaktor, (engl.: „ tranforming- 

growth factor ß“) (TGF-ß), einen potenten Regulator in der Formation von Bindegewebe, mit hoher 

Affinität zu binden. Bgn kann mit diesem interagieren und ihn in seiner Aktivität modulieren [33, 34]. 

Diese Interaktion spielt eine Rolle während der Wundheilung sowie innerhalb der Pathogenese dermaler 

Fibrose [33, 35]. In der Epidermis ist Bgn im Bereich differenzierender Keratinozyten und Gefäßepithel-

zellen lokalisiert [36]. Darüber hinaus wird Bgn in zahlreichen soliden Tumoren wie Ovarialtumoren, 

Lebertumoren sowie kolorektalen Tumoren hochreguliert und scheint dort eine wichtige Rolle in der 

formalen Pathogenese zu übernehmen [37]. 

Versikan 

Der Name Versikan (Vcan) wird abgeleitet aus den zwei Wörtern „vielseitig“ (engl.: „versatile“) und 

„Proteoglykan“ (engl.:“Proteoglycan“) [38]. Vcan ist der schwerste Vertreter aus der PG-Gruppe der 

Hyaladherine [39]. Es verfügt über eine kalzium-abhängige Lektindomäne im Bereich des C-terminalen 

Ende und über ein N-terminales Ende, an welches HA gebunden vorliegen kann [40]. Vcan scheint eine 

Rolle in der Regulation von Zell-Adhäsion, Zell-Survival, Proliferation sowie bei dem Zusammenbau 

der EZM zu spielen [40]. Zurzeit sind vier Spleißvarianten von Vcan, die sich hinsichtlich der Kernpro-

teingröße und der Anzahl der gebundenen GAG unterscheiden, im menschlichen Körper bekannt [41]. 
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In der Haut ist Vcan v.a. in der Basallamina der Epidermis und in der Dermis-assoziiert mit dem elasti-

schen Fasersystem um Haarfollikel-sowie in der unmittelbaren Umgebung von Schweißdrüsen lokali-

siert [42]. 

Lumikan 

Lumikan (Lum) zählt wie Bgn zu den SLRP [43]. Lum besteht aus vier Domänen: Einem Signalpeptid, 

einem negativ geladenen N-terminalen Ende, einer für alle SLRP charakteristische leuzin-reichen Do-

mäne, über die Lumikan u.a. Kollagen binden kann, sowie einem C-terminalen Ende aus 50 Aminosäu-

ren [44]. Über die Rolle von Lum in der Haut ist bis dato sehr wenig bekannt. Lum ist an der Fibrillino-

genese und am Kollagenfibrillenwachstum während der Sehnenentwicklung beteiligt [45]. Zudem zei-

gen Lum-defiziente Mäuse eine lichtundurchlässige Cornea, abnormal lange Kollagenfibrillen sowie 

eine ausgeprägte Hautbrüchigkeit [46]. Darüber hinaus scheint Lum eine Rolle bei der Zellmigration 

und proliferation während der Embryogenese sowie während der Wundheilung und der Immunantwort 

zu spielen [44]. 

1.3 Hautalterung 

Hautalterung stellt nicht nur ein kosmetisches, sondern auch ein klinisch relevantes Problem dar. So 

entstehen bestimmte Formen von malignen Hauttumoren häufig in UV-geschädigter Haut. Hautkrebs 

ist die Krebsform mit dem höchsten Inzidenzanstieg aller Malignomen und nach dem Mamma-Karzi-

nom bei Frauen und dem Bronchial-Karzinom bei Männern die zweithäufigste Krebsform des Menschen 

[47]. Bei der Hautalterung lässt sich darüber hinaus die physiologische bzw. intrinsische von der vor-

zeitigen, d.h. umweltbedingten extrinsischen Hautalterung unterscheiden. Beide Prozesse sind gekenn-

zeichnet durch extensives Remodelling der Haut. 

1.3.1 Intrinsische Hautalterung 

Die intrinsische Hautalterung lässt sich nur bedingt beeinflussen und entsteht kontinuierlich im Laufe 

der Zeit. Sie wird bestimmt durch genetische Einflüsse bzw. Veranlagungen sowie von inneren Fakto-

ren, wie dem natürlichen Hormonhaushalt [48, 49]. Charakteristisch für die intrinsisch gealterte Haut 

ist die Dichteabnahme von Kollagen-und Elastinfasern sowie eine Ausdünnung des subkutanen Fettge-

webes, der Dermis und der Epidermis. Dies führt letztlich zur Ausbildung vieler feiner Fältchen [50]. 

Zusätzlich erscheint die Haut durch den zunehmenden Verlust von Wasser und den Änderungen der 

epidermalen Lipidzusammensetzung häufig trocken, rau und schuppig [51]. 

1.3.2 Extrinsische Hautalterung 

Die vorzeitige, extrinsische Hautalterung wird durch externe Umwelteinflüsse verursacht. Sie ist unab-

hängig von internen Faktoren und kann durch entsprechende Verhaltensänderungen beeinflusst werden. 

Zu den bekannten extrinsischen Faktoren zählen neben UV-Strahlung auch klimatische Faktoren, Um-

weltnoxen, Ernährung und der individuelle Lebensstil [52, 53]. Hierbei ist die durch UV- Strahlung 

induzierte Hautalterung, die aktinische Form der wichtigste Faktor und mit circa 80 % für alle sichtbaren 

Hautalterungsprozesse verantwortlich [54]. Charakterisiert wird die extrinsische Hautalterung im We-

sentlichen durch differenzierte histologische und ultrastrukturelle Veränderungen der dermalen EZM.  

Zu den akuten Folgen zählen u.a. die Dermatitis solaris und eine mögliche Immunsuppression [55]. 

Dermatitis solaris ist besser bekannt als „Sonnenbrand“ und entspricht einer akuten Entzündung der 

Haut, die durch UV- Bestrahlung induziert wird [2]. UV-Bestrahlung bewirkt u.a. einen Anstieg von 

Wasserstoffperoxidasen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [56, 57] sowie eine verringerte Anzahl 



Einleitung 

6 

von Antioxidantien. Dies führt zu DNA-Schäden, Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden und in 

der Folge zur Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Über verschiedene Wege wird die 

Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) hochreguliert und eine EZM-Degradation induziert 

[53].  

Zu den chronischen Folgen zählen die bereits erwähnten Effekte einer vorzeitigen Hautalterung sowie 

die Entstehung von UV-induzierten Präkanzerosen und UV-induzierten Malignomen [58, 59]. Klinisch 

ist diese Form der Hautalterung gekennzeichnet durch eine lederartige Haut mit zahlreichen tiefen Fal-

ten und Furchen sowie einer verringerten Elastizität. Es kommt zu Pigmentverschiebungen im Sinne 

von Epheliden, Lentigines und Hypopigmentierungen [48]. UV-Bestrahlung führt zur verminderten Ex-

pression von Kollagen Typ I und –III und zu einer Aktivierung von MMP 1,-3 und 9. Dies führt zu einer 

Entstehung von Kollagenfragmenten und letztlich zu einem verminderten Kollagengehalt [60-62]. Dar-

über hinaus konnte gezeigt werden, dass die entstandenen Kollagenfragmente über verschiedene Me-

chanismen die Kollagenneusynthese und somit die Reparaturprozesse in den Hautfibroblasten hemmen 

[63]. Dieser Kollagenverlust wird durch die Ablagerung von elastotischem Material (Syn. solare 

Elastose), bestehend aus Elastin und Fibrillin, nur unzureichend ersetzt [25]. Veränderungen des Kolla-

genhaushaltes unter chronischer UVB-Bestrahlung sind in der Vergangenheit detailliert beschrieben 

worden. Letztlich kommt es über verschiedene Wege zu einer extensiven Kollagenfragmentierung, ei-

nem Verkleben von Kollagenfragmenten sowie einer verminderten Kollagensynthese [63]. Bezüglich 

HA liegen insgesamt widersprüchliche Ergebnisse vor. So wurde bisher gezeigt, dass eine 10-wöchige 

UV-Bestrahlung den HA-Gehalt ansteigen lässt, [64] während eine längere Bestrahlungsperiode hinge-

gen zu einer Abnahme von HA führte [65].  

1.3.3 Inflammaging 

UVB-Bestrahlung gilt darüber hinaus als potenter, externer Stimulus und ist geeignet eine Immunreak-

tion der Haut, inflammatorische Hauterkrankungen und Neoplasien der Haut hervorzurufen [66]. So 

weist extrinsisch gealterte Haut viele histologische Merkmale auf, die einem Inflammationsprozess ent-

sprechen. UV-Exposition induziert zudem eine definierte, charakteristische Form der Wundheilung. Im 

Detail handelt es sich um einen sogenannten chronisch niedrig proinflammatorischen Prozess, der auch 

Inflammationsalterung, oder englisch „Inflammaging“ genannt wird. Dieser Inflammationsprozess ist 

charakterisiert durch eine primäre Degradation von Kollagen, eine Akkumulation von elastotischem 

Material und einen Einstrom von Makrophagen und Mastzellen in exponierte Hautareale mit anschlie-

ßend sekundärer Induktion von Reparatur und Wundheilungsprozessen [67, 68]. Die Wundheilung läuft 

in mehreren koordinierten Phasen ab, die Hämostase, Entzündungsphase oder Inflammationsphase, 

Proliferationsphase und Remodellingphase genannt werden [69]. Im Bezug auf die EZM läuft während 

der Wundheilung ein fein abgestimmter Prozess mit Neubildung von Bindegewebe, genauer gesagt der 

Synthese, Degradation und Umlagerung von Kollagen und Produktion neuer GAG und PG, ab [70]. 

Von chronischen Wunden, deren Merkmal u. a. die chronische Inflammation ist, spricht man ab einem 

Zeitraum von über vier Wochen, wobei dieser Zeitraum in der Literatur teilweise sehr unterschiedlich 

beschrieben wird [70, 71].  
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1.4 Östrogen und Östrogeneffekte auf die Haut  

Östrogene gehören zu der Gruppe der Steroidhormone, deren gemeinsame Vorstufe das Cholesterin ist. 

Über Androstendion und Testosteron als Zwischenstufen werden sie hauptsächlich im Ovar und in der 

Plazenta, sowie in geringen Mengen auch in den Leydig-Zellen des Hodens und in der Nebennierenrinde 

produziert [72]. Ihre Wirkung vermitteln Östrogene über Östrogenrezeptoren (ER), welche zur Super-

familie der nukleären Rezeptoren zählen und als Liganden-induzierte Transkriptionsfaktoren wirken 

[73]. Man unterscheidet den „klassischen“ Östrogenrezeptor-α (ERα) von dem später entdeckten Östro-

genrezeptor-β (ERβ). Dimerisiert können die Östrogenrezeptoren an Transkriptionsfaktoren, wie den 

stark proinflammatorisch wirkenden Mediator NfκB, binden [74]. 17β-Östradiol (E₂) ist das wichtigste 

und physiologisch am stärksten wirksame Östrogen. Die Östrogenwirkungen sind umfassend und kom-

plex. Zu nennen sind u.a. die Regulation der Expression diverser Gene, Wachstumsinduktion, die Mo-

difikation zellulärer Differenzierung und die übergeordnete Einflussnahme auf unterschiedliche Zielge-

webe wie die Brust, den Skelettapparat, das zentrale Nervensystem, die Leber, das kardiovaskuläre Sys-

tem sowie die Haut [75-78]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Tierpopulation exprimiert nur 

den ERα Rezeptor. 

Schon früh (circa 1941) ließ sich ein Zusammenhang zwischen sinkendem Östrogenspiegel und Haut-

veränderungen vermuten [79]. Die Menopause geht bekanntermaßen mit einem verminderten Östrogen-

spiegel einher. So lässt sich neben der Ausdünnung der Haut auch ein vermehrtes, sowie verstärktes 

Auftreten von Falten und Trockenheit der Haut feststellen [80]. UV-bestrahlte, ovariektomierte Ratten 

zeigen im Vergleich zu nicht-ovariektomierten Tieren eine beschleunigte Faltenbildung und eine phä-

notypisch schlaffer erscheinende Haut [81]. Darüber hinaus ist Östrogen in der Lage, durch eine Verän-

derung der Zusammensetzung der Lipide der Epidermis sowie einem Anstieg der GAG in der Dermis, 

den Wassergehalt der Haut positiv zu verändern [82]. 

Östrogen scheint auch in der Regulation der Wundheilung eine entscheidende Rolle zu spielen. So konn-

ten Ashcroft et al. beobachten, dass Wunden von älteren Menschen mit vermutlich niedrigerem Östro-

gengehalt langsamer heilten und folgende funktionelle Charakteristika aufwiesen: verzögerte Reepithe-

lisierungsraten sowie ausbleibende Neovaskulisierung, erhöhte Inflammationsraten und eine insgesamt 

reduzierte Matrixdeposition [83].  
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Das Modell der Hautalterung hat zunehmend an Bedeutung gewonnen, da es bereits augenscheinliche 

Veränderungen des Gewebes deutlich aufführt. Sowohl die Bedeutung von intrinsischen Faktoren, z.B. 

Östrogenverlust nach der Menopause, wie auch von extrinsischen Faktoren, z.B. UV-Strahlung, für die 

Progression der Hautalterung konnte bereits in diversen klinischen Studien eindrucksvoll gezeigt wer-

den. 

Beide Prozesse sind assoziiert mit tiefgreifenden Remodellingvorgängen und strukturellen Veränderun-

gen der extrazellulären Matrix. Eine systematische Studie im Sinne einer Übersichtsarbeit, welche die 

Einflüsse der unterschiedlichen Alterungsfaktoren auf die Bestandteile der EZM untersucht steht bislang 

jedoch aus. Zudem ist bislang nicht geklärt, ob und inwiefern die durch eine chronische UVB-Bestrah-

lung hervorgerufenen Remodellingvorgänge auch nach einem definierten, bestrahlungsfreiem Intervall 

entsprechend einer Erholungs bzw. Rekonvaleszenzphase, weiterhin bestehen.  

Aus diesen Gründen sollten anhand des skh-1-Mausmodells insbesondere folgende Aspekte untersucht 

werden: 

 Vergleichende deskriptive Untersuchung der extrazellulären Matrixbestandteile nach intrinsi-

schem Alterungsverlauf im Vergleich mit chronisch, aktinisch gealteter Haut nach einer Re-

konvalenzphase von 10 Wochen  

 Einfluss des Östrogenspiegels auf die Zusammensetzung der EZM und das Regenerationspo-

tential der EZM nach chronischer UV-Bestrahlung 

 Auswirkungen von Östrogensupplementation und UVB-Bestrahlung auf funktionelle Hautpa-

rameter (Feuchtigkeit, Elastizität und transepidermaler Wasserverlust) und inflammatorische 

sowie proliferative Prozesse 
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2 Material und Methoden 

2.1 Lösungen 

Tabelle 1: Darstellung der verwendeten Lösungen und deren Zusammensetzung. 

Name Zusammensetzung 

Blockierlösung 10% TB, 10% FBS, 1% BSA 

4 % Formalin nach Lillie  Selber hergestellt aus reinem Formalin 

10 x PBS  
2 g KCL; 2 g KH₂PO₄; 80 g NaCL; 11,5 g NaHPO₄ (ad 1l, 

pH 7,4 ), für den Gebrauch 1:10 mit dH₂O verdünnen 

10 x TBS 
24,2 g Tris; 80,0g NaCl (ad 1l, pH 7,6), für den Gebrauch 

1:10 mit dH₂O verdünnen 

TRIS (TB Buffer) Tris 6,07g ad 1l pH 7,6 

Ethanol abs. (Gewebefixierung) Gebrauchsfertig von Merck 

95 % Ethanol Gebrauchsfertig von Merck 

70 % Ethanol Gebrauchsfertig von Merck 

Xylol Gebrauchsfertig von Merck 

FKS Gebrauchsfertig von PAN, South American 

DAB Gebrauchsfertiges Kit, SycTek 

HCL Gebrauchsfertig von Merck 
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2.2 Substanzen  

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Substanzen 

Substanzen Hersteller 

Aquatex Merck, Darmstadt, DEU 

Chondroitinase ABC Sigma Aldrich, Steinheim, DEU 

Diaminobenzidin (DAB) Zytomed Systems, Berlin, DEU 

Entellan ( Eindeckmedium) Merck, Darmstadt, DEU 

Tissue Tek- Einbettmedium Sakura Finetek, Torrance USA 

Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator Merck, Darmstadt, DEU 

Estrogenpellets Innovative Research of America 

Esketaminhydrochlorid Pfizer, PARKE- Davis GmbH, Karlsruhe, DEU 

Xylazin Bayer, Leverkusen, DEU 

Hoechst 33344 Sigma- Aldrich, Deisenhofen 

Betaisodona- Lösung  Mundipharma GmbH, Limburg 

Carprofen  Pfizer, Berlin, DEU 

 

 

2.3 Farbstoffe und Farbstofflösungen 

Tabelle 3: Aufzählung der verwendeten Farbstoffe und Farbstofflösungen sowie deren genaue Zusammensetzung, wie sie in den 

konventionellen histologischen Färbungen zum Einsatz kamen. 

Farbstoff Färbelösung 

Picrosirius-Rot 
Gebrauchsfertige Lösungen: 0,1g Direct Red 

80 ad 100ml gesättigte Pikrinsäure  

Cölestinblau 

 2,5 g Ammonium- Eisen III- Sulfat über Nacht 

in 50 ml aqua dest. lösen; 0,25 g Cölestinblau 

zugeben, 30 Minuten kochen und filtrieren, 7 

ml Glyzerin zugeben 

Hämalaun nach Mayer  Gebrauchsfertig von Merck 
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2.4 Geräte, Material und Software 

Tabelle 4:  Geräte, Materialien und Softwareprogramme, die für die untengenannten Tierversuche zum Einsatz kamen  

Gerät, Material, Software Herstellername Herkunft 

Dermalap Dermalap®USB  
Cortex Technology, Hadsund, Dä-

nemark 

Gefrierschrank Liebherr Comfort 
Liebherr, Biberach an der Riss, 

DEU 

ImageJ ImageJ National Institutes of Health 

Kamera Leica DFC420C 
Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland 

Kryostat Leica CM 1850 
Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland 

Kryomolds Disposable basemolds 
Electron Microscopy sciences, 

Hatfield, England 

Mikroskop Leica DM 2000 
Leica Mircosystems, Wetzlar, 

Deutschland 

Polarisationsfilter Leica LICT/P Leica Microsystems, Wetzlar 

Zentrifuge Mini Spin 
Eppendorf, Hamburg, Deutsch-

land 

Wasserbad Ecoline Staredition E100 
Lauda, Lauda-Königshofen, 

Deuschtland 

Mikroskop Olympus CX 41 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Färbekammer Färbekammer 
Thermo Electron Corporation, 

Marietta, Ohio, USA 

Ölstift Dako- Pen Dako Denmark, Dänemark 

Objektträger HistoBond® 
Marienfeld Laboratory Glassware, 

Lauda- Königshofen, Deutsch-

land 

Kamerasoftware Leica V.3.3.0 Leica Microsystems, Wetzlar 

Nahtmaterial Resorbierbare Fäden Johnson & Johnson, Norderstedt 

http://de.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
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Auswertungssoftware GraphPad Prism 5 
GraphPad Software, La Jolla, 

USA 

 

 

2.5 Tierversuche 

2.5.1 Versuchstiere 

Alle Tierversuche erfolgten im zentralen Tierversuchslabor der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. 

Die Anzeige und genehmigungspflichtigen Tierversuche wurden, in Übereinstimmung mit § 8 des Tier-

schutzgesetzes, bei der zuständigen Behörde, dem Landesamt für Natur, Umwelt- und Verbraucher-

schutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) beantragt und durch dieses genehmigt (Aktenzeichen: 8.87-

50.10.34.08.022). Durchgeführt wurden die Versuche an genetisch veränderten, weiblichen Nacktmäu-

sen (hairless skh-1-Mäuse der Firma Charles River Laboratories) welche unter Standardbedingungen 

in einem klimatisierten Raum der zentralen Tierversuchsanstalt an der Heinrich-Heine-Universität ge-

halten wurden. 

2.5.2 Versuchsgruppen 

Um die endogene Steroidhormonproduktion der Ovarien der weiblichen Nacktmäuse zu unterbinden, 

wurden diese im Alter von sieben Wochen ovariektomiert (X). Dazu wurden die Versuchsmäuse zufällig 

einzelnen Gruppen zugeordnet, wobei eine Gruppe ovariektomiert  und die andere Gruppe plazebo ope-

riert wurde, sham (S). Die Gruppe der ovariektomierten Nacktmäuse wurde dann weiter unterteilt. Einer 

Hälfte wurden Östrogen-(E₂)-Pellets, der andern Hälfte wirkstofffreie Plazebo-(P)-Pellets implantiert. 

So entstanden zunächst drei Versuchsgruppen, die Kontroll/ S,P–Gruppe, die ovariektomierte Plazebo/ 

X,P-Gruppe und die ovariektomierte, östrogenpelletimplantierte/ X,E₂-Gruppe. Diese drei Versuchs-

gruppen wurden dann wiederum in zwei Hälften geteilt. Eine Hälfte wurde für 20 Wochen mit UVB-

Licht bestrahlt, die andere hingegen nicht. Somit sind insgesamt sechs Versuchsgruppen entstanden 

(Tab. 5). 

Tabelle 5: Einteilung und Erläuterung der Versuchsgruppen. Im Alter von 7 Wochen wurden weibliche skh-1-Mäuse entweder 

ovariektomiert (X) oder plazebo (P) operiert. Im Anschluss erhielten die Mäuse entweder ein Plazebo (P)-Pellet oder ein Östrogen 

(E2 )-Pellet. Eine Hälfte der jeweiligen Gruppe wurde im Anschluss für 20 Wochen mit UVB-Licht bestrahlt, die andere Hälfte nicht. 

Diese Versuchskonstellation ergibt im Folgenden sechs Tiergruppen. 

 

Unbestrahlte Gruppen 

 

 

Bestrahlte Gruppen 

Kontrollgruppe (sham placebo,) 

➔ S,P-Gruppe 

Kontrollgruppe + UVB-Bestrahlung 

➔ S,P+ UVB-Gruppe 

Ovariektomierte Gruppe + Plazebo 

➔ X,P-Gruppe 

Ovariektomierte Gruppe +Plazebo+ UVB- 

Bestrahlng 

➔ X,P+UVB-Gruppe 
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Ovariektomie+ Implantation von Östrogenpellets 

➔ X,E₂-Gruppe 

Ovariektomie+ Implantation von Östrogen-

pellets+ UVB- Bestrahlung 

➔ X,E₂+ UVB-Gruppe 

 

2.5.3 Operative Entfernung der Ovarien 

Um den Einfluss von Östrogen zu evaluieren, wurde die endogene Hormonproduktion durch Ovariekto-

mie depletiert. Zur präoperativen Narkotisierung erfolgte eine intraperitoneale Applikation von 100 

mg/kg Esketaminhydrochlorid (Pfizer, PARKE-Davis GmbH, Karlsruhe) und 5 mg/kg Xylazin (Bayer, 

Leverkusen). Intraoperativ erfolgte die Überwachung der Narkosetiefe durch Überprüfung des ausblei-

benden Korneal- und Lidreflexes. Ausreichend narkotisiert wurden die Tiere auf dem Operationstisch 

gelagert und befestigt, Augen und Zunge wurden kontinuierlich feucht gehalten. Anschließend erfolgte 

die Desinfektion des Rückenbereichs mittels 70% Alkohols. Die 1 cm lange Hautinzision durch Kutis 

und Subkutis erfolgte 1 cm lateral der Wirbelsäule. Das Peritoneum wurde eröffnet und die Ovarien 

wurden stumpf vorgelagert und abgetrennt. Die Uterushörner sowie das Peritoneum wurden mittels re-

sorbierbaren 5.0 Fäden (Johnson & Johnson, Norderstedt) verschlossen. Subkutis und Kutis wurden mit 

Einzelknopfnähten der Stärke 4.0 (Johnson & Johnson, Norderstedt) verschlossen und mit Betaisodona-

Lösung desinfiziert. Um eine ausreichende Analgesie zu gewährleisten erfolgte postoperativ eine sub-

kutane Injektion von 5 mg/kg Carprofen (Pfizer, Berlin). Diese wurde bis einschließlich dem dritten 

postoperativen Tag einmal täglich wiederholt. Der gesamte operative Eingriff wurde am Institut für 

Pharmakologie und klinische Pharmakologie der HHU Düsseldorf durchgeführt. 

2.5.4 Implantation der Östrogen- und Plazebo- Pellets 

Die Östrogen- und Plazebo-Pellets sind von ovaler Form bei einem Durchmesser von 0,5 cm und einer 

Dicke von maximal 4 mm. Über einen Zeitraum von 90 Tagen setzen die Östrogen-Pellets (Innovative 

Research of America) kontinuierlich und gleichmäßig 1,1 µg/kg/Tag und Maus 17ß-E₂ frei. Die Implan-

tation erfolgte in der siebten Woche, kurz vor Beginn der Bestrahlungsperiode (Abb. 3). Dazu wurden 

die Tiere erneut wie oben beschrieben narkotisiert. Die Pellets wurden anschließend lateral des Nackens 

zwischen Ohr und Schulter implantiert. Hierzu wurde die Haut im lateralen Nacken angehoben, ein 

Schnitt von der Größe des zu implantierenden Pellets gesetzt und anschließend mit einer Pinzette eine 

Hauttasche geformt, in welche die Pellets hineingelegt wurden. Verschlossen wurde die Haut mit Ein-

zelknopfnähten und resorbierbaren Fäden der Stärke 4.0 (Johnson & Johnson, Norderstedt). Der ge-

samte operative Eingriff wurde am Institut für Pharmakologie und klinische Pharmakologie der HHU 

Düsseldorf durchgeführt. 

2.5.5 UV-Bestrahlung 

Für die Bestrahlung mit UVB-Licht wurden die skh-1-Nacktmäuse mit einer Gesamtdosis von 4,8 J/cm² 

(entsprechend 3 x 1,5 MED (80 mJ/ cm²) pro Woche) über einen Zeitraum von 20 Wochen dreimal 

wöchentlich bestrahlt. Für die UVB-Bestrahlung dienten vier UV-Lampen vom Modell TL 20W/12 mit 

einer Wellenlänge von 280 bis 320 nm der Firma Phillips (Phillips, Eindhoven, Niederlande). Die Be-

strahlung erfolgte über den gesamten Rücken der skh-1-Nacktmäuse in einer eigens dafür konstruierten 

Apparatur, in welche die Tiere leicht in den Käfig gesetzt und wieder entnommen werden konnten. Nach 

oben verschlossen wurde der Käfig durch ein UV-durchlässiges Quarzschiebeglas. Die Bestrahlungszeit 
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betrug je 1 Min. 36 Sek. Die Bestrahlung erfolgte in der Tierversuchsanstalt der Heinrich- Heine-Uni-

versität Düsseldorf. 

2.5.6 Versuchszeitplan 

Im Alter von sieben Wochen wurden die weiblichen skh-1-Nacktmäuse ovariektomiert oder sham ope-

riert, um anschließend die Implantation von Östrogen- oder  Plazebopellets vorzunehmen. Im weiteren 

Verlauf wurde die Tiergruppe, welche einer Bestrahlung mit UVB-Licht unterzogen werden sollte, für 

20 Wochen dreimal wöchentlich bestrahlt. Es folgte anschließend eine zehnwöchige, bestrahlungsfreie 

Periode, in deren Anschluss die Tiere getötet wurden und Hautbiopsien entnommen wurden. 

 

Abbildung 3: Darstellung des Versuchszeitplans 1: Ovariektomie (7 Tage vor Bestrahlungsbeginn); 2: 8.-28. Woche, 

Implantation der Östrogenpellets mit 17ß- Östradiol (1,1 µg/kg Maus x Tag) und Beginn der Bestrahlungsperiode, 3xWoche mit 
UVB (80 mJ/cm²); 3: 28 Woche, Ende der Bestrahlungsperiode, Beginn der 10-wöchigen bestrahlungsfreien Periode; 4: 38. 
Woche: Versuchsende, Entnahme der Hautbiopsien  

 

2.6 Anfertigung der histologischen Präparate 

2.6.1 Entnahme der Hautbiopsien  

Zur Durchführung der geplanten histologischen Untersuchungen der EZM-Komponenten wurden den 

Tieren nach einer 10-wöchigen, bestrahlungsfreien Periode Gewebeproben entnommen. Dazu wurden 

die Tiere mittels Kohlendioxid getötet und anschließend eine im Durchmesser 5 mm große Stanzbiopsie 

im Rückenbereich entnommen. 

2.6.2 Einfrieren der Gewebeexplantate und Anfertigen von Kryoschnitten 

Die nativen Hautproben wurden in Tissue-Tek® Kryogefäße (Sakura Finetak, Staufen) überführt und 

anschließend zur Schonung in Tissue-Tek® Medium (Sakura Finetak, Staufen) eingebettet. Nach lang-

samem, schonendem Einfrieren bei – 40° C in flüssigem Isopentan wurden die Proben bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Vor Anfertigung der Schnitte wurden die Proben für zwei Stunden bei 

-20 °C gelagert. Der Leica-Kryostat (CM 1850, Leica Microsystems, Wetzlar) wurde auf eine Kammer-

temperatur von -27 °C eingestellt. Das Kryotom wurde so ausgerichtet, dass in jedem Längsschnitt der 

Haut die physiologische Schichtung von Epidermis, Dermis und Subkutis erhalten wurde. Anschließend 

wurden aus den einzelnen Hautbiopsien jeweils zwei Schnitte pro Objektträger mit einer Schichtdicke 

von 14 µm angefertigt. Um Feuchtigkeitsniederschläge auf den Objektträgern zu verhindern und die 
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Gefrierschnitte vorzufixieren, wurden die Proben anschließend unter einem Luftstrom vorsichtig ge-

trocknet. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Gefrierschnitte unter Ausschluss von Feuchtigkeit 

in Präparatkästen mit zugefügtem Kieselgel bei -20°C gelagert.  

2.7 Konventionell-histologische Färbung: Picrosirius-Rot-Färbung 

Zur Detektion des Hautkollagens wurden die Kryoschnitte mittels Picrosirius-Rot [84] gefärbt. Tab. 6 

zeigt den genauen Ablauf der Picrosirius-Rot-Färbung. Mit dieser Färbung lässt sich der Gesamtkol-

lagen-Gehalt bestimmen. 

Tabelle 6: Ablauf der durchgeführten konventionell-histologischen Picrosirius-Rot-Färbung mit Auflistung aller Substanzen und 

der jeweiligen Einwirkzeit. 

Fixierung 10 Minuten in EtHO 70 % 

 Waschung 2 x für 5 Minuten in PBS 

Spülung 1 x 1 Minuten in Aqua dest 

 1. Färbung 10 Minuten in Cölestinblaulösung 

Kernbläuung 5 Minuten unter fließendem Wasser 

 2. Färbung 15 Minuten in Picrosirius- Rot Lösung 

 Aufsteigende Alkoholreihe 

1 x 2 Minuten EtHO 70 % 

1 x 2 Minuten EtHO 95 % 

1 x 2 Minuten EtHO abs. 

1 x % Minuten Xylol 

Eindeckung Entellan 
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2.8 Immunhistochemische Färbungen 

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit der Proteine mittels monoklonaler Antikörper spezifisch 

markiert und anschließend mit einem Detektionssystem kombiniert werden können. Die Methode der 

Immunhistochemie ermöglicht somit die Erfassung und Lokalisierung von Proteinen bereits im Licht-

mikroskop. Im ersten Schritt wird ein spezifischer Antikörper, der Primärantikörper, auf das zu untersu-

chende Gewebe gegeben. Im zweiten Schritt wird ein Antikörper eingesetzt, der gegen den ersten Anti-

körper gerichtet ist, der Sekundärantikörper. Dieser Sekundärantikörper ist mit einem Enzym (Peroxi-

dase) gekoppelt und löst die Farbstoffentstehung aus. Um unspezifische Bindungen vom Antikörper mit 

anderen Strukturen zu verhindern, werden die histologischen Präparate mit einer Blockierlösung behan-

delt. Bei Färbeverfahren mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) kommt 3,3´- Diaminobenzidin (DAB) zum 

Einsatz. DAB bildet durch Oxidation am Ort des Zielantigens ein braunes Präzipitat, welches im Licht-

mikroskop darstellbar ist. Die im Nachfolgenden vorgestellten Färbungen dienen der differenzierten 

Evaluation ausgewählter EZM-Moleküle. 

2.8.1 Ablauf der durchgeführten immunhistochemischen Färbungen 

Die EZM-Moleküle wurden mit spezifischen Antikörpern (AK), die gegen bestimmte Regionen des 

Proteinanteils gerichtet waren, gefärbt. Tab. 7 zeigt den grundsätzlichen Ablauf der durchgeführten im-

munhistochemischen Färbungen. Tab. 8 und 9 zeigen eine Übersicht über die Modifikationen und die 

zum Einsatz gekommenen primären und sekundären Antikörper der jeweiligen Färbungen. 

Tabelle 7: Standardablauf einer immunhistochemischen Färbung, mit detaillierter Auflistung aller Arbeitsschritte, verwendeten 

Lösungen und Einwirkzeiten, wie sie im Folgenden zum Einsatz kamen. 

Arbeitsschritt Verwendete Lösung Einwirkzeit 

1: Fixierung bei 4 ° C 

Ethanol bei: HA- , KF-, und 

Mac-2- Färbung 

Formalin bei: BGN-, VER- 

und Ki- 67- Färbung 

Azeton bei: LUM- Färbung 

15- 30 Minuten 

2: Waschung: PBS 3 x 5 Minuten 

3: Enzymatische Spaltung 

von GAG- Ketten vom 

Kernprotein 

Chondroitinase  

Nur bei der KF-, VER-, und 

BGN- Färbung 

60 Minuten bei 37 ° C 

4: Unterbinden von unspe-

zifischen Bindungen des 

Primär- AK 
Blockierlösung 60 Minuten 
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5: Inkubation des Primär- 

AK 
Jeweiliger Primär-AK, siehe 

Tab. 2.2 
Über Nacht bei 4 ° C 

6: Waschung PBS 3 x 5 Minuten 

7: Peroxidase Block: 

7.1 Waschung 

H₂O₂, nur bei Mac-2-Färbung 

PBS 

20 Minuten  

3 x 5 Minuten 

8: Inkubation des Sekun-

där- AK  
Jeweiliger Sekundär-AK, 

siehe Tab. 2.2 
60- 90 Minuten 

9: Waschung PBS 3 x 5 Minuten 

10: Waschung TB 10 Minuten bei 37 ° C 

11: Detektion der Primär- 

AK 
DAB-Peroxidase -Set 

2- 10 Minuten 

siehe Tab. 2.4 

12: Waschung TB 5 Minuten 

13: Waschung Aqua dest 1 Minute 

14: Kernfärbung Hämalaun 1 Minute 

15: Spülung HCL Kurz, < 1 Minute 

16: Bläuen Fließendes, kaltes Wasser 10 Minuten 

17: Spülung Aqua dest 1 Minute 

18: Eindeckung Aquatex   
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2.8.2 Primär- und Sekundär-Antikörper 

In den durchgeführten immunhistochemischen Färbungen kamen die in Tab. 8 gezeigten Primär- und 

Sekundär-AK zum Einsatz. 

Tabelle 8: Auflistung aller verwendeten Primär- und Sekundär-Antikörper, deren Herkunft sowie der zum Einsatz gekommenen 

Verdünnung in den immunhistochemischen Färbungen. 

Zu färbende Struktur Primär- AK Sekundär- AK 

Hyaluronsäure 

HABP (Seikagaku, Tokyo, 

Japan) 

Verdünnung: 1:250 

Streptavidin, HRP (Sigma- 

Aldrich, Deisenhofen) 

Verdünnung: 1:500 

Kollagenfragmente  

Kollagenlagenneopitope C1, 

C2 (IBEX Technologies, 

Montreal, Quebec) 

Verdünnung: 1:100 

IgG Anti- Rabbit, HRP (Santa 

Cruz, Biotechnology, CA, 

USA) 

Verdünnung: 1:600 

Biglykan 

LF 159 (Freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt von 

Larry Fischer, National Insti-

tute of Dental and Cra-

niofascial Research, NIH, 

Bethesda, Md) 

Verdünnung: 1:1000 

IgG Anti- Rabbit, HRP (Santa 

Cruz, Biotechnology, CA, 

USA) 

Verdünnung: 1:400 

Versikan 

LF 99 (Freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Larry 

Fischer, National Institute of 

Dental and Craniofascial Re-

search, NIH, Bethesda, Md) 

Verdünnung: 1:5000 

IgG Anti-Rabbit, HRP (Santa 

Cruz, Biotechnology, CA, 

USA) 

Verdünnung: 1:400 

Lumikan 

Goat anti- Lumican (Freundli-

cherweise zur Verfügung ge-

stellt von Larry Fischer, Nati-

onal Institute of Dental and 

Craniofascial Research, NIH, 

Bethesda, Md) 

Verdünnung: 1:200 

Donkey anti goat HRP (Santa 

Cruz, Biotechnology, CA, 

USA ) 
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Makrophagen 

Mac- 2 (Cederlane Laborato-

ries, Burlington, Ontario, 

Canada) 

Verdünnung: 1:400 

Anti rat IgG2a HRP (Novus 

biological, Littleton, CO, USA 

) 

Verdünnung: 1:400 

Proliferierende Zellen 

Anti Ki-67 Novus biological, 

(Littleton, CO, USA ) 

Verdünnung: 1:50 

IgG Anti-Rabbit, HRP (Santa 

Cruz, Biotechnology, CA, 

USA) 

Verdünnung: 1:500 

 

 

2.8.3 DAB- Einwirkzeit der jeweiligen Färbungen 

In Tab. 9 sind die unterschiedlichen DAB-Einwirkzeiten der verschiedenen Färbungen dargestellt. 

Tabelle 9: Auflistung der jeweiligen DAB- Einwirkungszeiten der einzelnen immunhistochemischen Färbungen. 

Färbung DAB- Einwirkzeit 

Hyaluronsäure- Färbung 5 Minuten 

Kollagenfragment- Färbung 5 Minuten 

Biglykan- Färbung 10 Minuten 

Versikan- Färbung 2 Minuten 

Lumikan- Färbung 7 Minuten 

Makrophagen- Färbung 7 Minuten 

Proliferations- Färbung 8 Minuten 

 

 

  



Material und Methoden 

20 

2.9 Quantitative Analyse der immunhistochemischen Färbungen 

Von allen durchgeführten Färbungen wurden Hellfeldbelichtungsbilder (8-Bit-Images) mittels Leica 

DM2000 Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar) in 100 x Vergrößerung aufgenommen. Für die quan-

titative Auswertung der Bilder wurde die ImageJ Software 1.41v (NIH, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/)) 

verwendet. ImageJ trennt die Farbkanäle der Kernfärbung von der spezifisch angefärbten Struktur. 

Dadurch kann das Farbsignal dieser Zielstrukturen quantitativ ausgewertet werden. Für die jeweiligen 

Färbungen wurde ein Schwellenwert definiert, der störende unspezifische Hintergrundfärbungen mini-

miert und zugleich die spezifisch gefärbten Areale maximiert. Oberhalb des Schwellenwerts liegende 

Bereiche können somit als positiv gewertet werden. Der Schwellenwert wurde während der Analyse 

einer Färbung konstant gehalten. Ermittelt wurde der Flächenanteil (Area Fraction), welcher definiert 

ist als Anteil der DAB-positiv gefärbten Fläche. Die Messung erfolgte anschließend in 14 zufällig aus-

gewählten Arealen in der papillären Dermis, Haarfollikel ausgeschlossen. Zum besseren Vergleich der 

Daten wurden diese als Vielfaches der Kontrollgruppe angeben. Die Ermittlung der Mac-2 und Ki-67 

positiven Zellen der papillären Dermis erfolgte per manueller Zählung. Für Mac-2 wurden die Präparate 

hierzu in drei Gesichtsfeldern untersucht und gezählt. Für Ki-67 wurden jeweils sämtliche kernhaltigen 

Zellen sowie sämtliche Ki- 67 positive Zellkerne in der gesamten papillären Dermis gezählt. Somit 

wurde die Fraktion proliferierender Zellen im Vergleich zu der Gesamtanzahl der vorhandenen Zellen 

in der papillern Dermis ermittelt. 

2.10 Erhebung der Hautparameter 

Zur Analyse der Hautparameter wurde das DermaLab® Skin Analysis System der Firma Cortex Tech-

nology (Hadsund, Dänemark) genutzt. Die Messung erfolgte im lateralen, bestrahlten Bereich des Rü-

ckens. In Tab.10 werden die erfassten Hautparameter Feuchtigkeit, transepidermaler Wasserverlust 

(TEWL) und Elastizität erklärend dargestellt. 
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Tabelle 10: Detaillierte Darstellung, Zustandekommen, Erläuterung sowie der verwendeten Einheit der erhobenen Hautparame-

ter. 

 Erfasst: Prinzip: Einheit: 

1: „Feuchtigkeit“ Hydratationsgrad der Haut Misst die Leitfähigkeit der Haut µS 

2: „TEWL“ Transepidermalen Wasserverlust 
Misst den Diffusionsgradient      

(die Evaporationsrate) der Haut  
g/m²/hr 

3. „Elastizität“: Dehnungsfähigkeit der Haut 

Misst die Dehnung/ die mechani-

sche Beanspruchung der Haut 

und wird durch die folgenden zwei 

Parameter erfasst 

 

3.1: “Young´s modu-

lus“ 

Die Kraft die aufgewendet werden 

muss, um die Haut zwischen zwei 

Infrarotsensoren 1,5 mm anzuhe-

ben, entspricht der Steifheit der 

Haut 

Anhebung der Haut MPa 

3.2: “Viskoelastizi-

tät“: 

vereint die Retraktion und die Ele-

vation, entspricht der Elastizität der 

Haut 

Youngs´ modulus / R normalized 

(Durchschnittswert gemessen am 

Unterarm von 28- 51 jährigen Pro-

banden, er beträgt 260ms) 

MPa 

 

 

2.11 Statistik  

Die Messdaten wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die statistische 

Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA mit einem Signifikanzniveau von 95 %. Anschließend 

erfolgte ein Datenvergleich mittels Bonferroni-Post-Hoc-Test für paarweisen Vergleich. Das Signifi-

kanzniveau p für alpha wurde mit 0,05 festgelegt. Bei der statistischen Auswertung kam die Software 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, USA) zum Einsatz. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Quantifizierung des HA-Gehaltes der murinen Dermis 

Zur Quantifizierung des HA-Gehaltes der papillären Dermis wurden die histologischen Präparate, wie 

in Abschnitt 2.8 beschrieben, mittels biotinyliertem HABP und HRP/DAB angefärbt. Anschließend 

wurde anhand von mikroskopischen Bildern der HA-Gehalt der papillären Dermis unter Zuhilfenahme 

des Programms ImageJ® ausgewertet. 

In den intrinsisch gealterten Gruppen zeigte sich, dass eine 30-wöchige E₂-Depletion (X,P) den HA- 

Gehalt gegenüber den östrogensubstituierten Tieren und den kontroll Tieren tendenziell verminderte. 

Die durchgeführte E₂- Substitution führte jedoch nicht zu einem erhöhten dermalen HA-Vorkommen.  

Eine signifikante Reduktion des dermalen HA-Gehaltes wurde in den extrinsisch gealterten, UVB be-

strahlten Tieren (S,P-UVB) im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen (S,P) detektiert. 

Diese UVB bedingte Reduktion des HA- Gehalts konnte durch gleichzeitige Behandlung mit E₂ (XE₂- 

UVB) aufgehoben und sogar deutlich überkompensiert werden. Auch im Vergleich mit den intrinsisch 

gealterten E₂ behandelten Tieren (XE₂) zeigte sich der HA-Gehalt der UVB bestrahlten Tiere deutlich 

erhöht. 
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Abbildung 4: Hyaluronsäuregehalt der murinen Dermis nach 10-wöchiger Bestrahlungspause und E₂ Behandlung: Im-

munhistochemische Färbung der murinen Hautbiopsien. Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als 
vielfaches der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. 
X,E2: Ovariektomierte Tier mit Östrogen- Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe ( sham operiert) mit Placebo- Pellet und UVB- Exposi-
tion. X,P UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-
Pellet und UVB-Exposition.(A) Repräsentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung des Hyaluronsäu-
regehalt der murinen Dermis in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B) Quantitative Auswertung des Hyalur-
onsäuregehaltes der murinen Dermis. n = 5-12, Mittelwert ± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ● 

p < 0,05 gegenüber X, P UVB; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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3.2 Differenzielle Effekte von E₂-Substitution und UVB-Bestrahlung auf den 

Gesamt-Kollagengehalt der papillären Dermis sowie auf die Entstehung von 

Kollagenfragmenten 

Um Veränderungen des Kollagenhaushaltes nach 20-wöchiger UVB-Bestrahlung mit anschließender 

10-wöchiger Bestrahlungspause zu evaluieren, wurden die Kollagenfragmente mittels immunhistoche-

mischer Färbung mit dem Pimär-AK: Kollagenneoepitope C1, C2; (IBEX Technologies; Montreal- 

Quebec) und dem Sekundär-AK: Goat anti rabbit- IgG (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA- 

USA) wie in Abschnitt 2.8 beschrieben angefärbt. Ausgewertet wurde in der papillären Dermis mit Hilfe 

von ImageJ®. 

3.2.1 Bestimmung der Gesamt- Kollagenpackungsdichte 

Um eine Aussage über die Kollagenpackunsgdichte zu treffen wurden die Präparate mit Picro-Sirius- 

Rot wie in Abschnitt 2.7 beschrieben gefärbt und mit Hilfe von ImageJ® ausgewertet. 

In den intrinsischen Gruppen ließ sich beobachten, dass die Packungsdichte durch OVX signifikant er-

höht wurde. Zwischen Kontrollgruppe S,P und E₂-Gruppe X,E2 ließ sich kein signifikanter Unterschied 

beobachten. 

In den extrinsischen Gruppen führte die UVB-Bestrahlung zu einer signifikanten Verringerung der Pa-

ckungsdichte der ovariektomierten X, P-UVB Gruppe sowohl gegenüber der unbestrahlten Gruppe 

(X,P), als auch gegenüber unbestrahlten und bestrahlten Kontrolltieren (S,P und S,P-UVB). 
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Abbildung 5: Darstellung der Packungsdichte von Kollagenfasern anhand der Picrosirus-Rot-Färbung der murinen Haut-
biopsien. Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als vielfaches der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe 
(sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ovariektomierte Tier mit Östrogen-
Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: Ovariektomierte Gruppe mit 
Placebo-Pellet und UVB- Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB Exposition.(A) Repräsen-
tative, mikroskopische Bilder unter Polarisationslicht der konventionellen Färbung Picrosirius-Rot zur Darstellung der Packungs-
dichte der Kollagenfasern der papillären Dermis in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Quantitative Aus-
wertung des Gesamtkollagengehaltes durch Bestimmung der Packungsdichte der Kollagenfibrillen. n= 3-5, Mittelwert ± SEM; *, 
p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegenüber X,P; ● p < 0,05 gegenüber X, P UVB; ^, p < 0,05 
gegenüber X, E 
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3.2.2 Quantifizierung der Kollagenfragmente  

In den intrinsischen Gruppen ließ sich unter OVX ein signifikanter Anstieg von Kollagenfragmenten in 

der papillären Dermis gegenüber der Kontrollgruppe S,P beobachten. Die E2- Substitution hingegen 

halbierte die Entstehung von Kollagenfragmenten im Vergleich mit der OVX Gruppe, sowie reduzierte 

die Anzahl kollagener Neoepitope gegenüber der Kontrollgruppe S,P tendenziell, aber nicht signifikant 

(vgl. Abb. 6). 

Unter UVB-Bestrahlung zeigte sich in der Kontrollgruppe S,P UVB ein signifikanter Anstieg von Kol-

lagenfragmenten gegenüber dem intrinsischen Kontrollniveau S,P. Zudem enthemmte die OVX das 

Auftreten von Kollagenfragmenten weiter. In der ovariektomierten Gruppe X,P UVB schien die UVB-

Bestrahlung jedoch den absoluten Wert nicht mehr weiter zu beeinflussen (vgl. S,P UVB versus X,P 

UVB). 

In den extrinsischen Gruppen ließ sich dementsprechend insgesamt keine signifikante Korrelation zwi-

schen E₂-Gehalt und Ausmaß der Kollagenfragmentbildung ausmachen. Jedoch schien die E₂-Substitu-

tion die Entstehung von Kollagenfragmenten tendenziell zu minimieren.  

Interessanterweise zeigte sich durch E₂-Behandlung und UVB-Bestrahlung ein geringerer, nicht signi-

fikanter Anstieg der Kollagenfragmente wie es unter Ovariektomie und zeitgleicher Bestrahlung der 

Fall war. 

Zusammenfassend konnte unter UVB-Bestrahlung ein erhöhter Anstieg von Kollagenfragmenten in der 

papillären Dermis nachgewiesen werden. Zum anderen schien ein erhöhter E₂-Gehalt der Entstehung 

von Kollagenfragmenten entgegenzuwirken.  
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Abbildung 6: Kollagenfragmentgehalt der murinen Dermis nach in Abschnitt 2.2- 2.3 beschriebener Behandlung. Immun-
histochemische Färbung der murinen Hautbiopsien. Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als vielfa-
ches der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: 
Ovariektomierte Tier mit Östrogen-Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB- Exposition. X,P 
UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet 
und UVB Exposition.(A) Repräsentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung der Kollagenfragmente 
der murinen Dermis in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm (B): Quantifizierung des Kollagenfragmentgehaltes 
wie in Abschnitt 2.7 beschrieben.; n= 5-12, Mittelwert ± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 

0,05 gegenüber X,P; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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3.3 Quantifizierung des Biglykangehaltes in der papillären Dermis 

Zur Quantifizierung des Biglykangehaltes in der papillären Dermis wurden die histologischen Präparate 

immunhistochemisch mit dem primären AK: LF 159 (zur Verfügung gestellt von: Larry Fisher; NIH-

USA) und dem Sekundär-AK: IgG Anti Rabbit HRP konjugiert (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, 

CA, USA) und wie in Abschnitt 2.8 beschrieben, angefärbt. Anschließend wurden die Präparate mit 

Hilfe von ImageJ® ausgewertet. 

In den intrinsisch gealterten Gruppen hatten sowohl die Ovariektomie (X,P) als auch die E₂-Substitution 

keinen signifikanten Einfluss auf den BGN-Gehalt der Dermis. Interessanterweise gelang zudem kein 

quantitativer immunhistochemischer Nachweis von BGN in der Dermis ovariektomierter Tiere im Ver-

gleich zur unbestrahlten Kontrolle. 

Extrinsische Alterung durch UVB-Bestrahlung (S,P-UVB Gruppe) führte zu einer tendenziellen Erhö-

hung von BGN in der Dermis im Vergleich mit der unbestrahlten Kontrollgruppe (S,P).  

In allen bestrahlten und ovariektomierten Tieren (X,P-UVB) konnten geringe Mengen BGN in der Der-

mis nachgewiesen werden. Diese Induktion war jedoch weder gegenüber den unbestrahlten Tieren (X,P) 

noch gegenüber den Kontrollgruppen (S,P und S,P-UVB) signifikant.  

Die Substitution mit E₂ (XE₂-UVB) führte zu einer ausgeprägten Erhöhung des BGN-Gehalts in den 

extrinsisch gealterten Tieren gegenüber allen anderen Gruppen (vgl. Abb. 7). 
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Abbildung 7: Biglykangehalt der murinen Dermis nach in Abschnitt 2.1 beschriebener Behandlung. Immunhistochemische 
Färbung der murinen Hautbiopsien. Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als vielfaches der Kontrolle. 
S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ovariektomierte 
Tier mit Östrogen-Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: Ovariekto-
mierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB Exposi-
tion.(A) Repräsentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung des Biglykangehalt der murinen Dermis 
in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Quantitative Auswertung des Gesamtbiglykangehaltes. n= 3-5, 
Mittelwert ± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegenüber X,P; ● p < 0,05 gegenüber 

X, P UVB; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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3.4 Quantifizierung des Lumikangehaltes in der papillären Dermis 

Lumikan wurde immunhistochemisch mit dem primären AK: goat anti Lumican (zur Verfügung gestellt 

von Larry Fisher; NIH-USA) und dem sekundären AK: donkey anti goat HRP konjugiert (Santa Cruz 

Biotechnology; Santa Cruz CA-USA) und wie in Abschnitt 2.8 beschrieben, angefärbt. Ausgewertet 

wurden die quantitativen Daten mithilfe von ImageJ®. 

In den intrinsisch gealterten Gruppen ließ sich kein signifikanter Unterschied des Lumikangehaltes zwi-

schen den einzelnen Gruppen ausmachen. Die durchgeführte Ovariektomie führte lediglich zu einer 

nicht signifikanten, tendenziellen Reduktion des Lumikangehaltes gegenüber der Kontroll- und der E₂-

Gruppe. Die E2-Substitution steigerte das dermale Lumikanvorkommen nicht signifikant. 

Die UVB-Bestrahlung, im Sinne der extrinsischen Hautalterung, führte zu einem signifikanten Anstieg 

des Lumikangehaltes in der papillären Dermis der bestrahlten Kontrollgruppe, S,P-UVB im Vergleich 

zur unbestrahlten Kontrollgruppe S,P. Dies setzte sich als Trend in den bestrahlten E₂- und ovariekto-

mierten Gruppen im Vergleich mit den jeweils unbestrahlten Gruppen fort, ohne jedoch signifikante 

Ausmaße anzunehmen.  

Die E2-Depletion führte zu einem signifikanten Verlust von Lumikan in der papillären Dermis gegen-

über der bestrahlten Kontrolle S,P-UVB und auch tendeziell gegenüber der bestrahlten X,E2-UVB 

Gruppe. Die Östrogensubstitution konnte den dermalen Lumikangehalt nur gegenüber den intrinischen 

Kontrolltieren erhöhen (S,P), allerdings nicht gegenüber den extrinsischen Kontrolltieren (S,P-UVB). 
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Abbildung 8: Gesamtlumikangehalt der murinen Dermis nach in Abschnitt 2.1 beschriebener Behandlung. Immunhisto-
chemische Färbung der murinen Hautbiopsien, Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als vielfaches 
der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ova-
riektomierte Tier mit Östrogen-Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe ( sham operiert) mit Placebo- Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: 
Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB 
Exposition.(A) Repräsentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung des Lumikangehalt der murinen 
Dermis in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Quantitative Auswertung des Lumikangehaltes in der muri-
nen Dermis. n= 5-12, Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB;  
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3.5 Quantifizierung des Versikangehaltes in der papillären Dermis 

Um Veränderungen des Versikangehaltes in der papillären Dermis festzustellen wurde Versikan mit 

Hilfe des primären AK, LF 99 (zur Verfügung gestellt von: Larry Fisher; NIH-USA) sowie dem sekun-

dären AK IgG Anti Rabbit HRP (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA-USA), wie in Abschnitt 

2.8 erklärt, angefärbt. Da Versikan hauptsächlich in der Epidermis angetroffen wird, wurde die Färbein-

tensität so eingestellt, dass sie zu einem erkennbaren Signal in der papillären Dermis führt. Dadurch 

konnte der dermale Versikangehalt mithilfe von ImageJ® ausgewertet werden. 

In den intrinsisch gealterten Gruppen zeigte sich in der X,E2-Gruppe ein signifikant erhöhter Versikan-

gehalt der papillären Dermis gegenüber der Kontrollgruppe S,P, sowie der OVX Gruppe X,P. Die E₂-

Depletion hatte demgegenüber keinen signifikanten Effekt (vgl. Abb. 9). 

In den extrinsisch gealterten, d.h. UVB-bestrahlten Tieren der Kontrollgruppe S,P-UVB konnte ein sig-

nifikanter Anstieg des dermalen Versikangehaltes im Vergleich zu der unbestrahlten Kontrollgruppe 

S,P detektiert werden. Ähnliches ließ sich in der OVX behandelten Gruppe X,P-UVB beobachten. Rein 

östrogenbedingte Einflüsse führten in den extrinsisch gealterten Tiergruppen zu keinen wesentlichen 

Veränderungen im dermalen Versikangehalt (X,P-UVB und S,P-UVB versus X,E2-UVB), auch wenn die 

E2-Substitution auch hier den Versikangehalt tendenziell erhöhen konnte. 

Zusammenfassend ließ sich festhalten, dass sowohl die extrinsische Hautalterung durch UVB-Bestrah-

lung als auch die E2-Substitution den Versikangehalt in den jeweiligen Gruppen erhöhen konnten. 
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Abbildung 9: Versikangehalt in der murinen Dermis nach in Abschnitt 2.1-2-3 beschriebener Behandlung. Immunhisto-
chemische Färbung der murinen Hautbiopsien, Dargestellt wird die quantitative Bildauswertung mittels ImageJ® als vielfaches 
der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ova-
riektomierte Tier mit Östrogen-Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: 
Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB 
Exposition.(A) Repräsentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung des Versikangehalt der murinen 
Dermis in 100 x Vergrößerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Quantifizierung des Versikangehaltes in der immunhisto-
chemischen Färbung. n= 5-12, Mittelwert ± SEM, *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegen-
über X,P;  

  



Ergebnisse 

34 

3.6 Quantifizierung der Proliferationsrate der papillären Dermis 

Die Expression des Ki-67 Antigens ist assoziiert mit der Zellproliferation. Es ist in allen Phasen des 

Zellzyklus, außer der G0-Phase, im Nukleus detektierbar und ist ein etablierter immunhistochemischer 

Proliferationsmarker. Da die EZM einen entscheidenden Einfluss auf die Anzahl der proliferierenden 

Zellen sowie die Proliferationsrate ausübt, wurden die Proben mit dem primären AK: anti Ki-67 (Novus 

Biologicals; USA) und dem sekundären AK: anti Rabbit-IgG, HRP konjugiert (Santa Cruz Biotechno-

logy; Santa Cruz, Kalifornien,USA), wie in Abschnitt 2.8 beschrieben, angefärbt und mithilfe von 

ImageJ® ausgewertet, um so die Anzahl der proliferierenden Zellen zu bestimmen. 

In den intrinsisch gealterten Gruppen ließ sich nachweisen, dass eine E₂-Substitution zu einer signifi-

kanten Erhöhung der Anzahl proliferierender Zellen sowohl gegenüber der Kontrollgruppe S,P als auch 

gegenüber der ovariektomierten Gruppe X,P führte. Die Ovariektomie führte nicht zu einer Reduktion 

der Anzahl proliferierender Zellen gegenüber der Kontrollgruppe S,P. 

In den extrinsisch gealterten Gruppen ließ sich ein signifikanter Anstieg der proliferierenden Zellen in 

der bestrahlten Kontrollgruppe S,P-UVB gegenüber der unbestrahlten Gruppe S,P verzeichnen. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass, ähnlich den Ergebnissen der intrinsischen Hautalterung 

(s.o.), eine signifikant erhöhte Anzahl an proliferierenden Zellen in der bestrahlten X,E₂-UVB Gruppe 

gegenüber der bestrahlten Kontrollgruppe S,P-UVB Gruppe und auch gegenüber den bestrahlten, ova-

riektomierten Tieren (X,P-UVB) zur Darstellung kommt. 

In den extrinsischen Gruppen zeigte sich somit wie im intrinsischen Prozess der Hautalterung eine Kor-

relation zwischen E₂-Gehalt und Anzahl der proliferierenden Zellen. Die bestrahlte, E₂-behandelte 

Gruppe X,E2-UVB wies dementsprechend die höchste Anzahl an proliferierenden Zellen auf, während 

die Ovariektomie zwar die Anzahl proliferierender Zellen reduzierte, dies jedoch nicht signifikant (vgl. 

Abb. 10). 
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Abbildung 10: Anzahl der proliferierenden Zellen in der murinen Dermis nach 10-wöchiger Bestrahlungspause und E₂ 
Behandlung wie in Abschnitt 2.1-2.3 beschrieben. Immunhistochemische Färbung der murinen Hautbiopsien, Dargestellt wird 
die Anzahl der visuell gezählten positiv makierten Zellkerne pro Bildausschnitt als vielfaches der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe 
(sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ovariektomierte Tier mit Östrogen-
Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: Ovariektomierte Gruppe mit 
Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB Exposition.(A) Repräsen-
tative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Färbung der Proliferationsrate der murinen Dermis in 100 x Vergrö-
ßerung mit einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Statistische Auswertung der proliferierenden Zellen in der murinen Dermis.; n= 5-
12, Mittelwert ± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegenüber X,P; ● p < 0,05 gegenüber 

X, P UVB; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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3.7 Quantifizierung der Makrophagenanzahl in der papillären Dermis 

Da die EZM ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf dermale Entzündungsreaktionen ausübt, stellte 

sich die Frage, inwiefern UVB-Bestrahlung und Östrogenspiegel einen Einfluss auf in diesem Versuchs-

modell möglicherweise stattfindende Entzündungsreaktionen haben könnten. Dazu wurden die histolo-

gischen Schnitte auf die Anzahl von detektierbaren Makrophagen mittels immunhistochemischer Fär-

bung wie in Abschnitt 2.8 beschrieben untersucht und mit Hilfe von ImageJ® ausgewertet. Als primärer 

AK wurde MAC2 (Cederlane Laboratories; Burlington, Ontario-Canada) und als sekundärer AK Anti 

rat IgG2a HRP konjugiert (Novus Biologicals; USA) eingesetzt. 

In den intrinsischen Gruppen ließ sich nachweisen, dass die OVX die Anzahl der detektierbaren Mak-

rophagen im Vergleich sowohl zur Kontroll- (S,P) als auch zur E₂- behandelten Gruppe (X,E2) signifi-

kant ansteigen ließ. Passend dazu konnte die durchgeführte E2-Substitution das Auftreten von dermalen 

Entzündugnszellen gegenüber den ovariektomierten Tieren (X,P) signifikant und gegenüber den Kon-

trolltieren (S,P) tendenziell reduzieren. 

In den extrinsischen Gruppen führte die UVB-Bestrahlung in allen bestrahlten Gruppen im Vergleich 

mit der jeweiligen unbestrahlten Gruppe zu einer signifikant erhöhten Anzahl der detektierbaren Mak-

rophagen.  

Die extrinsischen Gruppen wiesen im Hinblick auf einen möglichen E₂-Einfluss keinerlei signifikante 

Unterschiede auf (vgl. Abb. 11). 
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Abbildung 11: Detektion der Makrophagen in muriner Dermis nach 10-wöchiger Bestrahlungspause und E₂- Behandlung 

wie in Abschnitt 2.1-2.3 beschrieben. Immunhistochemische Färbung der murinen Hautbiopsien, Dargestellt wird die Anzahl 
der visuell gezählten Mac-2  positiv makierten pro Bildausschnitt als vielfaches der Kontrolle. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) 
mit Placebo-Pellet, X,P: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ovariektomierte Tier mit Östrogen- Pellet. S,P UVB: 
Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und 
UVB-Exposition. X,E2 UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB Exposition.(A) Repräsentative, lichtmikrosko-
pische Bilder der immunhistochemischen Färbung der Mac-2 positiven Zellen der murinen Dermis in 100 x Vergrößerung mit 
einer Schnittdicke von 14 µm. (B): Statistische Auswertung der Mac-2 positiven Zellen in der murinen Dermis.n= 5- 12; Mittelwert 

± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p < 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegenüber X,P; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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3.8 Auswertung der an den Wasserhaushalt gebundenen Hautparameter 

In der vorliegenden Arbeit wurde zusätztlich zur histologisch-strukturellen Quantifizierung überprüft, 

inwiefern sich funktionelle, d.h. qualitative Hautparameter während der intrinsischen und extrinsischen 

Hautalterung sowie unter Beeinflussung des Östrogenspiegels verändern. Dazu wurden zum einen der 

Hydratationsgrad sowie der trans-epidermale Wasserverlust mit Hilfe von Geräten der Reihe Der-

maLab® Skin Analysis System der Firma Cortex Technology (Hadsund, Dänemark) analysiert. Darüber 

hinaus wurden die Hautparameter Viskoelastizität und Young´s modulus untersucht. 

3.8.1 Hydratationsgrad und trans-epidermaler Wasserverlust 

Der geringste Hydratationsgrad in den intrinsisch gealterten Gruppen ließ sich in der ovariektomierten 

Gruppe X,P finden. Dieser war sowohl gegenüber Kontrollen (S,P), als auch gegenüber den E2-subsitu-

ierten Tieren (X,E2) signifikant reduziert. Zwischen der Kontrollgruppe sowie der E₂-behandelten 

Gruppe ließ sich jedoch nur ein tendenzieller Unterschied zugunsten einer E₂-Behandlung ausmachen. 

In den extrinsisch gealterten Gruppen führte die chronische UV-Bestrahlung zu einem signifikant ge-

ringeren Hydratationsgrad im Vergleich mit der jeweiligen intrinsisch gealterten Gruppe in den Kon-

troll-sowie der OVX-Gruppen (S,P versus S,P-UVB und X,P versus X,P-UVB). Die E2-Substitution 

konnte diesem Effekt teilweise entgegenwirken. So kam es in der Gruppe X,E2-UVB trotz UVB-Expo-

sition nicht zu einer signifikanten Reduktion des Flüssigkeitsgehaltes der Haut im Vergleich mit den 

unbestrahlten Kontrollen S,P (vgl. Abb. 12). 

Die Ergebnisse des transepidermalen Wasserverlustes fielen insgesamt uneinheitlich aus. Lediglich ten-

denziell lag der transepidermale Wasserverlust in der E₂-behandelten Gruppe X,E2 höher als in der Kon-

trollgruppe S,P und östrogensupprimierten Gruppe X, P. Somit hatte weder die Ovariektomie noch die 

E2-Substitution einen Einfluss auf den Wasserverlust (vgl. Abb. 12). 

Die UVB-Bestrahlung führte in den extrinsischen Gruppen mit Ausnahme der ovariektomierten Gruppe 

X,P-UVB gegenüber den intrinsischen Gruppen zu einem signifikanten Anstieg des transepidermalen 

Wasserverlustes. In der Tendenz erhöhte somit die UVB-Expostion den transepidermalen Flüssigkeits-

verlust, während die Ovariektomie diesen Effekt begrenzen konnte (vgl. Abb.12). 
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3.8.2 Auswertung des Young´s modulus und der Viskoelastizität  

Unter intrinsischer Hautalterung ließ sich bei der Auswertung der Messdaten bezüglich des Young´s 

modulus (Ymo), welcher die Steifheit der Haut beschreibt, insgesamt kein signifikanter Unterschied 

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (S,P;X,P und X,E2) ausmachen. Lediglich tendenziell wies 

die E₂-behandelte Gruppe den geringsten Ymo auf, während die Ovariektomie zu einer Steifigkeitszu-

nahme führte (vgl. Abb. 12). 

Unter via UVB-Bestrahlung induzierter extrinsischer Hautalterung zeigte sich ein signifikanter Anstieg 

des Ymo in der E₂-behandelten Gruppe (X,E2-UVB) gegenüber Kontrollen (S,P-UVB) und ovariekto-

mierten Tieren (X,P-UVB). Da jedoch auch die Ovariektomie den Ymo gegenüber der extrinsischen 

Kontrollgruppe S,P-UVB in der Tendenz steigern konnte, war kein unidirektionaler Einfluss unter-

schiedlicher Östrogenspiegel in diesem Zusammenhang nachweisbar. Sowohl in den Kontrollgruppen, 

(S,P versus S,P-UVB) als auch in den ovariektomierten Gruppen (X,P versus X,P-UVB) ließ sich zwi-

schen intrinsischer und extrinsischer Hautalterung kein Unterschied festmachen. 

Im Bezug auf die Viskoelastizität kam es während der intrinsischen Hautalterung in der E₂-behandelten 

Gruppe zu einem signifikanten Verlust dieser im Vergleich zur Kontroll- sowie der ovariektomierten 

Gruppe. Zudem reduzierte auch die Ovariektomie die Viskoelastizität gegenüber der Kontrollgruppe, 

ohne jedoch ein signifikantes Ausmaß zu erreichen (vgl. Abb. 12). Insgesamt waren die Ergebnisse bei 

unterschiedlichen Östrogenspiegeln somit – passend zum oben dargestellen Ymo – uneinheitlich. 

Zwischen intrinsisch gealterten Gruppen und extrinsisch gealterten Gruppen ließ sich kein signifikanter 

Unterschied ausmachen, sodass die UVB-Exposition hier keinen relevanten Einfluss hatte (vgl. Abb. 

12). 

Im Hinblick auf einen potenziellen Östrogeneinfluss zeigte sich, dass in den intrinsischen und extrinsi-

schen Gruppen die E₂-behandelten Gruppen den geringsten Wert für die Viskoelastizität vorwiesen, 

welcher jedoch jeweils nur gegenüber der intrinsischen Kontrollgruppe S,P signifikant reduziert war. 
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Abbildung 12: Erfassung der Hautparameter wie in Abschnitt 2.5 beschrieben. (A): Statistische Auswertung des Feuchtig-
keitsgehalts der murinen Dermis. Erfassung der Leitfähigkeit in µS. S,P: Kontrollgruppe (sham operiert) mit Placebo-Pellet, X,P: 
Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet. X,E2: Ovariektomierte Tier mit Östrogen- Pellet. S,P UVB: Kontrollgruppe ( sham 
operiert) mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,P UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Placebo-Pellet und UVB-Exposition. X,E2 

UVB: Ovariektomierte Gruppe mit Östrogen-Pellet und UVB Exposition. (B): Statistische Auswertung des transepidermalen Was-
serverlustes. (C): Statistische Auswertung der benötigten Kraft um die Kutis anzuheben (entsprechend Ymo), angegeben in Mpa. 
(D): Statistische Auswertung der Hautelastizität, angegeben in MPa. n= 5- 12; Mittelwert ± SEM; *, p < 0,05 gegenüber S,P; #, p 

< 0,05 gegenüber S,P UVB; ■, p < 0,05 gegenüber X,P; ● p < 0,05 gegenüber X, P UVB; ^, p < 0,05 gegenüber X, E₂ 
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4. Diskussion  

4.1 Veränderung des HA-Gehaltes 

4.1.1 Veränderungen des HA-Gehaltes in der papillären Dermis während der 

intrinsischen Hautalterung 

In der vorliegenden Arbeit führte eine 30-wöchige E₂-Depletion durch OVX in der intrinsisch gealterten 

Gruppe (X,P) zu einem tendenziell, jedoch nicht signifikant, verringerten HA-Gehalt in der papillären 

Dermis. Diese Reduktion des dermalen HA-Gehaltes könnte Folge umfassender Remodellingvorgäne 

der EZM zu sein, wozu auch der Abbau von HA gehört [65]. Ähnliche Effekte konnten bereits von 

anderen Autoren an Affen und haarlosen Mäusen beobachtet werden [85-87]. Interessanterweise konnte 

eine E2-Substitution ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf den dermalen HA-Gehalt nehmen, so-

dass der HA-Gehalt in der Gruppe X,E2 sogar tendenziell vermindert nachweisbar war und nicht das 

Kontrollniveau (S,P) erreicht hat (vgl. 3.1). 

Im Gegensatz hierzu konnte von anderen Autoren ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen E₂- Sub-

stitution und HA-Gehalt gezeigt werden. Lokal appliziertes Östrogen auf gealterte Haut von post-

menopausalen Frauen führte zu einem Anstieg der GAG und somit zu einer erhöhten Hydratation und 

einer Verbesserung des Hautbildes [88] sowie zu einer vermehrten Produktion und einem verminderten 

Abbau von HA in menschlicher Haut [89, 90].  

Es ist denkbar, dass die Erhöhung des HA-Gehaltes unter E₂-Substitution über einen Zusammenhang 

zwischen der Regulation von Östrogen und TGF- ß zustande kommt. Östrogen ist in der Lage, die TGF-

ß1 Expression zu erhöhen. Möglicherweise kann Östrogen im Umkehrschluss über den erhöhten TGF-

ß1 Spiegel den HA-Gehalt erhöhen. Letztendlich sind sowohl der genaue Mechanismus einer E2-indu-

zierten HA-Akkumulation als auch die Verhinderung des durch OVX induzierten HA-Verlustes unklar.  

Letztlich scheinen E2-induzierte Alterationen des dermalen HA-Gehaltes zumindest im vorliegenden 

Modell der skh-1 Mäuse und der untersuchten Zeiträume im Rahmen der intrinsischen Hautalterung nur 

eine untergeordnete Rolle im Vergleich mit der extrinsischen Hautalterung (vgl. 4.1.2) zu spielen. Es ist 

hierbei anzumerken, dass methodische Unterschiede zwischen der hier durchgeführten E2-Substitution 

bzw. Depletion und den o.g. Arbeiten bestehen, welche hauptsächlich auf einem präexistenten Östro-

genmangel humaner Probanden (Menopause) bzw. einer vorherigen UVB-Exposition beruhen. 

4.1.2. Veränderungen des HA-Gehaltes in der papillären Dermis durch Langzeit 

UVB Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Betrachtung der Versuchstiere ohne Eingriff in den Östrogen-

haushalt ein signifikanter HA-Verlust in der bestrahlten Kontrollgruppe gegenüber der unbestrahlten 

Kontrollgruppe.  

Somit konnte gezeigt werden, dass chronische UVB-Bestrahlung, trotz nachfolgender Bestrahlungs-

pause, zu einer Reduktion des HA-Gehaltes in der papillären Dermis führte. In aktinisch geschädigter 

Haut ist ein verminderter HA-Gehalt mit wesentlichen funktionellen Einbußen beschrieben worden [11]. 

Interessanterweise scheint hierbei der Einfluss von UVB-Bestrahlung auf den HA-Gehalt von der Zeit-

dauer der UVB-Exposition abhängig zu sein. So konnte gezeigt werden, dass nach 10-wöchiger Be-

strahlung der HA-Gehalt zunächst steigt [64], während andere Untersuchungen nachweisen konnten, 

dass bei einer längeren Bestrahlungsdauer ein Abfall des HA-Gehaltes zu erwarten ist [65, 91]. In vor-

hergehenden Arbeiten konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass UVB-Bestrahlung zum einen zu einer 

verminderten Expression der Hyaluronsynthasen 1-3 führt [65] und zum anderen durch induzierte ROS 
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hochmolekulare HA in niedermolekular Fragmente [92, 93] spaltet. Zusammenfassend führt UV-Be-

strahlung zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen verminderter Expression von Hyaluron-

synthasen und vermehrter Expression von Hyaluronidasen zugunsten des HA-Abbaus [65]. Ob es sich 

in der vorliegenden Arbeit um eine absolute Verminderung des HA-Gehaltes handelt oder ob niedermo-

lekulare HA-Spaltprodukte entstanden sind, ist zu diesem Zeitpunkt unklar und ist Bestandteil weiter-

führender Untersuchungen. Es ist jedoch denkbar, dass der oben erwähnte Zusammenhang zwischen 

TGF- ß und HA eine Rolle spielt. So konnte gezeigt werden, dass UVB-Bestrahlung sowohl zu einer 

Verringerung des TGF-ß-Gehaltes und der Expression des TGF-ß Rezeptors führt. TGF-ß wiederum 

führt zu einer starken Induktion der HAS1 und 2 in dermalen Fibroblasten [65]. Somit besteht die Mög-

lichkeit, dass aus der UVB-induzierten Verringerung der TGF-ß Expression eine Reduktion des HA-

Gehaltes resultiert. 

In der Vergangenheit konnte zudem gezeigt werden, dass aktinisch gealterte Haut Grundzüge einer chro-

nischen Hautinflammation aufweist [67, 71]. Zu überlegen gilt es daher, ob ein solcher Prozess zu Ver-

änderungen im HA-Haushalt- bzw.- zu einem HA-Verlust- führen kann. Schon früh konnte ein Zusam-

menhang zwischen erhöhtem HA-Gehalt durch lokale Applikation und verbesserter Wundheilung ge-

zeigt werden [94, 95]. In den ersten Phasen der Wundheilung kommt es zu einer raschen Hochregulation 

von HA in adulter Haut. Nach drei Tagen erreicht die HA-Produktion einen Höhepunkt und fällt danach 

ab. Anschließend wird HA durch Kollagen ersetzt und es kommt zur Ausbildung von Narbengewebe 

[96]. In fetaler Haut hingegen findet man über einen längeren Zeitraum einen erhöhten HA-Gehalt. Ein 

Ersatz von HA durch Kollagen findet nicht statt und es entsteht kein Narbengewebe [96]. Es könnte 

sein, dass die UVB-Bestrahlung trotz nachfolgender Bestrahlungspause eine chronische Inflammation 

induziert und sich so u.a. eine Verminderung des HA- Gehaltes manifestiert. Unterstützt würde diese 

Hypothese durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen quantitativen Daten bezüglich des 

dermalen Gesamtkollagens. 

In den extrinsisch gealterten Gruppen zeigte sich bei gleichzeitiger E2-Substitution ein signifikant er-

höhter HA-Gehalt bei vermindertem HA-Gehalt durch Ovariektomie (im Sinne einer E₂-Defizienz). So-

mit konnte der bestrahlungsinduzierte HA-Verlust mittels Hormonsubstitution überkompensiert werden. 

In der Vergangenheit konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass in ovariektomierten Tieren eine ge-

störte Wundheilung mit einer chronischen Inflammation einhergeht. HA scheint als eines der Schlüssel-

moleküle im Rahmen diverser Prozesse der Gewebereparation zu fungieren [83, 96]. Es wäre somit 

denkbar, dass die E₂-Substitution in der vorliegenden Arbeit eine Optimierung der Behebung UV-indu-

zierter Schäden, durch eine konsekutive Erhöhung des HA-Gehaltes, ermöglicht. 
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4.2 Veränderungen des Kollagenhaushaltes 

4.2.1 Veränderungen des Kollagenhaushaltes in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Östrogen die Kollagensynthese induziert und die Ak-

tivität von MMP verringert [89]. Aus diesem Grund wurde erwartet, dass in der vorliegenden Arbeit die 

E₂-defizienten Gruppen die geringste Packungsdichte der Kollagenfibrillen, welche mit dem Kollagen-

gesamtgehalt korreliert, aufwiesen. Die Ergebnisse des Gesamtkollagengehaltes im Zusammenhang mit 

einer E₂-Substitution bzw. einer E₂-Depletion stellten sich jedoch überraschenderweise uneinheitlich 

dar. So konnte letztlich innerhalb der intrinsischen Gruppen der höchste Kollagengehalt in einer E₂- 

defizienten Gruppe (X,P) detektiert werden, während Kontrolltiere (S,P) und östrogensubstituierte Tiere 

(X,E2) einen annähernd konstanten Kollagengehalt aufwiesen.  

Dass Östrogen einen positiven Einfluss auf zahlreiche Funktionen der Haut hat und sich u.a. positiv auf 

die Hautdicke auswirkt, konnte bereits in diversen Untersuchungen nachgewiesen werden [88, 97-99]. 

Es existieren zudem zahlreiche Studien, welche die Auswirkungen eines Östrogenmangels sowie den 

Effekt von lokal applizierten östrogenhaltigen Cremes auf die Haut postmenopausaler Frauen untersu-

chen. Eine E₂-Defizienz spiegelte sich demnach in einer dünnen Haut sowie einem verminderten Kol-

lagengehalt wieder [100]. Eine eindeutige Erklärung der Diskrepanz zwischen den o.g. Untersuchungs-

ergebnissen und den hier erhobenen Daten fehlt. Es sind jedoch verschiedene Hypothesen in diesem 

Zusammenhang zu prüfen.  

So wäre es beispielsweise denkbar, dass aufgrund der langen Behandlungsdauer der Tiere ein bis dato 

unbekannter Kompensationsmechanismus gegriffen hat, welcher den Kollagengehalt trotz Hormonde-

pletion erhöht hat. Wie oben erwähnt, wird in Wundgewebe von gealterter Haut Hyaluronsäure abgebaut 

und durch Kollagen ersetzt, so dass ein narbenartiges Gewebe entsteht. Passend dazu wies die Gruppe 

X,P ebenfalls den geringsten Hyaluronsäuregehalt aller intrinsischen Gruppen auf. 

Weiterhin sind zudem rein technisch bedingt abweichende Werte in Betracht zu ziehen, da im Rahmen 

der o.g. Studien mit jeweils anderen Versuchszeiträumen, Modellen bzw. Probanden und Hormonkon-

zentrationen gearbeitet wurde.  

Darüber hinaus könnte eine weitere Erklärung in der unterschiedlichen Syntheserate und vor Allem einer 

Verschiebung der Balance zwischen Synthese und Degradation von Kollagen in aktinisch vs. chronolo-

gisch gealterter Haut liegen [101]. Die Annahme eines modifizierten kollagenen Turnovers würde zu-

dem erklären, wieso die Gruppe X,P den höchsten Kollagengehalt und gleichzeitig die größte Anzahl an 

Kollagenfragmenten aufweist.  

Des Weiteren zeigte sich eine Erhöhung der Anzahl dermaler Kollagenfragmente in der ovariektomier-

ten Alterungsgruppe sowohl gegenüber der Kontroll- als auch der E2-substiuierten Gruppe. Bereits in 

der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Östrogen den Kollagenabbau durch eine verminderte 

Aktivität von MMP verhindert [89, 102]. Auch die Aktivität der TIMP wurde unter Östrogen erhöht. 

Durch E₂- Substitution kam es dementsprechend zu einem reduzierten Kollagenabbau und in der Folge 

zu einer reduzierten Anzahl von Kollagenfragmenten, was mit wesentlichen funktionellen Konsequen-

zen einhergehen kann [97]. Weiterhin ist aus anderen Untersuchungen bekannt, dass Östrogen den Ab-

bau von Kollagen verhindert und darüber hinaus parallel die Kollagenablagerung während der Wund-

heilung begünstigt [83, 103, 104].  
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Es wäre denkbar, dass Östrogen nicht nur einen direkten Einfluss auf den HA-Gehalt hat, sondern diesen 

auch u.a. durch Beeinflussung des Kollagengehaltes ausübt. Passend dazu wurde vor Kurzem beschrie-

ben, dass Kollagenfragmente die HA-Synthese hemmen und dadurch den HA-Gehalt reduzieren[105].  

Östrogen könnte somit den Status der intrinsisch gealterten Haut direkt durch Inhibition der Entstehung 

biochemisch aktiver Kollagenfragmente und indirekt über eine sekundär induzierte HA-Synthese posi-

tiv beeinflussen.  

4.2.2. Veränderungen des Kollagenhaushaltes in der papillären Dermis durch 

Langzeit UVB Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

Die chronische UVB-Exposition führte auch nach einem bestrahlungsfreien Intervall zu einer signifi-

kanten Reduktion des Kollagen-Gehaltes in der X,P vs X,P- UVB und in der X,E2 vs X,E2- UVB 

Gruppe sowie zudem zu einem konsekutiven Anstieg der Kollagenfragmente in der papillären Dermis. 

In den Kontrollgruppen ließ sich kein signifikanter Unterschied ausmachen.  

Schon früh konnte in gealterter Haut ein verminderter Kollagengehalt [24, 106] welcher zusätzlich 

verstärkt unter UV-Bestrahlung auftritt, gezeigt werden [24]. Die UV-Strahlung führte so nicht nur zu 

einem um 20 % verminderten Kollagengehalt in der Dermis sondern auch zu einer um 40 % vermin-

derten Anzahl von Prokollagen Typ III [64]. Dies passt zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, 

welche ebenfalls eine Reduktion des Gesamtkollagen-Gehaltes reproduzieren konnte. 

Die prinzipiellen molekularen Mechanismen, die zu einem verminderten Kollagengehalt führen, wur-

den in der Vergangenheit genau untersucht. Weniger detailliert wurden bisher die Veränderungen im 

Kollgenhaushalt durch chronische Bestrahlung erforscht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass UV- 

Strahlung zu einer erhöhten Aktivität von MMP 1, -3 und -9 führen kann. In der Folge kam es zu einer 

Degradation von dermalem Kollagen und der Entstehung von Kollagenfragmenten [60, 61, 63]. Dar-

über hinaus wurde gezeigt, dass die entstandenen Kollagenfragmente interferieren und in der Konse-

quenz die Kollagenneusynthese in den dermalen Fibroblasten hemmen [63, 106]. Wichtig für die phy-

siologische Funktion von Fibroblasten ist die Interaktion mit dermalen Kollagenfibrillen zur Aufrecht-

erhaltung der zellulären mechanischen Spannung [107]. Eine durch UV-induzierte Kollagendegrada-

tion reduziert die Intensität und Effektivität dieser Bindungen. In der Folge kam es zu einer erhöhten 

Induktion von MMP und zu einer verminderten Kollagen-Neusynthese [107]. Ähnlich wie bei HA ent-

steht eine Verschiebung des Gleichgewichtes hin zum Kollagenabbau. Bei Betrachtung der Ergebnisse 

der vorliegenden Arbeit scheint sich der Kollagenhaushalt insgesamt nur partiell von den extrinsischen 

Strahlenschäden zu erholen.  

Zudem zeigte sich innerhalb der UVB-bestrahlten Gruppen ein signifikant geringerer Kollagengehalt in 

der ovariektomierten Gruppe (X,P-UVB) gegenüber der Kontrollgruppe ( S,P- UVB), während keine 

signifikanten Veränderungen gegenüber der E2-substituierten Gruppe (X,E2-UVB) nachweisbar waren. 

Erwartungsgemäß konnte somit die durchgeführte E2-Substitution eine Kollagendegradation verhindern 

[83, 89]. Bezüglich der Entstehung von Kollagenfragmenten zeigte sich ein tendenzieller Zusammen-

hang zwischen E2-Substitution und verminderter Fragmentbildung. Interessanterweise ließ sich in den 

E₂-defizienten Tieren kein additiver Effekt bezüglich der Kollagenfragmentbildung durch UVB- Be-

strahlung zeigen. Es ist denkbar, dass dieser sich durch die 10-wöchige Bestrahlungspause wieder dem 

Kontrollniveau der intrinsisch gealterten Gruppe angepasst hat. 
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Die Zusammenhänge zwischen dem Kollagenhaushalt und dem E2-Haushalt wurden oben bereits de-

tailliert beschrieben und lassen sich in weiten Teilen auf den Bereich der aktinischen Hautalterung über-

tragen. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass auch im Rahmen der extrinsischen Hautalterung die 

Substitution mit E2 einen positiven Einfluss auf den Kollagenhaushalt zu haben scheint. 

 

4.3 Veränderungen im Proteoglykanhaushalt 

4.3.1 Veränderungen des Biglykanhaushaltes in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

Bgn ist u.a. an der Regulation der Anordnung und Ausgestaltung von Matrixbestandteilen wie Kollagen 

und der Kontrolle der Zellproliferationen beteiligt [29, 31, 32]. In der vorliegenden Arbeit konnte wäh-

rend der intrinsischen Hautalterung in den entsprechenden Gruppen (S,P und X,E2) kein signifikanter 

quantitativer Unterschied in der Detektion von Bgn dokumentiert werden. Lediglich eine tendenzielle 

Erhöhung unter E2-Substituiton konnte nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht den Beobach-

tungen anderer Autoren [108]. Es existieren bis dato zudem keine experimentellen Evidenzen hinsicht-

lich der physiologischen Funktion von Bgn im Rahmen der intrinsischen Hautalterung. 

In der Literatur ist die Fragestellung, ob eine Behandlung mit Östrogen den dermalen Bgn-Gehalt erhö-

hen kann, wenig untersucht. Lediglich eine Studie konnte zeigen, dass die Verabreichung von Östrogen 

im Uterusgewebe von ovariektomierten Mäusen zu einem vorher nicht detektierbaren Nachweis von 

Bgn führt [109]. Der erhöhte Bgn-Gehalt durch E₂-Substitution könnte zum einen über ein Zusammen-

wirken von Östrogen und verschiedenen Meditoren wie z.B. TGF- ß erklärt werden. TGF-ß wird unter 

Östrogeneinfluss hochreguliert und vermehrt exprimiert. Zudem ließ sich in der Folge eine beschleu-

nigte bzw. optimierte Wundheilung beobachten [110, 111]. Es ist somit denkbar, dass Östrogen über 

einen erhöhten Bgn-Gehalt einen positiven Einfluss auf die Wundheilung ausüben könnte. Zudem lässt 

die o.g. bekannte Beteiligung von Bgn an der Regulation von Matrixbestandteilen wie Kollagen, sowie 

der Zellproliferation [29, 31, 32] die Vermutung zu, dass Bgn während der intrinsischen Hautalterung 

hochreguliert werden könnte, um eine entsprechende Funktion in der Aufrechterhaltung der physiologi-

schen Komposition der EZM zu übernehmen [29, 31, 32]. 

4.3.2. Veränderungen des Biglykanhaushaltes in der papillären Dermis durch 

Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

Eine UV-induzierte Hochregulation von Bgn in der Haut wurde in der bisher veröffentlichten Literatur 

nicht detailliert betrachtet. Einzig eine Studie an Korneaepithel von Kaninchen hat die Bgn-Expression 

vor und nach UV-Bestrahlung evaluiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Bgn-Gehalt der Haut 

nach intensiver Bestrahlung oberhalb der Nachweisgrenze lag und erst nach mehreren expositionsfreien 

Wochen wieder abfiel [112]. Eine weitere Veröffentlichung konnte keine Veränderung des Bgn-Gehaltes 

in der papillären Dermis durch UVB-Bestrahlung zeigen [65]. 

In der vorliegenden Arbeit führte die chronische UV-Exposition auch nach einem bestrahlungsfreien 

Intervall nicht zu signifikanten Veränderungen hinsichtlich des dermalen BGN-Gehaltes (S,P vs S,P -

UVB). Jedoch führte die durchgeführte E2-Substitution zu einem signifikanten Bgn-Anstieg in der E2- 

substituierten Gruppe  (X,E2-UVB) gegenüber allen anderen Gruppen (S,P-UVB; X,P-UVB; S,P , X,P 

und X,E2). Bgn ist bekanntermaßen in der Lage an Kollagen zu binden und dadurch die Bildung von 

Kollagenfibrillen zu beeinflussen [113, 114] In der Vergangenheit konnte man im Umkehrschluss einen 

Zusammenhang zwischen einem niedrigen Bgn-Gehalt und einer magelhaften Kollagenfibrillenbildung 

nachweisen. Bgn-Knockout-Mäuse zeigten in der Folge eine vermehrte Osteoporoseneigung, spontane 
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Aortendissektionen sowie eine ausgedünnte Haut mit deutlichem Stabilitäts- und Widerstandsverlust 

[114-116].  

Auch im Kontext der Hautalterung kann ein Zusammenhang zwischen einer Bgn-Deposition und den 

Prozessen der Gewebereparation vermutet werden. Ein Kennzeichen der Gewebereparation in der Re-

generationsphase ist die Ablagerung von Kollagen. Bgn könnte in dieser Phase hochreguliert werden, 

um eine ordnungsgemäße Kollagenzusammenlagerung zu gewährleisten. Dafür spricht auch die Be-

obachtung, dass Bgn-assoziiert an Kollagenfasern-während der Wundheilung von Myokardinfarkten in 

Mäusen hochreguliert wird [117].  

Wie bereits oben erwähnt konnte ein Zusammenhang zwischen E2-Substitution und dem Biglykangehalt 

im Uterus gezeigt werden [109]. Es wäre hypothetisch denkbar, dass die E2- Substitution speziell im 

Zuge der extrinsischen Hautalterung zu einer kompensatorischen Biglykan-Hochregulation geführt hat. 

Dies könnte zu einer ordnungsgerechten bzw. optimierten Kollagenfibrillenzusammenlagerung beige-

tragen haben, was sich jedoch ohne Untersuchungen auf molekularer Ebene nicht nachweisen lässt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Bgn über seine verschiedenen Interaktion mit EZM-Molekülen 

und Mediatoren eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der EZM zu übernehmen scheint und interes-

santerweise vermutlich aus eben diesen Gründen im Rahmen der extrinischen Hautalterung hochregu-

liert wird. 

4.3.3 Veränderungen des Lumikanhaushaltes in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

Lumikan ist in der Kornea, der Haut sowie dem Gewebe von Sehnen und Gelenken, wo es an der Fir-

billogenese und dem Kollagenfibrillenwachstum beteiligt ist, zu finden [45, 118]. Es spielt u.a. eine 

Rolle in der Zellmigration, der Zellproliferation, während der Embryogenese, in der Wundheilung sowie 

im Rahmen der physiologischen Immunantwort [44].Während der intrinsischen Hautalterung konnte 

eine deutliche Reduktion des Lumikangehaltes in der Haut, einhergehend mit funktionellen Einbußen, 

gezeigt werden [108]. Es wird davon ausgegangen, dass eben dieser Lumikanverlust und der gleichzei-

tige Anstieg anderer PG (z.B. von Decorin) funktionelle Veränderungen v.a. im Kollagenhaushalt her-

voruft, welche phänotypisch die charakteristischen Merkmale von gealterter Haut darstellen [28, 108].  

Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen fällt auf, dass ein absoluter Östrogenmangel in der 

intrinsischen Gruppe (X,P) mit dem niedrigsten Lum-Gehalt einhergeht. In früheren Studien konnte 

passend dazu bereits gezeigt werden, dass eine Ovariektomie von Mäusen zu einer verminderten Lum-

Expression in der Haut führt [119].  

Eine E₂-Substitution, z.B. in Form einer dermalen E₂-Applikation, kann klassische klinische Parameter 

der Hautalterung (u.a. Faltenbildung, Feuchtigkeitsgehalt) über einen erhöhten HA-und Kollagengehalt 

optimieren [120]. Es ist durchaus denkbar, dass Östrogen dies auch über eine quantitative Erhaltung 

diverser Proteoglykane wie z.B. Lumikan, die u.a. von essentieller Bedeutung für die Kollagenfibrillen-

bildung sind, gewährleistet, auch wenn die vorliegenden Daten dies lediglich tendentiell andeuten und 

nicht signifikant validieren können  

4.3.4. Veränderungen des Lumikangehaltes in der papillären Dermis durch 

Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Lum-Gehaltes in der bestrahlten 

Kontrollgruppe (S,P-UVB) gegenüber der unbestrahlten Kontrolle (S,P). Sowohl die ovariektomierten, 

als auch die E2-substituierten Gruppen wiesen diesen Trend auf. Somit ließ sich festhalten, dass auch 
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nach einer Rekonvaleszenzphase der Lumikangehalt durch chronische UVB-Bestrahlung in der papillä-

ren Dermis angestiegen ist. 

Ein direkter Zusammenhang zwischen UVB-Bestrahlung und einem Lum-Anstieg in der Dermis wurde 

bislang in der Literatur nicht beschrieben. Es scheint jedoch einen direkten Zusammenhang zwischen 

Lum-Gehalt und stattfindender Kollagenfibrillenbildung zu bestehen. So zeigen Lum-Knockout-Mäuse 

eine gestörte Kollagenfibrillenbildung, die sich in Form einer fragilen Haut und einer getrübten Kornea 

widerspiegelt. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass Lum eine wichtige Funktion in der Steuerung 

der dermalen Kollagenzusammenlagerung übernimmt [118]. Des Weiteren wurde beobachtet, dass Lum 

mit Kollagenfibrillen auch direkt interagieren kann, um diese vor einem UV-induzierten Abbau durch 

MMP zu schützen und um darüber hinaus die Kollagenzusammenlagerung während der Geweberepara-

tion zu regulieren [96, 121]. Studien konnten dementsprechend zeigen, dass während der Wundheilung 

von kornealem Gewebe Lum hochreguliert wird. Interessanterweise zeigten Wunden von Lum-Knock-

out-Mäusen eine Tendenz zur signifikant langsameren Ausheilung [44, 122].  

Es lässt sich also schlussfolgern, dass Lum möglicherweise extrinsisch hochreguliert wird, wenn es zu 

Veränderungen im Kollagenhaushalt kommt. Diese Veränderungen könnten einen physiologischen, al-

tersbedingten Prozess darstellen, aber auch eine Langzeitfolge der durch UV-induzierten Hautalterung 

und damit einhergehender Remodellingvorgänge widerspiegeln.  

4.3.5 Veränderungen des Versikanhaushaltes in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

Vcan scheint eine Rolle in der Regulation von Zell-Adhäsion, Zell-Survival, Proliferation sowie bei dem 

Zusammenbau der EZM zu spielen [40]. In der vorliegenden Arbeit ließ sich in den intrinsischen Haut-

alterungsgruppen ein deutlich erhöhter Vcan-Gehalt in der E₂-substituierten Gruppe nachweisen. Auch 

der Vcan-Gehalt der Kontrollgruppe zeigte sich tendenziell erhöht gegenüber der ovariektomierten 

Gruppe. 

Östrogen scheint einen induzierenden Effekt auf Vcan auszuüben. Studien an verschiedenen Organsys-

temen bestätigen die Vermutung, dass Östrogen einen positiven Einfluss auf die Vcan-Expression hat. 

So führt ein als Östrogen-Agonist fungierendes Phytoestrogen zu einer erhöhten Expression von Vcan 

mRNA in humanen Osteoblasten. In ovariektomierten Tieren führt erst die Östrogengabe zu einer nach-

weisbaren Detektion von Vcan im Gewebe der Uteri dieser Tiere [123, 124]. In der Literatur gibt es 

bisher keine Erkenntnisse über die Auswirkung von Östrogen auf die Vcan-Expression der Haut. Dies 

lässt sich durch die vorliegenden Daten jedoch vermuten. 

4.3.6. Veränderungen des Versikangehaltes in der papillären Dermis durch 

Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszensphase  

In der vorliegenden Arbeit ließ sich ein signifikanter Anstieg von Vcan in der papillären Dermis nach 

einem bestrahlungsfreien Intervall in der UVB-exponierten Kontrollgruppe (S,P) nachweisen.  

In aktinisch gealterter Haut kommt es zu Matrixumbauvorgängen, der sog. solaren Elastose [125]. Ge-

nauer gemeint ist damit nicht nur ein Matrixabbau in Form eines Kollagenverlustes in der papillären 

Dermis, sondern auch einer reaktiven Neusynthese. In der Folge kommt es zu einer massiven Ablage-

rung von elastotischem Material, Fibrillin und Elastin [25]. Es konnte gezeigt werden, dass Vcan in 
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chronisch UV-exponierter Haut, im Bereich der solaren Elastose, akkumuliert [126]. Auch in der vor-

liegenden Arbeit kommt es unter chronischer UVB-Exposition zu einer Akkumulation von Vcan. Über 

eine Colokalisation von Elastin und Vcan kann an dieser Stelle keine Aussage getroffen werden, da 

diesbezüglich keine Quantifizierung erfolgt ist. Darüber hinaus ist bekannt, dass ein hoher Vcan- Gehalt 

Zellen vor oxidativem Stress schützen kann [127]. Knott et.al. äußerten die Hypothese, dass die Abla-

gerung von elastotischem Material ein bisher ungeklärter Stimulus zur Hochregulation u.a. von Vcan 

sein kann [126]. Es wird vermutet, dass Vcan ein geeignetes Milieu für Reparatur- und Regenerations-

prozesse für Fibroblasten schafft und diese die Produktion von weiteren EZM-Molekülen stimuliert. 

Des Weiteren ist bekannt, dass UV-induziertes freigesetztes MMP-12 in der Lage ist, die HA-Bindungs-

stelle des Versikan-Moleküls zu spalten und so zu einem Ausschluss von HA zu führen kann [128]. 

Insgesamt könnte dieser Prozess zum einen den Abfall des HA-Gehaltes und zum anderen den Anstieg 

des Vcan-Gehaltes erklären. Bereits Hasegawa et al. äußerten die Vermutung, dass der Abbau der Vcan-

Bindungsstelle durch UV am HA-Molekül ein wichtiger Weg in der pathophysiologischen Entstehung 

der solaren Elastose ist [128]. 

Auch in den extrinsischen Gruppen zeigt sich ein positiver Zusammenhang zwischen dem Vcan- und 

dem E2-Gehalt, im Sinne einer deutlichen Vcan-Induktion durch Östrogene. Es fällt zudem passend dazu 

auf, dass den tendenziell geringsten Versikangehalt die ovariektomierte Gruppe aufweist. Anhand der 

oben dargstellten Aspekte einer Vcan-Induktion via UVB-Exposition ist jedoch davon auszugehen, dass 

im Unterschied hierzu die durch Östrogene erhöhte Anzahl an Vcan-Molekülen funktionell intakt sind 

und somit der EZM-Erhaltung dienen könnte  

 

4.4 Veränderungen der Proliferationsrate 

4.4.1 Veränderungen der Proliferationsrate in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

In der vorliegenden Arbeit ließ sich unter intrinsischen Bedingungen ein Anstieg der Proliferationsrate 

in der E₂-behandelten Gruppe (X,E2) gegenüber Kontrollen (S,P) und ovariektomierten Tieren (X,P) 

beobachten. Es ist bekannt, dass Östrogen an dermale Fibroblasten binden kann [129, 130]. Dort kann 

es dann nicht nur die mitotische Aktivität, sondern auch die Proliferation und die DNA-Synthese erhö-

hen [131].  

Des Weiteren lässt sich die Erhöhung der Proliferationsrate möglicherweise auch über eine Erhöhung 

des HA-Gehaltes in dieser Gruppe (X,E2) erklären, da HA bekannt dafür ist die Proliferationsrate von 

Fibroblasten zusätzlich zu stimulieren [105].  

Wie bereits oben beschrieben führte die Östrogensubstitution zu einer Erhöhung des Gesamtproteogly-

kangehaltes. Dies spiegelt sich in der ebenfalls erhöhten Proliferationsrate in den betroffenen Gruppen 

wieder. Bei den proliferierenden Zellen handelt es sich außerdem gemäß der zellulären Distribution in 

der Dermis in erster Linie um Fibroblasten, welche im Rahmen ihrer Syntheseeigenschaften den HA- 

und Proteoglykangehalt weiter erhöhen können. Zusammenfassend könnten E2 induzierte Proliferati-

onssteigerungen somit der bekannten intrinsischen Atrophie der Haut entgegenwirken [132]. 
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4.4.2 Veränderungen der Proliferationsrate in der papillären Dermis durch 

Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

In der vorliegenden Arbeit konnte nach einem bestrahlungsfreien Intervall ein signifikanter Anstieg der 

Ki- 67 positiven Zellen in der bestrahlten Kontrollgruppe (S,P-UVB) gegenüber der unbestrahlten Kon-

trolle (S,P) nachgewiesen werden. Dass eine UVB-Exposition zu einem Anstieg der Proliferationsrate 

führt, konnte bereits in der Vergangenheit in zahlreichen Studien der Haut gezeigt werden [133-135]. 

Zu Bedenken ist jedoch, dass es sich bei diesen Zellen hauptsächlich um Melanozyten, also um Zellen 

der Epidermis und nicht der Dermis, handelt und diese eventuell über unterschiedliche Regulationsme-

chanismen zur Proliferation angeregt werden. 

Chronische UVB-Bestrahlung führt bekanntermaßen zu einem Remodelling der EZM. Zu vermuten ist, 

dass der stattfindende Gewebeumbau u.a. mit einer Zunahme aktiv proliferierender Zellen verbunden 

ist, welche in der Folge vermehrt die o.g. EZM-Komponenten, namentlich Proteoglykane (Bgn, Vcan 

und Lum) und Ha, synthetisieren und in der Folge dann in Prozesse wie z.B. die solare Elastose münden 

könnten. Diese Hypothese deckt sich mit den hier erhobenen Quantifizierungsergebnissen (vgl. 3.2 – 

3.5). Auf der anderen Seite ist weiterhin denkbar, dass eine erhöhte Proliferationsrate nach einem be-

strahlungsfreien Intervall bereits einer beginnenden Erholung der Struktur und Funktion der dermalen 

EZM entspricht. Dafür spricht, dass bereits gezeigt werden konnte, dass HA in der Lage ist, die Prolife-

ration von Fibroblasten zu stimulieren [105] und interessanterweise in der vorliegenden Arbeit die 

höchste Anzahl der Ki-67 positiven Zellen in der Gruppe mit dem höchsten HA-Gehalt nachgewiesen 

werden konnte. Zudem wirkte auch die E2-Substitution proliferationssteigernd im extrinsischen Verlauf, 

sodass bestrahlte und hormonbehandelte Tiere (X,E2-UVB) die höchste dermale Proliferationsrate auf-

wiesen. Sollte sich die oben proklamierte Hypothese einer bereits eingetretenen Rekonvalezenz als rich-

tig erweisen, könnten Östrogene in diesem Zusammenhang eine Optimierung bzw. Beschleunigung des 

Erholungsprozesses bedeuten.  

 

4.5 Veränderung der Makrophagendetektion 

4.5.1 Veränderungen der Makrophagendetektion in der papillären Dermis 

während der intrinsischen Hautalterung 

Ein charakteristisches Kennzeichen eines Inflammationsgeschehens in der Haut, v.a. einer chronischen 

Inflammation wie z.B. bei Psoriasis, ist die Infiltration von Makrophagen [136]. In der vorliegenden 

Arbeit wies die E₂-substituierte intrinsische Gruppe (X,E2) den niedrigsten Makrophagenanteil auf, wäh-

rend die durchgeführte Ovariektomie (X,P) die Rekrutierung von Entzündungszellen in die Dermis so-

wohl gegenüber Kontrollen (S,P), als auch gegenüber östrogenbehandelten Tieren (X,E2) signifikant 

enthemmt hat. Dies macht einen direkten Zusammenhang zwischen E₂-Gehalt des Gewebes und der 

Anzahl der infiltrierenden Makrophagen mit bekannten funktionellen Konsequenzen wahrscheinlich 

[137]. Ob E₂ die Einwanderung von Makrophagen in die murine Dermis direkt stimuliert oder diesen 

Effekt über die Veränderung des sekretorischen Zytokinprofils der Fibroblasten auslöst, ist bislang nicht 

bekannt. Da die intrinsische Hautalterung im Gegensatz zur extrinsischen Hautalterung jedoch üblicher-

weise nicht mit einer erhöhten Akkumulation von Entzündungszellen in der Dermis assoziiert ist, schei-

nen erhöhte Östrogenspiegel in diesem Zusammenhang protektiv zu wirken. 
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4.5.2 Veränderungen der Detektion von Makrophagen in der papillären Dermis 

durch Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase 

Anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse musste auch nach einem bestrahlungsfreien Inter-

vall von einem chronischen Inflammationsprozess ausgegangen werden, da eine erhöhte Ansammlung 

von MAC2-positiven Makrophagen in allen UVB-exponierten Gruppen (S,P-UVB; X,P-UVB und X, E2 

UVB) nachweisbar war. 

In der Vergangenheit konnte diesbezüglich auf der einen Seite gezeigt werden, dass aktinisch gealterte 

Haut zahlreiche histologische Gemeinsamkeiten mit chronisch-entzündeter Haut aufweist. Man be-

zeichnet dieses Phänomen als einen chronischen niedrig-proinflammatorischen Status, der Inflammati-

onsalterung oder „Inflammaging“ genannt wird. Dieser Zustand zeichnet sich u.a. durch eine erhöhte 

Anzahl von inflammatorischen Zellen wie Mastzellen, Makrophagen und T- Zellen aus [66]67, 71]. 

Dementsprechend zählen UV-Strahlen- vor allem UVB-Strahlen - zu den potentesten externen Stimuli, 

welche eine Immunreaktion hervorrufen. Sie verursachen neben einer beschleunigten (aktinischen) 

Hautalterung auch entzündlich bedingte Hauterkrankungen sowie eine charakteristische Form der 

Wundheilung [71] [67]. Neben der bekannten, beschriebenen EZM-Degradation fiel in diesem Zusam-

menhang auch ein erhöhtes Vorkommen von Makrophagen, Mastzellen und T- Zellen auf [67]. Vor allem 

Makrophagen spielen eine zentrale Rolle in allen Phasen der Wundheilung [138]. Es wurde auf der 

anderen Seite jedoch auch beschrieben, dass sie bereits früh eine wichtige Rolle in der Kontrolle der 

Wundheilung übernehmen. Zusätzlich sind sie in der Lage verschiedene dermale Zelltypen im laufenden 

Wundheilungsprozess zu aktivieren und somit deren sekretorischen Phänotyp zu verändern [137]. Ins-

gesamt kann daher der erhöhten Anzahl inflammtorischer Zellen nach einem bestrahlungsfreien Inter-

vall also auch eine reparative Komponente zu Grunde liegen. 

Auf Seiten der potentiell negativen und mit einem erhöhten Vorkommen von Entzündungszellen verge-

sellschafteten Aspekte gilt es jedoch, weitere, im Folgenden angeführte, Zusammenhänge zu betrachten. 

So führt UVB-Strahlung zu einer Hochregulation von intrazellulären Adhäsionsmolekülen (engl.: Inter-

cellular adhesion molecules, ICAM) in humanen Keratinozyten sowie in Endothelzellen von dermalen 

Mikrogefäßen [139, 140]. ICAM regulieren u.a. den Einstrom proinflammatorischer Zellen in die Der-

mis [141]. Die UV-induzierte Infiltration dieser Makrophagen sowie neutrophiler Granulozyten stellt 

weiterhin einen bedeutenden Schritt in der Entwicklung von inflammatorischen Hauterkrankungen dar 

[66, 142].  

Unter physiologischen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht zwischen Entstehung und Abbau von 

ROS [143]. ROS werden während einer inflammatorischen Reaktion produziert und spielen hierbei eine 

wichtige Rolle [144]. UVB-Strahlung verschiebt das physiologisch herrschende Gleichgewicht hin zu-

gunsten ihrer Entstehung [145, 146]. ROS agieren in der Folge u. a. als zweiter Botenstoff innerhalb der 

intrazellulären Signaltransduktion. Dadurch sind sie in der Lage, die Expression zellulärer Gene wie der 

Matrixmetalloproteasen zu steuern und weiterer proteolytischer Enzyme zu induzieren. So kommt es 

zur Degradation von EZM-Bestandteilen, wie Kollagenen und HA, welche schließlich in einer dysfunk-

tionellen und strukturell alterierten EZM-Matrix mündet [147-150]. In der vorliegenden Studie konnte 

dementsprechend eine Reduktion des HA-Gehaltes in den extrinsischen-Gruppen ohne Östrogensubsti-

tution (S,P-UVB und XE2-UVB) festgestellt werden. Es könnte sich hierbei zudem aber auch um einen 

Umbau der hochmolekularen Form in die niedermolekulare Form handeln. Niedermolekulare HA-Frag-

mente entstehen u.a. durch ROS und enzymatische Degradation, sind potente Immunmodulatoren und 

beeinflussen die Zytokinproduktion [14, 151-153]. So konnte in der Vergangenheit bereits gezeigt wer-

den, dass HA-Fragmente in Makrophagen eine Steigerung der Zytokinproduktion induzieren, v.a. die 
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der Nitritoxid-Synthase, sodass der proinflammatorische Transkriptionsfaktor NFκB verstärkt expri-

miert wird [154-156]. Dies lässt in der Zusammenschau die Vermutung zu, dass die UVB-Exposition 

über die Induktion von ICAM und ROS zuächst zu einer frühen Aktivierung und dermalen Infiltration 

durch Makrophagen führt, ehe dann über den Abbau von Kollagen und HA sowie durch entstandende 

HA-Fragmente die definitive EZM-Schädigung manifest bzw. fortlaufend verstärkt und unterhalten 

wird [67].  

Möglicherweise ist somit das eingehaltene bestrahlungsfreie Intervall von 10 Wochen im Versuchsmo-

dell der skh1- Mäuse zeitlich nicht ausreichend, um entzündungsbedingte Vorgänge vollständig zu ver-

hindern bzw. zu kompensieren und umzukehren.  

Die Östrogensubstitution führte demgegenüber auch unter extrinsischen Bedingungen zu einem in der 

Tendenz, aber nicht signifikant, reduzierten Vorkommen von dermalen Entzündungszellen (XE2-UVB), 

während die Ovariektomie die Akkumulation von Makrophagen enthemmte (X,P-UVB). In der Vergan-

genheit konnte analog hierzu gezeigt werden, dass synthetische ERβ-Agonisten einer UV-induzierten 

Matrixdegradation entgegenwirken, die Rekrutierung von Entzündungszellen hemmen und die Wund-

heilung optimieren kann [157]. Im Umkehrschluss ist bekannt, dass ovariektomierte Mäuse eine 

schlechtere Wundheilung zeigen. Diese ist nicht nur verlangsamt, d.h. quantitativ supprimiert, sondern 

auch als qualitativ minderwertiger im Vergleich zur Wundregeneration bei E₂-substitutierten Mäusen 

anzusehen. Passend dazu konnte gezeigt werden, dass Wunden von fetaler Haut nicht nur narbenfrei 

ausheilen, sondern auch eine signifikant geringere Anzahl an Makrophagen vorweisen [83, 111]. Insge-

samt muss jedoch auch bezüglich des beschriebenen protektiven E2-Effektes konstatiert werden, dass 

die Rekonvaleszenzphase von 10 Wochen vermutlich nicht ausreichend ist um proinflammatorische Ef-

fekte der UVB-Exposition effektiv zu verhindern. Verlängerte Zeitintervalle, höhere Östrogendosen o-

der eine anderweite Applikationsform sind hier zu diskutieren und erfordern weiterer Untersuchungen. 

 

4.6 Veränderungen der Hautparameter  

4.6.1 Veränderungen des Hydratationsgrades in der papillären Dermis während 

der intrinsischen Hautalterung 

Die Fähigkeit der Haut, Wasser zu binden, hängt zum einen von der Beschaffenheit der Lipidschicht 

der Epidermis und zum anderen vom Anteil der GAG – v.a. HA - in der Dermis ab, welche wiederum 

durch Östrogene vermehrt synthetisiert werden [158, 159].  

Ein deutlicher Östrogeneffekt auf den Hydratationsgrad der Haut zeigte sich dementsprechend auch in 

den intrinsischen Gruppen, wobei die E₂-defiziente Gruppe (X,P) den signifikant geringsten Hydratati-

onsgrad aufwies. Zwischen Östrogengehalt und transepidermalem Wasserverlust konnte demgegenüber 

kein klarer Zusammenhang ermittelt werden. Erwartet hätte man hier einen erhöhten TEWL unter E2-

Defizienz. Diese heterogenen Ergebnisse lassen mehrere Erklärungsansätze zu. So ist Östrogen nach-

weislich in der Lage, den HA- und Kollagengehalt in intrinsisch gealterter Haut zu steigern und in der 

Folge den Hydratationsgrad positiv zu beeinflussen [88, 120]. Möglicherweise ist der Effekt einer E2-

Defizienz demgegenüber jedoch nicht als gleichwertig reziprok anzusehen, sodass ein Östrogenmangel 

nicht zur relevanten Enthemmung des Wasserverlustes führt. Zudem äußerten Tsukahara et. al. nach 

Betrachtung des TEWL bei ovariektomierten, aromatasedefizienten und UVB-exponierten Mäusen die 

Vermutung, dass extragonadale Östrogene bei Ausfall der primären ovariellen Hormonproduktion pro-

tektive Aufgaben übernehmen können. Auch dies würde den konstanten TEWL trotz Ovariektomie er-

klären [160]. 
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4.6.2 Veränderungen des Hydratationsgrades in der papillären Dermis durch 

Langzeit-UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase  

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die UVB-Exposition im Mausmodell zu einem ver-

minderten Hydratationsgrad der Haut [161] sowie zu einem erhöhten TEWL führt [162]. Hiermit asso-

ziiert waren Effekte wie eine dysfunktionale EZM-Komposition und den typischen klinischen Manifes-

tationen der extrinsischen Hautalterung. Bekanntermaßen ist HA u.a. in der Lage, große Mengen Wasser 

zu binden und dadurch die Beschaffenheit der Haut positiv zu verändern [11]. Passend dazu weisen in 

der vorliegenden Arbeit die Gruppen mit niedrigem HA- und Kollagengehalt auch einen niedrigen Hyd-

ratationsgrad sowie einen erhöhten TEWL auf. 

Unter Östrogeneinfluss kam es nicht zu einer UVB-assoziierten Hydratationsreduktion im Vergleich zur 

intrinsischen Kontrollgruppe (X,E2-UVB vs. S,P). E2 schien somit auch im extrinsischen Verlauf der 

Hautalterung die Hauthydratation zu erhöhen. Im direkten Vergleich mit den anderen bestrahlten Grup-

pen (S,P-UVB und X,P-UVB) war E2 jedoch nicht in der Lage, den Flüssigkeitsgehalt der Haut signifi-

kant zu erhöhen, sodass hier ein Überwiegen des UVB-Einflusses unterstellt werden muss. Dazu pas-

send konnten Gendimenico et. al. vor einiger Zeit nachweisen, dass bestimmte östrogenvermittelte Ef-

fekte–wie eine Zunahme der Hautdicke und damit assoziierter vermehrter Flüssigkeitsspeicherung, erst 

bei hochdosierter E2-Substitution zu erwarten sind [120]. Zudem ließ sich dieser Effekt interessanter-

weise nur im extrinsischen Verlauf als Antwort auf eine UVB-Exposition validieren, während im intrin-

sischen Verlauf eine Hochdosisgabe von 17beta-Östrogen Hautdicke und Hydratation nicht erhöhen 

konnte. Letztlich könnten somit auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Hydratations-

quantitäten im extrinsischen Verlauf dosisabhängig kein signifikantes Ausmaß annehmen. 

Unter extrinsischen Bedingungen konnte kein einheitlicher Zusammenhang zwischen E2-Defizienz und 

E2-Substituion, sowie dem TEWL festgestellt werden. Unstimmig erscheint zunächst insbesondere der 

niedrige TEWL in der E₂-defizienten Gruppe (X,P-UVB). Bedenkt man jedoch, dass genau diese Gruppe 

sowohl einen sehr geringen HA- als auch einen sehr niedrigen Kollagengehalt aufwies, lässt sich ver-

muten, dass der Gesamtwassergehalt als Spätfolge einer chronischen UVB-Bestrahlung nachhaltig be-

reits so reduziert wurde, dass nach einer Rekonvaleszenzphase kaum noch Wasser über die Epidermis 

verloren geht und sich somit ein verringerter TEWL messen lässt. Passend dazu wurde bereits von an-

deren Autoren die Tatsache beschrieben, dass aktinisch gealterte Haut zwar einen initial erhöhten Flüs-

sigkeitsverlust im Anschluss an eine UVB-Exposition aufweist, im weiteren Verlauf jedoch zunehmend 

geringere Mengen H2O gespeichert werden können, sodass kein erhöhter TEWL mehr validierbar war 

[163, 164]. Dementsprechend ist von einer massiv gestörten EZM-Komposition und Funktionalität aus-

zugehen, welcher auch durch eine E2-Subsitution nur unzureichend begegnet werden kann. 

4.6.3 Veränderungen der Elastizität in der papillären Dermis während der 

intrinsischen Hautalterung 

Der Hautparameter Young´s modulus beschreibt die Kraft, welche aufgewendet werden muss, um die 

Haut 1,5 mm anzuheben. Er entspricht somit der Steifigkeit der Haut. Die Viskoelastizität beschreibt 

demgegenüber die Elastizität bzw. Dehnbarkeit der Haut. In der vorliegenden Arbeit konnte kein signi-

fikanter Unterschied in der Elastizität zwischen einer E₂-Substitution (X,E2) gegenüber einer E₂- Defi-

zienz (X,P) der intrinsischen Hautalterungsgruppen gezeigt werden. Es zeigte sich jedoch überra-

schenderweise ein Elastitzitätsverlust in der E2-substituerten Gruppe (X,E2) gegenüber den Kontrolltie-

ren (S,P). Die Auswertung der Hautsteifigkeit erbrachte keine Unterschiede im intrinsischen Verlauf. 

Aufgrund diverser Untersuchungen anderer Autoren war primär von einer Elastizitätszunahme unter E2-

Substitution im Mausmodell auszugehen [81, 82]. Da jedoch zudem eine tendenziell erhöhte Elastizität 
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innerhalb der Kontrollgruppe (S,P) gegenüber den ovariektomierten Tieren (X,P) nachweisen lies, 

konnte insgesamt kein einheitlicher Effekt einer Östrogensubstitution bzw. eines Östrogensmangels va-

lidiert werden. Es sei jedoch an dieser Stelle erwähnt, dass bereits andere Autoren einen spontanen, 

intrinsischen Elastizitätsverlust im Mausmodell nach operativer Ovariektomie mit der Folge einer be-

schleunigten Hautalterung beschrieben haben [81]. Zusammenfassend sind somit im Wesentlichen zwei 

Interpretationen der hier erhobenen Daten denkbar. Zum einen könnte die zeitliche Dauer bzw. die Dosis 

einer Östrogensubstitution von Bedeutung sein, sodass nach 10-wöchiger Rekonvaleszenzphase noch 

keine relevante Elastizitätszunahme feststellbar war. Zum anderen muss in diesem Zusammenhang je-

doch auch eine Messungenauigkeit bzw. Messabweichung in Betracht gezogen werden, da es sich bei 

der hier verwendeten Messmethodik um eine für die menschliche Hautanalyse ausgelegte Methode han-

delt, welche jedoch regelhaft auch am Mausmodel zur Analyse angewendet wird [165, 166] . 

4.6.4 Veränderungen der Elastizität in der papillären Dermis durch Langzeit-

UVB-Exposition nach einer Rekonvaleszenzphase  

Tendenziell ist die Haut durch chronische UVB-Bestrahlung steifer und weniger elastisch geworden, 

was den Ergebnissen diverser Untersuchungen anderer Autoren entspricht [48, 160]. Somit konnte der 

beschleunigende Effekt einer UVB-Exposition im Zuge der extrinsischen Hautalterung auch nach einer 

Rekonvaleszenzphase demonstriert werden. Der einzige signifikante Unterschied war jedoch der An-

stieg der Steifheit der Haut in der E₂-substituierten Gruppe (X,E2-UVB) im Vergleich mit den ovariekto-

mierten Tieren (X,P-UVB) und den Kontrolltieren (S,P-UVB).  

Darüber hinaus kam es unter E₂-Substitution und UVB-Bestrahlung (X,E2-UVB) zu einem signifikanten 

Elastizitätsverlust der Haut im Vergleich zu dem der intrinsischen Kontrollgruppe (S,P), während die 

Ovariektomie hier keinen Einfluss zu haben schien (X,P-UVB). Es ist entsprechend der Literatur hierbei 

anzunehmen, dass aktinische Hautschäden die Elastizität der oberen Hautschichten derart effektiv 

reduzieren, dass dieser Effekt weder durch eine 10-wöchige Rekonvaleszenzphase, noch durch eine 

Östrogensubstitution im Rahmen der hier etablierten Versuchbedingungen zu kompensieren bzw. 

umzukehren ist [120, 160]. Nichtsdestotrotz müssen auch hier eine mögliche Messungenauigkeit bzw. 

abweichende Ergebnisse aufgrund anderer Östrogendosen bzw. methodisch abweichender UVB-

Expositionsprotokolle und Rekonvaleszenzphasen diskutiert werden [81, 160]. 
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4.7 Überblick über die Veränderungen in der Komposition der EZM durch 

chronische Bestrahlung auch nach einer Rekonvaleszenzphase  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob bekannte, durch chronische UVB-Bestrahlung 

hervorgerufene Veränderungen der EZM, wie u.a. die Degradation von Kollagen, die Akkumulation von 

elastotischem Material und einen Einstrom von Makrophagen etc. auch nach einem 10-wöchigen be-

strahlungsfreien Intervall detektierbar sind. Es konnte gezeigt werden, dass tiefgreifende Remodeling-

vorgänge auch nach einer UVB-freien Erholungsphase zu einer stark veränderten Matrix im Vergleich 

zur intrinsisch gealterten Kontrolle führen und dementsprechend nicht von einer vollständigen Restitutio 

ad integrum auszugehen war. Untermauert wird diese Festellung nicht zuletzt durch die heterogenen 

Ergebnisse der Hautparameteranalyse. 

Zusammengefasst zeigte sich zum einen ein Verlust von HA und zum anderen ein Anstieg der Kollagen-

fragmente und der Proteoglykane in der papillären Dermis der extrinsisch gealterten Gruppen gegenüber 

den intrinsisch gealterten Gruppen. Darüber hinausgehend konnte auch nach dem bestrahlungsfreien 

Intervall in den extrinsischen Gruppen eine erhöhte Anzahl von Makrophagen und proliferierenden Zel-

len im Sinne einer chronischen Inflammation nachgewiesen werden. Die Integrität der Dermis war somit 

als quantitativ-strukturell, als auch als qualitativ-funktionell gestört anzusehen. 

Weiterhin konnte dargestellt werden, dass Östrogene vermutlich einen positiven Einfluss auf die Kom-

position der EZM haben und die durch chronische Bestrahlung ausgelösten, negativen Veränderungen 

in einem gewissen Maße kompensieren können. Auch wenn die Analyse der Hautparameter dies nur 

eingeschränkt wiedergeben kann, ist anhand der vorliegenden Literatur und der dokumentierten Beein-

flussung der EZM-Komposition bei unterschiedlichen Östrogenspiegeln generell von einem strukturell-

funktionellen Benefit auszugehen [88, 167, 168]. Das Ausbleiben signifikanter Effekte bei der Auswer-

tung einzelner Hautparameter bzw. der Quantifizierung einzelner EZM-Komponenten könnte nicht zu-

letzt auf unterschiedliche methodische Vorgehensweisen (Versuchszeiträume und Rekonvaleszenzpha-

sen, Intensität einer UVB-Exposition, Östrogendosen etc.) anderer Autoren zurückzuführen sein und 

erfordert weitere Untersuchungen [120].  
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4.8 Ausblick und Schlussfolgerung  

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine rein deskriptive Studie, welche in der Folge durch 

nachweisbare, kausale Zusammenhänge weiter gestützt werden sollte. Die Daten lassen die Schlussfol-

gerung zu, dass durch die chronische Bestrahlung eine Form von chronischer Inflammation in Gang 

gesetzt wurde. Weiterführend sollte zur Untersuchung der kausalen Prozesse an diesem Punkt ange-

knüpft werden (z.B. Interaktion von HA und Versikan).  

Teilziel dieser vorgelegten Arbeit war es, zu zeigen, in welcher Weise sich Östrogen auf die Komposition 

der EZM auswirkt. Durch die Entwicklung von selektiven Östrogen-Rezeptor-Modulatoren, welche in 

der klinischen Medizin bereits angewendet werden, könnte es gelingen, die positiven Effekte von Öst-

rogensubstitution auf die Haut ohne das Risiko schwerwiegenden Organkomplikation zu gewährleisten. 

Sollte dies gelingen, würden sich Untersuchungen mit topischem Östrogen oder ggf. die Applikation 

von selektiven Östrogen-Rezeptor-Modulatoren und deren Auswirkung auf die Komposition der EZM 

von UV-bestrahlten Tieren anbieten. Weiterhin könnte man zu einem späteren Zeitpunkt überprüfen, ob 

eine Östrogensupplementation in Sonnenschutzlotionen möglich ist. Wenn dies der Fall wäre, sollte man 

überprüfen, ob diese sich positiv auf die sonneninduzierten Veränderungen (extrinsische Hautalterung 

und Ausbildung von Präkanzerosen und malignen Melanomen) auswirken kann.  

Es sollte in weiteren Studien zudem untersucht werden, inwiefern HA, Biglykan und Versikan sowie 

der Einfluss von Östrogen in die Regulation der epidermalen Hautbarriere involviert sind. 
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