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1 Zusammenfassung

Diverse Studien weisen immer wieder auf die Problematik der sekunddren Wundheilung und die
sich daraus ergebenden Folgen hin. Asthetische und funktionelle Einschrinkungen sind hiufig das
Resultat frei granulierender Wunden, bei welchen die Moglichkeit der adaptierten Wundrénder nicht
gegeben ist.

Zytokine spielen eine zentrale Rolle wihrend der Wundheilung, vor allem TGF beta hat groflen
Einfluss auf die EZM Synthese und letztlich die Wundkontraktion. Sekunddre Wunden weisen
hierbei hdufig exzessive Kontraktionen auf, welche zu besagten Einschrankungen fiihren. Inwieweit

der Signalweg die Wundheilung beeinflusst, soll in dieser Studie evaluiert werden.

Bei 55 Versuchstieren wurden je zwei Exzisionswunden in der Leistenregion gesetzt. Eine Wunde
wurde dabei der freien Granulation iiberlassen (sekundire Wunde), die Zweite mit drei
Einzelknopfnihten verschlossen (primdre Wunde). Nach 3, 7, 14 und 22 Tagen wurden Proben aus
dem Wundgebiet entnommen. Entziindliche Infiltration und EZM Synthese wurden

histomorphometrisch und mittels Westernblot ausgewertet.

Es wurden Unterschiede im TGF beta Signalweg zwischen primérer und sekundirer Wundheilung
festgestellt. Der Zellgehalt der Proteine Smad 2 und 7, die als Variablen fungierten, wies
Unterschiede zwischen beiden Modellen auf. In der Zellularitdt der Wunden fanden sich ebenfalls
Unterschiede zwischen priméren und sekunddren Wunden.

Es zeigten beide Wundmodelle einen signifikanten Anstieg der Zellzahl am 3. post operativen Tag
(primdr: p=0,001; sekunddr p=0,0001) im Sinne einer entziindlichen Infiltration mit einem
gleichzeitigen signifikanten Anstieg von Smad 2 im primdren Modell (p=0,016), wéahrend im
sekundidren Modell Smad 2 infrabasal blieb. Tag 7 post operationem zeigte sekundér einen
signifikanten Anstieg der Zellzahl (p=0,001) und einen signifikanten Smad 2 Anstieg (p=0,004),
wiéhrend die Zellzahl primér abnahm und ein signifikanter Anstieg von Smad 7 zu verzeichnen war
(p=0,048). Insgesamt war primédr eine Korrelation zwischen entziindlicher Infiltration und

Signaltransduktoren zu verzeichnen. Im sekunddren Modell blieb dies aus.

Die Untersuchung zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen beiden Wundmodellen hinsichtlich
der Expression der Signalproteine als auch der Zellzahl. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf den

Einfluss von TGF beta auf die Wundheilung, insbesondere wéhrend der sekunddren Wundheilung.
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2 Einleitung

2.1 Wundheilung

Der Vorgang der Wundheilung ist ein komplexer biologischer Prozess. Inter- und intrazelluldre
Signalwege werden sofort nach Verletzung in Gang gesetzt. Gerinnungskaskade, Immunsystem und
Entziindungsgeschehen werden aktiviert und organisiert (Gurtner et al. 2008).

Ziel der Wundheilung ist es, die volle Schutzfunktion des Gewebes wieder herzustellen. Der
Prozess ist interaktiv und dynamisch. Viele Mediatoren sind in das Wundgeschehen involviert

(Hosokawa et al. 2005, Garlick und Taichman 1994, Beanes et al. 2003).

2.1.1 Phasen der Wundheilung

Der Wundheilungsvorgang wird in drei Phasen unterteilt: Entziindungsphase, Proliferation und
Remodeling.

Die erste Reaktion auf eine Verletzung ist die Koagulation, bei welcher es zu einer lokalen
Thrombozytenaggregation kommt. Die Thrombozyten sezernieren Wachstumsfaktoren wie PDGF,
TGF beta und bFGF.

Die Inflammation schlieft sich an die Koagulation an und wird unterteilt in eine frithe und eine
spite Entziindungsphase. Thrombozyten, Endothelzellen und Fibroblasten sezernieren Zytokine.
Diese locken polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNL) via Chemotaxis in den
Wundbereich, welche in der frithen Phase dominierend sind.

PMNL produzieren wiederum proinflammatorische Zytokine (Faler et al. 2006).

Unter anderem stellt TGF beta als Zytokin einen Botenstoft dar, von welchem PMNL vermehrt in
den ersten 24 Stunden angelockt werden.

Etwa 48-72 Stunden nach der Verletzung setzt die spdte Phase ein. In dieser Phase {iberwiegen
Makrophagen, welche ebenso durch den Wachstumsfaktor TGF beta als Botenstoff migrieren.
Makrophagen sind aufBlerordentlich bedeutsam im Wundheilungsprozess. Sie sezernieren weitere
wichtige Wachstumsfaktoren wie PDGF, ILGF, TGF alpha und beta und bFGF.

Diese Faktoren regulieren ihrerseits die Produktion und Organisation extrazellulirer Matrix durch
Fibroblasten (Beanes et al. 2003). Durch mechanische Reize und TGF beta differenzieren sich
Fibroblasten iiber Protomyofibroblasten in Myofibroblasten um. Diese besitzen mit dem
kontraktilen Element a-SMA die Fihigkeit zur Gewebekontraktion. TGF beta stimuliert vor allem
die a-SMA Synthese in Fibroblasten. Somit kommt diesem Zytokin eine entscheidende Bedeutung
hinsichtlich der Ausbildung von Myofibroblasten zu (Takeuchi et al. 2009, Evans et al. 2003).
Morphologisch gesehen besteht der kontraktile Apparat aus Biindeln von Mikrofilamenten. Dadurch

besitzen sie eine enorme Kontraktilitdt iiber eine sehr lange Zeitdauer.
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Abbildung 1: Differenzierung eines Fibroblasten iiber einen Protomyofibroblasten in einen Myofibroblasten
nach (Gabbiani 2003)

Durch mechanische Stimuli wird der Fibroblast in den ersten 2-4 Tagen nach Wundsetzung in einen
Protomyofibroblasten umgewandelt, (Abbildung 1). Durch weitere Mediatoren wie Fibronektin
differenziert sich der Protomyofibroblast weiter in einen Myofibroblast, der zur Produktion von
Alpha-smooth-muscle- aktin fahig ist (Hinz 2007, Hinz et al. 2007).

Die proliferative Phase setzt circa zwei bis zehn Tage nach Wundsetzung ein und st
gekennzeichnet von EZM Synthese, Angiogenese und Epithelialisierung. Fibroblasten produzieren
extrazelluldre Matrix. Keratinozyten migrieren in die Wundrinder, proliferieren und bilden eine
Barriere (Eckes et al. 2000, Faler et al. 2006, Gurtner et al. 2008).

Fibroblasten stellen im weiteren Wundheilungsverlauf den dominierenden Zelltyp dar, welcher vor
allem Kollagen vom Typ I und III produziert. Kollagen verleiht dem Gewebe Festigkeit. Der
Kollagenstoffwechsel nimmt eine Schliisselrolle in der Narbenbildung ein.

Der Gewebeumbau, das Remodeling, beginnt zwei bis drei Wochen nach dem Wundverschluss und
dauert etwa ein Jahr. Dann ist die volle Festigkeit des Gewebes erreicht, die allerdings (for adult
rats) nur bis zu 70% der urspriinglichen Festigkeit des unverletzen Gewebes entspricht. Die
Umbauphase ist weiterhin gekennzeichnet von der Wundkontraktion, welche vor allem durch die
Umdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten hervorgerufen wird. Actin und Myoactin
interagieren um die Gewebefestigkeit zu steigern. Die Kontraktion wird vor allem von TGF beta

stimuliert und kontrolliert (Beanes et al. 2003, Faler et al. 2006).
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2.1.2 Wundheilungsstorung

Die Wunde ist definiert als Gewebsdurchtrennung von Haut, Schleimhaut oder Organen. Sie kann
durch mechanische, thermische, chemische oder radiogene Einfliisse entstehen, aber auch in Folge
von Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, chronisch vendser/arterieller Insuffizienz, oder
immunologischer und dermatologischer Erkrankungen auftreten (Kujath und Michelsen 2008).

Der Defekt heilt entweder per primam intentionem (p.p.) oder per sekundam intentionem (p.s.).
Primédre Wundheilung liegt vor, wenn der Defekt nach Wundadaption komplikationslos verheilt. Die
primire Wundheilung ist die angestrebte Heilungsform mit dem Ergebnis der Wiederherstellung des
urspriinglichen Zustandes (restitutio ad integrum).

Sekunddre Wundheilung ist Heilung von Defektwunden mit klaffenden Wundrédndern. Im
zahnérztlichen Bereich sind vor allem die Alveolenheilung, Schleimhautentnahmen aus dem
Gaumen oder Vestibulumplastiken mit freier Granulation als Beispiele der Heilung per sekundam
intentionem zu nennen. Sie heilen unter Bildung von Granulationsgewebe ab. Die Wunde heilt vom
Rand her zu, sie wird nicht verschlossen. Problematisch ist die Wundheilung mittels freier
Granulation einerseits durch die Einschrinkung der Lebensqualitit infolge Schmerzsensationen.
Andererseits konnen durch exzessive Kontraktion des entstehenden Narbengewebes
Einschrinkungen in Kosmetik und Funktion auftreten. Weiterhin besteht die Gefahr, dass sekundér
heilende Wunden bakteriell besiedelt werden und Wundheilungsstdrungen die Folge sind. Die
hiufigste Ursache fiir verzogerte Wundheilung ist die Wundinfektion. Dies ist ein multifaktorieller
Vorgang, bei dem vor allem Menge und Virulenz der Erreger und die Konstitution des Patienten
eine entscheidende Rolle spielen. Bei chronischen Wunden liegt meist eine Gewebeischdmie vor,
welche durch den ihr eigenen Sauerstoffmangel die Wundheilung hinauszdgert. Weiterhin zu
nennen sind Verbrennungswunden als sekunddre Wunden. Gewebeschidigung mit Gewebeverlust
durch Verbrennungen entsteht durch Hitzeeinwirkung (Fliissigkeit, Ddmpfe, Gase, Feuer oder
Reibung). In Deutschland gibt es pro Jahr 600/100.000 Félle. Verbrennungswunden, vor allem ab
Grad 2, neigen durch die Heilung per sekundam zu einer verstirkten Narbenbildung mit
kosmetischen und funktionellen Einschrinkungen. Als problematisch zu erachten ist vor allem auch
die Bewegungseinschrankung in Gelenkbereichen.

Primir konnen auch Wundheilungsstorungen durch Nahtspannung, Fremdkdrper oder Infektion
auftreten

Wunden, die nicht addquat heilen wie Dekubiti, Verbrennungswunden, sekundére ischdmische
Wunden oder Wunden nach Bestrahlung, stellen in der Praxis und im Gesundheitswesen ein grof3es
gesundheitsokonomisches Problem dar.

Moglichkeiten der unmittelbaren Defektdeckung, mit aktiven Keratinozyten in der Epidermis oder

aktiven Fibroblasten in der Dermis, sind verbreitete Maflnahmen um die Folgen der sekundiren
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Wundheilung zu umgehen. Gewebeersatz findet unter anderem Anwendung bei sekundéren
Wunden.

Vor allem Verbrennungswunden miissen zeitnah verschlossen werden, da die freie Granulation in
exzessiver Narbenbildung miindet. Zudem sezernieren die Gewebe eine Mischung aus
Wachstumsfaktoren und haben eine gewisse Schutzfunktion fiir die verletzte Region (Spiekstra et
al. 2007).

Im Heilungsprozess spielt eine Reihe von Zytokinen die zentrale Rolle. Es existiert ein ganzes
Netzwerk aus Zytokinen (z.B TGF-beta, CTGF, NF-alpha , [FN-gamma), dem Zytokin TGF beta

wird eine Schliisselrolle zugesprochen (Leask 2004).

2.2 TGF beta

Die TGF beta Superfamilie umfasst eine Reihe von strukturell &hnlichen Polypeptiden. Die
Hauptgruppen sind TGF beta, Activin, Inhibin, Miiller sche inhibitorische Substanz und BMP.

Es handelt sich um multifunktionelle Zytokine, welche eine Vielzahl von zelluldren Prozessen und
biologischen Vorgingen wie Zellproliferation, Apoptose, Differenzierung, Motilitdt, Adhésion und
Entwicklung beeinflussen (O'Kane und Ferguson 1997, Penheiter et al. 2002).

Die Wachstumsfaktoren der TGF beta Familie spielen eine groBBe Rolle in der Entwicklung,
Homdostase und Wiederherstellung von nahezu allen Geweben im Organismus, von der
Fruchtfliege bis zum Mensch.

Das Zytokin TGF beta spielt vor allem in der Wundheilung und der Modulation des Immunsystems
eine fundamentale Rolle. Es beeinflusst neben Entziindungsprozesse, Angiogenese, Bildung von
EZM, Proliferation, Differenzierung auch weitere wichtige Prozesse, die eine Rolle im
Reparaturprozess spielen. TGF beta wird dabei vor allem von Entziindungszellen, Keratinozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten sezerniert, deren Funktionen es steuert (Varga 2002, Heldin et al.
1997, Frank et al. 1996).

TGF beta wird in nahezu allen Zellen im Zytoplasma in den zytoplasmatischen Ribosomen als
Proprotein gebildet und in einer biologisch inaktiven Form sezerniert. Sofort nach Wundsetzung
wird inaktives TGF beta mobilisiert und aktiviert (Lin et al. 2005).

Das TGF beta Propeptid (LAP) bleibt nonkovalent an TGF beta gebunden, sodass TGF beta als
latente Form nicht am Rezeptor wirken kann. LAP muss im Prozess der TGF beta Aktivierung
abgebaut werden. Die dritte Komponente des latenten TGF beta Komplexes ist LTBP (Massague
1998).

TGF beta erfiillt wichtige Funktionen in allen drei Phasen der Wundheilung durch Regulation der
zentralen Zellen.

In der friihen Wundheilungsphase wird TGF beta vor allem von AlphaGranula der Blutplittchen
sezerniert. TGF beta rekrutiert Entziindungszellen (PMNL, Monozyten) in den Wundbereich. Diese
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sezernieren wiederum TGF beta, wodurch ein positiver Riickkopplungsmechanismus einsetzt.
Fibroblasten werden ebenso von TGF beta angelockt. Das Zytokin stimuliert ihre Proliferation und
Entwicklung sowie EZM Synthese (Faler et al. 2006). Der TGF beta Signalweg wird vermittelt {iber
Smad Proteine, welche sich im Zytoplasma der Zielzelle befinden, (Abbildung 2). Der Signalweg
wird iiber Rezeptoren in der Zellmembran vermittelt. Strukturell und funktionell werden die
Rezeptoren in Typ I-und Typ II-Rezeptoren unterteilt.

Der Serin/Threonin-KinaseRezeptorkomplex besteht aus den transmembrandsen Proteinen Typ 1
und II (Typ I-und II-Rezeptoren sind Glycoproteine mit 55 kDa und 70 kDa). Es gibt sieben
verschiedene Typ I-Rezeptoren und fiinf Typ II-Rezeptoren, welche R-Smads aktivieren (Massague
1998).

TGF beta bindet zuerst an den Typ II-Rezeptor, welcher dann durch seine Kinasedoméne den Typ I-
Rezeptor (in seiner GS-Doméne) phosphoryliert und somit aktiviert. Es entsteht voriibergehend ein
Komplex aus Rezeptor I und II. Ohne den Typ II-Rezeptor ist eine Bindung des Liganden an den
Typ I-Rezeptor offenbar nicht mdglich (Heldin et al. 1997, Kawabata et al. 1999).

Der Typ I-Rezeptor phosphoryliert die R-Smads, woraufhin sich die aktivierten R-Smads mit dem
Co-Smad 4 zu einem Komplex verbinden. Der Komplex wandert in den Zellkern und dort verbindet
er sich mit Transkriptionsfaktoren (Corepressoren, Coaktivatoren) um die Gentranskription der

Zielzelle zu modulieren (Penheiter et al. 2002).
ngand

Type Iﬁ
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SARA Cytoplasm

/4

R-Smad

Ea—-@cg

Y Co-Smad

. Nucleus
Interacting
transcription

Abbildung 2: Schematische Darstellung des TGF beta Signalweges — Aktivierung der R-Smads und Bildung
des R-Smad/ Co-Smadkomplexes mit Translokation in den Zellkern nach (Itoh et al. 2000)

2.3 Smads
Die Signalproteine der TGF beta Signalkaskade wurden erstmals in den Wirbellosen Drosophila
melanogaster (mad) und Caenorhabditis elegans (sma) identifiziert.

Homolog zu ihnen konnte man in Vertebraten die Proteine der TGF beta Signalkaskade ebenfalls
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isolieren. Aus mad und sma entstand der Name Smad (Derynck et al. 1996).

Smads sind intrazellulire Proteine, welche Signale der TGF beta Superfamilie iiber
Membranrezeptoren in den Zellkern weiterleiten.

Smads werden direkt phosphoryliert und formen heteromere Komplexe, welche im Zellkern die
Transkription beeinflussen (Kretzschmar et al. 1997).

Nach ihren funktionellen Eigenschaften werden Smads in 3 Gruppen eingeteilt, (Abbildung 3):
Rezeptor-aktivierte R-Smads (Smad 1, Smad 2, Smad 3, Smad 5, Smad 8), Co-Smad (Smad 4) und
inhibitorische Smads, sogenannte I-Smads (Smad 6, Smad 7).

Der Co-Smad 4 ist essentieller Partner der R-Smads. Er greift nicht direkt am Rezeptor an, ist aber
iiber die Verbindung mit den R-Smads in den Signalweg involviert.

Smad 6 und Smad 7 sind inhibitorische I-Smads. Sie blockieren durch Interaktion mit dem TGF
beta Rezeptor die Smad-abhingige Signaltransduktion. Smad 6 inhibiert ausschlieflich den BMP
Signalweg.

Smad 7 bindet an den TGF beta I-Rezeptor und konkurriert mit Smad 2 und Smad 3 um den
Bindungsplatz an der Zellmembran. Die Smad-Phosphorylierung und somit Aktivierung wird
blockiert und der TGF beta Signalweg unterbunden (Varga 2002).

Smads sind Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 42 kDa und 60 kDa. Charakteristisch
fiir Smadproteine ist das Vorhandensein von zwei homologen Dominen, jeweils am Amino- und
Carboxy-Ende, welche als MH 1 und MH 2 Dominen bezeichnet werden. In der Mitte befindet sich

die Verbindungsregion, welche variable Aminosduresequenzen aufweist (Heldin et al. 1997).

A R-Smad Co-Smad I-Smad
Smad1, Smad2 Smad6
Smad3, Smads, Smad8 S Snadl?
Kinase sites
| PY motif NES SO0 PY motif
| sxs [ P— B iy
MH1 MH2 J - MH2
’ . ¥ ¥ " 4
Basic Hydrophobic ) Basic
pocket COI‘I'?dOI‘ pocket
B Ligands Typell Typel
9 Yl yp
(examples) Receptors Receptors R-Smads Co-Smad

BMP2/4/T ——» BMPR:II
BMP7 — ActR-lIB —>

ALK2 (ActR-1A) Smad1
3| ALks (BMPRIA) Smads
ALK8 (BMPR-IB) Smads £ [ )

AMH ~ — AMHRI —
ALK Smad4

TGFR — TBR-I a*

Activin, Nodal ——» ActRAIliI ALKS(TBRY) Siad
2&; (ActR-1B) Smad3 RSmad-Smad4 complex

Abbildung 3: Einteilung und Aufbau der Smads sowie zugehdrige Liganden und Rezeptoren nach
(Massague et al. 2005)



3 Zielstellung 8

3 Zielstellung

In verschiedenen Studien wird immer wieder auf die Problematik der sekundiren Wundheilung in
Bezug auf exzessive Wundkontraktion mit Folge von é&sthetischen und funktionellen
Einschrinkungen  hingewiesen. Vor allem in  Gelenkbereichen kommt es zu
Bewegungseinschriankungen, aber auch im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich sind funktionelle

EinbuBlen durch Narbenziige zu erwarten.

Eine zentrale Rolle nehmen Fibroblasten ein, welche sich wihrend der Wundheilung durch
mechanische Stimuli und TGF beta Signale zu Myofibroblasten umwandeln. Diese verfiigen durch
kontraktile Elemente (alpha-SMA) {iiber die Fiahigkeit zur Wundkontraktion. Somit ist eine
vergleichende Untersuchung des TGF beta Signalweges zwischen primérer und sekundédrer
Wundheilung sehr wichtig, um mdgliche Targets fiir eine pharmakologische Intervention zu

1dentifizieren.

Ziel der in-vivo-Studie war es, Unterschiede der Aktivitdt des TGF beta Signalweges zwischen
primirer und sekunddrer Wundheilung zu evaluieren. Die Variable zur Bestimmung des TGF beta
Signalweges war der Smad 2 und Smad 7 Gehalt der Zellen. Es galt folglich zu kldren, welche
Unterschiede in der Zielgenexpression zwischen primirem und sekundirem Modell an den
verschiedenen post operativen Tagen bestanden.

Des Weiteren war von Interesse, ob bei sekundirer Heilung eine Storung der Smad 7 vermittelten

TGF beta Riickkopplungshemmung zu verzeichnen war.

Ebenso sollte der Frage nachgegangen werden, in wieweit eine Korrelation zwischen Expression
der Signaltransduktoren und Wundzellularitét bestand. Zu verschiedenen post operativen
Zeitpunkten wurden deshalb die Zellularitdt der Wunden und die Expression der

Signaltransduktoren untersucht.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 55 Méuse des Inzuchtstammes C57/BL6 Jax (Service
Einheit Kleinnager, Uniklinikum Jena) verwendet. Das durchschnittliche Alter der Tiere betrug zu
Studienbeginn 8-14 Wochen. Ihr Kdrpergewicht lag zwischen 16 und 31 g. Die Tiere wurden zur
Identifikation mit Ohrlochmarkierungen versehen und wihrend des Versuchszeitraumes (bis zu
sechs Tiere pro Kifig) in Makrolon Typ II long—Kéfigen (Techniplast, Varese, Italien) in den
Réumen der Quarantéine-Einheit Kleinnager im Forschungszentrum Lobeda (FZL) gehalten. Die
Umgebungstemperatur lag bei 22+2 °C, die Luftfeuchte betrug 40-60%. Ein Luftaustausch von 12 x
pro Stunde, sowie ein Hell-Dunkelrhythmus von 14 Stunden hell, 10 Stunden dunkel waren
gewahrleistet. Die Tiere erhielten eine pelletierte Nagerstandarddidt (V1534 300 Haltungsfutter
Sniff, Soest) und mit Salzsdure pH 2,7-3,0 angséuertes, (autoklaviertes) Leitungswasser ad libitum.
Die Studie wurde auf Grundlage des vom Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und
Verbraucherschutz genehmigten Tierversuchsantrags (Reg.-Nr. 02-12/05) durchgefiihrt.

Die Eingriffe erfolgten bilateral. Probenentnahmen fanden pro Gruppe nach 3, 7, 14 und 22 Tagen
statt, (Tabelle 1).

Tabelle 1: Entnahmezeitpunkte und Tierzahl

Entnahmezeitpunkt Tierzahl
Histomorphometrie Westernblot

Tag 3 post operationem 15 6

Tag 7 post operationem 13 6

Tag 14 post operationem 14 8

Tag 22 post operationem 7 8

4.2 Tieroperationen

Die Narkose der Tiere erfolgte mittels Ether-Dampf (Diethylether, Fischar, Saabriicken,
Deutschland). Die Augen der Tiere wurden zum Schutz vor Austrocknung mit NaCl-getrankten
Gazetupfern zugebunden. Die Tiere wurden im Anschluss in Riickenlage auf einem Plexiglas-OP-
Brett fixiert. Im Anschluss wurde die Leistenregion bilateral enthaart und mit Softasept N (Braun,
Melsungen, Deutschland) desinfiziert.

Es wurden 2 Exzisionswunden definierter Grofe in der Leistenregion gesetzt. Die dabei anfallende

Haut wurde zur Etablierung eines Kontrollstandards asserviert. Eine der Wunden wurde der freien
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Granulation {berlassen (sekunddre Wunde), wéhrend die Andere mit 3 Einzelknopfndhten
(Mariderm 4-0, Catgut, Markneukirchen, Deutschland) verschlossen wurde (primidre Wunde).
Nach 3, 7, 14 und 22 Tagen wurden die Tiere durch Hyperinsuflation mit Etherdampf getotet und es

wurden Proben aus dem Wundgebiet entnommen, (Abbildung 4).

primére Heilung

sekundare Heilung

Abbildung 4: Abbildung der bilateralen Probenentnahme

4.3 Histologie und Histomorphometrie

4.3.1 Herstellung der Schnittpriparate

Die in Formalin aufbewahrten Gewebeproben wurden zundchst in Paraffin eingebettet. Zur
Entwisserung diente hierfiir das Gerdt , Histokinette® (Typ Leica TP 1020, Leica Biosystems
GmbH, Nussloch, Deutschland). Die Einbettung des Gewebes in heilles Paraffin erfolgte durch das
Gerét ,,ParaffinauBBgieBstation” (Typ Leica EG 1160, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland).

Danach wurden die Paraffinblocke abgekiihlt und anschlieBend bei -20 C° gelagert.

Von jedem Block wurden 4 pum diinne Schnitte am Mikrotom (Leica RM 2145, Leica Biosystems
GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt und anschlieend in einem 56 °C heilen Wasserbad
gestreckt. Die gestreckten Schnitte wurden auf Objekttrager (Superfrost Plus, Menzel GmbH &
CoKG, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und {iber Nacht bei 37 °C im Wiarmeschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) getrocknet. Danach trockneten sie einen Tag offen.

Anschliefend wurden die Objekttriger einer Hédmalaun-Eosin-Farbung (Merck, Darmstadt,

Deutschland) unterzogen.
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4.3.2 Hamalaun-Eosin Farbung

Die Entparaffinisierung erfolgte mittels Eintauchen in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) fiir 2
mal 15 min. Danach folgte zum Zweck der Rehydrierung eine jeweils einminiitige Inkubation in
einer absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol 100 %, 96 %, 80 %, 60 % und 50 %) und
anschlieend griindliches Spiilen mit Aqua dest. Hiernach wurden die Proben fiir 20min in
Hamalaun (nach Mayer) inkubiert, dann mit handwarmem Leitungswasser 6-10min gebldut und
abschliefend mit destilliertem Wasser gespiilt. Nach 5-10 miniitigem Féarben mit Eosin folgte
weiteres Spiilen mit destilliertem Wasser. Im Anschluss wurden die Priparate in der aufsteigenden
Alkoholreihe jeweils eine Minute dehydriert (Isopropanol 50 %, 60 %, 80 %, 96 % und 100 %)
sowie 2 min in Xylol inkubiert. AbschlieBend folgte das Aufbringen des Eindeckmediums (Eukitt),
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Ablauf Hdmalaun-Eosinfarbung

Xylol 2x15 min
Isopropanol 100% 1 min
Isopropanol 96% 1 min
Isopropanol 80% 1 min
Isopropanol 60% 1 min
Isopropanol 50% 1 min
Auqa dest. 1 min
Hamalaun 20 min
Leitungswasser 6—10 min
Aqua dest. 1 min
Eosin 5—10 min
Aqua dest. 1 min
Isopropanol 1 min
Isopropanol 1 min
Isopropanol 1 min
Isopropanol 1 min
Isopropanol 1 min
Xylol 2 min
Eukitt

4.3.3 Histomorphometrische Analyse

Am Mikroskop ,,IMAGER MI1* von Zeiss wurde mittels des Programmes AxioVision (Axio Cam
MR c5, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) und 400facher VergrofSerung der Wundbereich auf
verschiedene Parameter/ Zielvariablen untersucht und photographisch festgehalten.

Es wurden dabei drei verschiedene Gesichtsfelder einer Wunde untersucht.
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4.4 Westernblot

Der Westernblot ist eine immunologische Methode, mit der spezifische Proteine nachgewiesen
werden konnen (Burnette 1981).

Die Proteine werden auf einem Gel durch das Anlegen eines elektrischen Feldes ihrer Gré8e nach in
Proteinbanden aufgetrennt. Es erfolgen die Ubertragung auf eine Membran und der Nachweis
mittels spezifischer Antikorper.

Die Immundetektion erfolgt nach dem Antigen - Antikdrperprinzip.

Der Primérantikorper koppelt direkt an das Epitop seines Antigens (Protein) und ein
Sekundarantikorper bindet an die Fc-Region des Primérantikorpers, welchen er detektiert. Hierfiir

trigt er ein zur Sichtbarmachung entsprechendes Enzym (z.B. HRP).

4.4.1 Proteinisolierung

Mausproben der Versuchstage 3, 7, 14 und 22 wurden am Kryostat (Leica CM 3050 S
Gefriermikrotom, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) in 20 pm diinne Stiicke
geschnitten, ca. 50 Schnitte einer Probe in ein Eppendorfgefal mit 50 ul {iberfiihrt und gevortext.
AnschlieBend wurde das Zelllysat 1 min bei 13.000 U/min und 4 C° durch Zentrifugation (Biofuge
Heraeus, Hanau, Deutschland) geklart.

Ein Ultraschallbad in Eiswasser fiir 15 min zum Aufschluss der Zellen und eine 30 miniitige
Proteindissoziation auf Eis folgten. Nach weiteren 5 min Zentrifugation wurden die Proben

aliquotiert und bei -20 C° eingefroren.

4.4.2 BCA Protein Assay

Der BCA Protein Assay eignet sich sehr gut zur Bestimmung der Proteinkonzentration (Walker
1994, Brenner und Harris 1995).

Nach dem Vorbereiten der Proben wurde der BCA Essay vorgenommen, in welchem die
Proteinkonzentration mittels Detektion am ELISA Reader (Dynatech MR 5000, Dynatech
Laboratories, Denkendorf, Deutschland) bei 550 nm bestimmt wurde. BSA war die verwendete
Eichsubstanz. Anhand der BSA Eichgrade wurde die Proteinkonzentration der Proben errechnet.
Zunichst wurden Standards (BCA Protein Assay Kit-Pierce Protein, Thermo Fisher Scientific,
Bonn, Deutschland) vorbereitet.

Folgende Konzentrationen in pg/ml wurden in Eppendorfgefaflen hergestellt: 2000, 1500, 750, 500,
250, 125 und 62,5 (BSA + Lysepuffer), (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Zusammensetzung Lysepuffer

Aqua bidest 3600 ml
5x Lyse-Puffer-Stock 1000 pl
25x Protease-Inhib.-Compl.-Stock 200 ul
NaF 125 ul
PMSF 50 ul
Na-Orthovanadat 25 ul

Die Proben wurden fiir eine Dreifachbestimmung zu 4 pl Probe und 36 pl Aqua bidest in
Eppendorfgefiaen verdiinnt.

Zunéchst wurden in einer 96 Well Mikrotiterplatte (Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland)
40 pl Aqua bidest vorgelegt. Des Weiteren wurden in jedes Well 10 pl der Probe/Blank/Standards
eingespiilt. AnschlieBend wurden 200 ul Working Reagent A+B in die Wells pipettiert. Es folgte die
Inkubation im Wéarmeschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 37 C° fiir 30 min. Nach 10 min
Abkiihlphase erfolgte die Messung am ELISA Reader.

Die Reaktion kann man folgendermalien beschreiben:

2+ 1+

In einem basischen Medium findet eine Reduktion von Cu“" zu Cu'" statt. Dieses Kupferkation

wird mit einer Sdure (BCA) mittels kolorimetrischer Detektion nachgewiesen.

NH; H:N
0=( =0
NH NH
o= ™. 7 =0 Copper
NH, . . HN OH reduced
JCu?*  E— and
NHz .° s, HN electron
o= .- >=ﬂ released
NH NH
0= =0
NH; H;N

Biuret Reaction
Abbildung 5: Biuret Reaktion (Protein bildet mit Kupferionen einen Komplex) (Quelle:
http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=876562B0-5056-8 A76-4E0C-B764EAB3A339)

Im ersten Schritt gehen das Protein und Kupfer CuZ*

eine Bindung ein, (Abbildung 5). In dieser
Reaktion bilden drei oder mehr Aminosdurereste der Peptide einen farbigen Chelatkomplex mit

Kupferionen.
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0 0 N 0 0
N N

Cu'™ 0 ﬂhh{:uﬁ’ 0

N 0o 0 “ 0
N N

0 0

Bicinchoninic Acid
(BCA)

BCA-Copper Reaction

Abbildung 6: Zweiter Schritt der Reaktion - Cu?>+ Ionen werden zu Cu+ Ionen reduziert und bilden mit
Bicinchonininsdure einen violetten Farbkomplex (Quelle:

http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=876562B0-5056-8 A76-4E0C-B764EAB3A339)

Im zweiten Schritt der Farbreaktion reagiert die BCA mit dem Kupferkation, (Abbildung 6). Die
Farbreaktion resultiert aus einer Chelatbildung von zwei BCA Molekiilen mit einem Kupferion.
Die violette Farbe kann am effektivsten in einem Wellenldngenspektrum von 550 bis 570 nm

gemessen werden.

4.4.3 Gelelektrophorese

Fiir die Durchfiihrung des Westernblots wurden die Proben in ihrer im BCA-Test errechneten
Konzentration derart mit destilliertem Wasser vermengt, dass ein Volumen von 16,2 ul resultierte.
Hinzugefiigt wurden noch ein Ladepuffer und ein Reducing agens. Daraufhin wurden die Proben 1
min bei 4 C° zentrifugiert und auf dem Thermoriittler bei 70 C° 10 min erwdrmt. Danach folgten 5
min Kiihlung auf Eis und 5 min Zentrifuge bei 4 C°. Fiir die Elektrophorese wurde ein Laufpuffer
(MOPS, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) angesetzt, (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammensetzung MOPS Puffer

Aqua dest. 950 ml

MOPS SDS Running Buffer 20x | 50 ml

MOPS Puffer eignet sich gut fiir Molekiile groBer 50 kDa (Smad 2/3: 55-60 kDa, Smad 7: 51 kDa).

2 NuPage Bi-Tris Mini Gels (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) wurden laut Herstellerangaben
vorbereitet und in die Kammer eingesetzt. Der MOPS Puffer wurde darauthin eingefiillt und die
Taschen des Gels mit den vorbereiteten Proben zu 25 pl (Probe, Aqua dest., Ladepuffer 6,25 pl,
Reducing agens 2,5 ul ) befiillt. Insgesamt 10 Taschen pro Gel standen zur Verfiigung und in eine

Tasche wurde standardmiBig ein Marker (Seeblue® Plus2 Pre-stained standard, Invitrogen,
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Darmstadt, Deutschland) als Proteinstandard (aus Proteinen mit Molekulargewichten zwischen 4
und 250 kDa) zu 10 pl eingefiillt.

Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V iiber 10 min, um die Proteine der Probe im Sammelgel zu
konzentrieren, (Abbildung 7). Die weitere Auftrennung der Proteine erfolgte 40 min bei 200 V im

vertikalen Elektrophoresesystem (X Cell Sure Lock, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland).

Marker _ Proteinlésung

®© || ]

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Gelelektrophorese

Danach wurden die Proteine auf eine Membran transferiert.
Zwei Transfermembranen (Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland) wurden hierfiir zur Vorbereitung 10 min in Transferpuffer (NuPage Transfer Buffer

20x Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) gelegt, (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zusammensetzung Transferpuffer

Aqua dest. 750 ml
Methanol 200 ml
Transferpuffer Stock 50 ml

Zudem sind 5 Blotting Pads und 4 Filter Paper so vorzubereiten, dass sie auf die gleiche Grof3e des

Gels zugeschnitten und 10 min in Transferpuffer eingelegt werden.
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4.4.4 Proteintransfer auf die Membran

Nach der Elektrophorese wurden die Kassetten nach Herstellerangaben gedffnet und die Gele
vorsichtig entnommen. Das Gel wurde in einer genormten Reihenfolge

(Blottingsystem sieche Abbildung 8) mit Transfermembranen, Filterpapieren sowie Blotting Pads in
die Blottingkammer ,,X Cell II Blot Module* von Invitrogen eingebracht. Dabei sollte das Gel der

Transfermembran direkt ohne Luftblasen anliegen.

+

| |Blotting Pad

| |Blotting Pad

Filter Paper
Transfer Membrane
Second Gel

Fitter Paper

| |Blotting Pad

| |Filter Paper
| | Transfer Membrane
| |First Gel

I |Fitter Paper
|

|

Blotting Pad
Blotting Pad

Abbildung 8: Schichtung des Blottings

Die Blottingkammer wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit Transferpuffer
aufgefiillt. Der Deckel wurde aufgesetzt, Strom angeschlossen und 1 h bei 30 Volt geblottet.

Die Bindung der Proteine an die Membran erfolgt durch hydrophobe Wechselwirkungen.

Nach 1 h wurden die Membranen in Blotto fiir 1 h in einer Schale auf einer Wippe gewaschen,

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammensetzung des Blottos

TRIS ph=8 50 ml
Magermilchpulver 25¢g
Tween 50 ul

Das Gel wurde mit Coomassie-Blau angefirbt um zu iiberpriifen, ob die Proteine auf die
Nitrocellulosemembran {ibertragen wurden.

Das Waschen in Blotto blockiert freie Bindungsstellen und verhindert somit unspezifische
Bindungen der Antikorper. Das Milchpulver des Blottos eignet sich sehr gut, da es fiir die

Antikorper ein nicht erkennbares Protein ist.
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Fiir die im Westernblot nachzuweisenden Proteine Smad 2 und Smad 7 wurden zwei Rohrchen
vorbereitet, in welchen die Primérantikdrper 1:200 angesetzt wurden.

In 5 ml Blotto wurden 25 pul Smad 2 (1:200)(Goat Polyklonal antibody, IgG, (N19) sc 6032, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) bzw Smad 7 (1:200)(Goat Polyklonal antibody, IgG,
(N19) sc 7004, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) Primédrantikérper und jeweils 1
ul beta Aktin (1:5000) (Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland) als Kontrolle angesetzt.

Da beta Aktin von allen Zellen stetig in gleicher Konzentration exprimiert wird, kann man die
Smadexpression an Hand dessen vergleichen (Frericks und Esser 2008).

Die Membranen wurden nach dem Waschen in die vorbereiteten Rohrchen mit Primdrantikorpern
iiberfiihrt. Es folgte eine Inkubation iiber Nacht im Kiihlraum auf der Rolle zur gleichméBigen
Verteilung. Die iiber Nacht gedrehten Membranen wurden am néachsten Morgen in TRIS Puffer 3x5

min gewaschen, (Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammensetzung TRIS Puffer

Aqua dest. 900 ml
TRIS Stammldsung 100 ml
Natronlauge

Tween

Jeweils 5 ul (1:2000) Sekundirantikérper antigoat (gegen Smad gerichtet)(Dako Cytomation
Polyklonal Rabbit Anti Goat Immunoglobulins/ Biotinylated, Hamburg, Deutschland) und
antimouse (gegen beta Aktin gerichtet)(Dako Polyklonal Rabbit Anti mouse Immunoglobulins/
Biotinylated, Hamburg, Deutschland) wurden in einem Réhrchen mit 10 ml Blotto angesetzt.

Streptavidin HRP (BIO FX Laboratories, Freiburg, Deutschland) wurde zu 1 pl auf 10 ml
hinzugefiigt. Der Inhalt wurde auf beide Membranen in Roéhrchen verteilt. Beide Rohrchen
inkubierten 1 h auf der Rolle. Zum Schluss folgte abermaliges Waschen der Membranen 5 min in

TRIS Puffer.

4.4.5 Detektion

Das Enzym-Antikorperkonjugat wurde mittels Chemilumineszenz detektiert.

Die Peroxidase, welche an den Sekundirantikorper gekoppelt ist, katalysiert die Umsetzung von
Luminol (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) in seine oxidierte Form
(Grundform). Somit kann eine Lumineszenz detektiert werden.

Es folgte die Detektion am Computer (LAS 3000 Lumineszenz und Fluoreszenz Imager) und

gegebenenfalls per Rontgenfilmentwickler (amersham pharmacia biotech Hyperprocessor).
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Dafiir wurden die Membranen 1 min in das Detektionsreagenz Luminol (Reagenz A+B jeweils 3

ml) eingelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Histomorphometrie — Qualitative Auswertung

5.1.1 Heilungs-assoziierte entziindliche Infiltration Tag 3 post operationem

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen des Wundgebietes an Tag 3 post operationem
Ubersichtsaufnahmen der priméren (A) und sekundiren Wunden (B) mit 50x Originalvergroferung.
DetailvergroBerung (400x Originalvergroferung) der primiren (C) und sekundiren (D)Wundregion.
Unverwundete Haut aus der Leistenregion ist zur Kontrolle im Bild links unten dargestellt.

An Tag 3 post operationem fand sich in der primdren Wunde vor allem ein gemischtzelliges Infiltrat
in der Dermis mit Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten.

Die sekundidren Wunden lieBen ein massives diffuses gemischtzelliges Infiltrat der Dermis aus
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten und Erythrozytenextravasaten

(Spaltraum mit Einblutung) erkennen, (Abbildung 9).
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5.1.2 Heilungs-assoziierte entziindliche Infiltration Tag 7 post operationem

Abbildung 10: Mikroskopische Aufnahmen des Wundgebietes an Tag 7 post operationem
Ubersichtsaufnahmen der priméren (A) und sekundiren Wunden (B) mit 50x OriginalvergroBerung.
DetailvergroBBerung (400x Originalvergréferung) der primdren (C) und sekundédren (D)Wundregion.
Unverwundete Haut aus der Leistenregion ist zur Kontrolle im Bild links unten dargestellt.

An Tag 7 waren post operationem im primidren Wundmodell interstitielle Ansammlungen von
Entziindungszellen sowie perivaskuldre Lymphozyteninfiltrate und eosinophile Granulozyten sowie
Gefdfle mit Erythrozyten und Plasmazellen zu erkennen.

Im sekundédren Modell war ein keilformiges oberfldchliches und tiefes interstitielles lymphozytéres
Infiltrat mit Granulozyten und Plasmazellen/Erythrozytenextravasate zu beobachten sowie

zunehmende Fibroblastenproliferation (ldngliche dunkle Zellkerne), (Abbildung 10).
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5.1.3 Heilungs-assoziierte entziindliche Infiltration Tag 14 post operationem

Abbildung 11: Mikroskopische Aufnahmen des Wundgebietes an Tag 14 post operationem
Ubersichtsaufnahmen der primiren (A) und sekundiren Wunden (B) mit 50x OriginalvergroBerung.
DetailvergroBBerung (400x Originalvergréferung) der primdren (C) und sekundédren (D)Wundregion.
Unverwundete Haut aus der Leistenregion ist zur Kontrolle im Bild links unten dargestellt.

Ein tiefes diffuses gemischtzelliges Infiltrat und vermehrte Fibroblastenproliferation waren nach 14
Tagen post operationem im primédren Wundmodell zu erkennen.

Vereinzelte Lymphozyteninfiltrate und Fibroblasten dominierten das Bild des sekunddren Modells
14 Tage post operationem, (Abbildung 11).
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5.1.4 Heilungs-assoziierte entziindliche Infiltration Tag 22 post operationem

_}.ﬂ‘«gé.k Vs o‘.&‘

Abbildung 12: Mikroskopische Aufnahmen des Wundgebietes an Tag 22 post operationem
Ubersichtsaufnahmen der priméren (A) und sekundiren Wunden (B) mit 50x OriginalvergroBerung.
DetailvergroBBerung (400x Originalvergroflerung) der primédren (C) und sekundiren (D)Wundregion.
Unverwundete Haut aus der Leistenregion ist zur Kontrolle im Bild links unten dargestellt.

Das Zellbild beider Modelle war anndhrend vergleichbar mit dem gesunder Maushaut. Vereinzelte

Makrophagen und Fibroblastenzellkerne waren ersichtlich, (Abbildung 12).
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5.2 Quantitativ histomorphometrische Auswertung

Die histomorphometrische Analyse diente vor allem der Quantifizierung der zu beobachtenden
Veranderungen im Wundbereich.

Alle Daten wurden als Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte angegeben. Der Vergleich
der Gruppen erfolgte mittels Globaltest (Kruskal-Wallis) und im Falle von Signifikanzen wurde dies
mit dem Mann-Whitney-U-Test flir zwei unverbundene Stichproben untersucht (alpha Adjustierung
mittels modifiziertem Bonfernoniverfahren nach Shaffner). Das 95% Konfidenzintervall (p<0,05)
wurde als statistisch signifikant erachtet. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in

Form von Sdulendiagrammen mit SPSS 13 (SPSS inc., Chicago, USA).
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5.2.1 Gesamtzellzahl von Primérgruppe und Sekundirgruppe im Vergleich

Wundmodell

B =ekunciEr
& primér

00,00

400,00 -}

00,00

200,00

100,00 -]

Gesamtzellzahl pro Gesichtsfeld 400x

0,00 -

3 7 14 22
post operativer Tag

Ertor Bars: 95% C|

Abbildung 13: Darstellung der Gesamtzellzahl von Primirgruppe und Sekundirgruppe im Vergleich an den
postoperativen Tagen 3, 7, 14 und 22

Referenzlinie zeigt die mittlere Zahl der Entziindungszellen in gesunder, unverwundeter Maushaut
*signifikante Ergebnisse einer Gruppe, **signifikante Ergebnisse zwischen beiden Gruppen

An Tag 3 post operationem zeigte sich bei primdren Wunden eine signifikant suprabasale (p=0,001)
Gesamtzellzahl. Auch in sekunddren Wunden war die Gesamtzellzahl suprabasal an Tag 3
(p=0,0001), des Weiteren an Tag 7 (p=0,0001).

Im Vergleich steigt die Zellzahl der Sekunddrwunde stirker an als im priméren Wundmodell. An
Tag 7 ist ein signifikanter Unterschied (p=0,005) der Sekundérgruppe im Vergleich zur
Primédrgruppe zu verzeichnen.

Primér ist im Vergleich zu sekundir hoher an Tag 14 und verfehlt das Signifikanzniveau nur knapp

mit p=0,06, (Abbildung 13).
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5.2.2 Smad 2 Expression

Um die Korrelation der Gesamtzellzahl mit den aktiven Signaltransduktoren der TGF beta
Signalkaskade zu untersuchen und um die Aktivitdit der Signaltransduktoren wihrend der
Wundheilung zu evaluieren, erfolgte die Bestimmung der Smad 2 Expression im Wundgebiet

semiquantitativ mittels Western Blot.
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Abbildung 14: Verlauf der Smad 2 Expression iiber die Zeit in Abhéngigkeit vom Wundmodell

Die Balken zeigen Mittelwerte, die Fehlerbalken die Standardabweichung, die horizontale Linie den Wert fiir
gesunde Maushaut

*signifikante Ergebnisse einer Gruppe, **signifikante Ergebnisse zwischen beiden Gruppen

An Tag 3 post operationem zeigte sich bei primdren Wunden eine signifikant suprabasale (p=0,016)
Smad 2 Expression. In sekunddren Wunden war die Expression an Tag 7 signifikant suprabasal
(p=0,004).

Laut Globaltest (Kruskal-Wallis-Test) waren signifikante Unterschiede zwischen primidrem und

sekunddrem Modell in der Smad 2 Expression zu verzeichnen.
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Genauere Unterschiede waren mit dem Mann-Whitney-U Test zu bestimmen. Somit zeigten sich

Signifikanzen an Tag 3 (p=0,006) und Tag 22 (p=0,008), (Abbildung 14).

5.2.3 Smad 7 Expression
Es erfolgte die Bestimmung der Smad 7 Expression im Wundgebiet semiquantitativ mittels Western
Blot, um die Korrelation der Gesamtzellzahl mit den inhibitorischen Signaltransduktoren der TGF

beta Signalkaskade zu untersuchen.
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Abbildung 15: Verlauf der Smad 7 Expression iiber die Zeit in Abhéngigkeit vom Wundmodell

Die Balken zeigen Mittelwerte, die Fehlerbalken die Standardabweichung, die horizontale Linie den Wert
gesunder Maushaut

*signifikante Ergebnisse einer Gruppe, **signifikante Ergebnisse zwischen beiden Gruppen

An Tag 7 post operationem zeigte sich bei primdren Wunden eine signifikant suprabasale (p=0,048)
Smad 7 Expression.
Die Smad 7 Expression wies einen Unterschied der beiden Gruppen an Tag 7 mit einer Signifikanz

von p=0,006 auf. Der Unterschied der beiden Gruppen an Tag 14 war mit p=0,086 nur knapp nicht
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signifikant, (Abbildung 15).

5.2.4 Gesamtzellzahl und Korrelation mit den Signaltransduktoren

Priméires Wundmodell

Im allgemeinen Trend konnte man beobachten, dass in der Regel Gesamtzellzahl und
Signaltransduktoren korrelieren.

An Tag 3 war bei Smad 7 im primdren Wundmodell eine signifikante Korrelation zwischen Smad 7
und entziindlicher Infiltration zu verzeichnen (r=1, p<0,01).

Smad 7 zeigte weiterhin mit r=-0,923 (p=0,009) an Tag 7 eine hochsignifikante Korrelation und mit
r=-0,90 (p=0,037) an Tag 14 eine signifikant starke Korrelation.

Bei primdren Wunden bestand zwischen der entziindlichen Infiltration und Smad 2 eine positive

Korrelation und Smad 7 eine negative Korrelation, (Abbildung 16 und 17).
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Abbildung 16: Zeigt die Korrelation der beta Actin/Smad 2 ratio und der entziindlichen Infiltration im
primdren Wundmodell
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Abbildung 17: Zeigt die Korrelation der beta Actin/Smad 7 ratio und der entziindlichen Infiltration im
primdren Wundmodell

Sekundires Wundmodell

Eine signifikant starke Korrelation fand sich an Tag 22 bei Smad 2 r=-0,921 (p=0,026). Weitere

signifikante Korrelationen wurden nicht nachgewiesen, (Abbildung 18 und 19).
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Abbildung 18: Zeigt die Korrelation der beta Actin/Smad 2 ratio und der entziindlichen Infiltration im
sekundédren Wundmodell
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Abbildung 19: Zeigt die Korrelation der beta Actin/Smad 7 ratio und der entziindlichen Infiltration im
sekundéren Wundmodell
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6 Diskussion

Ziel der Arbeit war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen entziindlicher Infiltration und
Aktivitit des TGF beta Pathways zwei verschiedener Wundmodelle an unterschiedlichen post
operativen Tagen.

Die Untersuchung wurde anhand der Expression der TGF beta Signaltransduktoren Smad 2 und 7
durchgefiihrt, um tiber den Signalweg Riickschliisse zu ziehen auf die Aktivitit von TGF beta nach
Wundsetzung. Dafiir eignen sich Smads sehr gut (Penheiter et al. 2002, Liu et al. 2003). Um
aufzukldren, wie sich TGF beta wédhrend der Wundheilung verhdlt, wurde die Smad 2
Phosphorylierung mittels Westernblot untersucht. Die Westernblotanalyse zeigte eine Expression
von heterologen Smadproteinen wahrend der Wundheilung, vor allem zu Beginn (Smad2 — priméres
Wundmodell).

Eine erhohte Smad 2 Expression deutet auf eine gesteigerte TGF beta Aktivitdt hin. In einer Studie
wurden Smad 2 sowie Smad 7 nach TGF beta Stimulation von Fibroblasten hoch reguliert
(Zandvoort et al. 2008). In der Studie von Nakao et al. (1997) wird belegt, dass TGF beta
Stimulation von menschlichem Gewebe eine vermehrte Smad 2 Phosphorylierung zur Folge hatte
(Nakao et al. 1997a).

Xie et al. verzeichneten ebenfalls einen Anstieg von Smad 2 nach Applikation von TGF beta (Xie et
al. 2008).

Die Wundheilung zwei verschiedener Wundmodelle wurde anhand der Gesamtzellzahl quantifiziert
und auf Korrelation mit den Signaltransduktoren Smad 2 und Smad 7 untersucht.

Es ergaben sich Unterschiede zwischen beiden Modellen an den verschiedenen post operativen

Tagen sowohl in der Wundzellularitdt als auch in der Expression der Signaltransduktoren.

6.1 Entziindliche Infiltration

Die biologische Bedeutung der Entziindung ist die Abwehr und damit das Uberwinden eines
krankhaften Zustandes. Damit einher gehen Chemotaxis von Entziindungszellen und Entstehen von
entzlindlichen Infiltraten. Eine Rolle spielen dabei die unspezifische Abwehr (PMNL,
Makrophagen) und die spezifische Abwehr (T-Lymphozyten). Die Ursachen entziindlicher Infiltrate
sind vielfdltig: Eine Wunde und somit heilungsassoziierte Infiltrate, eine Infektion oder

traumatisierende Fremdkdrper wie beispielsweise Nahtmaterial.
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6.1.1 Physiologische Infiltration

Nach Wundsetzung kommt es zur Einblutung und Wundhdmatombildung. Es bildet sich ein
Fibringeriist aus und die verletzten Gefdlle verschlieen sich. Thrombozyten im Gerinnsel setzen
Wachstumsfaktoren frei, die die weiteren Wundheilungsprozesse einleiten.

Es zeigte sich dann vor allem eine Migration von Entziindungszellen.

Das Heilungsgeschehen lduft in drei Phasen ab, von Welchen die Entziindung die erste Phase
darstellt. Die Entzlindungsphase wird geteilt in eine frithe und spéte Phase. Die friihe Phase betrifft
die ersten 24 Stunden und wird dominiert von neutrophilen Granulozyten (PMNL) die unter
anderem von TGF beta angelockt werden und Zelltriimmer und Fremdkorper phagozytieren.

In den ersten Tagen werden dann vor allem Monozyten in den Wundbereich gelockt, welche sich zu
Makrophagen umdifferenzieren. Diese sezernieren =zusidtzlich TGF beta, welches weitere
Monozyten iiber Chemotaxis in den Wundbereich rekrutiert. Makrophagen spielen in allen Stadien
der Wundheilung eine entscheidende Rolle, indem sie nicht nur phagozytieren, sondern auch
wichtige Zytokine (IL-1, PDGF, EGF, FGF, ILGF) produzieren.

Weiterhin sind sie involviert in den Prozess der EZM Neubildung (Faler et al. 2006, Delavary et al,
Beanes et al. 2003).

Bis zum dritten Tag sind vor allem Entziindungszellen im Wundgebiet. Drei bis zehn Tage nach
Wundsetzung geht die Heilung iiber in die proliferative Phase die gekennzeichnet ist durch
Angiogenese, Deposition und Epithelisierung und in welcher vermehrt Fibroblasten auftreten und
EZM gebildet wird.

Die dritte Phase, der Gewebeumbau, ist gekennzeichnet durch die Umdifferenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten, was zu einer Wundkontraktion fiihrt (Gurtner et al. 2008).

6.1.2 Infiltration als Antwort auf Infektion
Eine groBe Rolle spielt unter anderem antiseptisches Vorgehen zur Vermeidung einer Infektion
durch Krankheitserreger. Durch bakterielle Kontamination findet ebenso eine Infiltration von
Entziindungszellen statt und verringert somit die Aussagekraft der Studie hinsichtlich der
Interpretation der physiologischen Wundheilung.
Mit den verwendeten Methoden war es nicht moglich zwischen einer Infektion und einer

heilungsassoziierten Infiltration zu unterscheiden.

6.1.3 Infiltration aufgrund von Reizfaktoren
Der physiologische Ablauf der Wundheilung wird durch die Anwesenheit eines Fremdkorpers
mafgeblich beeinflusst und miindet unter Umstdnden in einer chronischen Entziindungsreaktion.

Anwesenheit von Nahtmaterial kann eine Entziindungsreaktion triggern oder eine unglinstige
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Narbenformation hervorrufen. Vor allem Catgut Nahtmaterial kann zu Wunddehiszenzen beitragen

(Gabrielli et al. 2001, Willatt et al. 1988).

6.1.4 Ergebnisse (entziindliche Infiltration)

Die Zellzahl wurde anhand des leukocyte index nach Reid et al erhoben (Reid et al. 2004).
Hiamatogene und histiogene Zellen sind allerdings nur mit speziellen Markierungsmethoden im
Wundfeld voneinander zu unterscheiden (Lindner 1982). Das Mausmodell ist als Wundmodell fiir
kutane Wundheilungsstudien geeignet um Entziindung, Chemotaxis, Epithelialisierung,
Angiogenese, Matrixproduktion und Kontraktion zu beurteilen. Allerdings verfiigen Mause tliber
einen 3-4fach schnelleren Metabolismus, weswegen die Wundheilung schneller als in humanen
Modellen ablduft. Des Weiteren verfiigen Mause iiber anatomische Strukturen (subcutaneous
panniculus carnosus muscle), welche die Wundheilung positiv beeinflussen (Ksander et al. 1990a,
Ksander et al. 1990b, Gottrup et al. 2000, Schultze-Mosgau et al. 2002).

Nach Wundsetzung zeigte sich an Tag 3 primér ein signifikant suprabasales lymphozytéres Infiltrat
(p=0,001) welches durch die Einwanderung von Entziindungszellen entstanden ist. Im sekundiren
Wundmodell fanden sich ebenso (p=0,0001) an Tag 3 sowie an Tag 7 (p=0,0001) signifikante
Infiltrate.

An Tag 7 bestand ein signifikanter Unterschied zwischen dem priméren und dem sekundéren
Wundmodell (p=0,005). Die Erkldrung hierfiir ist der Verschluss der primidren Wunde mit
Nahtmaterial, wihrend die sekundidre Wunde der freien Granulation {iberlassen wurde.

Im sekunddren Wundmodell waren vermehrt Infiltrate, vor allem bis zum dritten Tag zu
verzeichnen. Zwischen dem dritten und zehnten Tag findet eine Formation von neuem Gewebe statt
indem Fibroblasten proliferieren und somit in der Wunde mit freier Granulation eine vermehrte
Fibroblastenbildung mit gesteigerter EZM Synthese sowie vermehrt Keratinozytenmigration

erfolgt.

6.2 Signalweg

6.2.1 TGF beta

TGF beta ist der Prototyp eines multifunktionalen Zytokins. Es ist ein Syntheseprodukt von
Blutzellen wie Thrombozyten, Makrophagen und Lymphozyten (Wahl et al. 1987).

Im Mittelpunkt stehen Zielgene, welche unmittelbare Effekte auf den Zellzyklus haben. Nach
Applikation von TGF beta im Wundbereich konnte eine beschleunigte Wundheilung festgestellt

werden. Dies ging einher mit einer verbesserten Wundstirke, einem erhohten Influx an
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Entziindungszellen und einer erhohten Fibroblastenproliferation (Mustoe et al. 1987). Sporn et al.
wiesen in ihrer Studie nach, dass die Applikation von TGF beta Wundheilung beschleunigen kann
(Sporn et al. 1983).

Der TGF beta Signalweg spielt in allen Phasen der Wundheilung eine wichtige Rolle indem es
Zellen in der Wundheilung reguliert. In der frithen Wundheilungsphase wird TGF beta vor allem
von Blutplittchen sezerniert. Des Weiteren wird das Zytokin von Keratinozyten, welche die
Hautbarriere rekonstruieren, von Fibrobasten welche fiir die Matrixsynthese zustindig sind und von
Monozyten, welche in frithen Wundstadien migrieren und weitere die Wundheilung beeinflussende
Zytokine produzieren, sezerniert (Ignotz und Massague 1986, Varga 2002, Ashcroft et al. 1999,
Massague 1999).

In diesen Zellen ist es aktiv und steuert deren Funktion durch Modulation der Tanskription im
Zellkern. Der Pathway reguliert in Monozyten die TGF beta Produktion, die Migration von
Monozyten in die Wunde und die Produktion von Proteaseinhibitoren. In Fibroblasten regelt es
ebenso die Produktion von TGF beta und Chemotaxis, sowie die Proliferation und Produktion von
EZM. In Endothelzellen bewirkt das Zytokin eine Migration fiir die Angiogenese (Varga 2002,
Faler et al. 2006).

B-Lymphozyten besitzen Rezeptoren fiir TGF beta. Uber diese werden wichtige Funktionen der B-
Lymphozyten gesteuert. Des Weiteren inhibiert TGF beta die IL-2 abhédngige Synthese von B-
Zellen. Das Zytokin TGF beta spielt deshalb eine wichtige Rolle in der Regulation der B-Zellen.
Zudem sind Effekte auf Entwicklung und Funktion von T-Zellen bekannt (Kehrl et al. 1986a,
Letterio und Roberts 1996, Kehrl et al. 1986b).

6.2.2 Smads

R-Smads werden direkt vom Typ [-Rezeptor phosphoryliert und somit aktiviert. Smad 4 ist ein Co-
Smad, welcher zusammen mit Smad 2 und 3 einen Komplex bildet. Dieser Komlex tritt in den
Zellkern ein (Kawabata et al. 1999).

Smads besitzen eine N-Terminal (MH 1) und eine C-Terminal (MH 2) Doméne und eine
Verbindungsregion. Die MH 1 Doméne hat DNA Bindungsaktivitdt. Smad 3 und 4 binden iiber
diese Region direkt an DNA. Diese Aktivitdt wird inhibiert durch die MH 2 Doméne.

Die MH 1 Doméne hemmt wiederum die Transkriptionsaktivitit der MH 2 Doméne. Inhibitorische
Smads besitzen nur eine MH 2 Doméne.

Smads befinden sich entweder im Ruhestadium oder im aktivierten Stadium.

Im Ruhestadium (in Abwesenheit von Ligandenstimulation) befinden sich Smads als
Homooligomere im Zytoplasma. Nach Ligandenbindung am Rezeptor folgt die Phosphorylierung,
Heterooligomerbildung und Aktivierung der Smads 2 und 3 am C-terminal Motiv SS(V/M)S.
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Dieses Motiv fehlt in Smad 7.

Der Antikorper beim Westernblot richtete sich gegen das N-Terminal von Smad 2 und 7 und
detektierte somit die aktiven Smads in Zellkern und Zytoplasma.

Rezeptoraktivierte Smads verbinden sich mit dem Co-Smad 4, welcher als Partner zur Aktivierung
der Transkription erforderlich ist und fiithren ihn mit sich in den Kern (Massague 1998).

Smad 7 ist ein inhibitorischer Smad. Inhibitorische Smads binden an den TGF beta I-Rezeptor und
konkurrieren mit Smad 2/3 um den Bindungsplatz an der Zellmembran.

Smad-Phosphorylierung wird blockiert und somit der TGF beta Signalweg unterbunden (Varga
2002, Yan et al. 2009).

6.2.3 Aktivitiat des TGF beta Pathways

Die Wirkung von TGF beta auf die Zielzelle wird {iber Rezeptoren in der Zellmembran vermittelt,
welche eine extrazellulire Doméne zur Bindung des Liganden, eine transmembrane und eine
zytoplasmatische, Serin/Threonin-Kinase-tragende Doméne besitzen (Massague 1987, Massague et
al. 2005).

Smads sind entscheidend fiir den TGF beta Signalweg. Die Bedeutung der Smad Proteine wurde in
verschiedenen Studien untersucht.

Die Uberexpression von Smad 2 fiihrte zu verzdgerter Heilung kutaner Wunden. Die Verzégerung
der Heilung resultierte aus verminderter Einwanderung von Keratinozyten (Hosokawa et al. 2005).
Maiuse mit Smad 3 knock-out zeigten dahingegen beschleunigte Wundheilung (Ashcroft et al.
1999).

Wundheilung wird aber moglicherweise von anatomischen Strukturen beeinflusst, da in den Studien
unterschiedliche Wundmodelle zum Teil zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrten.

In der Studie von Kim et al. (2005) untersuchte man die Wirkungen der R-Smads 2 und 3. Es wurde
unter anderem eruiert, dass zytostatische Signale wie Zellproliferation in Zellen ohne Smad 2 (in
vitro) verringert waren (Kim et al. 2005).

TGF beta bindet zuerst an den Typ II-Rezeptor, welcher dann durch seine Kinasedomine den Typ I-
Rezeptor (in seiner GS-Doméne) phosphoryliert und somit aktiviert. Es entsteht voriibergehend ein
Komplex aus Rezeptor I-und II. Ohne den Typ II-Rezeptor ist eine Bindung des Liganden an den
Typ I-Rezeptor offenbar nicht moglich (Wieser et al. 1993, Massague und Weis-Garcia 1996,
Heldin et al. 1997).

Der phosphorylierte Typ I-Rezeptor leitet das Signal weiter an die R-Smads. Sie werden direkt vom
Typ I-Rezeptor phosphoryliert.

Smad Cofactor SARA wird als Ankerprotein beschrieben, welches R-Smads zum TGF beta
Rezeptorkomplex rekrutiert. SARA besitzt eine Smadbindungsdoméne (SBD), welche mit Smad 2
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und 3 interagiert und eine C-Terminal Rezeptorkomplexinteraktionsdoméne. SARA spielt eine
Rolle in der Prédsentation von R-Smads am Rezeptorkomplex (Penheiter et al. 2002, Wrana und
Attisano 2000, Runyan et al. 2005).

Nach der Phosphorylierung durch den Rezeptor unterbricht die Verbindung der MH 1 und MH 2-
Dominen und Smads formen heteromere Komplexe mit dem Co-Smad an der MH 2 Doméne. Der
R-Smad-Co-Smad Komplex wandert in den Zellkern mit dem Ziel, die Transkription der Zielgene
zu regulieren.

Im Zellkern interagieren sie mit verschiedenen DNA Bindungsproteinen, zum Beispiel FAST]I.
FAST 1 ist ein Transkriptionsfaktor. Er verbindet sich mit Smad/CoSmad zu einem Komplex. Dies
fihrt zur Aktivierung der Transkription. Zusammen mit den Smads binden sie an einer
Promoterregion. Sie binden unter anderem an transkriptionale Coaktivatoren und Corepressoren,
welche die Acetylierung oder Nichtacetylierung von Histonen induzieren und somit Transkription

fordern oder hemmen (Itoh et al. 2000, Kawabata et al. 1999).

6.3 Myofibroblastenaktivitit

Ein wichtiger Schritt des Wundheilungsprozesses ist die Produktion neuer EZM durch die
Fibroblasten. Fibroblasten sezernieren extrazelluldre Matrixkomponenten wie Kollagen I und III
(Gabbiani 2003).

Fibroblasten wandeln sich durch mechanische Reize um in Myofibroblasten, welche fiir die
Wundkontraktion wesentlich sind. TGF beta induziert zusitzlich die Umwandlung der Fibroblasten
in Myofibroblasten und spielt eine zentrale Rolle in der Umdifferenzierung (Montesano und Orci
1988, Desmouliere et al. 1993, Vaughan et al. 2000, Malmstrom et al. 2004, Hinz 2007, Hinz et al.
2007). Der ruhende Fibroblast im gesunden Gewebe besitzt keinerlei kontraktile Elemente.

Der Mikrofilamentapparat des Myofibroblasten beinhaltet Aktin und Myosin, zudem SMA.
Problematisch ist vor allem die sekundire Wundheilung, da es durch Wundkontraktion zu
Funktionseinschrinkungen kommen kann. Die Aktivitit der Myofibroblasten spielt dabei eine
entscheidende Rolle. Bei primadrer Wundheilung findet man diese Problematik eher nicht.

Smad 2 und 7 eignen sich als Signaltransduktoren von TGF beta gut zur funktionellen

Charakterisierung der Myofibroblastenaktivitat, (Tabelle 8 und 9):
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Tabelle 8 zeigt Referenzen fiir Smad 2 als Signaltransduktor von TGF beta und Aktivator der Differenzierung
von Fibroblast in Myofibroblast

Autor Titel

(Piek et | Functional characterization of transforming growth factor beta signaling in

al. Smad2- and Smad3-deficient fibroblasts

2001)

(You Differential effect of activin A and BMP-7 on myofibroblast differentiation and
und the role of the Smad signaling pathway

Kruse

2002)

(Liu et | Smads 2 and 3 are differentially activated by transforming growth factor-beta
al. (TGF-beta) in quiescent and activated hepatic stellate cells. Constitutive nuclear
2003) localization of Smads in activated cells is TGF-beta-independent

(Evans | TGF-betal-mediated fibroblast-myofibroblast terminal differentiation-the role of
et al. Smad proteins
2003)

(Guet | Effect of TGF-beta/Smad signaling pathway on lung myofibroblast differentiation
al.
2007)

(Sebe et | Transforming growth factor-beta-induced alpha-smooth muscle cell actin

al. expression in renal proximal tubular cells is regulated by p38beta mitogen-
2008) activated protein kinase, extracellular signal-regulated protein kinasel,2 and the
Smad signalling during epithelial-myofibroblast transdifferentiation

(George | Regulation of myofibroblast differentiation by convergence of the Wnt and TGF-
2009) betal/Smad signaling pathways

Smad 7 hat als TGF beta Inhibitor einen hemmenden Effekt auf die TGF beta induzierte
Myofibroblastendifferenzierung. In der Studie von Sobral et al verringerte sich durch
Uberexpression von Smad 7 die Phosphorylierung von Smad 2 und die Differenzierung von
Fibroblasten in Myofibroblasten (Sobral et al.). Liu et al stellten fest, dass eine verringerte Smad 7
Expression mit einer gesteigerten alpha SMA Bildung in Zusammenhang steht (Liu et al. 2005),
(Tabelle 9).
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Tabelle 9 zeigt Referenzen fiir Smad 7 als Inhibitor der Differenzierung von Fibroblast in Myofibroblast

Autor Titel

(Kopp | Abrogation of transforming growth factor-beta signaling by SMAD7
et al. inhibits collagen gel contraction of human dermal fibroblasts
2005)

(Liuet | Tubular epithelial-myofibroblast transdifferentiation and expressions of
al. hepatocyte growth factor and Smad7 in renal tissues of rat with
2005) experimental diabetes

(Shukla | Hepatocyte growth factor inhibits epithelial to myofibroblast transition in
et al. lung cells via Smad?7
2009)

(Sobral | Smad7 Blocks Transforming Growth Factor-betal-Induced Gingival
etal.) Fibroblast-Myofibroblast Transition via Inhibitory Regulation of Smad2 and
Connective Tissue Growth Factor

6.4 Ergebnisse

Tag 3

Nach Auswertung der Ergebnisse war die Smad 2 Expression primir an Tag 3 signifikant suprabasal
(p=0,016) und auch die Wundzellularitit war signifikant suprabasal (p=0,001).

In der Studie von Lin et al. wurde die Reaktion von TGF beta nach Wundsetzung an Méusen
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass nach Wundsetzung ein Anstieg von TGF beta zu
verzeichnen ist (Lin et al. 2005). TGF beta ist ein wichtiges Zytokin im Wundheilungsprozess. Es
rekrutiert unter anderem Entziindungszellen, anfangs PMNL, spédter Monozyten, in den
Wundbereich (Mustoe et al. 1987, Amento und Beck 1991, Faler et al. 20006).

Anzunehmen ist des Weiteren, dass nach TGF beta Anstieg ein Smad 2 Anstieg folgt. Smad 2 ist ein
intrazelluldarer Mediator des TGF beta Signalweges. Das Protein leitet die Signale weiter in den
Zellkern und steht somit funktionell im Dienst von TGF beta (Derynck et al. 1998, Massague 1998).
Die biologische Funktion von Smad 2 ist noch nicht genau erforscht, da Smad 2 knock-out Méuse
schon als Embryos sterben (Yagi et al. 1999). Smad 2 hat eine wichtige Funktion in der frithen
Entwicklung und knock-out Mausembryos zeigen Defekte in der Entwicklung unter anderem der
Mandibula und der Augen (Nomura und Li 1998).

Es gibt verschiedene Studien welche belegen, dass Smad 2 in den Wundheilungsprozess involviert
ist (Ishida et al. 2004, Cao et al. 2002).

Hosokawa et al. untersuchten die Rolle von Smad 2 in der Wundheilung und konnten dem Protein
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eine wichtige Rolle in der Keratinozytenmigration und Formation von extrazellulirer Matrix
wihrend der Wundheilung zuschreiben. Nach Uberexpression von Smad 2 war allerdings
verzogerte Wundheilung die Folge (Hosokawa et al. 2005).

Die Smad 7 Expression war im primdren Wundmodell auf dem Niveau von gesunder Maushaut.
Smad 7 als Antagonist von TGF beta agiert in einem wichtigen negativen Feedbackloop (Varga
2002, Yan et al. 2009). An Tag 3 ist noch kein Riickkopplungsmechanismus in Gang gesetzt
worden, der die Smad 7 Expression erhoht und somit den TGF beta Signalweg blockiert.

An Tag 3 im sekunddren Wundmodell konnten signifikant suprabasale (p=0,0001) Ergebnisse
hinsichtlich der Infiltration festgestellt werden. Der Smad 2 Wert war an diesem Tag infrabasal.
Trotz der schwachen Smad 2 Expression, war histomorphometrisch ein grofer Influx an
Entziindungszellen schon an Tag 3 zu verzeichnen. Die Migration wird unter anderem auch durch
proinflammatorische Zytokine wie IL 1, TNF alpha und IFN gamma gesteuert (Fraser 2007).

Die Smad 7 Expression sekundir war leicht suprabasal. Smad 7 wurde identifiziert als Inhibitor von
TGF beta mit antiinflammatorischer und antifibrotischer Wirkung (Nakao et al. 1997b, Yan et al.
2009).

Signifikante Unterschiede an Tag 3 hinsichtlich Smad 2 Expression zwischen primdrem und
sekunddarem Modell lagen vor (p=0,006). Dies zeigte, dass unterschiedliche Wundmodelle eine

unterschiedliche Expression von Signalmediatoren zur Folge haben kdnnen.

Tag 7

An Tag 7 lagen die Werte der Wundzellularitit der primdren Wunden suprabasal, sowie auch die
Werte von Smad 2. Gehéuft findet man in diesem Stadium Fibroblasten.

Die Smad 7 Expression primdr war signifikant suprabasal (p=0,048). Der Anstieg unterliegt einem
Riickkopplungsmechanismus. Mit steigender TGF beta Aktivitit wird der Smad 7
Riickkopplungsmechanismus aktiviert (Heldin et al. 1997, Whitman 1997).

Inhibitorische Smads binden an den TGF beta I-Rezeptor und konkurrieren mit Smad 2 und Smad 3
um den Bindungsplatz an der Zellmembran. Die Smad-Phosphorylierung und somit Aktivierung
wird blockiert und der TGF beta Signalweg unterbunden (Nakao et al. 1997b, Kretzschmar et al.
1997, Varga 2002). Oder inhibitorische Smads gehen eine Verbindung mit dem Co-Smad 4 der R-
Smads ein und verhindern so die Komplexformation, welche in den Zellkern wandern kann (Itoh
und ten Dijke 2007).

Smad 7 hemmt zudem die alpha-SMA Expression und nimmt somit Einfluss auf die Kontraktilitat
einer Wunde (Kopp et al. 2005).

Die Studie von Fraser (2007) belegte die hemmende Wirkung von Smad 7 auf den Influx von
Entziindungszellen. Smad 7 inhibiert die Expression proinflammatorischer Zytokine wie IL 1, TNF
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alpha und IFN gamma. Es unterbindet sozusagen den proinflammatorischen Signalweg (Fraser
2007).

Smad 7 wird als wichtiger Mediator von TGF beta Signalen betrachtet, welcher vor allem die
proinflammatorischen Signale von TNF alpha hemmt. Eine Studie von Wang et. al. (2005) belegte
die antiinflammatorische Wirkung von Smad 7 (Wang et al. 2005). Weiterhin bestétigt wird dies von
der Arbeitsgruppe um Hong (Hong et al. 2007).

Sekundér lagen die Werte der Wundzellularitdt signifikant suprabasal (p=0,0001) und die Werte fiir
die Smad 2 Expression waren an Tag 7 ebenfalls signifikant suprabasal (p=0,004).

Wie schon beschrieben hdngt dies mit der TGF beta Aktivierung nach Wundsetzung zusammen,
welche in den ersten Tagen fiir die Infiltration von Entziindungszellen und am siebten Tag vor allem
fiir die Proliferation von Fibroblasten verantwortlich ist.

Signifikante Unterschiede zwischen dem primédren und sekundiren Wundmodell in der
Wundzellularitdt waren zu verzeichnen (p=0,005), ebenso bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen (p=0,006) beziiglich der Smad 7 Expression.

Da primir die Smad 7 Expression hoher war als sekunddr und signifikante Unterschiede in der
Wundzellularitidt zwischen beiden Modellen an Tag 7 zu verzeichnen waren (sekundir wesentlich
hoher als primér), wurde die Annahme bestétigt, dass im primdren Modell der negative
Feedbackloop wie in der Literatur beschrieben eingesetzt hatte, sekundér dies aber nicht der Fall
war. Sekunddr fand sich eine infrabasale Smad 7 Expression. Sekunddr ist kein
Riickkopplungsmechanismus erkennbar.

Das Zeitmanagment der Signalmediatoren spielt eine wichtige Rolle im Feedbackloop. Es weist laut
der Ergebnisse in den Wundmodellen einen signifikanten Unterschied auf.

Die primdre Wunde war in der Ausdehnung kleiner als die sekundire Wunde, welche der freien
Granulation tiberlassen wurde. Folglich wurden mehr Zellen bendtigt um den Defekt zu schlielen
und das zeitliche Verhalten der Wunden differierte. Demnach variierte die Expression der Zytokine.
Die Smad 7 Expression war sekunddr infrabasal, wéihrend sie primédr suprabasal war. Die Zellzahl
war primir entsprechend niedriger (signifikanter Unterschied (p=0,005)), da Smad 7 die Infiltration
und auch Proliferation hemmt, indem es Smad 2 blockiert (Varga 2002).

Tag 14

Die Smad 2 Expression war primédr und sekundér suprabasal. Moglicherweise stellte Primér das
Nahtmaterial einen Reiz dar und es befanden sich Infiltrate aufgrund einer Fremdkdrperreaktion in
der Wunde.

TGF beta wird unter anderem ein Apoptose fordernder Effekt zu gesprochen (Wakefield und
Stuelten 2007). Smad 7 blockiert proapoptotische Signale (Moustakas und Heldin 2005). In Smad 7
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knock-out Mausen war ein Anstieg der Apoptoserate zu verzeichnen (Chen et al. 2009).

Sekundér war Smad 7 infrabasal, konnte also die proapoptotischen Signale nicht unterbinden und
somit fand man eine gehédufte Apoptose der Myofibroblasten. Die Erwartungen gingen eher in
Richtung verzdégerte Apoptose der Myofibroblasten im sekundidren Modell. Das fehlende Protein
Smad 7 schien hier eine zentrale Rolle einzunehmen.

Ergebnisse zwischen den beiden Modellen bezogen auf die Zellularitit verfehlten das
Signifikanzniveau nur knapp (p=0,06).

Fiir Unterschiede zwischen den Gruppen primédr und sekundédr bezogen auf Smad 7 wurde das

Signifikanzniveau ebenso nur knapp verfehlt (p=0,086).

Tag 22

Die Gesamtzellzahl an Tag 22 war bei beiden Modellen infrabasal.

Es bestanden signifikante Unterschiede (p=0,008) zwischen den beiden Modellen beziiglich der
Smad 2 Expression. Primdr war die Smad 2 Expression suprabasal. Smad 7 war leicht suprabasal.
Sekundér war die Smad 2 Expression infrabasal. Die Smad 7 Expression sekundidr war ebenso
infrabasal.

Xie et al. (2008) untersuchten die Expression der Smad Proteine 2 und 7 in Narbengewebe. Sie
konnten im Vergleich zu gesundem Gewebe einen Anstieg von Smad 2 verzeichnen. Nach
Applikation von TGF beta stieg die Smad 2 Rate nochmals an. Smad 7 wurde in gesundem Gewebe
nachgewiesen. Nach Applikation von TGF beta stieg Smad 7 in gesundem Gewebe an. In unserem
Modell vergleichbar mit der primiren verschlossenen Wunde. Nach Stimulation mit TGF beta des
hypertrophen Narbengewebes stieg Smad 7 nicht an. Vergleichbar mit unserem Sekundérmodell.
Die Studie von Xie zeigte, dass Smad 7 Expression mit der Stimulation von TGF beta zusammen
hingt. Somit ist der autoinhibitorische Loop mdglicherweise gestort (Xie et al. 2008).

Smad 7 Mangel in der Wundumgebung miindet in der Regel in iiberméfBiger Aktivitidt von TGF beta
und fiihrt zu unregelméfBiger Matrixakkumulation (Varga 2002).

6.5 Korrelation

Im allgemeinen Trend konnte man beobachten (Korrelation nach Pearson), dass in der Regel im
primdren Modell Gesamtzellzahl und Signaltransduktoren korrelierten und zwar in der Form, dass
bei zunehmendem Smad 2 die Zellzahl stieg und bei abnehmendem Smad 2 die Zellzahl sank.

Bei Smad 7 war das Verhéltnis zur Zellzahl gegensinnig. Stieg Smad 7 sank die Zellzahl und
umgekehrt.

Ein Trend, wie festzustellen im primiren Modell, konnte im sekundidren Modell leider nicht
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verzeichnet werden.

Die Smad 2 Expression korrelierte zwar mit der Gesamtzellzahl an Tag 3 (r=0,653) in sofern, dass
beide stiegen, an Tag 7 (r=-0,602) fiihrte der Wert der Korrelation aber wiederum zu einer
gegensinnigen Aussage.

Diese Schwankungen waren im Sekundidrmodell bei jedem Protein zu finden, d.h. ein direkter

Zusammenhang mit der Zellularitit der Wunden schien nicht zu bestehen.

6.6 Limitationen der Studie

In-vivo- Studien am Menschen sind aus ethischen Griinden nur in limitierter Form durchzufiihren.
Aus diesem Grund werden verschiedene Tierstudien herangezogen. Es wird versucht die Studie
einerseits ethisch vertretbar und andererseits die klinische Situation so reprasentativ wie moglich zu
gestalten. Tiermodelle sind nutzbringend aber auch weniger reprisentativ. Hautwundenmodelle
beinhalten das Setzen eines Defektes, welcher reepithelialisiert und das Erfassen verschiedener
Parameter (Inflammation, Epithelialisation, Kontraktion, Chemotaxis). Allerdings sind die
Strukturen im Tiermodell nicht komplett tibereinstimmend mit den menschlichen Strukturen und
somit ist der direkte Vergleich nur eingschrinkt mdglich. Die Wundheilung der Maus ist zudem
beschleunigt aufgrund des bis zu 4mal hoheren Metabolismus (Gottrup et al. 2000, Schultze-
Mosgau et al. 2003).

Fiir die Tierzahl wurde eine Fallzahlberechnung durchgefiihrt (nach n = 1 + 2C (s/d)?). Somit ist
die Zahl der Tiere als statistisch relevant anzusehen (Snedecor G 1989).

In der histomorphometrischen Auswertung sind Zellen allerdings nur mit speziellen Markie-
rungsmethoden im Wundfeld voneinander zu unterscheiden (J. Lindner 1982).

Zur Proteinanalyse standen verschiedene Methoden (ELISA, RT-PCR, Westernblot) zur Auswahl.
Es wurde bewusst die Methode des Westernblot gewéhlt, da Proteine besonders die Funktionalitét
des Organismus widerspiegeln. So konnten vor allem die aktivierten Smads in Zellkern und Plas-
ma detektiert werden (Schultze-Mosgau et al. 2004b, Schultze-Mosgau et al. 2004a). Allerdings
besteht die Gefahr, dass Ergebnisse durch Blut- und Fettzellen verdndert werden.

Die RT-PCR ist wesentlich sensitiver als Westernblot oder ELISA, unterliegt allerdings Ein-

schrankungen in der Funktionalitéit und die Probengewinnung ist sehr aufwendig.
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7 Schlussfolgerungen

Bezogen auf die Wundzellularitit war an Tag 3 post operationem ein deutlicher Anstieg bei beiden
Wundheilungsmodellen (primdr und sekunddr) zu verzeichnen. Es bestand allerdings ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Modellen (p=0,006). Primdr an Tag 3 fand sich ein
signifikanter Smad 2 Anstieg (p=0,016), sekundédr war Smad 2 infrabasal.

An Tag 7 post operationem gab es signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der
Zellzahl (p=0,05). Sekundér fand sich eine signifikante Zellzahl die deutlich hoher als primér war
(p=0,0001).

Sekundér an Tag 7 war eine signifikante Steigerung der Smad 2 Expression festzustellen (p=0,004),
primir war die Smad 2 Expression ebenfalls suprabasal.

An Tag 7 post operationem war die Expression von Smad 7 im primédren Modell signifikant erhoht
(p=0,048), wihrend Smad 7 sekundir infrabasal blieb. Es bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen (p=0,006).

An Tag 22 post operationem fand sich erneut ein Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich

Smad 2 (p=0,0008).

Zwischen Signaltransduktoren und Zellgehalt bestand im primdren Modell eine deutliche

Korrelation, Sekundar war dies leider nicht festzustellen.

Mit der Methodik dieser Studie konnte das Expressionsprofil der Signaltransduktoren des TGF beta
Signalweges sowie deren Zusammenhang mit der Zellzahl nach Wundsetzung an den post

operativen Tagen untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigten Unterschiede zwischen den beiden Wundmodellen und mogliche Ursachen

fiir die Storung wahrend der freien Granulation von sekundéren Wunden.

Es wurden signifikante Unterschiede im TGF beta Signalweg zwischen primérer und sekundarer
Wundheilung an den verschiedenen post operativen Tagen herausgestellt. Der Zellgehalt der
Proteine Smad 2 und 7, die als Variablen fungierten, wies Unterschiede zwischen beiden Modellen

auf.

Die Untersuchung zeigte, dass die Problematik der sekunddren Wundheilung moglicherweise auf
eine Deregulation des TGF beta induzierten Smad 7 Riickkopplungsmechanismus zurlickzufiihren

1st.
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Die Ergebnisse weisen auf eine Storung der TGF beta vermittelten Riickkopplungshemmung hin.
Es zeigte sich ein Unterschied zwischen beiden Wundmodellen hinsichtlich der Expression der
Signalproteine als auch der Zellzahl. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf den Einfluss von TGF beta

auf die Wundheilung, insbesondere wihrend der sekundidren Wundheilung.
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