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Establishment of a Human Skin Organ Model for the Research in Wound Healing

Zusammenfassung

Akute und chronische Wunden stellen vielfdltige verbreitete me-
dizinische Probleme dar mit zunehmend steigender Inzidenz. Bei
akuten, groRflachigen Verbrennungen haben sich im vergange-
nen Jahrzehnt Transplantationen von autologen Keratinozyten,
geziichtet in der Zellkultur (sog. Keratinozyten-sheets), weltweit
gut etabliert, auch in Langzeitbeobachtungen. Bei chronischen
Wunden, oft Ulcera crurum, wird diese Methodik seit Jahren
ebenfalls angewandt, allerdings werden vorwiegend allogene
Keratinozyten-,sheets* transplantiert. Diese allogenen Zellen
werden innerhalb von 2 Wochen abgesto8en und durch kérper-
eigene ersetzt. Die Reepithelialisierung erfolgt vor allem be-
schleunigt von den Riandern aus. Daher postuliert man, dass die
von den Keratinozyten sezernierten Wachstumsfaktoren und Zy-
tokine von zentraler Bedeutung fiir die beschleunigte Abheilung
von den Wundrandern aus sind. Aufgrund dieser Erkenntnisse
begannen wir, autologe Keratinozyten, frisch isoliert aus Haarfol-
likeln, auf Ulzera zu transplantieren ohne intermittierende auf-
wandige Zellkulturphase. Zum standardisierten Vergleich des Ef-
fektes der frisch isolierten Keratinozyten wurde von uns ein
menschliches Hautorgan-Kulturmodell eingesetzt.

Die Wundheilungsforschung stellt sowohl medizinisch als auch
sozial- und volkswirtschaftlich ein wichtiges Forschungsprojekt
dar wegen der deutlichen Zunahme des Ulcus cruris mit hohen
Kosten durch Arbeitsausfdlle und Therapien sowie multiplen
Langzeitrisiken. Daher haben wir ein menschliches Hautorgan-
Kulturmodell zur Untersuchung der frithen Regeneration der
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Abstract

Research in wound healing is important in medical as well as in
social aspects due to the enormous increase in leg ulcers and
their costs in all industrial countries. To continuously study the
early regeneration of human epidermis we have established a
skin organ culture model. Skin samples were specially (6 mm
diameter) trimmed, the central epidermis (3 mm diameter) was
removed and the samples were cultured under defined condi-
tions. Early reepithelialization can be studied for ten days. Most
samples have healed spontaneously after seven days of culture.
Application of allogenic freshly isolated outer root sheath kerati-
nocytes accelerated reepithelialization and differentiation as
well. It was demonstrable that the allogenic keratinocytes are in-
tegrated into the neoepithelium including its basal layer. Even
more these cells undergo mitoses and start to form proper cell-
cell-junction within a few hours. Thus a human model has be-
come available to study reepithelialization under a variety of in-
fluences and pharmaceutical substances

menschlichen Epidermis etabliert. In einheitliche Hautproben
wird zentral ein Defekt gesetzt und unter speziellen Bedingun-
gen kultiviert. Damit ldsst sich die Reepithelialisierung fiir ca. 10
Tage verfolgen. In einem GrofRteil der Félle erfolgt innerhalb von
7 Tagen eine spontane Reepithelialisierung, die sich durch die
Zugabe allogener, frisch isolierter Keratinozyten aus der dufSeren
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Wurzelscheide beschleunigen und besser differenzieren lasst.
Anhand dieses Modells konnte gezeigt werden, dass die alloge-
nen Keratinozyten in hoher Zahl in das Neoepithel integriert
werden, und sich teilen. Somit steht ein menschliches Modell
zur Untersuchung der Reepithelialisierung unter dem Einfluss
vielfiltiger Pharmaka und Verbandsmaterialien zur Verfiigung.

In den vergangenen Jahren wurden Untersuchungen auf dem Ge-
biet der Wundheilung in sehr breitem Umfang an Tieren durch-
gefiihrt, vor allem an Mdusen, Ratten, Kaninchen und Schweinen.
Diese meist langwierigen Experimente sind fiir die Tiere sehr be-
lastend und aufgrund von Unterschieden in der Morphologie,
Physiologie und Pathologie der Haut einzelner Spezies oft nur
sehr eingeschrdnkt fiir die Human-Medizin verwertbar. Lediglich
die Haut des Schweins scheint relevante Ergebnisse zu liefern

[1].

Untersuchungen mit Hilfe von Zellkulturen aus Hautzellen (z.B.
Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen) oder Kokulturen
(Mischkulturen aus den verschiedenen Zelltypen) sind sehr ver-
breitet und liefern wichtige Vorergebnisse fiir die Wundheilung,
beispielsweise um die Effekte verschiedener Wachstumsfakto-
ren und Zytokine auf verschiedene Zelltypen zu erforschen [2].
Sie konnen allerdings meist nur als Vorstudie fiir nachfolgende
Experimente angesehen werden, da es sich bei der Wundheilung
um ein sehr komplexes Geschehen unter Einschluss vieler
Wachstumsfaktoren handelt. Der definierte Zusammenhalt der
Zellen in einem Gewebe beeinflusst die Abldufe jedoch nachhal-
tig und ist selbst mit Kokulturen in der Zellkultur nur anniahernd
zu imitieren. Eine Vielzahl der Effekte von Wachstumsfaktoren,
die aus Zellkulturen stammten, waren im klinischen Einsatz bis-
her enttduschend.

Aus diesen Griinden - zur Vermeidung von Tierexperimenten
und wegen der Insuffizienz der Zell-Kulturmethoden - haben
wir ein humanes Hautorgan-Kulturmodell zur Untersuchung
der Wundheilung angewandt.

In diesem Modell wird menschliche Haut, die bei Operationen
anfillt (z.B. Tumormetastasen-Exzision, Mammareduktion etc.)
und {iblicherweise im Rahmen der Hautplastiken verworfen
wird, verwendet. Daraus werden einheitliche Stanzbiopsien
(Durchmesser 6 mm) entnommen und anschlieBend mit ver-
schiedenen Kulturmedien unter Luftkontakt (Air-Liquid-Inter-
phase) kultiviert. Man kann diese Hautorgan-Kulturmodelle in
der Zellkultur bis zu 10 Tage kultivieren und variable Experimen-
te damit durchfiihren (Abb.1). Urspriinglich bewdhrte sich die-
ses Modell fiir lichtbiologische Fragestellungen. Unter variieren-
den Bedingungen konnten wir in diesem Kulturmodell nach UV-
Bestrahlung demonstrieren, dass die zellularen Verdnderungen
der Keratinozyten, die Entstehung der sehr typischen sunburn
cells dosis- und zeitabhdngig erhalten bleiben [3] und sich von
Pharmaka beeinflussen lassen [4]. Interessanterweise liefden
sich auch UV-typische Anderungen der Zytokeratinexpressio-
nen, ndmlich das Anschalten der Expression von Zytokeratin 17
in suprabasalen Keratinozyten, nachweisen (Abb. 2 u. 5).

Die schon erwdhnten Experimente an diesem humanen Hautor-
gan-Kulturmodell zur Reepithelialisierung im Rahmen der
Wundheilung waren erfolgreich. Die Epidermis regeneriert sich
in diesem Modell unter definierten Kulturbedingungen kom-

Abb.1 Menschliches Hautorgan-Kulturmodell (Durchmesser 6 mm)
zur Untersuchung der Wundheilung mit einer Wunde (Durchmesser
3 mm) im Zentrum.

Abb.2 Immunperoxidase-Farbung der Epidermis mit Antikérper ge-
gen Cytokeratine 17 (Klon E3, Progen Biotechnics, Heidelberg) 24 h
nach UVB-Exposition des Organkultur-Modells. Suprabasale Keratino-
zyten sind positiv.

plett, d.h. nach ca. 7 Tagen sind die meisten Wunden (3 mm
Durchmesser) mit einer mehrschichtigen Epidermis mit sehr
diinnem Stratum corneum zugeheilt (Abb.3). Verwendet man
Hautproben von Patienten mit bekanntermaflen verzdgerter
Wundheilung (z.B. dlteren Patienten, Diabetespatienten), ver-
lduft die Reepithelialisierung im Modell genauso verzdgert, d.h.
nach 7 Tagen sind nur wenige Wunden geheilt, was gut korreliert
mit der In-vivo-Situation. Wdhrend dieser Regenerationsphase
konnten wir an unserem Modell verschiedene Mechanismen
der Wundheilung untersuchen, z.B. die Proliferationsaktivitat
der Zellen am Wundrand, in den Wundzungen und im Zentrum
der sich regenerierenden Epidermis. Eine hohe Zellproliferation
sahen wir in deutlichen Abstinden von den Wundrdndern
(Abb.4a) und nach 2 -4 Tagen in den basalen Keratinozyten der
Neoepidermis (Abb.4b).

Eine andere Studie betraf die Ausbildung von Zell-Zell-Verbin-
dungen der Keratinozyten. Bereits in frithen Phasen der Regene-
ration der Epidermis sind alle desmosomalen Cadherine, Des-
moglein 1-3 und Desmocollin 1-3 nachweisbar, jedoch noch
sehr schwach und heterogen verteilt. Interessanterweise war in
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Abb.3 Neugebildete Epidermis nach 7 Tagen im Hautorgan-Kultur-
modell (HE-Farbung). Die Epidermis ist mehrschichtig, unverhornt
und sehr unregelmdRBig geschichtet. Am Bildrand rechts ist der
urspriingliche Wundrand erkennbar.
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Abb.4 aund b Immunperoxidase-Farbung der Wundzunge nach 24 h
in Kultur (a) und der neugebildeten Epidermis nach 7 Tagen (b) mit ei-
nem Antikérper gegen Ki 67 (Klon MIB 1, Dianova, Hamburg). Markiert
sind Zellkerne proliferierender Zellen, die anfangs von den Wundran-
dern entfernt (a), spater auch in der neugebildeten Epidermis der Wun-
de (b) angehduft sind.

den basalen Keratinozyten der Neoepidermis eine starke Des-
moglein 2-Reaktion nachweisbar, die der normalen Epidermis
fehlt [6]. Anhand des Modells gelang es zu zeigen, dass die App-
likation von Keratinozyten sowohl aus der Zellkultur als auch
frisch isoliert aus der dufSeren Wurzelscheide der Haare die

Wundheilung von den Rdndern aus stark beschleunigt. Ein Er-
gebnis in vitro, das unseren Beobachtungen bei chronischen Ul-
zera entspricht, die wir in entsprechender Weise behandelt hat-
ten [7-9] und Beobachtungen nach Transplantation allogener
Keratinozyten-sheets bestdtigte [10]. Dariiber hinaus gelang es
uns durch In-situ-Hybridisierung zu zeigen, dass die transplan-
tierten Keratinozyten zumindest tempordr in die Epidermis
auch in die basale Schicht integriert werden und somit nicht aus-
schlieBlich als sehr kurzzeitiges ,Wachstumsfaktor-Reservoir”
dienen [6]. Diese Befunde erdéffnen die Moglichkeit, Vitalitdt, Le-
bensdauer und Proliferations- und Differenzierungspotenzial
von gentechnologisch modifizierten Keratinozyten in den ersten
Tagen nach der Transplantation zu studieren, z.B. von Keratino-
zyten, die einen Wachstumsfaktor iiberproduzieren (Abb. 5).

Mit dem Modell ldsst sich auch der Einfluss weiterer Substanzen
und Materialien auf die Wundheilung testen, die so prdklinisch
vorgepriift werden kénnen.

Auch Eigenschaften und Wechselwirkungen von Wachstumsfak-
toren, die meist aus der Zellkultur bekannt sind, sind im Gewe-
beverband der Epidermis weiter zu untersuchen. Dies ist von Be-
deutung, da in der Wundheilung eine Vielzahl von Wachstums-
faktoren zeitlich streng koordiniert involviert sind. Detaillierte
Kenntnisse dieser Abldufe ermoglichen eine geeignete Zugabe
solcher Faktoren in optimaler Konzentration und Darreichungs-
form.

Ein anderer Aspekt sind die modernen Wundauflagen. Bereits
seit langem wird von modernen Wundauflagen mehr erwartet
als nur Verbdnde. Das Sekret soll aufgenommen, der Wundgrund
soll optimiert werden, die Wundheilung gefordert und die Nar-
benbildung verringert bzw. verhindert werden. Zytotoxische Zu-
sdtze oder Milieus sind zu vermeiden.

Die Limitierung des Modells, nimlich das Fehlen einer systemi-
schen Beteiligung, z.B. des Immunsystems bzw. des Blutpfropfs
in der ersten Wundheilungsphase, kann z.T. durch entsprechen-
de externe Zugaben ausgeglichen werden. In gewisser Weise
spiegelt das Modell - durch Abwesenheit oder Reduktion wichti-
ger Agenzien der spontanen Wundheilung - auch die Situation
bei chronischen schlecht durchbluteten Wunden wider. Dort
sind oft die Entziindung und ihre Mediatoren unterdriickt. Im
Hautorgan-Kulturmodell fehlt sowohl die optimale Nadhrstoffzu-
fuhr {iber das Blut als auch die Entziindung und Immigration ha-
matogener Zellen. Es ist somit auch geeignet fiir die Untersu-
chung chronischer Wunden und vor allem fiir die Entwicklung
von Strategien, diese mangelnde Nahrstoffzufuhr extern zu tiber-
winden, u.a. durch Neoangigenese.

Eine Zukunft im Studium der epidermalen Wundheilung werden
auch die menschlichen Hautdquivalente haben, ein Gebiet, des-
sen Erforschung wir ebenfalls groSen Raum beimessen. Aller-
dings ist der Nachteil bei den bisher entwickelten und zum Teil
auch kommerziell erhéltlichen Hautdquivalenten, dass sie weder
Hautanhangsgebilde, z.B. Haare, Schweildriisen und Talgdrii-
sen, noch nicht-keratinozytdre epidermale Zellen (Melanozyten,
Merkelzellen, Langerhans-Zellen) enthalten und somit die Situa-
tion in vivo auch nur begrenzt widerspiegeln [11]. Geht man
doch davon aus, dass die Anwesenheit von Haarfollikeln in der
Nédhe einer Wunde zur starken Beschleunigung der Heilung
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Abb.5 Schema der Applikation von transgenen Zellen auf das Organ-
kultur-Modell.

fithrt; dhnliches gilt fiir die SchweiRdriisen. Bevor die Hautdqui-
valente gleichwertig zu menschlicher Haut in der Wundhei-
lungsforschung eingesetzt werden kénnen, miissen diese Ein-
schrankungen erst beseitigt werden.

Unser System ist im Moment ein praktikables, um relativ nahe an
der In-vivo-Situation der menschlichen Epidermis die Aspekte
der epidermalen Wundheilung zu untersuchen und wundhei-
lungsférdernde Pharmaka, Wachstumsfaktoren oder Wundver-
bande vorzutesten und auf diese Weise wichtige Fragestellungen
unserer Zeit zu bearbeiten.
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