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Zusammenfassung

Molekulare Risikofaktoren fiir Dekubitus bei Querschnittsgelahmten
Kahlke, Sven

Zur Lokalisierung molekularer Risikofaktoren wurden Gewebeproben von quer-
schnittsgelahmten Patienten, welche an Dekubitus leiden, mittels PAI/L Bioassay
und histologischen Farbungen untersucht und Kontrollgeweben gesunder Patien-
ten gegeniibergestellt. Die Gewebeproben stammen zum einen vom direkten
Wundrand des Dekubitus und zum anderen von einer nicht verletzen Stelle, ca. 10
cm von der Wunde entfernt. Die Kontrollgewebe kommen von gesunden, nicht ge-
lahmten Patienten, aber aus derselben Hautregion wie die Proben der verletzen

Haut.

Es wurde gezielt nach dem Wachstumsfaktor Transforming growth factor beta
(TGF-B) und dessen Aktivitat gesucht. Die Hypothese war, dass es durch die feh-
lende bzw. fehlgeleitete Nervenaktivitat bei den querschnittsgeldhmten Patienten
zur Ausbildung von Odemen kommt und dadurch feste Blutbestandteile in das in-
terstitielle Gewebe vordringen konnen. Von diesen Blutzellen stellen gerade die

Thrombozyten eine Hauptquelle von TGF-f dar.

Wahrend der Anstieg der TGF-f-Aktivitdt in Druckgeschwiiren, verglichen mit
normaler Haut, zu erwarten war, fiel auf, dass die TGF-B-Werte in unverletzter,
gelahmter Haut nahezu doppelt so hoch waren wie in nicht gelahmter, unverletz-
ter Haut. Im Vergleich mit unverletzter, gesunder Haut waren die TGF-3-Werte der

wundnahen Proben fast vierfach erhoht.

Tag der miindlichen Priifung: 15.02.2011
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Einleitung

Einleitung

1. Wundheilung

Der Wundheilung kommt eine lebenswichtige Funktion zu. Sie sorgt dafiir,
dass es nach einer Verletzung zu einer Infektabwehr kommt und durch
schnelle Blutstillung der Organismus am Leben erhalten wird. Diese beiden
Funktionen sind prioritar. Sekundar sind die Gewebewiederherstellung und
der Funktionserhalt.

Erstes Ziel der reparativen Vorgdnge ist es, die Blutung zu stillen. Durch die
Verletzung werden aus den geschadigten Zellen vasoaktive Substanzen
freigesetzt, die eine Vasokonstriktion zur Vermeidung grofierer
Blutverluste bewirken, bis durch Thrombozytenaggregation ein erster
Gefafdverschluss hergestellt ist. Die im Blutplasma zirkulierenden
Blutplattchen heften sich am Verletzungsort an die geschadigten Gefafde
und bilden einen Pfropf, der die Gefaf3e zunachst provisorisch verschlief3t.
Mit dem komplexen Vorgang der Thrombozytenaggregation wird das
Gerinnungssystem aktiviert, um die Verletzungsstelle dauerhaft zu
verschliefien. Die in Stufen ablaufende Blutgerinnung, an der etwa 30
verschiedene Faktoren beteiligt sind, fiihrt zur Bildung eines unléslichen
Fibrinnetzes aus Fibrinogen. Es entsteht ein Gerinnsel, das die Blutung
stoppt, die Wunde verschliefst und gegen weitere bakterielle Kontamination
und Flissigkeitsverlust schiitzt. Um den Gesamtorganismus dabei nicht
durch sich ausbreitende thrombotische Prozesse zu gefahrden, miissen
Thrombozytenaggregation und die Vorginge der Blutgerinnung lokal auf
den Ort der Verletzung beschrankt bleiben. Im strémenden Blut wird der
Gerinnungsvorgang deshalb standig durch Substanzen des fibrinolytischen
Systems kontrolliert.

Die Infektabwehr besteht darin, dass zwei bis vier Stunden nach der
Verletzung Leukozyten in das verletzte Gewebe einwandern, die als
Phagozyten zur Phagozytose von Detritus, korperfremdem Material und

Keimen, befdhigt sind. In der initialen Entziindungsphase iiberwiegen
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hierbei neutrophile Granulozyten, die verschiedene entziindungsférdernde
Botenstoffe, so genannte Zytokine, in die Wunde sezernieren, Bakterien
phagozytieren, aber auch eiweifdspaltende Enzyme freisetzen, die
beschddigte und avitale Bestandteile der extrazellularen Matrix beseitigen.
Dies bedeutet eine erste Reinigung der Wunde. Im Gefolge der Granulozyten
wandern etwa 24 Stunden spiter Monozyten in das Wundgebiet ein, die
sich dann im Wundgebiet zu Makrophagen ausdifferenzieren, die
Phagozytose fortsetzen, aber auch durch Sezernierung weiterer Zytokine
und Wachstumsfaktoren entscheidend in das Geschehen eingreifen.

Die Heilung von Wunden kann in drei Phasen eingeteilt werden (s.a. Abb.1):
zundchst die friithe und spate Entziindungsphase, anschlief3end die Phase
der Reepithelialisierung und Bildung von Granulationsgewebe und
abschlief3end die Phase der Narbenbildung. Diese Einteilung ist willkiirlich
und die verschiedenen Phasen tliberlappen sich deutlich (Clark, 1996).

Schematische Darstellung des Zeitablaufes der Wundheilungsphasen:

inflammatorische Phase
proliferative Phase

Differenzierungsphase

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Abb. 1: Die Uberlappung der Wundheilungsphasen.

Kompendium Wunde und Wundbehandlung,
Paul Hartmann AG, Deutschland (2005).
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Einleitung

Die Entziindungsphase

Eine Verletzung verursacht einen Riss in einem Blutgefafd. Dadurch kommt
es zur Extravasation von Plasmaproteinen und Blutzellen. Uber die primire
Blutstillung (zellulire Hamostase) kommt es zur Bildung eines
Fibringerinnsels, welches zum einen die Wunde schliefst und zum anderen
ein provisorisches Grundgeriist fiir die weitere Zellmigration darstellt.

Die das zelluldre Geriist des Fibringerinnsels bildenden und aktivierten
Thrombozyten enthalten a-Granula, die sie abgeben, sobald sie aktiviert
wurden. Die a-Granula enthalten viele Adhésionsproteine wie z. B.
Fibrinogen, Fibronektin, Thrombospondin und den von Willebrand Faktor.
Weiterhin werden chemotaktische sowie Wachstumsfaktoren freigesetzt.
Zu den Wachstumsfaktoren gehort neben dem Platelet Derived Growth
Factor (PDGF) auch der Transforming Growth Factor-f (TGF-f) (Clark,
1996).

Unter anderem durch die Freisetzung von TGF-f - fiir den das
Fibringerinnsel ein Reservoir darstellt - infiltrieren neutrophile
Granulozyten und Monozyten das Wundgebiet (Wahl et al, 1987).
Granulozyten und Monozyten wandern gleichzeitig in das Wundgebiet ein,
jedoch kommen die Neutrophilen aufgrund der im Blut schwimmenden
Menge zuerst in grofder Zahl. Die neutrophilen Granulozyten phagozytieren
Bakterien und Gewebetrimmer und lysieren diese mittels Lysozym,
Hydrolasen und Lactoferrin, wobei sie selbst zugrunde gehen. Die Aktivitat
der Neutrophilen endet, sofern keine erhebliche Bakterieninvasion
stattgefunden hat, nach wenigen Tagen. Die meisten verfangen sich im
Fibringerinnsel oder dem ausgetrockneten Gewebe und gehen mit dem
Wundschorf verloren. Granulozyten, die in lebensfihigem Gewebe
verbleiben, werden von Gewebsmakrophagen phagozytiert (Clark, 1996).
Wahrend die Infiltration der neutrophilen Granulozyten zuriickgeht,
akkumulieren die Monozyten weiter. Ebenso wie die Neutrophilen werden
sie liber verschiedene chemotaktische Faktoren dazu gebracht, an der
Endothelwand zu adharieren und in das umgebende Gewebe zu migrieren.

Die Adhasion der Monozyten an die Endothelwand stimuliert sie dazu, sich
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in Makrophagen zu differenzieren. Durch die Aktivierung {iber
Bakterientoxine sezernieren und aktivieren sie selbst Wachstumsfaktoren
wie z. B. TGF-B, Interleukin-1 (IL-1) und PDGF. So werden weitere
Entziindungszellen in das Wundgebiet gelockt.

Die von den Makrophagen sezernierten Faktoren sind wichtig fiir den
Beginn und die Aufrechterhaltung der Gewebsneubildung, da aus einer
Verminderung der Makrophagen im Tierversuch eine inaddquate
Wundheilung resultiert (Leibovich und Ross, 1975; Clark, 1996).

Gerade bei Druckgeschwiiren ist die Phase der Entziindung gestort. Der
Wundraum wird nahezu im Stadium der Entziindung eingefroren und die
Phase wird chronisch. Charakteristisch dafiir sind die in Massen
auftretenden neutrophilen Granulozyten, reaktive Sauerstoffmolekiile und
destruktive Enzyme (Diegelmann und Evans, 2004).

Bei querschnittsgeladhmten Patienten kommt es zusdtzlich zu einer
Veranderung der Immunkompetenz. Das Nervensystem und das
Immunsystem beeinflussen sich gegenseitig. Die Freisetzung von Cytokinen
durch immunologische Zellen beeinflusst die zerebrale Hormonfreisetzung.
Diese Hormone konnen dann direkt oder indirekt auf Immunozyten
Einfluss nehmen (Arnason, 2000; Jichici, 2000). So kommt es durch die
Lahmung zu einer beeintrachtigten phagozytiren Aktivitit, die ein

Ausdruck der Dysregulation des Nervensystems darstellt (Meiners, 2003).

1.2. Die Reepithelialisierungsphase
Innerhalb kiirzester Zeit beginnt die Reepithelialisierung der Wunde. Dabei
bewegen sich Epithelzellen aus den umliegenden Strukturen in das
Wundgebiet. Mit der Wanderung andern die Epithelzellen ihre
Morphologie: die intrazelluliren Tonofilamente ziehen sich zusammen,
interzellulire Desmosomen trennen sich, es werden zytoplasmatische
Aktinfilamente gebildet (Gabbiani et al., 1978; Odland und Ross, 1968).
Ebenso verlieren die Zellen die Verbindung zwischen Dermis und
Epidermis (Krawczyk und Wilgram, 1973). Aufgrund dieser Veranderungen
des Phanotyps haben die Zellen durch die ,Ausbildung eines Antriebs“ die
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Moglichkeit, sich nach lateral zu bewegen (Clark, 1996). Sie kehren ihre
apikal-basale Polaritdt um und bilden an der basalen Seite Pseudopoden
aus, mit denen sie sich in die Wunde hinein bewegen.

Die einwandernden Epithelzellen differenzieren sich jedoch nicht so weit,
wie es normale Keratinozyten der Epidermis tun. Es finden sich zum
Beispiel keine Keratinproteine, die normalerweise in der Epidermis
vorhanden sind. Ebenfalls fehlt das Matrixprotein Filaggrin, welches das
Keratin umhiillt. Stattdessen liegen in allen Schichten der migrierenden
Zellen Keratinproteine vor, die man sonst nur in den Basalzellen findet
(Mansbridge und Knapp, 1987).

Ein bis zwei Tage nach Eintritt der Verletzung beginnen die Epithelzellen an
den Wundrandern zu proliferieren (Krawczyk, 1971). Welcher Stimulus
dafiir verantwortlich ist, ist nicht abschlieféend geklart. Es gibt mehrere
mogliche Ausloser. Zum einen konnte das Fehlen von Nachbarzellen am
Wundrand die Migration und Proliferation von Epithelzellen auslosen.
Dieser so genannte ,free-edge effect” leitet die Reendothelialisierung der
Blutgefafliintima nach einer Beschidigung ein (Heimark und Schwartz,
1988). Zum anderen ist es auch moglich, dass lokal Wachstumsfaktoren
ausgeschiittet werden, die dann die Migration von Epithelzellen und deren
Proliferation anregen. In der Hauptsache kommen dafiir Mitglieder der EGF
- Epidermal Growth Factor - Familie wie TGF-a (Barrandon und Green,
1987) und HB-EGF (Higashiyama et al.,, 1991) sowie der FGF - Fibroblast
Growth Factor - Familie (O’keefe et al., 1988; Werner et al,, 1992) in Frage.
Obgleich Wachstumsfaktoren haufig aus Makrophagen oder dermalen,
parenchymalen Zellen stammen und parakrin auf Epidermiszellen wirken,
stammen TGF-a und evtl. andere Wachstumsfaktoren aus Keratinozyten
und wirken direkt autokrin oder juxtakrin auf die angrenzenden Zellen
(Coffey et al., 1987; Brachmann et al., 1989). TGF-f ist in vitro in der Lage
die Migration von Keratinozyten zu fordern, obwohl er ein potenter
Inhibitor der Kerationozytenproliferation ist (Shipley et al, 1986). Die
Migration hdangt somit nicht von der Zellproliferation ab (Winter, 1962). Die
anfangliche Hauptquelle an TGF-f liegt in den Thrombozyten.
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Die neue Epidermisschicht legt sich nicht einfach tiber die Wunde, sondern
trennt ausgetrocknetes oder anderes, nicht mehr lebensfahiges Gewebe von
existenzfihigem Gewebe (Clark et al., 1982). Um sich tiberhaupt durch das
Gewebe bewegen zu konnen, produzieren die epidermalen Zellen
Kollagenase (Woodley et al., 1986) und Plasminogen Aktivator (Grohndahl-
Hansen et al., 1988). Aufderdem brauchen sie eine provisorische Matrix, an
der sie sich entlang bewegen. Diese besteht - bei durch die Verletzung
zerstorter Basalmembran - aus Typ V und Typ [ Kollagen, Fibrin,
Fibronektin, Tenascin und Vitronektin (Clark, 1996). Bei intakter
Basalmembran infiltriert Fibronektin aus dem Blutkreislauf die Membran,
und Keratinozyten mit speziellen Fibronektinrezeptoren kénnen andocken.
In der Folge der Reepithelialisierung kommen Basalmembranproteine, wie
ein Reifdverschluss geordnet, von den Seiten der Wunde. Die epidermalen
Zellen wandeln sich wieder zu ihrem urspriinglichen Phéanotyp zurtck,
sobald sie sich mittels Hemidesmosomen an die neu etablierte

Basalmembran angelagert haben (Clark et al., 1982).

1.3. Narbenbildung — Umbau der extrazellularen Matrix und fotale

Wundheilung

Nach ungefdahr vier Tagen beginnt die Bildung von Granulationsgewebe.
Dieses Gewebe, das seinen Namen aufgrund der gekornten Struktur tragt,
besteht aus neuen Blutgefafden, Makrophagen, Fibroblasten und lockerem
Bindegewebe (Clark, 1996).

Ausgereifte Makrophagen innerhalb des Wundgebietes schaffen die
Rahmenbedingungen fiir eine kontinuierliche Synthese und Sekretion von
Zytokinen, welche chemotaktische und mitogene Aktivitit besitzen und
auch als Wachstumsfaktoren bezeichnet werden. Diese sind notwendig fiir
den Beginn der Granulationsgewebebildung. Die zuvor gebildete
provisorische Matrix bildet dabei das Gerlist, an dem entlang die das
Granulationsgewebe bildenden Makrophagen, Fibroblasten und Blutgefafde
in gegenseitiger Abhangigkeit in das Wundgebiet einwandern (Hunt, 1980).

Die Makrophagen stellen, wie bereits dargestellt, ein ausreichendes
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Reservoir an Zytokinen zur Verfiigung, um die Bildung von kollagenem
Bindegewebe und neuen Blutgefifden zu stimulieren. Die Fibroblasten
bilden die neue extrazellulire Matrix, und die neuen Blutgefifde bringen
Sauerstoff und Nahrstoffe.

Die Bildung des kollagenen Bindegewebes wird dabei von TGF-f3
unterstutzt, welches die Fibroblasten zur Produktion von Fibronektin und
Kollagen anregt. Die Neovaskularisation wird von Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1), Fibroblast
Growth Factor-2 (FGF-2), TGF-a und TGF-f stimuliert. FGF wirkt dabei
direkt auf die Migration, Proliferation und tubuldre Anordnung der
Endothelzellen (Gospodarowicz et al., 1987). TGF-[3 hingegen arbeitet eher
indirekt, indem Makrophagen in das Wundgebiet gelockt werden, die dann
fir die Angiogenese erforderliche Substanzen ausschiitten (Kiritsy und
Lynch, 1993).

Der Umbau der extrazelluldren Matrix, die Zellreifung und die Apoptose von
Zellen kennzeichnen die nachste Phase der Wundheilung, die sich mit der
Reepithelialisierungsphase iiberlappt. Dabei beginnen der Umbau der
extrazellularen Matrix, die Ausbildung der neuen Epidermis, die Bildung
von kollagenem Bindegewebe und die Neovaskularisation an den
Wundrindern, wahrend im  Wundinneren sich noch das
Granulationsgewebe bildet. Raumlich gesehen unterscheidet sich also die
extrazellulare Matrix am Wundrand qualitativ und quantitativ von
derjenigen im Wundinneren. Demnach basieren die Struktur und
Zusammensetzung sowohl auf der seit der Verletzung vergangenen Zeit als
auch auf der Entfernung vom Wundrand (Kurkinen et al., 1980).

Ist die Wunde ganz von Granulationsgewebe durchzogen und von der
neuen Epidermis bedeckt, transformieren sich Fibroblasten zu
Myofibroblasten, die die Wunde zusammenziehen. Der Myofibroblast dhnelt
den Zellen der glatten Muskulatur und enthidlt wie diese den
kontraktionsfahigen Muskeleiweifdkérper Actomyosin. Die Myofibroblasten
kontrahieren, womit gleichzeitig die Kollagenfasern gestrafft werden.

Dadurch schrumpft das Narbengewebe und zieht das Hautgewebe am
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Wundrand zusammen.

Auch differenzieren sich die epidermalen Zellen, um eine neue permanente
Barriere zu etablieren. Als erstes kommt es dann bei den Endothelzellen zur
Apoptose. Es folgen die Myofibroblasten. Das fiihrt immer mehr zu einer
azellularen Narbe. Dieser Vorgang erfolgt langsam, aber kontinuierlich
(Compton et al., 1989).

Das Fortschreiten der Gewebebildung basiert aber nicht nur auf den Zellen,
den Zytokinen und Enzymen, die in Wundndhe vorhanden sind, sondern
auch auf dem Mikromilieu der extrazellularen Matrix. Es wird, sobald
einmal die kollagene extrazellulire Matrix etabliert ist, trotz der
kontinuierlichen Anwesenheit von TGF-, welcher die Produktion von
Fibronektin und Kollagen stimuliert, die Kollagensynthese eingestellt (Clark
et al., 1995).

Die Narbenbildung ist ein bedeutendes klinisches Problem. Die
Wundheilung bei Erwachsenen ist - wie schon beschrieben - durch eine
akute  Entziindungsphase, =~ Wundkontraktion und Kollagenaufbau
charakterisiert, die dem schnellen Wundverschluss und der Minimierung
von Infektionen dienen. Die embryonale bzw. fotale Wundheilung hingegen
stellt sich vollig anders dar.

Der grofdte Unterschied liegt darin, dass fotale Wunden schnell und ohne
Ausbildung einer Narbe ausheilen. Charakteristisch dabei sind der
Wundverschluss ohne Schorfbildung innerhalb einer warmen und sterilen
feuchten Umgebung sowie eine minimale inflammatorische Reaktion
(McCallion und Ferguson, 1996) ohne markante Fibroblasteninfiltration
oder Angiogenese (Adzick und Longaker, 1991, 1992). Auflerdem liegt ein
anderes Verhaltnis von Zytokinen wahrend der Heilung vor und deren
Anzahl ist generell etwas reduziert (Whitby und Ferguson, 1991).

Die fotale Umgebung ist von fétalem Serum und dem warmen und sterilen
Fruchtwasser, welches reich an Wachstumsfaktoren, Hyaluronsaure,
Fibronektin und anderen Faktoren ist, durchschwemmt. Der Aufbau der
Matrix ist schnell und unverletzter Haut dhnlich organisiert. Weiterhin ist

die fotale Umgebung im Vergleich zu adulten Wunden eher hypoxisch. Die
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Hypoxie ist ein wichtiger Faktor bei der Stimulation und Aktivierung
bestimmter Wachstumsfaktoren. Sie wirkt auch auf den Metabolismus der
Makrophagen und auf die Angiogenese ein und beeinflusst die
Leukozytenfunktion.

Fotale Wunden heilen ohne Ausbildung eines Fibringerinnsels
(Somasundarum und Prathap, 1972), welches bei der adulten Wundheilung
als Reservoir fiir Wachstumsfaktoren gilt. Weiterhin kommt es durch die
geringe Degranulation der Blutplattchen und dem relativen Fehlen von
TGF-B in fotalen Blutplattchen zu einem initialen Mangel an TGF-f, der sich
anschlieffend in einer mangelnden Entziindungsphase bei der fotalen
Wundheilung darstellt (Whitby und Fergusson, 1991 a). Die fotalen
Fibroblasten haben die Fahigkeit, auf Wachstumsfaktoren, auch auf TGF-p,
zu reagieren (Durham et al, 1989). Folglich ist die narbenlose Heilung
fotaler Wunden eher an den Mangel an TGF-f als an das Vorhandensein
gebunden. Zusatzlich zeigen fotale Wunden keine Makrophageninfiltration,

welche bei adulten Wunden die nachhaltigste Quelle fiir TGF-f3 darstellt.

. Wundheilungsstorungen

Definiert man den Begriff ,Heilung“, so ist es der komplexe und dynamische
Prozess, der die Wiederherstellung der anatomischen Kontinuitit und
Funktion des Gewebes nach einer Verletzung beschreibt. Somit bezeichnet
also der Begriff ,Wunde“ die Unterbrechung der normalen anatomischen
Struktur und der Funktion.

Es gibt verschiedene Reaktionen des Gewebes, wie es auf eine Wunde
reagieren kann. Zum einen kann das Gewebe regenerieren und somit exakt
das ersetzen, was durch die Verletzung zerstort wurde. Zum anderen gibt es
die ,normale Wundheilung“, bei der es zu einem wiederhergestellten
Gleichgewicht zwischen Narbenbildung und Narbenumbildung kommt. Dies
stellt die typische Reaktion auf eine Verletzung dar.

Die pathologischen Reaktionen auf eine Wunde stehen in scharfem Kontrast
zu den normalen Reaktionen. Es kann zu einer exzessiven Heilung kommen.

Dabei wird zuviel Bindegewebe produziert. Das fiihrt zu einer
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deformierten, missgebildeten Struktur, die einen Funktionsverlust zur
Folge hat. Beispiele fiir exzessive Heilung sind Fibrose (Keloide,
hypertrophe Narben), Strikturen und Verwachsungen.

Das Gegenteil der Fibrose und eine weitere pathologische Reaktion der
Wundheilung ist die unzureichende Heilung. Dabei wird zu wenig neue
Bindegewebsmatrix produziert und das Gewebe ist so sehr geschwicht,
dass es auseinander fallt. Chronische, nicht heilende Ulzera sind die Folge.
Zu den pathologischen Reaktionen kommt es, wenn auch nur ein Teil der
physiologischen Heilungskaskade, also der Prozess von Hamostase und
Fibrinbildung, welcher zur Entziindungsphase iiberleitet, die durch
neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Leukozyten charakterisiert

ist, gestort ist (Diegelmann und Evans, 2004).

2.1. Fibrose

Fibrose kann als das Ersetzen der normalen Strukturelemente des Gewebes
durch exzessives, deformiertes und funktionsloses Narbengewebe definiert
werden.

Keloide sind {iberschieflende Narbenbildungen auch aufderhalb der
urspriinglichen Wunde. Fibroblasten aus Keloiden verhalten sich anders als
Fibroblasten aus hypertrophen Narben. Sie produzieren z. B. nach
Stimulation mit TGF-f bis zu zwolfmal mehr Kollagen als normale
Fibroblasten und bis zu dreimal mehr als Fibroblasten aus hypertrophen
Narben (Younai et al., 1994). Die hypertrophe Narbe ist eine auf das Gebiet
der urspriinglichen Wunde beschrankt bleibende, liber das Hautniveau
ragende, oft wulstige, erythematdse Verdickung der Haut mit spontaner, oft
aber nicht kompletter Riickbildung. Ein typisches Kriterium der
hypertrophen Narbe ist die Narbenkontraktur mit teilweise massiven
funktionellen Einschrankungen. Sie entsteht durch die Ausbildung von
Myofibroblasten in hypertrophen Narben.

Fibroblasten, die von Keloiden isoliert wurden, produzieren zwei- bis

dreimal so viel Kollagen wie solche aus normaler Haut (Diegelmann et al.,
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1979). Bei Keloiden wird zusatzlich mehr TGF-p freigesetzt und die
Rezeptorendichte wird erhoht (Babu et al., 1992).

TGF-p spielt vor allem bei der Entstehung von Keloiden eine wichtige Rolle.
Die drei Isoformen von TGF-f haben unterschiedliche Funktionen. TGF-1
und TGF-B2 vermitteln dabei die Fibrose und Narbenbildung, wohingegen
TGF-B3 die Narbenbildung eher hemmt. Keloidfibroblasten liefern im
Vergleich zu Fibroblasten normaler Haut hohe Konzentrationen von TGF-1
und -2-mRNA. Dadurch ist mehr TGF-f1 und -2-Protein vorhanden. Das
fiihrt zu gesteigerter Kollagensynthese und einer gesteigerten
Matrixvermehrung. Die TGF-B3 Konzentration von Keloid- und normalen
Hautfibroblasten ist gleich. Gleichzeitig werden der ,epidermal growth
factor” (EGF), PDGF und der ,fibroblast growth factor” (FGF) freigesetzt, die
die Proliferation der Fibroblasten und der Matrix anregen. Dadurch kénnte

die liberschiefdende Bindegewebssynthese bei Keloiden zusatzlich angeregt

werden (Baisch und Riedel, 2006).

2.2. Chronische Ulzera

Chronische, dermale und nicht heilende Ulzera wie die Druckgeschwiire
treten haufig bei immobilen und geldhmten Personen auf. Auch hier gibt es
mehrere Einflussfaktoren.

Die Ulzera sind massiv von neutrophilen Granulozyten infiltriert. Diese
Tatsache ist fiir die Charakteristik der chronischen Ulzera - zu denen das
Druckgeschwiir, vendse Ulzera und diabetische Ulzera =zdhlen -
verantwortlich, ndmlich fir die chronische Entziindung. Die Neutrophilen
sezernieren in signifikantem Mafde Enzyme wie z. B. Matrix-
Metalloproteinase 8 - eine Kollagenase, die fiir den Abbau der
Kollagenmatrix verantwortlich zeichnet. Des Weiteren sezernieren die
Granulozyten Elastase, ein Enzym, das wichtige Heilungsfaktoren wie PDGF
und TGF-f zerstort. Zusatzlich findet sich in der Umgebung des Ulcus
reaktiver Sauerstoff, der Zellen und Gewebe angreift (Diegelmann und

Evans, 2004).

11
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Weitere Faktoren fiir die Entstehung der Druckulzera, die dadurch
charakterisiert sind, dass eine tiefe Gewebszerstérung mit einem Verlust an
Gewebevolumen, der grofler ist als der Hautdefekt, vorliegt, sind
schlichtweg Druck und die damit verbundene Ischamie. Dabei wird davon
ausgegangen, dass der generelle Gewebedruck gleich null ist. Das ergibt sich
aus dem negativen interstitiellen Druck und dem positiven Druck des festen
Gewebes. Dadurch, dass ein externer Druck auf das Gewebe ausgeiibt wird
- z. B. kann durch langes Liegen das Gewebe iiber vorstehenden
Knochenstrukturen komprimiert werden - steigt der interstitielle Druck an
und tbersteigt den Druck von 12 mmHG im vendsen kapillaren System. Das
Resultat ist ein generell hoherer Druck im Gewebe, erhéhte kapillare
Filtration, Odeme und Zellautolyse. Zur gleichen Zeit werden die
Lymphgefafse aufgrund des hoheren Gewebedrucks komprimiert. Das fiihrt
wiederum zu Odemen und Autolyse der Zellen. Eine anhaltende, durch
Druck bedingte Verstopfung der Gefafde ist ebenfalls ein wichtiger Aspekt
bei der Pathogenese des Dekubitus! (Moshell, 1993).

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass bei einem {iber
knochernen Vorspriingen aufgebrachten Druck von 100 mmHG es in allen
Fallen zu einer Hautulceration kommt. Alle Anteile, auf die Druck ausgelibt
wurde, zeigen histologisch interstitielle Infiltrate, Gefafdthrombosen und
Nekrosezeichen. Die menschliche Haut &dhnelt der des Schweins.
Experimente mit paraplegischen Schweinen haben gezeigt, dass weniger als
500 mmHG Druck benétigt werden, um Hautschdaden zu verursachen. Im
Verbund mit Scherkraften treten bereits ab 45 mmHG Hautschiaden auf
(Meiners, 2003).

Man findet bei Dekubitus immer auch eine Flora von aeroben und
anaeroben Bakterien. Es wird kontrovers diskutiert, inwiefern diese den
Heilungsprozess beeinflussen. So wird von Bendy et al. (1964) in einer

Studie fiir die Behandlung mit Gentamycin geschlossen, dass die

1 Pluralform laut lateinischer u-Deklination Nominativ Plural ebenfalls Dekubitus
(gesprochen mit langem -u-: Dekubituus).

12
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Wachstumssuppression der Bakterien der entscheidende Faktor fiir die
Heilung des Dekubitus sei. Morgan (1975) fiihrt an, dass das
Nichtvorhandensein externen Drucks, das Ausschaben der Wunde und die
Entfernung toten Gewebes das Mittel der Wahl zur Behandlung sei. Im
British Medical Jounal heifdt eine Schlagzeile: ,Bakterien besiedeln den
Ulkus lediglich - sie verursachen ihn nicht“ (Daltrey et al., 1981). Da also
der Dekubitus von vielen Faktoren beeinflusst wird, ist keine Aussage
dariiber moglich, welchen Effekt - wenn tiberhaupt - Bakterien auf ihn
haben. Die Mikroorganismen, die am haufigsten gefunden werden, sind P.
Mirabilis, Ps. Aeruginosa und Bacteroides spp. Da die Dekubitus auch aus
einer Ischdmie heraus entstehen konnen, wird die lokale Immunabwehr
immer mehr abnehmen, je weiter der Dekubitus voranschreitet. Dieser
Mangel an lokalen Abwehrmoglichkeiten und die Anwesenheit von
nekrotischem Gewebe geben den Bakterien einen Lebensraum (Daltrey et

al, 1981).

3. TGF-B und Wundheilung

TGF-B wird als der Wachstumsfaktor mit dem breitesten Spektrum an
Aktivitat wahrend der Wundheilung betrachtet. Der Wachstumsfaktor wird
mit der Reepithelisation, der inflammatorischen Infiltration, der
Wundkontraktion, der Deposition der extrazellularen Matrix und der
Remodellation des Gewebes in Verbindung gebracht (Martinez-Ferrer et al.,
2010).

Das basiert sowohl auf der Vielfalt an Zelltypen (z. B. Thrombozyten,
Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen), welche TGF- produzieren
bzw. auf TGF-B reagieren, als auch auf dem breiten Spektrum an
verschiedenen zelluldaren Reaktionen. Das Hauptmerkmal dieses Molekiils
besteht in einer autoinduzierten, lang anhaltenden Expression in der
Wundregion. Es erweitert die Effektivitit der anfanglichen
verletzungsinduzierten endogenen TGF-B-Ausschiittung als auch diejenige
einer eventuell zum Einsatz kommenden exogenen TGF-$ Zufuhr (Clark,

1996).
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TGF-B Isoformen

Der Terminus , TGF-B“ bezieht sich auf alle TGF-B-Isoformen, die homolog
und in Bioassays nicht unterscheidbar sind. Jede Isoform wird jedoch von
ganz bestimmten Genen kodiert und hat einen spezifischen Promotor
(Roberts und Sporn, 1990).

Sdugetiere exprimieren drei Isoformen: TGF-1, TGF-B2 und TGF-33. TGF-
B1 ist dabei die in allen Geweben am haufigsten zu findende Form. In
menschlichen Thrombozyten ist es die einzig vorkommende. Bestimmte
Zellen, wie z. B. die retinalen Pigmentzellen, sezernieren tiberwiegend TGF-
2. Manche Korperflissigkeiten, wie das Fruchtwasser oder das
Kammerwasser des Glaskorpers des Auges, der Speichel oder die
Muttermilch, enthalten hauptsachlich TGF-f2. TGF-f3 wurde in
menschlicher Nabelschnur und z. B. in Muskelzelllinien gefunden.

Alle drei Isoformen finden sich auch in der Haut. TGF-1 und TGF-B2 sind in
der Dermis stark vertreten, in der Epidermis hingegen weniger stark. TGF-
B3 wird nur in der Dermis exprimiert und ist dort in niedrigerer
Konzentration vorhanden als TGF-f1 und TGF-B2 (Frank et al., 1996).
Beachtenswert ist, dass in menschlicher Wundfliissigkeit 85 % des TGF-[3
als Isoform 1 vorliegt, wohingegen in der Wundfliissigkeit von Feten im
zweiten Trimenon, wo es nicht zur Narbenbildung kommt, Isoform 2

vorherrscht (Clark, 1996).

Biologische Effekte von TGF-f3

TGF-p ist in fast jeden Aspekt der Wundheilung involviert. Er wird in einer
frithen Phase der Wundheilung in Form eines ,large latent complex“ von
den a-Granula der Thrombozyten freigesetzt, wenn diese durch die
Einwirkung von Thrombin degranulieren. Das aktivierte TGF-f3 lockt Zellen
durch Chemotaxis zum Wundgebiet und stimuliert dann die Bildung von
Granulationsgewebe in einer spateren Phase (Clark, 1996).

Nachfolgend werden einzelne Einfliisse von TGF-f3 beschrieben.
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3.2.1. Chemotaxis und Migration
TGF-p ist der potenteste bekannte Stimulator der Chemotaxis. Es wird die
Migration von Monozyten, Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und
Fibroblasten angeregt (Wahl et al., 1987). Bei allen untersuchten Zelltypen
ist die dosisabhangige Wirkung von TGF-f eine glockenférmige Kurve mit
TGF-pB-Konzentrationen kleiner oder grofder als der aktive Bereich. Weil die
Chemotaxisstimulation nur bei geringen, aber nicht bei hohen
Konzentrationen, wie sie fiir die Gentranskription notig sind, moglich ist,
muss die TGF-pB-induzierte Migration von Zellen in das Wundgebiet
entweder vor der Aktivierung signifikanter Mengen latenten TGF-f erfolgen
oder aber in Gebieten, welche weiter von der Hauptkonzentration von TGF-
[ entfernt liegen und in denen dann die Konzentration entsprechend
geringer ist (Clark, 1996). Somit erfolgt eine zeitliche und raumliche
Regulierung der TGF-f-Dosis.
Aufderdem stimuliert TGF-p die Zellmigration, wobei die Ausrichtung der
Effekte sowohl zellspezifisch als auch kontextabhidngig ist: es wird die
Migration von intestinalen Zelllinien stimuliert, aber die Migration von
glatten Muskelzellen nach einer Verletzung in vitro inhibiert; die Migration
von Kerationozyten wird in vitro und in Organkulturen erhoht (Clark,

1996). Dies ist ein wichtiger Aspekt.

3.2.2. Angiogenese

Die spezifische Art und Weise, wie TGF-f in vivo die Angiogenese stimuliert,
ist noch nicht abschlieflend geklart. Einen ersten Anhaltspunkt geben
jedoch einige Tierversuche. So wurde z. B. TGF-f in einer Hunt-Schilling
Kammer Ratten subkutan eingepflanzt (Sporn et al., 1983) oder auch
Mausen subkutan in unverletzte Areale injiziert (Roberts et al., 1986). In all
diesen  Féllen hat der Wachstumsfaktor die Bildung von
hochvaskularisiertem Granulationsgewebe an den Stellen der Injektion
induziert.

Im Gegensatz dazu zeigt sich TGF-f als ein potenter Inhibitor des

Endothelzellwachstums. In Ko-Kultur von vaskuldren endothelialen Zellen
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oder Perizyten und glatten Muskelzellen wird TGF-p als latente Vorstufe
sezerniert und aktiviert. Das Zellwachstum wird daraufhin inhibiert
(Flaumenhaft und Rifkin, 1992). Hieraus folgte die Vermutung, dass die
lokale Aktivierung von TGF-f3 an den Riandern der perizytiren Abdeckung
bei wachsenden Kapillaren dazu beitragt, das Wachstum der Endothelzellen

zu stoppen.

3.2.3. Extrazelluldre Matrix

In einem Hautgebiet ist der Fibroblast, der zuerst von niedriger
Konzentration TGF-f am Wundrand chemotaktisch angelockt und dann von
hoherer Konzentration im zentralen Wundgebiet zur Transkription
stimuliert wird, eine der Zielzellen von TGF-.

Es liegt im Wundgebiet zunachst eine fibrinbasierte provisorische Matrix
vor, die erst spater durch Fibroblasten und TGF-f} zu einer echten Kollagen-
[ basierten Matrix umgebaut wird.

TGF-p reguliert die Transkription von vielen Matrixproteinen wie z. B.
Kollagen, Fibronektin oder Glykosaminogykanen, von matrixabbauenden
Proteasen und deren Inhibitoren und von Integrin-Rezeptoren. Dabei wird
durch TGF-f in der Regel die Produktion von Matrixproteinen erhoht,

wahrend deren Proteolyse runterreguliert wird.

4. TGF-B-Latenz

Der Begriff ,latenter TGF-B“ bedeutet, dass der Wachstumsfaktor zunachst
als inaktive Vorstufe produziert und sezerniert wird und dann in mehreren
Schritten extrazellulir umgebaut und aktiviert werden muss. Die
notwendige extrazellulire Aktivierung ist ausschlaggebend fir die
Regulation der TGF-B-Aktivitat.

TGF-p besteht aus zwei identischen Aminosdureketten, die liber eine
Disulfidbriicke verbunden sind. Jede Kette wird als eine aus 390
Aminosdauren bestehende Vorstufe synthetisiert, die ein sekretorisches
Polypeptid und eine hydrophobe Signalsequenz haben (Derynck et al.,
1985).
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Latenter TGF- kommt in zwei Proteinkomplexen vor (s. Abb. 2): zum einen
in dem ,Small Latent Complex (SLC)“ und zum anderen in dem ,Large
Latent Complex (LLC)"“.

Der SLC besteht aus einem TGF-B-Dimer, das nicht kovalent mit einem
,Latency Associated Peptide (LAP)“-Dimer verbunden ist. Dieser Verbund
hélt die Latenz des Wachstumsfaktors aufrecht und inhibiert die TGF-f-
Aktivitat.

Im LLC ist der LAP zusétzlich liber eine Disulfidbriicke mit einem fibrillin-
dhnlichen ,Latent TGF-f Binding Protein (LTBP)“ verbunden. Diese
Verbindungsproteine fithren das latente TGF-f3 zu spezifischen Arealen der
extrazellularen Matrix, die je nach Isoform des LTBP unterschiedlich sind.
So entstehen Reservoirs, aus denen iiber proteolytische Prozesse latenter
TGF-p freigesetzt werden kann.

Das dimere LAP ist das Ziel verschiedener TGF-p-Aktivatoren, wie z. B.
Proteasen, Integrinen oder Thrombospondin-1. Der latente TGF-f dient als
Transmitter fiir eine Vielzahl an extrazellularen Signalen von Zellen. Auf
diese Weise ist die TGF-p-Aktivitit einerseits abhdngig von der
Bioverfiigbarkeit, also von der Freisetzung von latentem TGF- aus den
extrazellularen Reservoirs, und andererseits von der TGF-p3-Latenz, also der
Freisetzung von aktivem TGF-f aus dem latenten TGF-B-Komplex (Brunner
und Blakytny, 2004).

Unabhdngig produziert, kann das LAP aktiven TGF-f3 wieder latent machen,
indem es wieder an TGF-f bindet und so den SLC wieder herstellt (Gentry
und Nash, 1990). Das LAP-Molekiil ist ein Homodimer, das heifdt, es besteht
aus zwei identischen Monomeren. Es enthadlt drei tiber Stickstoff
verbundene Kohlenhydrate, von denen zwei einen Mannose-6-
Phosphatrest (M6P) haben (Purchio et al, 1988). Dies ermoglicht die
Bindung an den M6P-Insulin-like Growth Factor-II-Rezeptor (M6P-IGF-II-
R). Dariiber erfolgt die Bindung an Zelloberflachen (Kovacina et al., 1989).
Zusatzlich dazu, dass das LAP-Molekiil TGF-f latent macht und die Aktivitat

auf Gebiete begrenzt, in denen eine Aktivierung stattfinden kann, sorgt es
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dafiir, dass das TGF-B-Molekil richtig gefaltet und sezerniert wird (Gray
und Mason, 1990). Nachdem das LAP abgespalten ist, um TGF-f zu

aktivieren, wird es proteolytisch abgebaut (Purchio et al., 1988).

4.1. Aktivierung von latentem TGF-f

Wie bereits dargestellt, wird der latente TGF-f in ruhender Form
sezerniert. In dieser Form ist der Wachstumsfaktor nicht in der Lage, an
Rezeptoren zu binden. Dadurch ist es moglich, TGF-f extrazellular zu
speichern.

Bei dem Prozess der Aktivierung wird das TGF-f§ Molekiil proteolytisch vom
LAP getrennt. Die Aktivierung ist ein multifaktorieller Prozess, der auf dem
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, auf Plasmin und auf Transglutaminase
basiert (Harpel et al, 1992). Das hat zu einem Modell von
zelloberflachenvermittelter Aktivierung des latenten Komplexes gefiihrt,
bei dem der latente TGF-f und Plasmin oberflichengebunden sein miissen.
Die Verankerung des latenten TGF-f3 Molekiils an der Zelloberflache oder
der extrazelluldren Matrix erfolgt mittels LTBP (Taipale et al., 1994) und /
oder liber die Bindung von Mannose-6-Phosphatresten an den Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor (Harpel et al., 1992). Die Transglutaminase vermittelt
die Vernetzung von Plasminogen mit der Zelloberfliche bzw. der
extrazellularen Matrix.

Nachfolgend werden ausgewahlte Aktivierungsmechanismen dargestellt.
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4.1.1. Physiochemische Aktivierung

Das ausgereifte TGF-B-Dimer ist unter verschiedenen denaturierenden
Einfliissen stabiler als LAP (Brown et al, 1990). Das ermdglicht die
Aktivierung des latenten TGF- durch Hitze, Detergentien oder extreme pH-
Werte. Die Aktivierung im Sauren oder Alkalischen erfolgt durch die
Zerstorung von Ionenbindungen zwischen LAP und dem TGF-p-Dimer. Die
pH-Werte, bei denen die Trennung erfolgt, liegen zwischen 3,1 - 4,1 bzw. 11
-11,9.

Die Aktivierung durch Hitze erfolgt bei Temperaturen zwischen 70 und
100°C. Eine vollstdndige Aktivierung ist bei einer Temperatur von 80°C
liber 5 Minuten moglich, bei Temperaturen ab 90°C kommt es zur

Denaturierung des TGF-pB-Dimers selbst (Martin, 2002).

4.1.2. Strahlung und Sauerstoffradikale
Durch radioaktive  Strahlung koénnen Hydroxyl- und andere
Sauerstoffradikale entstehen (Riley, 1994). Diese konnen TGF-f aktivieren.
Dies impliziert die Moglichkeit einer Redox-Reaktion innerhalb des LAP.
Unterstiitzt wird diese Annahme durch die schnelle Aktivierung von TGF-§3
in der Brustdriise der Maus bei Ganzkoérperbestrahlung mit ¢°Co-Gamma
Strahlen (Barcellos-Hoff et al., 1994). Es sind aber weitere Untersuchungen
erforderlich, um herauszufinden, ob dieser Aktivierungsmechanismus auch
auf einer Redox-Reaktion basiert oder tatsdchlich auf den extremen

Bedingungen ionisierender Strahlung.

4.1.3. Ko-Kulturen
Die Aktivierung von latentem TGF-f kann auch iliber die Ko-Kultur von
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und / oder Perizyten erfolgen. Diese
Zelltypen produzieren grundlegend LLC. Jedoch wird im Medium bei der
Zellkultur kein aktiver TGF-f gefunden (Antonelli-Orlidge et al., 1989).
Kultiviert man die Zellen zusammen, wird aktiver TGF-f3 produziert. Wichtig
dafiir sind ein Zell-Zell-Kontakt und weitere enzymatische Mechanismen

wie folgend dargestellt.
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Enzymatische Mechanismen der latenten TGF-f-Aktivierung

.1. Aktivierung durch Plasmin

Die Konvertierung von Plasminogen zu Plasmin erfolgt durch den
Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) auf der Zelloberfliche. Dieser
Mechanismus erfordert die Bindung von uPA an den uPA-Rezeptor. Gibt
man bei einer Kokultivierung von Endothelzellen und glatten Muskelzellen
und / oder Perizyten uPA-neutralisierende Antikérper hinzu, kommt es
nicht zur Bildung von aktivem TGF-pf. Ebenso verhindern
Plasmininhibitoren und Antikérper gegen Plasminaktivatoren die
Aktivierung von latentem TGF-f (Flaumenhaft und Rifkin, 1992; Kojima und
Rifkin, 1993).

Durch die Kokultivierung konnen essentielle Komponenten des
Aktivierungsweges dargestellt werden. Darunter ist LTBP, welches die
Bioverfiigbarkeit von latentem TGF-f reguliert. Werden Antikérper gegen
LTBP hinzugefiigt, ist eine Abnahme von l6slichem latentem TGF-f und
somit auch der aktiven Form ersichtlich (Flaumenhaft und Rifkin, 1992).
Eine weitere Komponente stellt die Transglutaminase dar, welche LTBP
kovalent an die extrazellulire Matrix bindet. Transglutaminaseantikérper

verhindern die Bildung aktiven TGF-fs (Kojima und Rifkin, 1993).

.2. Aktivierung durch Kathepsin

Die Behandlung von Osteoblasten mit Glukokortikoiden fiihrt zu einer
dosisabhdngigen Erhéhung des aktiven TGF-f und erh6ht den mRNA-
Spiegel fiir die lysosomalen Proteasen Kathepsin B und D (Oursler et al,,
1993). Das lasst vermuten, dass es durch die von den Osteoblasten
sezernierten Proteasen zu einer Aktivierung von latentem TGF-f kommt.
Ebenso zeigt sich, dass Kathepsin D in vitro den LLC aktivieren kann (Lyons

etal., 1988).
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4.2.3. Aktivierung durch Kalpain
Kalpain ist eine Cysteinprotease, die in verschiedene Prozesse regulierend
eingreift. Inkubiert man latenten TGF-f mit Kalpain, kommt es zur
Abspaltung des LAP-Molekiils und somit zur Freisetzung des TGF-p-
Homodimers (Abe et al., 1998).

4.2.4. Aktivierung durch Matrix-Metallo-Proteinnasen (MMP)

TGF-B kann auch tUber verschiedene MMPs aktiviert werden. So ist z. B.
MMP-13 mit der Zelloberflache von Matrixvesikeln (MV) assoziiert, die eine
Rolle bei der Mineralisation von Chondrozyten spielen. MVs enthalten
latenten TGF-f als SLC und MMP-13 ist in der Lage, diesen SLC zu aktivieren
(D’Angelo et al., 2001).

Auch die an Zelloberflachen vorkommende MMP-9 kann proteolytisch TGF-
[ aktivieren. Dabei zeigt sich eine funktionelle Beziehung zwischen MMP-9,
dem Hyaloronrezeptor CD44 und TGF-f. Um eine Aktivierung zu erreichen,
muss MMP-9 an CD44 andocken. Durch diese Verbindung wird eher TGF-32
aktiviert, wohingegen der gleiche Mechanismus jedoch mit MMP-2 anstelle
von MMP-9 eher TGF-$1 und TGF-B3 aktiviert (Yu und Stamenkovic, 2000).

Vergleicht man die Wundfliissigkeit normal heilender und chronischer
Wunden, so stellt man fest, dass bei chronischen Wunden zehnfach hoéhere
Werte an Matrix-Metallo-Proteinasen vorkommen, auch ist deren Aktivitat

deutlich erh6ht (Meiners, 2003).

4.2.5. Aktivierung durch Deglykolysierung
Kohlenhydrate scheinen fiir die Stabilitit zwischen LAP und dem TGF-f-
Dimer wichtig zu sein. Das Entfernen des Kohlenhydratanteils des LAP vom
LLC durch hohe Konzentrationen von Glykosidasen kann den LLC aktivieren

(Brown et al., 1990).

4.2.6. Aktivierung durch Blutpldttchen
Blakytny et al. (2004) wiesen nach, dass Blutplattchen TGF-p unabhangig
vom Zeitpunkt der Freisetzung aktivieren kénnen. Im Gegenteil zu den

parakrinen Mechanismen der TGF-fB-Aktivierung, die durch Interaktionen
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mit der extrazelluldren Matrix, proteolytischen Prozessen und Rezeptoren
zustande kommt, konnte belegt werden, dass die Plattchen autokrin aktives
TGF-p freisetzen. Der zeitliche Abstand zwischen der Degranulation der o-
Granula und dem Vorhandensein von signifikanten Mengen an aktivem
TGF-p lasst vermuten, dass es sich um unabhangige Ereignisse handelt.

Diese Aktivierung kommt liber eine ,furin-like proprotein convertase (hier
ist PACE4 gemeint) zustande und lauft extrazellular ab. Dies wurde daran
gezeigt, dass aktivierte Plattchen mit einem membranpermeablen Protease
Inhibitor (dec-RVKR-cmk) inkubiert wurden und die Bildung von aktivem

TGF-p reduziert war.
4.3. TGF-B-Aktivierung durch nicht-enzymatische Wechselwirkungen

4.3.1. Thrombospondin-1
Thrombospondin-1 (TSP-1) ist ein mulitfunktionelles Glykoprotein. Von
den fiinf Isoformen ist TSP-1 das am Besten beschriebene und ist ein
wichtiger Bestandteil der a-Granula der Blutplattchen. TSP-1 wird schnell
freigesetzt, wenn es mit Serum oder Wachstumsfaktoren wie TGF-f oder
PDGF in Beriihrung kommt (Reed et al., 1995). Latenter TGF-f3, wie von
vielen Zellen produziert, kann durch TSP-1 ohne Zellen oder Zellprodukte
aktiviert werden. Dies ist zeit- und konzentrationsabhéngig (Schultz-Cherry
und Murphy-Ullrich, 1993). Dieser Effekt wird auch durch Inhibition mit

verschiedenen Proteasen oder LTBP-Antikdrpern nicht beeinflusst.

4.3.2. Integrine

Integrine spielen bei der Zelladhdsion und Zellmigration und weiteren
zellularen Ablaufen eine wichtige Rolle. TGF-p ist einer der
Hauptregulatoren der Zellhaftung und betrifft sowohl die Expression der
Integrine als auch die Synthese der extrazelluliren Matrix. Weiterhin ist
TGF-f in der latenten und aktiven Form selbst ein Matrixmolekiil (Taipale
und Keski-Oja, 1997). Einige Integrine kénnen an TGF-f tber die Integrin-
Bindungssequenz RGD des LAP binden und so TGF-f aktivieren.
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Die Aktivierung von latentem TGF-f beinhaltet diverse Stationen
einschliefdlich der Regulierung der Produktion latenten TGF-fs, die
Hinflihrung des latenten TGF-fB-Komplexes zur extrazelluliren Matrix, die
Freisetzung von der Matrix durch Plasmin oder andere Proteasen und dann
die Freisetzung der aktiven Form durch Plasmin oder Integrine. Die

Mechanismen sind organspezifisch und auch isoformspezifisch.

. GDF-5 und Wundheilung

,Growth differentiation factor-5“ (GDF-5) als Wachstums- und
Differenzierungsfaktor gehort zur TGF-B-Superfamilie. Er besteht aus zwei,
liber eine Cystein-Briicke kovalent verbundenen und 120 Aminosduren
langen Ketten. Seine Wirkung entfaltet GDF-5 {liber die Bindung an einen
spezifischen, aus Typ I und Typ II Serin-Threonin-Rezeptorkinasen
geformten Rezeptorkomplex. Diese Rezeptoren aktivieren SMAD-Proteine
und vermitteln die Zielgenexpression im Zellkern. Die unterschiedlichen
Rezeptoren und Signalwege erkliaren die Wirkung in verschiedenen
Geweben. GDF-5 wirkt bei der Regeneration von Defekten in komplexen
Gewebestrukturen, bei der Bildung von Blutgefdfien und der Regeneration
von Nerven im peripheren und zentralen Nervensystem. Weiterhin
moduliert das Protein das Knochen-, Knorpel- und Bindegewebswachstum

(Biopharm, 2009).

. Aktivin

Die TGF-B-Superfamilie besteht aus einer Gruppe strukturell dhnlicher
Proteine, darunter verschiedene TGF-f-Isoformen, ,bone morphogenetic
proteins“ (BMPs), Inhibinen und auch Aktivinen. Wie auch andere
Familienmitglieder besteht Aktivin aus dimeren Proteinen, die aus disulfid-
gebundenen pa und / oder fg Untereinheiten zusammengesetzt sind. Bisher
sind drei verschiedene Isoformen bekannt: das homodimere Aktivin-A
(Bapa), Aktivin-B (Bpps) und das heterodimere Aktivin-AB (faps). Es konnte
gezeigt werden, dass Aktivin das Wachstum und die Differenzierung vieler

verschiedener Zielzellen beeinflusst, z. B. moduliert Aktivin-A die
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Differenzierung neuronaler Zellen, beschleunigt die Differenzierung von
Megakaryozyten und Erythrozyten (Hiibner et al., 1996).

Studien haben belegt, dass Aktivin eine wichtige Rolle auch bei der
Wundheilung spielt. So konnte gezeigt werden, dass bei unverletzter Haut
relativ geringe Konzentrationen in der Dermis vorliegen. 15 Stunden nach
einer Verletzung stiegen die Konzentrationen deutlich an und erreichten ihr
Maximum nach 24 Stunden. Innerhalb von 5 bis 7 Tagen reduzierten sich
die Konzentrationen, um nach 13 Tagen das urspriingliche Niveau wieder
zu erreichen. Das Aktivin lag bei verwundeter Haut hauptsachlich in den
Zellen des Bindegewebes und dem angrenzenden, proliferierenden Epithel
unterhalb des Wundschorfes vor. Das lasst auf eine Rolle des Aktivins bei
der Formierung des Bindegewebes und der Keratinozytendifferenzierung

schliefden (Hiibner et al., 1996).

7. Zielstellung

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, ob bestimmte Molekiile, insbesondere
der Wachstumsfaktor TGF-f, in die Entstehung von Dekubitalulcera bei
querschnittsgeldhmten Patienten involviert sein kdnnten.

Die Hypothese ist, dass es durch die fehlende bzw. fehlgesteuerte
Nervenaktivitit der gelihmten Haut zur Ausbildung von Odemen kommt.
Diese wiederum sind eine Voraussetzung dafiir, dass feste Blutbestandteile
in das umliegende Gewebe vordringen konnen. Unter anderem sind dabei
die Thrombozyten wichtig, welche eine der Hauptquellen fiir TGF-$
darstellen und den Wachstumsfaktor aktivieren kénnen.

Im Folgenden wird untersucht, ob tiberhaupt TGF-f bzw. TGF-p-Aktivitat
festzustellen ist, ob weitere mogliche TGF-p-Aktivatoren vorhanden sind
und wie TGF-p auf die Entstehung von Druckgeschwiiren oder auch die

gestorte Wundheilung Einfluss nehmen konnte.
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1. Liste der Materialien und Gerate

Material oder Reagenz

Anbieter

Anti-Human TGF-$1-LAP

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Anti-Human VEGF-R3 Flt-4

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

DAKO® Biotin Blocking System

DAKO, Hamburg, Deutschland

DAKO® Cytomation Fluorecent | DAKO, Hamburg, Deutschland
Mounting Gel

Dulbecco’s Modified Eagle Medium | PAA Laboratorien, Colbe, Deutschland
(DMEM)

Dynex MLX Microtiter Plate | Dynex, Berlin, Deutschland
Luminometer

Dynex Platte Dynex, Berlin, Deutschland

G418 (Geneticin)

PAA Laboratorien, Colbe, Deutschland

Luciferase 3x cell Lysis Buffer

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Luciferin Biosynth AG, Staad, Schweiz
Maus IgG Dianova, Hamburg, Deutschland
Agarose Serva, Heidelberg, Deutschland
Methylcellulose Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS)

PAA Laboratorien, Colbe, Deutschland

Monoclonal Mouse Anti-Human
Lymphendothel (D2-40)

DAKO, Hamburg, Deutschland

Monoclonal-anti-Aktivin-A
69403)

(Clone

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Monoclonal-anti-TGF-123
1D11)

(Clone

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Qiagen RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

SYBR Green II

Fluka, Seelze, Deutschland

Trypsin (0,25 %) / EDTA (0,05%)

Gibco BRL, Paisley, UK

Biotin-SP-conjugated AffiniPure
F(ab’), Fragment Donkey-anti-goat
IgG (H+L)

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
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Biotin-SP-conjugated AffiniPure
F(ab’), Fragment Donkey-anti-mouse
IgG (H+L)

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

Buffer RLT

Qiagen, Hilden, Deutschland

DEPC-H20

Qiagen, Hilden, Deutschland

Proteinase-K-Losung

Qiagen, Hilden, Deutschland

Ethanol

Serva, Heidelberg, Deutschland

DNase-I-Stammldsung

Qiagen, Hilden, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Buffer RDD Qiagen, Hilden, Deutschland
Buffer RPE Qiagen, Hilden, Deutschland
Buffer RW1 Qiagen, Hilden, Deutschland
TaqMan Probe Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
PCR Puffer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
dNTPs Solis Biodyne, Tartu, Estland

Reverse Transkriptase

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Random Hexamer Primer

Promega, Mannheim, Deutschland

Die Gewebeproben stammten von PD Dr. T. Meiners, Zentrum fiir

Riickenmarkverletzte, Werner-Wicker-Klinik, Bad Wildungen.

Die Patienten waren im Durchschnitt 48,7 Jahre alt, motorisch und sensibel
komplett, langer als 1 Jahr und durch einen Unfall querschnittgeldhmt. Es wurden
jedem Patienten zwei Hautproben der Groféie 1x1 cm? entnommen. Eine Probe
stammte wundnah vom Rand des Decubitus, die weitere stammte aus einem

mindestens 10 cm entfernten Hautareal.

Die Kontrollproben stammten von nichtgeldhmten Patienten, hatten dieselbe

Grofde und entstammten derselben Region.
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2. Zellkultur

Flir den PAI/L Bioassay wurden Nerz-Lungenepithelzellen (MLEC - clone
32) kultiviert. Diese wurden von Dr. Daniel B. Rifkin (New York University
Medical Center, NY) bereitgestellt. Sie waren stabil mit einem 800 bp-DNA
Fragment des 5’-Endes des menschlichen Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
Gens (PAI-1) (Loskutoff et al., 1998) transfiziert (Abb.3 ), wobei das Gen mit
dem  Glihwiirmchen-Luziferase-Reportergen in  einem  p19LUC-
Vektorderivat fusioniert war, das wiederum das Neomycin-Resistenzgen
des pMAMneo enthielt (Abe et al., 1994). Die transfizierten MLECs wurden
in high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) kultiviert.
Dem Medium wurde 10 % fotales Kidlberserum, 2 mM L-Glutamin, 10 mM
HEPES und 250 pg / ml G418 (Geneticin) und 1 mM Natrium-Pyruvat
zugegeben (dann ,complete DMEM®). Die Zellen wurden in 100 mm
durchmessenden Petrischalen in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO>
inkubiert. Waren die Zellen konfluent, wurden sie in Passagen zwischen 1:3
und 1:30, je nach Dichte und Tag der spateren Verwendung, gesplittet. Dazu
wurden die MLECs zundchst mit Normalmedium gewaschen und dann mit 3
ml 0,25 % Trypsin / 0,05 % EDTA (-Ca?* / -Mg?*) bei 37°C fiir 1 - 2 Minuten
inkubiert. Hatten sich die Zellen abgerundet bzw. vom Boden der
Petrischale gelockert, wurden sie in ein 15 ml R6hrchen pipettiert, welches
mit Medium zur Zentrifugation auf 10 ml aufgefiillt wurde, und bei 1200
Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Es bildete sich ein
Zellpellet. Das Medium wurde abpipettiert und das Zellpellet mit 7,5 ml
complete DMEM Medium resuspendiert, um dann in die gewiinschten
Zelldichten weiter verdiinnt zu werden. Wurden die Zellen mehr als 30 Mal
passagiert, sollten sie keine Verwendung in einem Assay finden, da die TGF-

B-Sensitivitat der Zellen dann sinkt (Abe et al.,, 1994).
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amp’
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PAY2
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Abb. 3: Struktur des PAI/L Promotorkonstruktes (Abe et al., 1994).
neo’ - neomycin resistance gene

PAL23 - polyadenylation regions

ampr - ampicillin-resistance gene.
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3.

3.1.

3.2

3.3.

PAI/L Bioassay

Allgemeines
Der PAI/L Bioassay ist ein hoch sensitiver, spezifischer, nichtradioaktiver
und quantitativer Assay fiir TGF-f. Er basiert auf der Fahigkeit von TGF-f3,
die Exprimierung von PAI-1 zu induzieren (vgl. Abe et al.,, 1994). Es wurden
MLECs, die mit einem verkirzten PAI-1 Promoter transfiziert wurden, der
mit dem Glihwiirmchen Luciferase Reportergen fusioniert war, genutzt.
TGF-B induzierte somit iiber die Expression von PAI-1 die
Luciferaseproduktion. Die Spezifitit des Assays ist darin begriindet, dass
der verkiirzte PAI-1 Promoter nicht von anderen Wachstumsfaktoren, die
oft in biologischen Fliissigkeiten vorhanden sind, wie z. B. PDGF (Platelet
Derived Growth Factor), beeinflusst wird (vgl. Abe et al, 1994). Die
Sensitivitit des Assays liegt bei 5 pg / ml (0,2 pM) und hat einen
Sensitivitatsbereich zwischen 5 - 750 pg / ml (0,2 - 30 pM). Somit kénnen
auch sehr geringe Konzentrationen von TGF-f3 gemessen werden (vgl. Abe

et al.,, 1994).

MLECs vorbereiten
Bei den fiir den Bioassay benutzten MLECs sollte am Tag vor dem Assay ein
Mediumwechsel stattfinden. Zur Verwendung im Assay wurden die Zellen
abtrypsinisiert, inkubiert, zentrifugiert und dann in mit einer Zelldichte von
3 x 105 Zellen / ml in 24-Well Platten (500 pl / Well) mit complete DMEM
Medium resuspendiert und ausplattiert. Anschlieféend erfolgte eine

Inkubation fiir 4 Stunden bei 37°C (vgl. Yang et al., 1999).

Cryoschnitte
Das zu untersuchende Gewebe war mit Methylcellulose auf Korkplattchen
befestigt. Es wurde bei -80°C aufbewahrt. Fiir die Schnitte mittels SLEE HR
Cryostat wurde die Probe mit dem Korkplattchen mittels Methylcellulose
auf einer Metallpatrone befestigt. Von jedem zu testenden Gewebe wurden
je drei Proben von 20 pum Dicke geschnitten, die einzeln auf runde

Deckglaschen aufgenommen wurden. Die fertig geschnittenen Proben
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werden wahrend der Inkubationszeit der MLECs in einer kleinen
Petrischale bei -20°C aufbewahrt.

In diesem Experiment wurden im Gegensatz zum Standard PAI/L Assay
keine Fliissigproben benutzt. Das TGF-f im Probenschnitt hatte direkten

Kontakt oder diffundierte heraus.

3.4. Standardkurve
Um eine Standardkurve fiir die TGF-B-Aktivitat (Abb. 4) zu erstellen, wurde
eine Verdiinnungsreihe von 0 - 500 pg TGF-f3 / ml erstellt (vgl. auch Yang et
al, 1999). Dazu wurde zundchst eine 1:100 Vorverdiinnung von 5 pl
rekombinantem, humanem TGF-f1 auf 495 pul 0,1 % BSA/DMEM Medium
erstellt. Im Anschluss wurden 5 ml-Réhrchen mit der Konzentration von
TGF-B1 in pg / ml beschriftet (500; 250; 125; 62; 31; 15; 7,5; 0). Das
,500er“ Rohrchen wurde mit 2925 pl 0,1 % BSA/DMEM-Medium befiillt, die
restlichen mit 1500 pl. Um nun die jeweilige Verdiinnungsstufe zu erhalten,
wurden von der Vorverdiinnung 75 ul in das ,500er” Rohrchen pipettiert.
In der Folge wurden dann, nach ausreichendem Vermengen, aus jedem
Rohrchen 1500 pl in das folgende pipettiert. Das mit,,0“ beschriftete wurde
dabei ausgelassen. Bis zum Ende der Inkubationszeit der MLECs wurde die

Verdiinnungsreihe auf Eis aufbewahrt.

3.5. Verdiinnung der Antikorper
Um den Anteil an aktiven TGF-B-Isoformen zu bestimmen, wurde mit
neutralisierenden Antikérpern gearbeitet (vgl. Yang et al., 1999). Es wurden
ein monoklonaler anti-TGF-f1, - B2, -f3-Antikorper, ein monoklonaler anti-
human/mouse/rat Activin-A-Antikérper und Maus IgG zur Kontrolle
benutzt. Die Antikorperkonzentrationen betrugen jeweils 5 pg / ml

Verdiinnt wurde mit 0,1 % BSA/DMEM Medium.
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RLU (Summed) Versus Concentration

RLU (Summed)
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Abb. 4: Im Experiment generierte PAI/L Assay Standardkurve.

RLU = Relative Light Units

32



3.6.

3.7.

3.8.

Materialien & Methoden

Ausplattierung

Nach Ablauf der vierstlindigen Inkubationszeit wurden die MLECs auf
Kontamination tuberpriift. Es wurde zundchst damit begonnen, die
Standardkurve auszuplattieren. Dazu wurden das Medium mit einer
Pasteurpipette abgesaugt und jeweils 2 Locher mit 500 pl einer
Konzentration der Standardkurve in absteigender Reihenfolge wieder
aufgefiillt. Abschliefend wurde ein Deckgldschen eingebracht, um bei
Standardkurve und Proben gleiche Bedingungen herzustellen (vgl. Yang et
al, 1999 und Abb. 5). Bei den Wells, die mit Gewebeproben bestiickt
wurden, wurde das Medium ebenfalls abgesaugt. Anschlief;end wurden
jeweils drei Locher mit 500 pl des jeweiligen Antikorper/BSA/DMEM-
Gemisches befiillt und je eine Gewebeprobe hineingegeben. Dieser Schritt
erforderte, dass das Deckglaschen mit dem Probenschnitt nach unten in
Richtung MLECs eingebracht wurde (Abb. 6). Waren die Proben
eingebracht, wurden die 24-Loch Platten tiber Nacht bei 37°C inkubiert (vgl.
auch Yang et al., 1999).

Lysieren und waschen
Am folgenden Tag wurde zundchst der Lysat-Puffer hergestellt. Man
braucht 200 pl einer 1:3-Mischung pro Well des Luciferase 3x Cell Lysis
Buffer und H20 dest. Dann wurden die Wells der Standardkurve und der
Proben mit 500 pl PBS pro Well gewaschen (vgl. Yang et al, 1999).
Anschliefend wurden 200 pl Lysis Puffer pro Well zugegeben und die

Zellen 20 Minuten bei Raumtemperatur lysiert.

Vorbereitung zur Luziferaseaktivitaitsmessung
Um die Luziferaseaktivitit messen zu konnen, wurden die lysierten Proben
als Triplikate zu je 45 pl in eine Microlite 96-Well Platte pipettiert (vgl. Yang
et al, 1999). Zum Auslesen der Platte im Luminometer muss
Luziferasesubstrat hergestellt werden. Es wurden 110 ul des Substrates pro

Well benoétigt, so dass pro Platte ca. 10 ml Substrat hergestellt wurden.
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TGF-B

/ standards

Abb. 5: Standardkurve PAI/L Assay (Yang et al., 1999).

Coverslip

—~ MLECs

MLECs in  24-Loch  Platte mit Deckgliaschen und

Standardkurvenverdiinnung.

-

Medium
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Cryosection
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Abb. 6: Einbringen der Proben in die jeweiligen Wells (Yang et al., 1999).

Die Gewebeproben mussten kopfiiber auf den

kommen.

MLEC’s zu liegen
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3.9. Luminometer

Das Auslesen der Luciferaseaktivitdt der Lysate erfolgte mit Hilfe des Dynex

MLX Microtiter Plate Luminometers.

Plasminogen Activator Inhibitor-1/
Luciferase (PAI/L) Bioassay

active

TGF-B _
latent \ Ja

TGRp | Taep T B
inducible / Mink Lung Epithelial Cells
PAI-1 promoter "™ +—  (MLEG) transfected

with the PAI/L construct

luciferase

cell lysis

+ luciferin

LIGHT

Abb. 7: Schema der Luziferaseaktivititsmessung (Martin, 2002).

Das Schema zeigt die Funktionsweise der Luziferaseaktivititsmessung

iiber die Zugabe des Luziferasesubstrates (siehe dazu auch Anhang I).
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Real Time — Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Allgemeines zur Handhabung von RNA
Um zu verhindern, dass zu messende Gewebe-RNA schon wahrend der
RNA-Gewinnung durch RNasen abgebaut wurde, war darauf zu achten, ein
RNase-freies Praparationsumfeld zu schaffen. Dazu wurden Handschuhe
getragen, verwendete Gefifde immer direkt verschlossen und Einmal-
Reaktionsgefiafde aus Polypropylen verwendet. Des Weiteren war es

angezeigt, die Arbeitsflichen mit ,Mercury Anti-RNase" zu reinigen.

RNA-Gewinnung

Die Methode der RNA-Gewinnung folgte dem Qiagen RNeasy Minihandbuch
aus April 2002 und die Experimente wurden mittels Qiagen RNeasy Minikit
durchgefiihrt.

Es wurden von jeder zu testenden Probe maximal 30 mg mittels 6 pm
dicken Schnitten entnommen und in ein Gefaf3 geeigneter Grofde platziert.
Im Anschluss wurden 300 pl Buffer RLT (zur Erstellung einer
gebrauchsfertigen Losung miissen 1 ml Buffer RLT 10 pl B-Mercaptoethanol
zugegeben werden) hinzugegeben und die Probe wurde mit Spritze und
Kaniile homogenisiert. Dem Homogenat wurden dann 590 ul doppelt
destilliertes Wasser und 10 pl Qiagen Proteinase-K Losung hinzugegeben.
Die Proteinase sorgte durch einen Proteinverdau fiir die Reinigung der
Probe. Durch Auf- und Abpipettieren wurde griindlich gemischt. Das
Homogenat musste dann fiir 10 Minuten bei 55°C inkubiert werden. Im
Anschluss daran wurde es bei 10000 x g zentrifugiert. Es bildete sich ein
Pellet aus Zell- und Gewebetriimmern. Der sich ergebende RNA-haltige
Uberstand entsprach ca. 900 ul, wurde abpipettiert und in ein neues
Reaktionsgefaf iiberfiihrt. Anschlieflend wurde das 0,5-fache Volumen -
entspricht 450 pl - Ethanol (96 - 100 %) zu dem geklarten Lysat gegeben
und es wurde durch Auf- und Abpipettieren griindlich gemischt. Dann
wurde eine RNeasy Mini-Saule in ein 2-ml-Collection-Tube eingebracht und

700 pl des Lysates auf die Saule gegeben. Es folgte eine Zentrifugation fiir
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15 Sekunden bei 8000 x g. Der Durchfluss wurde verworfen. Mit den
restlichen ca. 200 pl der Probe war ebenso zu verfahren. Es wurden nun 10
ul DNase-I-Stammlésung zu 70 pl Buffer RDD gegeben und durch
Schwenken des Rohrchens vermischt. Dieser DNase-I-Inkubationsansatz
wurde direkt auf die RNeasy Silicagel-Membran der RNeasy Mini-Sdule
pipettiert und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit
kontaminierende DNA-Fragmente aus dem RNA-Ansatz eliminiert wurden.
Danach wurden 350 pl Buffer RW1 in die RNeasy Mini-Saule gegeben und
es wurde bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.
Anschliefend wurde die RNeasy Mini-Sdule in ein neues Collectiontube
verbracht und 500 pl Buffer RPE war auf die Mini-Sdule zu geben. Im
Anschluss daran wurde bei 8000 x g fiir 15 Sekunden zum Waschen
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Zum Trocknen der RNeasy
Silicagel-Membran wurde zundchst nochmals 500 pl Buffer RPE pipettiert
und dann fiir 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Nach dem Trocknen
musste die RNeasy-Sdule fiir die Elution der RNA in ein neues
Collectiontube tiberfiihrt werden. Dann wurden 30 - 50 pl RNase-freies
Wasser direkt auf die Silicagel-Membran pipettiert und fiir 1 Minute bei
8000 x g zentrifugiert. Das RNA-Eluat war fertig.

4.3. RNA-Quantifizierung
Die Konzentration der erhaltenen RNA wurde mittels photometrischer
Absorption (WPA Lightwave Photometer, Wolf Laboratories, York, UK) bei
einer Wellenldnge von 260 nm (Azs0) ermittelt (vgl Abb. 7). Dabei sollten
die Absorptionswerte zwischen 0,15 und 1,0 liegen, um eine mdglichst
genaue Messung zu erhalten. Bei einem Wert von 1,0 lag die RNA-Ausbeute
bei 40 pg / ml (Az60 = 1 — 40 pg / ml). Weiterhin konnte durch die Bildung
des Quotienten von Azeo und Azgo die Reinheit der RNA ermittelt werden.
Eventuelle Kontaminationen wie z. B. Proteine absorbieren UV-Licht im
Bereich von 280 nm (Azs0). Der Absorptionsquotient Aze0/A280 sollte = 1,8 -

2 sein, damit keine Kontamination vorlag.
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Die Konzentration der RNA-Probe wird an folgendem Beispiel deutlich
gemacht:
¢  Volumen der RNA-Probe = 100 pl
¢ Verdiinnung: 10 ul RNA-Probe + 490 pul H,0-dest.
(Verdiinnungsfaktor 50)
* Absorptionsmessung der verdiinnten Probe in einer 1-ml-Kiivette
entspricht z. B. 0,23
* Konzentration der RNA-Probe:
= 40 x Az60 x Verdiinnungsfaktor
=40x0,23x50
=460 pg / ml
* Gesamtausbeute:
= Konzentration x Volumen der Probe in ml
=460 pg / mlx 0,1 ml
=46 ug

RNA-Gelelektrophorese
Ob die RNA-Prdparation intakt ist, lief3 sich zusatzlich mit einer
Gelelektrophorese feststellen. Hierfiir wurde 1 % Agarose-Gel hergestellt.
Dazu wurden 40 ml 1 x TAE Puffer mit 0,4 g Agarose vermengt. Fiir eine
Gelelektrophorese benoétigte man ein Gesamtvolumen von 500 ml. Der
Ansatz wurde in einem Kolben zum Kochen gebracht, bis sich die Kristalle
aufgelost hatten. Sodann wurde das heifde Gel in die zuvor mittels
Wasserwaage  waagerecht  ausgerichtete  Elektrophoreseapparatur
hineingegeben und der Kamm eingesetzt, welcher die spater bendtigten
Taschen ausformte. Im Anschluss konnte damit begonnen werden, die RNA
fir die Elektrophorese vorzubereiten. Je nach RNA-Konzentration der
jeweiligen Probe wurde die RNA mit DEPC-H;0 auf eine Endkonzentration
von 250 ng / 20 pl aufgefiillt. Anschliefend wurden die Proben fiir 5
Minuten bei 60°C inkubiert und die Denaturierungsreaktion auf Eis
abgestoppt. Dann werden 4 pl 10 x RNA Loading Buffer zugegeben. Sobald

das Gel erhadrtet und somit abgekiihlt war, konnte man den Kamm
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entfernen und die Gel-Apparatur mit 350 ml 1 x TAE fiillen. Die 20 pl
Proben wurden dann einzeln in jeweils eine durch den Kamm entstandene
Tasche eingefiillt, die Apparatur wurde geschlossen und bei einer
angelegten Stromspannung von 130 V fiir 20 Minuten die RNA im
elektrischen Feld aufgetrennt. Die Farbung der Gelelektrophorese erfolgte
mittels 10 pl SYBR-Green-II-Farbung, die 1:10000 verdiinnt wurde.
Abschliefdend wurde ein Foto mittels Polaroid GelCam und dem Filter Tiffen

40,5 mm griin Nr. 58 erstellt (vgl. Abb. 8).

4.5. cDNA-Synthese
Die Herstellung der cDNA erfolgt mit Hilfe von reverser Transkriptase (RT).
In diesem Fall wurde die Transkiptase aus dem Maus-Monoley-Leukdmie-
Virus (MMLV) gewonnen. Es erfolgt zundchst eine Erststrangsynthese mit
RNA als Matritze. Zur Synthese der cDNA miissen zundchst Mini- und
Master-Mix vorbereitet werden. Der Ansatz des Mini-Mix erfolgt in sterilen
PCR-Tubes. Dem liegt folgende Formel zugrunde: 9,3 ul DEPC-H,0 + 1 pl
Random Hexamer Primer (Konzentration 2,5 mM) + x pul Total RNA jeder
Probe (Konzentration 25 - 50 ng / ul) = 10,3 pl. Jeder Ansatz wird fiir 10
Minuten bei 70°C denaturiert und die Reaktion mit Eis abgestoppt. Der
Master-Mix wird angesetzt, indem 4 ul MgCl; (Konzentration 5 mM), 2 pl
PCR-Puffer (ohne MgClz, Konzentration 1x), 2 ul dNTP’s (Konzentration 1
mM), 0,7 ul RNAse Inhibitor (Konzentration 1 U / pl) und 1 pl Reverse
Transkriptase (Konzentration 2,5 U / pl) in einem sterilen Tube vermengt
werden (Gesamtvolumen 9,7 pl fiir einen Ansatz). Die gebrauchte Menge
entspricht n Probenansatzen + 1. Der RT-Zyklus lauft 60 Minuten bei 37°C
zur cDNA-Synthese, 10 Minuten bei 95°C zur RT-Inaktivierung und halt
dann 4°C zur cDNA-Konservierung. Die Archivierung der cDNA erfolgt in

Aliquots bei -80°C.

4.6. RT-PCR Programmablauf
Die RT-PCR erfolgt mit dem Applied Biosystems 7500 Real Time PCR-
System. Der erste, der Denaturierung dienende Inkubationsschritt lauft 10

Minuten bei 95°C. Nachfolgend laufen 40 Zyklen, bei denen es jeweils erst
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zu einer Denaturierung der DNA bei 95°C fiir 0,15 Minuten und dann zum
Primer-Annealing und zur Amplifikation bei 60°C innerhalb eines
einminiitigen Zyklus kommt. Die RT-PCR erfolgte mittels TagMan® Assay.
Dabei wird eine TagMan® Probe, die gleichzeitig mit den Primern an die zu
ermittelnde DNA-Probe bindet, eingesetzt. Diese generiert, solange sie
intakt ist, kein Reportersignal. Sobald die TagMan® Probe (vgl. Abb. 9), von
der die Primer verlangernden Polymerase abgebaut wird, generiert sich ein

Reportersignal, welches gemessen werden kann.
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Abb. 8: Polaroidfoto einer elektrophoretischen RNA-Auftrennung.

Es sind deutlich 2 Banden fiir die ribosomale RNA bei 18S und 28S
zu erkennen. Somit war die RNA-Praparation erfolgreich.

Pro Kammer wurden 20 pl einer RNA-Probe mit einer
Konzentration von 250 ng RNA benétigt. Die Proben wurden im
elektrischen Feld aufgetrennt und mit SYBR-Green-II 2 Stunden

laufen gelassen.
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a. Assay-Komponenten
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Abb. 9: Schema des TagMan® Prinzips (vgl. Applied Biosystems Inc., 2009).

Fiir weitere Erlauterungen siehe Legende.
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5. Herstellung von Gefrierschnitten
Die zu testenden Gewebeproben wurden bei -80°C aufbewahrt. Um davon
Gefrierschnitte herstellen zu kénnen, musste dafiir gesorgt werden, dass
das Gewebe wahrend der Probenentnahme nicht auftaute. Dazu wurde es
nach Entnahme aus der Kiihltruhe in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Das
Cryotom wurde auf -30°C heruntergekiihlt, so dass auch wahrend des
Schneidens das Gewebe nicht auftauen konnte. Die Gewebeproben waren
mit Methylcellulose auf einem Korkplattchen befestigt. Zum Bearbeiten im
Cryotom musste das Korkplattchen mitsamt der Gewebeprobe mittels
Methylcellulose auf einer Metallpatrone befestigt werden, die dann an
definierter Position in das Cryotom eingespannt wurde. Je nach
Bestimmung der zu schneidenden Proben wurden sie 4 um (histologische
Farbungen), 6 um (RNA-Isolation) oder 20 pum (PAI/L Assay) dick
geschnitten. Die Aufbewahrung der fertiggestellten Cryoschnitte erfolgte

bis zur Weiterverarbeitung in Petrischalen bei -20°C.
6. Fluoreszenzfarbung

6.1. Cryoschnitte anfertigen
Flr die Fluoreszenzfarbungen wurden Gefrierschnitte mit einer Dicke von 4
um angefertigt. Diese wurden auf Superfrost-Objekttrager aufgebracht und
tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am nachsten Tag erfolgte die
Fixierung der Schnitte. Die Objekttrager wurden fiir die gesamte Dauer des
Experiments in einer feuchten Kammer aufbewahrt und auch in dieser
inkubiert. Dazu wurden diese fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit
Paraformaldehyd, dem Magnesium und Kalzium fiir besseren Halt der
Proben auf den Objekttragern zugegeben wurde, fixiert. Im Anschluss
wurde dreimal mit 1 x TBS 0,05 mol / | gewaschen. Nachfolgend wurden die
Proben mit 0,1 % Triton X-100 fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
permeabilisiert und wieder dreimal mit 1 x TBS gewaschen. Im Anschluss
wurde durch Inkubation mit 50 mM Ammoniumchlorid fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur das Paraformaldehyd neutralisiert. Es erfolgte ein
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weiterer Waschvorgang mit dreimal 1 x TBS. Daraufthin wurde eine
Blockierung unspezifischer Antikoérperbindungsstellen mit 5 %
Humanserum und 5 % Eselserum (Spezies des Sekundarantikorpers) in
TBS durchgefiihrt und es wurde erneut dreimal mit 1 x TBS gewaschen.
Abschlief3end erfolgte eine weitere Blockierung mit dem DAKO® Biotin
Blocking System, welches die Hintergrundfarbung durch endogenes Biotin
verhindern sollte. Dabei wurde zundchst fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur die Avidin-Losung aufgetragen und danach mit TBS
gewaschen. Anschliefdend erfolgte das Aufbringen von Biotin fiir 10

Minuten bei Raumtemperatur und es wurde ebenfalls mit TBS gewaschen.

6.2. Verdiinnung der Antikorper
Es wurden folgende primare Antikérper fiir die immunhistochemische
Farbung benutzt (Sollkonzentration in Klammern): anti-Human VEGF-R3
Flt-4 (15 pg / ml), monoclonal Mouse Anti-Human-D2-40 (5 ug / ml), anti-
Human LAP TGF-f1 (15 pug / ml), monoclonal anti-TGF-B123 (5 pug / ml),
auflerdem Maus IgG (5 pg / ml) und Ziegen IgG (15 pg / ml) zur Kontrolle.
Die sekundaren Antikérper waren Biotin-SP-konjugiertes AffiniPure F(ab’)2
Fragment Esel Anti-Ziege IgG (H+L) und Biotin-SP-konjugiertes AffiniPure
F(ab’)2 Fragment Esel Anti-Maus IgG (H+L) in der Verdinnung 1:200, das
entspricht 2,5 pg / ml. Als tertidrer Antikorper wurde 2 pg / ml Cy™2-
konjugiertes Streptavidin benutzt. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgt

mit 5 % BSA in 1 x TBS.

6.3. Auftragen der Antikorper
Zunachst wurden die Primarantikorper zu den Proben auf den
Objekttragern gegeben und es erfolgte eine Inkubation tiber Nacht bei 4°C.
Im Anschluss wurde die Probe dreimal mit 1 x TBS gewaschen. Die
Sekundar-Antikorper wurden je nach Spezies der Primarantikorper
aufgetragen und bei 37°C fir 1 Stunde inkubiert. Nachfolgend wurde
viermal mit 1 x TBS gewaschen. Die Tertidrantikorper wurden aufgetragen
und ebenfalls fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde wieder

gewaschen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Probe auf dem
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Objekttrager mit DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium
eingedeckt. Die eingedeckten Proben mussten bei 2 - 8°C im Dunkeln

aufbewahrt werden.
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Ergebnisse

1. TGF-B-Aktivitat
TGF-B ist einer der Hauptregulatoren der Wundheilung. Es wurde
untersucht, ob in nicht heilenden Wunden (Druckgeschwiiren) von
querschnittsgelahmten Patienten eine Fehlregulation vorliegt. Darum
wurde die TGF-p-Aktivitit in verschiedenen Gewebeproben von
Querschnittsgelahmten mit Hilfe des PAI/L Bioassays untersucht.
Das Diagramm in Abb. 10 zeigt die TGF-B-Aktivitait von wundnahen Proben.
Dabei handelte es sich um Gewebe aus dem Wundgrund eines Druckulkus
zehn verschiedener, geldhmter Patienten. Die getesteten wundfernen
Proben stammten ebenfalls von diesen Patienten; die Entnahmeregion lag
jedoch abseits der Wunde in unverletzter, geldhmter Haut. Die
Kontrollgewebeproben - nachfolgend als Kontrolle(n) bezeichnet -
stammten von gesunder Haut nicht gelahmter Patienten. Im Folgenden gilt
grundsatzlich obige Definition fiir wundnahe(s) und wundferne(s) Proben
/ Gewebe / Haut.
Festzustellen war, dass die TGF-p-Aktivitit der wundnahen und
wundfernen Proben im Vergleich zu den Kontrollen aus gesunder, nicht
geladhmter Haut deutlich erh6éht war. Dabei war die TGF-f-Aktivitat bei
wundnahen, also vom Wundrand geldhmter Patienten stammenden Proben
am hochsten, es folgten die wundfernen Proben und dann die Kontrollen.
Die Aktivitit der wundnahen Gewebeproben lag im Mittel bei einem Wert
von 34,1 pg / mm?3, die der wundfernen Proben bei 19,7 pg / mm3 und die
Aktivitat der Kontrollproben hatte einen Mittelwert von 10,7 pg / mm?3 (vgl.
dazu Tabelle 1).
Wahrend der Anstieg der TGF-pB-Aktivitat in Druckgeschwiiren, verglichen
mit normaler Haut, zu erwarten war, fallt auf, dass die TGF-B-Werte in
unverletzter, gelihmter Haut fast doppelt so hoch waren wie in nicht

gelahmter, normaler Haut.
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Proben (n=10) TGF-pg-Aktivitat

Mittelwert:SEM Median

Kontrollen 10,7+£3,1 7,6
Wundfern 19,7+£2,1 19,1
Wundnah 34,1+£5,2 30,5

Tab. 1: TGF-p-Aktivitat ohne Antikorperblockierung.

Mittelwerte + SEM (Standard Error of the Mean) und die Mediane der

gesamt getesteten Proben aus Abb. 10 in pg/mm3.

2. Aktivitdtsverteilung auf TGF-$ und Aktivin-A

Da im hier verwendeten PAI/L Bioassay sowohl die aktivierten TGF-f3-
Isoformen 1, 2 und 3 als auch Aktivin-A gemessen wurden (Brunner, G.,
Fachklinik Hornheide, Miinster - personliche Mitteilung), wurde die
Aktivitatsverteilung auf beide Wachstumsfaktoren bestimmt.

Dazu wurde jeweils einer der beiden Wachstumsfaktoren mit spezifischen
Antikorpern blockiert und dann die Restaktivitat bestimmt. Es handelte sich
dabei um einen neutralisierenden pan-spezifischen-a-TGF-f1,2,3-
Antikorper sowie einen neutralisierenden a-Aktivin-A-Antikérper. Durch
die Antikérper wurde die biologische Aktivitit von TGF-f und dem zur
Superfamilie TGF-f3 gehérenden Aktivin-A gehemmt. Das Diagramm in Abb.
11 zeigt, dass die Blockierung des TGF-B-dhnlichen Signals im PAI/L
Bioassay durch den pan-spezifischen-TGF-B-Antikérper im wundnahen
Bereich starker erfolgte als in wundfernen Abschnitten. Bei den in der
Wunde entnommenen Proben wurde ein maximales Restsignal TGF-f-
ahnlicher Aktivitdit von 68,9 % festgestellt. Demgegeniiber steht ein

Restsignal von 73,6 % bei wundfernen Gewebeproben. Die Restsignale sind
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jeweils im Vergleich zur Kontrolle zu sehen, die einem Signal von 100 %
entspricht. Bei der Blockierung des Signals lag ein medianer TGF-§-
Aktivitatsanteil von 56,2 % bei den wundnahen Proben und bei den
wundfernen Proben im Median ein TGF-f-Aktivitatsanteil von 44,0 % vor.
Da auch Aktivin-A im PAI/L Bioassay gemessen wird, wird im Folgenden
auch bei dem von Aktivin-A erzeugten TGF-B-dhnlichen Signal von einer
TGF-p-Signalaktivitat gesprochen.

Das Diagramm in Abb. 12 stellt in Gegenwart von neutralisierenden a-
Aktivin-A-Antikorpern deutlich erniedrigte TGF-B-dhnliche Signale im
Vergleich zu den Kontrollen dar. In diesem Experiment zeigte sich, im
Unterschied zu der Blockierung bei pan-spezifischem-a-TGF-$1,2,3, eine
weniger stark verminderte Aktivitat bei den wundfernen Proben. Durch die
Blockierung (siehe Tabelle 3) im Vergleich zur Kontrolle ergab sich ein
Aktivin-A-Aktivitatsanteil von 62,2 % bei wundnahen Gewebeproben. Die

Restaktivitat bei wundfernen Proben lag analog bei 46,7 %.

Folgende Tabellen zeigen die aus den Ergebnissen der Diagramme
folgenden Wachstumsfaktorzusammensetzungen, die tatsiachlich in den
Wundgewebsproben vorlagen. Tabelle 2 weist dabei die Mittelwerte und
Mediane des TGF-f-Aktivititsanteils der wundnahen und wundfernen
Gewebeproben aus - die Blockierung erfolgte mit pan-spezifischen-TGF-f31,
-2, -3-Antikorpern.

Analog dazu stellt Tabelle 3 den Aktivin-A-Aktivititsanteil in Gegenwart

von Aktivin-A-Antikérpern dar.
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Proben (n=5) | TGF-p-Aktivitatsanteil

Mittelwert+SEM | Median

Wundnah 50,9+6,2 56,2

Wundfern 41,1%5,7 44,0

Tab. 2: TGF-pB-Aktivitatsanteil in Wundproben von Querschnittsgelahmten.

Mittelwerte + SEM sowie die Mediane des TGF-pB-Aktivitatsanteils in

Prozent.

Proben (n=5) | Aktivin-A-Aktivitiatsanteil

Mittelwert:SEM| Median

Wundnah 55,6+7,5 62,2

Wundfern 48,0+5,6 46,7

Tab. 3: Aktivin-A-Aktivitatsanteil in Wundproben von Querschnittsgeldhmten.

Die Tabelle enthalt die Mittelwerte + SEM und die Mediane des Aktivin-A-

Aktivitatsanteils in Prozent der Kontrolle (mit Kontroll-IgG).
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Ergebnisse

TGF-beta-Aktivitat in unverletzter Haut und
Druckgeschwiiren von Querschnittsgelahmten

& Kontrollen
& Wundfern

Wundnah

Proben

Abb. 10: Das Diagramm zeigt die TGF-p-Aktivitat in pg/mm3.

Die TGF-p-Aktivitit in den Gewebeproben wurde mit dem PAI/L
Bioassay bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Proben
herzustellen, wurden die Flache und Dicke der Gewebeschnitte
ermittelt und die TGF-B-Werte dann, den Ergebnissen des PAI/L
Bioassays entsprechend, von pg / ml auf pg / mm3 umgerechnet.
Dabei ist zu bedenken, dass ein Well der PAI/L Bioassay Auswertung
ein Volumen von 0,5 ml enthielt.

Von jeder Probe wurden in neun Experimenten Triplikate erstellt und
mittels PAI/L Bioassay untersucht. Die dargestellten Ergebnisse sind
Mittelwerte der entsprechenden Tripletts.

Die Proben in diesem und in folgenden Diagrammen sind der

Signalh6he nach geordnet.
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Neutralisation von TGF-beta in Dekubiti von
Querschnittsgelahmten
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Abb. 11: Blockierung des TGF-p-Signals in Gewebeproben.

Das Diagramm weist das in Gegenwart der o-TGF-B-Antikorper
gemessene Signal aus. Die Kontrollaktivitit, die in Gegenwart von
Kontroll-IgG bestimmt wurde, wird als 100 %-Wert angesehen.

Diese Messungen wurden mit Triplikaten der entsprechenden Proben
durchgefithrt. Die Werte stammen aus fiinf durchgefiihrten
Experimenten.

Der pan-spezifische-TGF-$1,2,3-Antikérper wurde mit einer

Sollkonzentration von 5 pg / ml verarbeitet.

51




Ergebnisse

Neutralisation von Aktivin-A in Dekubiti von
Querschnittsgelahmten
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Abb. 12: Blockierung des TGF-p-ahnlichen Signals in Gewebeproben.

Das Diagramm stellt das in Gegenwart von a-Aktivin-A-Antikorpern
gemessene Signal dar. Die Kontrollaktivitit, die in Gegenwart von
Kontroll-IgG bestimmt wurde, wird als 100 %-Wert gesetzt.

Die Konzentration der Antikérper betrug 5 pg / ml analog zur
Konzentration des  pan-oa-TGF-p-Antikorpers im  vorherigen

Experiment. Es wurde in vier Experimenten mit Triplikaten gearbeitet.
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3. Aktivitdtsverteilung von TGF-$ und Aktivin-A in Haut und Wunden von
Querschnittsgelahmten
Weitergehend soll dargestellt werden, zu welchem Anteil obige Faktoren
das gemessene TGF-f-dhnliche Signal ausgelost haben. Aufschluss hieriiber
geben die Diagramme in Abb. 13 und Abb. 14. Dargestellt sind die
prozentualen Aktivitidtsanteile beider Faktoren. Daran ist abzulesen,
welcher Anteil des Signals von TGF-f bzw. Aktivin-A hervorgerufen wurde.
Zundchst erfolgt die Darstellung in tabellarischer Form. Dabei werden
Mittelwerte und Mediane gezeigt.
Die Aktivitatsverteilung auf TGF-f3 und Aktivin-A war in Druckgeschwiiren
und unverletzter, gelihmter Haut vergleichbar. In beiden Gewebeproben
lagen etwa gleiche Mengen an TGF-f3- und Aktivin-A-Aktivitat vor.
Die Tabellen 4 & 5 zeigen die Aktivitatsverteilung von TGF-f3 und Aktivin-A

in Prozent.
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Aktivitatsverteilung

Proben (% der Kontrolle)

Mittelwert:SEM Median

TGF-p 50,9+6,2 56,2

Aktivin-A 55,6+7,5 62,2

Tab. 4: Aktivitatsverteilung von TGF-f und Aktivin-A in Druckgeschwiiren.

Die Tabelle enthalt die Aktivitatsverteilung von TGF-f und Aktivin-A bei

wundnahen Gewebeproben in Prozent der Kontrolle.

Aktivitatsverteilung

Proben (% der Kontrolle)

Mittelwert+SEM Median

TGF-p 41,1+5,7 44,0

Aktivin-A 48,0+5,6 46,7

Tab. 5: Aktivitatsverteilung von TGF-p und Aktivin-A in unverletzter, gelahmter

Haut.

Die Aktivitatsverteilung von TGF-f und Aktivin-A in Hautgewebe ist in der

Tabelle in Prozent der Kontrolle angegeben.
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Abb. 13: TGF-B- und Aktivin-Signalanteile in Wundgewebe von Dekubiti.

Das Diagramm zeigt den Anteil von TGF-f und Aktivin-A am
gemessenen TGF-B-dhnlichen Signal. Im Idealfall ergdnzen sich diese zu

einer Aktivitdt von etwa 100 %.
Dieses Diagramm stellt einen Zusammenschluss der Daten aus
vorherigen Diagrammen bzw. Ergebnissen dar. Es kommen somit alle

getestenen Proben aus dem Wundrand zum Tragen.

Bei den Wundrandproben ergab sich ein Mittelwert der TGF-f- bzw.
Aktivin-A-Gesamtaktivitiat aller Proben zusammen von 46,7 pg / mm3.
Daraus kann tliber den Medianwert des Signalanteils der Anteil an TGF-f
bzw. Aktivin-A berechnet werden:

* 56,2 % von 46,7 pg / mm3 = 26,2 pg / mm3 TGF-B-Anteil

* 62,2 % von 46,7 pg / mm?3 = 29,1 pg / mm3 Aktivin-A-Anteil
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TGF-beta / Aktivin-A Signal in %
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Abb. 14: TGF-3- und Aktivin-A-Signalanteile in unverletzter, gelahmter Haut.

Das Diagramm zeigt analog zu Abb. 13 den Anteil von TGF-f und
Aktivin-A am gemessenen TGF-B-dhnlichen Signal.

Wie in Abb. 13 stellt dieses Diagramm einen Zusammenschluss der
einzelnen Aktivititsanteile von TGF-f und Aktivin-A aus den

vorherigen Experimenten dar.

Bei den Proben unverletzter, gelahmter Haut ergab sich ein Mittelwert der
TGF-B- bzw. Aktivin-A-Gesamtaktivitat aller Proben von 55,4 pg / mm3.
Daraus wird tliber den Medianwert des Signalanteils der Anteil von TGF-f3
bzw. Aktivin-A berechnet:

* 44,0 % von 55,4 pg / ml = 24,4 pg / mm?3 TGF-B-Anteil

* 46,7 % von 55,4 pg / ml = 25,9 pg / mm3 Aktivin-Anteil
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4. Polymerasekettenreaktion
TGF-p wird als latente Vorstufe gebildet und sezerniert. Diese Vorstufe wird
dann auf verschiedene Signale hin (z. B. Verwundung) iber
unterschiedliche molekulare Mechanismen aktiviert.
Die folgenden Experimente wurden als Pilotexperimente durchgefiihrt, um
einen ersten Einblick in potentielle TGF-f-Aktivatoren zu erhalten. Auf
Grund limitierter Gewebemengen war im Rahmen dieser Arbeit leider keine
umfassende und gesicherte Analyse moglich.
Es sollte herausgefunden werden, welche molekularen TGF-B-Aktivatoren
fiir die erhohte Aktivitit in Gewebeproben von Querschnittsgelahmten
verantwortlich sein kdnnten.
Der erste untersuchte potentielle TGF-p-Aktivator ist GPI-PLD
(Glykosylphosphatidylinositol-spezifische Phospholipase-D). In Tabelle 6
wird die Anzahl der mRNA-Kopien, welche die GPI-PLD-Expression in den
Gewebeproben (wundnah, wundfern, Kontrolle) kodieren, dargestellt. Die
Berechnung der mRNA-Kopienanzahl erfolgte mittels Riickrechnung aus
dem Ci-Wert der Real-Time-PCR (RT-Polymerasekettenreaktion). Dabei ist
davon auszugehen, dass bei einem Ci-Wert von 40 eine cDNA-Kopie
nachgewiesen wird und sich dementsprechend bei abnehmendem Ci-Wert
die cDNA-Anzahl verdoppelt (bei C: = 39 sind 2 Kopien vorhanden; bei
einem Ci-Wert von 38 sind 4 Kopien vorhanden usw.). Der Ci-Wert
entspricht der Anzahl an PCR-Zyklen, die notwendig sind, um ein konstant
definiertes Floureszenzniveau zu erreichen, welches der Produktmenge an

DNA entspricht (Pfaffl, 2004).
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Proben GPI-PLD-cDNA-

Kopienanzahl

Mittelwert+SEM

Wundnah

(n=5) 6275+3194
Wundfern

(n=2) 8256+7265
Kontrollen

(n=2) 5868+2222

Tab. 6: GPI-PLD-Expression in Haut und Wunden von Querschnittsgelahmten.

Mittelwerte =+ SEM der cDNA-Kopienanzahl der GPI-PLD. Medianwerte

werden nicht ausgewiesen.

Die Diagrammdarstellung in Abb. 15 verdeutlicht, dass bei jeweils einer
wundnahen und einer wundfernen Probe die Anzahl der Kopien deutlich
erhoht ist. Die restlichen Proben fiihren im Vergleich zur Kontrolle zu eher
niedrigen Werten. Dieses Ergebnis ist nicht eindeutig, da die Schwankungen
zu hoch sind. Es handelt sich bei diesen Experimenten, wie bereits
ausgefiihrt, um einen Screening-Ansatz, da auf Grund geringen
Probenmaterials nur wenig Probenentnahmen moglich waren. Es fehlt

somit die statistische Relevanz.
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GPI-PLD-cDNA Kopienanzahl

20000,00

15000,00 -

10000,00 -

5000,00 -

cDNA Kopienzahl total

0,00

W Wundnah & Wundfern Kontrolle

Abb. 15: Diagrammdarstellung GPI-PLD.

Das Diagramm zeigt die Anzahl der GPI-PLD-cDNA-Kopien pro ug
Gesamt-RNA. Die cDNA-Kopienanzahl entspricht theoretisch der Anzahl
der mRNA-Kopien fiir GPI-PLD in Gewebe.

Die Kopienanzahl wurde anhand der Ci-Werte der RT-PCR berechnet.
Weiterhin wurden 1 pg / 20 pl - entsprechend 50 ng pro Well - cDNA
eingesetzt. Die RT-PCR durchlief 40 Zyklen.

Bei den als Probe Nr. 5 in dieser Abbildung und in der Abbildung Nr. 16
bezeichneten Gewebeproben handelt es sich um Gewebe des gleichen

Spenders.
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Ein weiterer moglicher Aktivator von TGF-f ist das furindhnliche Enzym

,Paired Basic Amino Acid Cleaving Enzyme“ (PACE4).

Proben PACE4-cDNA-

Kopienanzahl

Mittelwert+SEM

Wundnah

(n=5) 9952+5064
Wundfern

(h=2) 5425:4263
Kontrollen

(n=2) 5095+1899

Tab. 7: PACE4-cDNA-Expression in Wunden und Haut von Querschnittsgeldhmten.

Die Tabelle zeigt die Mittelwerte + SEM der cDNA-Kopienanzahl von PACE4.
Medianwerte werden nicht ausgewiesen, da vom wundfernen Gewebe und
Kontrollen aufgrund nicht ausreichender Probenmasse nur zwei Proben
entnommen werden konnten, und somit analog zur GPI-PLD-Expression die

statistische Relevanz fehlt.

Blakytny et al. (2004) fanden heraus, dass Blutplattchen aktive,
furindhnliche Enzyme enthalten und sezernieren. Eines dieser Enzyme,
namlich PACE4, ist ein sekretorisches Enzym mit Vorkommen in vielen
Geweben und megakaryoblastischen Zellen. Es wird vermutet, dass, wenn
sezerniert, PACE4 unabhdngig von vorhandenen Blutplattchen im Gewebe

zu einer Aktivierung des mit der extrazelluliren Matrix verbundenen,
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latenten TGF-p-Komplexes fiihrt. Der molekulare Mechanismus der
Aktivierung ist derzeit noch unbekannt. Da PACE4 ein potentieller TGF-f3-
Aktivator ist, wurde in einem weiteren Experiment die PACE4-mRNA-

Expression bestimmt. Die cDNA-Kopienanzahl ist Tabelle 7 zu entnehmen.
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PACE4-Kopienanzahl
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Abb. 16: Diagrammdarstellung PACEA4.

Dem Diagramm ist die Anzahl der PACE4-cDNA-Kopien pro pug Gesamt-
RNA zu entnehmen. Die experimentellen Details entsprechen den
bereits in Abb. 15 erldauterten, da die Proben in einem Versuch getestet
wurden. Hinsichtlich Probe Nr. 5 wird auf die Legende zu Abb. 15

verwiesen.

Lediglich bei einer wundnahen Probe war die Anzahl deutlich erhoéht. Die
restlichen Proben bewegten sich im Bereich der Kontrollen.

Es ist nicht moglich, eine Aussage dariiber zu treffen, ob PACE4 in
ausreichender Menge im Gewebe vorhanden ist, um eine relevante Menge
TGF-f zu aktivieren, da auch in diesem Experiment nicht geniigend
Probengewebe vorhanden war und somit keine eindeutigen Ergebnisse

vorliegen.
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Ein weiterer, auch zur TGF-p-Superfamilie gehdrender Faktor, der in die
Aktivierung latenten TGF-fs involviert ist, ist der ,Growth and
Differentiation Factor 5“ (GDF-5). Tabelle 8 erlautert die cDNA-
Kopienanzahl nach RT-PCR-Auswertung.

Proben GDF-5-cDNA-
(n=2) Kopienanzahl
Mittelwert+SEM
Wundnah 282+12
Wundfern 192+75
Kontrolle 241481

Tab. 8: GDF-5-Expression in Haut und Wunden von Querschnittsgelahmten.

Die Tabelle weist die Mittelwerte + SEM der cDNA-Kopienanzahl von
GDF-5 analog zu Tab. 6 und 7 aus.

GDF-5 spielt bei der Aktivierung von latentem TGF-f eine regulatorische
Rolle (Brunner, G., Fachklinik Hornheide, Miinster - personliche Mitteilung).
Die Expression dieses Faktors wurde ebenfalls mittels Real-Time-PCR
quantifiziert. Hier waren auf Grund fehlenden Probenmaterials nur zwei
Testungen pro Gewebegebiet moglich.

GDF-5-mRNA war in kleineren Mengen sowohl in den Kontrollproben als
auch im direkt vom Wundgrund geldahmter Patienten entnommenen
Gewebe vorhanden. In den Hautproben unverletzten, jedoch geldhmten

Gewebes war die Menge geringer.
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GDF-5-Kopienanzahl

500,00 )
40000
300,00
200,00
100,00 -

cDNA Kopienzahl total

0,00 + :
1 2

“Wundnah ® Wundfern Kontrolle

Abb. 17: Diagrammdarstellung GDF-5.

Das Diagramm stellt die Anzahl der GDF-5-cDNA-Kopien in pg Gesamt-
RNA dar. Die Testung erfolgte in dem in Abb. 15 erlduterten

Experiment.

Die Werte der wundnahen Gewebeproben und der Kontrollen waren
ahnlich. Das bedeutet, dass keine erh6hte GDF-5-Konzentration vorlag. Ein
erhohtes regulatorisches Einwirken von GDF-5 auf TGF-f ist somit

unwahrscheinlich.
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5. Histologie
In weiteren Experimenten wurden histologische Farbungen von geldhmter
Haut hergestellt. Diese dienten dem Nachweis von Fibrinogen bzw. Fibrin
im Gewebe. Das Fibrinprotein ist der ,Klebstoff der plasmatischen
Blutgerinnung und somit im Blutplasma vorhanden. Tritt es im
umliegenden Gewebe auf, ist das ein Beweis dafiir, dass Plasma und
Plasmakomponenten aus der Blutbahn heraus getreten sind. Dies kann zum
Beispiel durch Odeme geschehen sein.
Im Folgenden finden sich verschiedene Fotos von histologischen Farbungen.
Dabei werden die Gewebeproben den Kontrollproben gegeniibergestellt.
Die Gewebeproben zeigten sowohl im Epithel als auch im tiefer liegenden
Gewebe griin angefarbte Strukturen. Hierbei handelte es sich um Fibrin
bzw. auch um Thrombozyten.
Das obere Bild der Abb. 18 zeigt die Farbung von Kontrollgewebe. Die
Epithelschicht ist nur schlecht zu erkennen, jedoch lasst sich feststellen,
dass im gesunden Gewebe keine wesentliche Fibrinfarbung auftritt. Im
Gegensatz dazu ist im unteren Bild der Abb. 18 deutlich die eingefarbte
Epithelschicht zu sehen, was auf das Vorhandensein von aus der Zirkulation
ausgetretenem Fibrin schlief3en lasst.
In Abb. 19 werden tiefere Gewebeschichten dargestellt. Im oberen Bild, der
Kontrolle, ist keine Farbung zu sehen. Im unteren Bild hingegen finden sich
gefarbte Anteile. Die Fotos beider Abbildungen wurden mit den gleichen
Spezifikationen der Kamera aufgenommen. Trotzdem stellen sich die
Kontrollfairbungen dunkler dar. Es wurde auf eine nachtragliche
Bearbeitung der Fotos verzichtet, um Fehlinformationen zu vermeiden.
Die Tatsache, dass in den Geweben eine fibrinspezifische Farbung
stattgefunden hat, deutet darauf hin, dass sich Plasma und feste
Blutbestandteile im Gewebe befanden. Das legt wiederum nahe, dass sich
Blutplattchen im Gewebe befanden. Diese schiitten bekanntermafden TGF-f

aus, welches die Wundheilung beeinflusst.
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Normalerweise liegen extrazellular ohne Gefafdverletzung kaum Fibrinogen
bzw. Thrombozyten vor, deshalb sind die Kontrollen dunkel bzw. kaum
gefarbt.

Die gelahmte Haut ist gefarbt. Zum einen punktuell, was auf das Vorliegen
von Fibrinogen, assoziiert mit Thrombozyten, schliefden lasst, da das
Aussehen und die Grofde passen. Zum anderen erfolgt eine diffuse Farbung.
Das spricht fiir das Vorhandensein von Fibrinogen bzw. Fibrin im
Bindegewebe.

Schlussendlich weist das auf extravaskulire Plamaproteine und

Thrombozyten hin und erbringt den Beweis fiir vorhandene Odeme.
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Abb. 18: Fibrinfarbungen - Ansicht des Epithels.

Oben: Kontrollfarbung. Es ist keine Epithelfarbung zu sehen.
Unten: Das gefarbte Fibrin im Epithel ist deutlich zu erkennen (Pfeil).
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Abb. 19: Fibrinfarbung - Ansicht tieferen Gewebes.

Oben: Kontrollfarbung. Es sind keine angefarbten Bereich zu erkennen.

Unten: Der gelbe Pfeil zeigt auf gefarbte Thrombozyten, der weifde auf

diffus gefarbtes Matrixgewebe. -



Diskussion

Diskussion

1. Problemfeld und Fragestellung

Die Wundheilung ist ein lebenswichtiger Prozess, der dafiir Sorge tragt,
dass es nach einer Verletzung zu Infektabwehr, Blutstillung und
Wundverschluss kommt. Dadurch wird der Organismus am Leben erhalten.
Die Heilung von Wunden kann in drei Phasen eingeteilt werden, die
inflammatorische, die proliferative und die Differenzierungsphase. Diese
Phasen tiberlappen sich, und die verschiedenen Stadien sorgen fiir die
Blutstillung, die Migration von Entziindungszellen, die Reepithelisierung
der Wunde und die endgiiltige Kontraktion und Zugfestigkeit der Wunde.
Durch verschiedenste Prozesse werden wunter anderem auch
Wachstumsfaktoren sezerniert. Dazu gehoéren PDGF, TGF-f und auch
Aktivin (Clark, 1996).

Etwas anders verlauft die fotale Wundheilung. Der Hauptunterschied liegt
darin, dass fotale Wunden schnell und ohne Ausbildung einer Narbe
abheilen, und die Heilung in einer warmen, sterilen und feuchten
Umgebung stattfindet.

Gerat dieser komplexe und dynamische Prozess, der die Wiederherstellung
der anatomischen Kontinuitdt und Funktion des Gewebes garantiert, aus
dem Gleichgewicht, kommt es zu Wundheilungsstérungen. Darunter fallen
tiberschiefdende Reaktionen wie hypertrophe Narben, Keloide, Strikturen
und Verwachsungen. Kommt es zu einer unzureichenden Heilung, d. h. wird
zu wenig neues Gewebe produziert, entstehen chronische Ulzera. Ebenso
koénnen Ulzera entstehen, wenn ein Teil der physiologischen
Heilungskaskade gestort ist.

Gerade bei den Wundheilungsstorungen spielen Wachstumsfaktoren eine
besondere Rolle. Die drei Isoformen von TGF-f haben dabei
unterschiedliche Funktionen. TGF-f1 und -2 vermitteln Narbenbildung und

Fibrose, wohingegen TGF-B3 die Narbenbildung eher hemmt. Wahrend der
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Wundheilung spielt TGF-B1 aufderdem eine grofde Rolle bei der Regulation
der Reepithelisation, der Entziindungshemmung und der Regeneration des
Bindegewebes.

Bei Experimenten mit der Haut von Mdusen konnte gezeigt werden, dass
die Konzentration von TGF-f1, im Vergleich zu gesunder Haut, in
chronischen Wunden signifikant erhoht war (Hakkinen et al., 2004). Dies
assoziierte mit einer herabgesetzten Reepithelisationsrate und einer
herabgesetzten Kollagendeposition.

In anderen Studien wurde festgestellt, dass TGF-p3, im passenden
Verhdltnis zu TGF-B1, fiir eine harmonische Wundheilung sorgt und in
gesunder wie heilender Haut gleichermafien vorhanden ist. TGF-f2
hingegen hemmt - dosisabhdngig - im Gesamten eher die Wundheilung und
kann bei libermafdiger Konzentration zu pathologischen Fibrosierungen
fiihren (vgl. Matthis et al, 2006). Laut Schmid et al. (1993) ist in
Druckgeschwiiren humaner Haut TGF-f3 die vorherrschende Isoform, TGF-
f1 kommt in geringerer Konzentration vor. Das konnte ebenfalls ein Grund
fiir die Wundheilungsstérung sein.

Lokale Storfaktoren und Grunderkrankungen (z. B. Gefafdverdnderungen,
Infektionen, chronische, entziindliche Erkrankungen, hamatologische
Grunderkrankungen) konnen die physiologische Wundheilung ebenfalls
storen und so die Voraussetzungen fiir eine nicht heilende Wunde schaffen.
Auch lassen sich im Exsudat normal heilender @ Wunden
wachstumsfordernde Eigenschaften nachweisen. Unter anderem konnen
dort TGF-B, TGF-a und der Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
nachgewiesen werden. Anders verhdlt es sich bei der Wundfliissigkeit von
schlecht heilenden Wunden. Die wachstumsfordernden Eigenschaften sind
reduziert und die genannten Wachstumsfaktoren liegen vermindert vor
oder sind biologisch inaktiviert (Smola et al, 2001). Die ,Umwelt"-
Bedingungen innerhalb des Druckgeschwiirs sind insgesamt fiir die Heilung

nicht forderlich, die Sauerstoffversorgung, die Menge der
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Wachstumsfaktoren und der pH-Wert sind niedrig (Vande Berg et al,
2005).

In der vorliegenden Arbeit sollte das Vorhandensein molekularer
Risikofaktoren fiir die Ausbildung von Druckgeschwiiren bei

querschnittsgelahmten Patienten ermittelt werden.

2. Hypothese
Die Hypothese, die dieser Arbeit zugrunde liegt, ist, dass molekulare
Risikofaktoren - in diesem Fall der Wachstumsfaktor TGF-§ und einige
seiner Aktivatoren - in die Entstehung chronischer Wunden bei
Querschnittsgeldahmten involviert sind und sie eine Voraussetzung fiir die
Neigung von Querschnittsgeldhmten zur Ausbildung ebensolcher Wunden

darstellen.

2.1. Ausbildung von Druckgeschwiiren bei Querschnittslahmung
Querschnittsgelahmte Patienten neigen zu Druckgeschwiiren. Diese kdnnen
sich an jeder Korperstelle entwickeln. Das grofdte Risiko besteht aber, wenn
Druck senkrecht auf ein liber einer konvexen Knochenstruktur liegendes
Hautareal einwirkt. Uber diesen Strukturen liegt wenig druckverteilendes
Gewebe wie elastisches Muskelgewebe oder Unterhautfettgewebe.
Klassische Pradilektionsstellen sind somit der Sakralbereich, die Fersen, die
Sitzbeine, der Trochanter major und die seitlichen Fufdkndchel. Liegen
Patienten auf diesen Arealen des Korpers und kénnen den physiologischen,
warnenden Druckschmerz durch z. B. eine Querschnittslihmung nicht
spliren und sich auf Grund der Lahmung nicht anders positionieren, bleibt
die Komprimierung des Hautareals bestehen. Es kommt zu einer
Minderdurchblutung, die Zu einer Anhaufung toxischer
Stoffwechselprodukte im Gewebe mit erhohter Kapillarpermeabilitat,
GefiRRerweiterung, zellulirer Infiltration und Odemen fiihrt. Auch eine
Storung des Lymphsystems ist die Folge (vgl. Bomniiter, 2005). In diesem
Stadium kann es durch Druckentlastung der Korperstellen zu einer
vollstdndigen Regeneration kommen. Bleibt der Druck jedoch bestehen,

kommt es durch die sich weiter verstirkende Hypoxie zur Ischdamie und
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somit zum irreversiblen Absterben der Hautzellen mit Nekrosen und
Geschwiirbildung.

Die Querschnittslahmung der Patienten wirkt sich auch auf das
sympathische Nervensystem aus. Der Sympathikus ist unter anderem auch
fiir die Kontraktion der glatten Muskelzellen in Blutgefaf3en verantwortlich
(Deetjen und Speckmann, 1999). In Abhangigkeit vom Ausmafd der
Lahmung verdndert sich der Tonus der Gefafdmuskulatur. Das
normalerweise zu Gunsten der Vasokonstriktion liegende Gleichgewicht
verschiebt sich in Richtung Vasodilatation (Meiners, 2003). Dies spielt bei
der Ausbildung von Odemen, welche durch eine Permeabilititssteigerung
hervorgerufen werden, eine Rolle, da die fehlende Nervenstimulation zur
Gefaflerweiterung beitragt.

Auch Edsberg et al. (2000) zeigen, dass sich das Gewebe bei
Druckgeschwiiren mikrostrukturell und mikromechanisch von gesundem
Gewebe unterscheidet. Das ulzerierte Gewebe ist wesentlich weniger
dehnbar, die Gewebefasern reifden bei angelegter Zugspannung wesentlich
schneller. Dies kann ebenfalls eine Ursache fiir den Ubergang von festen
Blutbestandteilen aus der Blutbahn in das Gewebe darstellen, wenn es

durch die Odeme zu einer Schwellung kommt.

2.2. Histologie
Um zu verifizieren, dass die Gefaf3permeabilitdt in gelihmter Haut erhoht
ist, wurde der Plasmamarker Fibrinogen / Fibrin nachgewiesen. Im
Gegensatz zu normaler Haut war in geldhmter Haut eine deutlich positive
Reaktion nachweisbar. Fibrin / Fibrinogen war nicht nur in den unteren
Schichten des Epithels, sondern auch mit der Dermis assoziiert. Dort lag es
sowohl diffus fibrillir im Bindegewebe als auch in Partikeln lokalisiert vor,
bei denen es sich wahrscheinlich um Thrombozyten handelte. Das legt nahe,
dass sowohl Plasma als auch feste Blutkomponenten aufderhalb der
Blutbahn vorhanden sind. Thrombozyten, die extravaskular vorkommen,

sind durch den Thrombozytenaktivator Collagen-Typ-I aktiviert worden.
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Aktivierte Thrombozyten wiederum aktivieren TGF-p (Blakytny et al,
2004).

Es kann auf das Vorhandensein von TGF-f in der Haut geschlossen werden.
Dies muss in weiteren histologischen Farbeexperimenten bestatigt werden.
Frithere Experimente, die die Verteilungsmuster von TGF-f untersuchten,
konnten zeigen, dass bei gesunder Haut TGF-B1, -2 und -3 lediglich in
Haarfollikeln der Epidermis vorhanden ist. Bei gesunder Dermis verhalt es
sich so, dass TGF-B1 in keiner mesenchymalen Struktur vorkommt. TGF-2
und -3 fanden sich lokalisiert in den glatten Muskelzellen der

durchfiihrenden Arterien (Levine et al., 1993).

2.3. Die Rolle von TGF-§ bei der Ausbildung von Druckgeschwiiren

TGF-p kann die Freisetzung von ,vascular endothelial growth factor”
(VEGF) in Epithelzellen stimulieren. VEGF erhoht die Permeabilitit von
Mikrogefifien und kann so die Entstehung von Odemen positiv beeinflussen
(Lee et al,, 2002). Aufserdem kann TGF-f direkt auf die Endothelschicht von
Gefaflen einwirken und deren Durchlassigkeit erhohen. So ist es moglich,
dass Fliissigkeit, Serum und feste Blutbestandteile in das Interstitium
gelangen (Goldberg et al., 2002).

Durch die erhohte Gefafdpermeabilitat aufgrund fehlender sympathischer
Nervenaktivitdt bei Querschnittsgelahmten (Deetjen und Speckmann, 1999)
und die Stérung des Lymphabflusses kommt es zur Ausbildung von
Odemen. Das bringt einen Austritt von Plasma und festen Blutbestandteilen,
z. B. Blutzellen, in das Gewebe mit sich. Durch diesen Mechanismus kénnen
verschiedene Wachstumsfaktoren und andere, normalerweise nur in den
Blut- und Lymphbahnen vorkommende Zytokine und Enzyme direkt in das
Gewebe gelangen. Denkbar ist somit auch, dass so ein Ubermaf an
Entziindungszellen das Gewebe erreicht. Diese Zellen werden von dem
ebenfalls im Gewebe vorhandenen TGF-B, welcher von Thrombozyten
sezerniert und aktiviert wird, die auf Grund des Odems aus der Blutbahn
austreten, zusatzlich dazu angeregt, in das Gewebe zu migrieren. Die

inflammatorischen Zellen verrichten ihre Arbeit, gehen zugrunde und geben
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die enthaltenen Proteasen frei. Dadurch kann es zu einer Reizung des
Gewebes kommen, durch die dann eine zundchst innergewebliche
Schidigung entsteht. Im Zusammenspiel mit TGF-f3 kann es dann zu einer
Wundheilungsstérung und Exazerbation der Wunde kommen. So kénnen
die Wachstumsfaktoren die integrinvermittelte Adhédsion von Zellen der
extrazelluliren Matrix losen (Sauer et al, 2004). Dadurch kann die
Voraussetzung flr die Entstehung einer chronischen Wunde geschaffen
werden.

TGF-p-Aktivitat findet sich bei gesunder Haut nicht aufderhalb der Blut- und
Lymphbahnen, so dass dem Ubertritt der Plasmakomponenten und dem
Vorhandensein von aktivem TGF-f aufderhalb der Blut- und Lymphbahnen
bei geldhmter Haut eine Rolle bei der Entstehung von Druckgeschwiiren
zufallen kann. Zumal durch die vorhandene Entziindungsreaktion die

vaskulare Schrankenfunktion beeintrachtigt ist (Fickenscher et al.,, 1991).

. Ergebnisdiskussion

TGF-p wird als latente Vorstufe sezerniert. Dabei gelten Blutplattchen in der
Wundheilung als primar-ausschiittende Zellen. Dadurch ergibt sich auch ein
TGF-pB-Reservoir, da die Blutplattchen im Fibringerinnsel massiv in der
Wundregion vorhanden sind. Das latente TGF-B-Molekiill kommt in zwei
Proteinkomplexen vor, dem SLC und dem LLC. Bei dem SLC handelt es sich
um die Verbindung des TGF-f-Dimers mit einem LAP-Molekiil. Der LLC
besteht aus einem SLC, welches zusatzlich mit einem LTBP verbunden ist.
Damit der Wachstumsfaktor seine Aufgaben erfiillen kann, muss er aktiviert
werden. Dabei kommen verschiedene Prozesse zur Anwendung. Diese
spalten das LTBP / LAP ab. Dann liegt TGF-f als reines Dimer vor und ist
aktiv. Eine Aktivierung kann durch enzymatische Aktivatoren, wie z. B.
Plasmin, MMPs und furin-dhnliche Enzyme oder nicht-enzymatische

Faktoren wie z. B. TSP-1, zustande kommen.
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TGF-B-Aktivitat

Es hat sich gezeigt, dass die TGF-p-Aktivitat bei den Gewebeproben direkt
aus der Wunde mit 30,5 pg / mm?3 gegeniiber der Aktivitat gesunder, nicht
gelahmter Haut mit 7,6 pg / mm3 nahezu vierfach erho6ht ist. Dies korreliert
auch mit Hakkinen et al, 2004. Dort wurde in chronischen Wunden bei
Mausen eine massiv erhohte TGF-f1 Konzentration entdeckt. Auffallend ist
ebenfalls, dass die TGF-f-Aktivitat in der gelahmten, aber unverletzten Haut
mit 19,1 pg / mm3 im Vergleich zum Kontrollgewebe fast doppelt so hoch
ist. Das lasst darauf schliefien, dass in gelahmter Haut die TGF-§-
Aktivierung fehlreguliert ist.

Dabei kann man davon ausgehen, dass die Fehlregulierung auch iiber die
Aktivierungsmechanismen latenten TGF-fs zustande kommt. So liegt bei
Druckgeschwiiren eine tiberdurchschnittlich hohe Infiltration der Wunde
mit neutrophilen Granulozyten vor, die eine chronische Entziindung
hervorrufen. Die Neutrophilen sezernieren MMPs und schaffen ein saures
Milieu, wenn sie zugrunde gehen (Diegelmann und Evans, 2004). Beide
Eigenschaften sorgen fiir eine Aktivierung von TGF-B. Die ebenfalls in
chronischen Wunden vorkommenden reaktiven Sauerstoffradikale - welche
selbst auch schadigenden Einfluss auf die Wundheilung haben - kénnen
TGF-p aktivieren (Barcellos-Hoff et al., 1994).

Die Fehlregulierung kénnte auf der erhohten Expression von TGF-B-Typ-I
und TGF-B-Typ-II-Rezeptoren beruhen, die als Mediatoren fiir die TGF-§-
Aktivitaten in Wunden fungieren (Frank et al., 1996). Tesseur et al. haben in
einer Studie 2006 gezeigt, dass der TGF-B-Typ-II-Rezeptor hauptsachlich
von neuronalen Zellen exprimiert wird. Dariiber kommt es zu einer
verminderten = TGF-B-Signalkaskade, @ was  wiederum zu einer
Neurodegeneration fiihrt. Moglicherweise fiihrt dieses Phinomen dazu,
dass in geldhmter Haut mehr aktives TGF-f vorhanden ist, da nicht
ausreichend Bindungsmoglichkeiten bestehen, aber weiterhin durch
verschiedene Faktoren TGF-f aktiviert wird. TGF-B1 ist zudem in der Lage,

die eigene Exprimierung zu induzieren (O’Kane und Ferguson, 1997).
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Dadurch koénnte es fehlregulatorisch zu einer erhohten Produktion
innerhalb geldhmter Haut kommen.

Ein weiterer Aktivator von TGF-f ist Thrombospondin (TSP). TSP liegt mit
TGF-p zusammen in den a-Granula der Blutplattchen (Schultz-Cherry et al.,
1994). Fiir den Fall einer Lahmung - z. B. in Folge eines Unfalls - haben
Chamak et al. (1994) gezeigt, dass Makrophagen und Mikrogliazellen, die
ein Teil des Immunsystems sind, die primare Quelle fiir TSP sind. Auch so
ist eine erhohte Aktivitit von TGF-B in gelahmter Haut zu erkldren. Die
Regulation von TSP unterliegt unter anderem auch der Kontrolle von TGF-
f1 (McTigue et al, 2000). TGF-f1 kann die Expression von TSP
hochregulieren und sich somit quasi selbst aktivieren. Da Blutplattchen
keinen Zellkern haben und somit zur Genexpression nicht fahig sind, muss
die TSP-Aktivierung in anderen Zellen stattfinden.

Der in dieser Arbeit nachgewiesene TGF-B-Aktivator GPI-PLD hat ebenfalls
ein erhohtes Aktivierungspotential. GPI-PLD liegt in hoher Menge in

gelahmter Haut vor, so dass eine Fehlregulation moglich ist.

3.2.  Aktivitatsverteilung

Da bei den Experimenten der PAI/L Bioassay benutzt wurde, um die TGF-§-
Aktivitat darzustellen, und bei diesem Experiment ebenfalls TGF-p-ahnliche
Signale von Aktivin-A erzeugt wurden, ist es notwendig, die
Aktivitatsverteilung der beiden Faktoren zu ermitteln. Dazu wurden
Gewebeproben unter Zugabe von neutralisierenden Antikérpern gegen
TGF-B1, -2 und -3 bzw. Aktivin mittels des PAI/L Bioassays ausgewertet.

Bei den Experimenten ergab sich zum Teil bei der Zusammenrechnung der
beiden Aktivitdtsanteile ein Wert, der 100 % libersteigt. Die genaue Ursache
ist unbekannt. Der Wert konnte auf eine eventuelle Kreuzreaktion der
Antikorper hinweisen oder er konnte in der Streuung der Ergebnisse
begriindet sein. Aufierdem blockieren die Antikorper das Signal nicht
immer vollstdandig, so dass sich daraus eine Ungenauigkeit ergibt.

Die Schwankungen bei den gemessenen Restsignalen des gesamten TGF-f3-

ahnlichen Signals sind relativ stark und auf das jeweilige Probenmaterial
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zurlickzufiihren. Es ist nicht bekannt, ob einige der Patienten, welche die
Proben zur Verfligung gestellt haben, unter zusatzlichen Erkrankungen
leiden, die einen Einfluss auf die Messungen ausiiben. Um definitive
Aussagen iiber den prozentualen Anteil von TGF-f bzw. Aktivin-A am
Gesamtsignal machen zu koénnen, wurden die durch den Antikorper
blockierten Signalanteile bestimmt. Diese Werte entsprechen dem Anteil
des jeweiligen Faktors, der durch die Antikérper blockiert wurde, in
Prozent. Im Umkehrschluss ergibt dies somit im Median einen TGF-$-Anteil
von 56,3 % bei den von der Wunde bzw. von 44,1 % bei den von
unverletzter, geldhmter Haut genommenen Proben. Ebenso verhilt es sich
bei Aktivin-A. Da findet sich ein Anteil von 62,2 % bei den Wundgeweben
und 46,7 % bei den normalen Proben gelihmter Haut. Uber die
Prozentwerte kann die absolute Konzentration von TGF-f bzw. Aktivin-A
berechnet werden. Das Ergebnis zeigt, dass die Gesamtaktivitiat des TGF-§-
ahnlichen Signals in den Wundrandgeweben bei 46,7 pg / mm3 und in
unverletzter, gelahmter Haut bei 55,4 pg / mm?3 liegt.

Beide Faktoren spielen in der Wundheilung eine Rolle. Sie liegen etwa zu

gleichen Teilen vor.

3.3.  PCR-Screening-Ansatz zum Nachweis von TGF-f3-Aktivatoren
TGF-f, der als latente Vorstufe vorliegt, wird durch verschiedene Faktoren
aktiviert. Zu diesen Faktoren zihlen GPI-PLD, PACE4 und GDF-5. Um zu
ermitteln, ob diese Faktoren im untersuchten Gewebe vorhanden sind und
fiir die erhohte TGF-p-Aktivitit in geldhmter Haut verantwortlich sein
konnten, wurden diese mittels der Polymerasekettenreaktion

nachgewiesen.

3.3.1. GPI-PLD
Zunachst wurde die GPI-PLD untersucht. Die eigentliche Aktivierung von
latentem TGF-f erfolgt aber nicht tiber GPI-PLD, sondern iiber Plasmin. Die
Aktivierung geht liber den Umweg des Rezeptors fiir den Urokinase-

Plasminogen-Aktivator (uPAR; Mazar, 2008). Dieser ist mittels eines GPI-
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Ankers auf der Zelloberfliche verankert. Das Enzym GPI-PLD kann GPI-
uPAR von der Zelloberflaiche hydrolytisch spalten (Wilhelm et al., 1999).
uPAR kann die uPA-katalysierte Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin
- vor allem auch im Bindegewebe - beschleunigen und Plasmin aktiviert
dann die latente TGF-B-Vorstufe. So konnte durch diesen Vorgang der Pool
des SLC-TGF-p-Komplexes der Blutplattchen innerhalb des Fibringerinnsels
der Wunde durch das Plasmin aktiviert werden. Eine weitere Mdoglichkeit
der Aktivierung des latenten TGF-fs basiert auf der Fahigkeit von Plasmin,
den LLC-TGF-B-Komplex von der extrazelluliren Matrix durch Abspaltung
protease-sensitiver Regionen zu trennen. Der abgespaltene Komplex kann
dann an die Zelloberflache binden und dort aktiviert werden.

Die Pilotexperimente haben ergeben, dass die GPI-PLD-cDNA-Kopienanzahl
im Vergleich zum Kontrollgewebe sowohl bei den aus dem Wundrand als
auch bei den aus unverletzter Haut geldhmter Patienten entnommenen
Gewebeproben erhoht war. Uberraschenderweise war die Anzahl bei
unverletzter, gelahmter Haut im Mittel am hochsten. Es ist deshalb moglich,
dass GPI-PLD in erhohtem Mafde an der TGF-B-Aktivierung in geldhmter
Haut beteiligt ist. Dies muss allerdings in weiteren Experimenten bestatigt
werden, da die beobachteten Unterschiede statistisch noch nicht signifikant

waren.

3.3.2. PACE4
Weitere TGF-p-aktivierende Faktoren sind furin-ahnliche Enzyme wie z. B.
PACE4. Die Aktivierungsmechanismen sind jedoch bisher weitgehend
unbekannt. Zwar zeigt sich, dass die PACE4-Expression in den wundnahen
Gewebeproben deutlich erhoht ist, die Ursache dessen ist aber, dass
lediglich bei einer der getesteten Proben ein deutlich hoherer Wert
gemessen wurde. Die Werte der Proben von Wundrandgewebe und
unverletzter, gelahmter Haut sind, wenn sie um den einen herausragenden
Wert bereinigt werden, alle im Bereich der Kontrollhautwerte. Es scheint

daher unwahrscheinlich, dass PACE4 in den geldhmten Geweben in
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relevanter Menge vorhanden ist und somit die erhohte TGF-p-Aktivitat

erklaren kann.

3.3.3. GDF-5

Der dritte getestete Faktor ist das regulatorische GDF-5. Bei diesem
Experiment war nur noch sehr wenig Probenmaterial vorhanden, so dass
auch in diesem Bereich, zusadtzlich zu den hier durchgefiihrten
Pilotexperimenten, weitere Nachweise erfolgen miissen. Die Anzahl der
ermittelten cDNA-Kopien war in allen getesteten Gewebeproben dhnlich, so
dass keine erhohte GDF-5-Konzentration vorzuliegen scheint und ein
erhohtes regulatorisches Einwirken von GDF-5 auf TGF-f nicht zu erwarten
ist.

Es miissen allerdings zur endgiiltigen Verifizierung weitere Farbungen,
eventuell auch mit anderen Plasmamarkern, durchgefiihrt werden. Auf

Grund mangelnden Probenmaterials war dies hier nicht moglich.

4. Klinische Relevanz

Um Dekubitalulzera generell zu verhindern, gilt es die Druckwirkung auf
die Pradilektionsstellen auszuschalten. Dies kann durch regelmafiiges
Umlagern bzw. das Weichlagern der Patienten geschehen. Als risikodrmste
Lagerung gilt dabei die 30°-Schraglagerung, abwechselnd rechts und links.
Spezielle Matratzen ermdglichen eine weiche Lagerung der Patienten. Der
Auflagedruck des Korpers wird flachig verteilt. Ist bereits ein Dekubitus
entstanden, muss eine konsequente Behandlung erfolgen. Dazu miissen der
Schweregrad der Ulzeration, der physische und psychische Zustand des
Patienten sowie die Bedingungen der Pflege durch das Patientenumfeld
begutachtet werden. Die folgende Behandlung stiitzt sich dabei auf drei
Saulen: zunachst auf die vollstindige Druckentlastung des geschadigten
Hautgebietes ohne andere Korperstellen dadurch zu tiberlasten, dann auf
eine phasengerechte Wundbehandlung zur Reinigung und Konditionierung
des Ulkus durch sorgfaltiges chirurgisches Debridement und die

Verwendung hydroaktiver Wundauflagen. Die dritte Saule besteht aus
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begleitenden Therapien zur Verbesserung des Allgemeinzustandes
(Pflegedienst, Heft 16, Juli 1999).

Ein anderes Behandlungskonzept, welches im Schweizer Paraplektiker-
Zentrum des Universitdtsspitals Basel angewandt wird, besteht aus sechs
Behandlungsprinzipien: der Druckentlastung, einem friihzeitigen
operativem Debridement mit antibiotischer Folgetherapie,
Wundkonditionierung mittels Feuchtverbdnden, Verbesserung des
Allgemeinzustandes des  Patienten, Risikofaktoroptimierung zur
Vorbereitung einer definitiven plastischen Deckung sowie ein konsequentes

Entlastungs- bzw. Mobilisierungskonzept (Wundforum, Heft 4, 2008).

Durch die vorliegende Arbeit koénnen eventuell zusatzliche
Behandlungsmdoglichkeiten bzw. Praventionsmafinahmen entwickelt
werden, die auf einem molekularen Ansatz basieren, und die erhohte TGF-
B-Aktivitat in gelahmter Haut, welche eine Veranlagung zur Ausbildung von
Dekubitus darstellt, reduzieren. Dieser Ansatz konnte ein praventiver sein
oder bei bestehendem Dekubitus eine schnellere Heilung ermdéglichen. So
ist vorstellbar, dass man direkt in das molekulare Gefiige eingreift oder
topische Moglichkeiten findet.

Eine Herangehensweise konnte die direkte Hemmung von TGF-f sein. Dies
kann tiber verschiedene Medikamente geschehen, die sich derzeit noch in
der Entwicklung befinden. Die Versuchsreihen testen dabei z. B.
monoklonale Antikérper gegen TGF-f und TGF-f-Rezeptor-Konstrukte,
welche eine Bindung verhindern oder direkt den ALK5 (activin receptor
like kinase 5) Rezeptor beeinflussen (Prud’homme, 2007). Auch werden
sich auf Nukleinsduren stiitzende Therapien, die auf antisense-
Oligodesoxyribonukleotiden, Ribozymen (katalytisch aktive RNA-Molekiile)
oder siRNA (small inhibitory RNA) basieren und direkt den Zusammenbau
von TGF-f verhindern, getestet.

Eine weitere denkbare Einflussmoglichkeit ist die Regulierung von TGF-§-

Aktivatoren wie z. B. GPI-PLD, TSP oder GDF-5. Die Beeinflussung der
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genannten Faktoren konnte auch auf genetischem Wege durchgefiihrt
werden, indem z. B. die Genexpression fliir mogliche TGF-f-Aktivatoren
(PACE4, GPI-PLD) blockiert wird.

Ein weiteres Molekiil, dessen Beeinflussung zu einer Inhibierung der TGF-§-
Aktivitat fihren kann, ist das Mannose-6-Phosphat (M6P) am LAP (Rhett et
al., 2008). Um eine Wirkung zu erreichen, miisste die Bindung des M6P mit
den Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren an Zelloberflichen verhindert
werden. Somit ware es nicht mehr moglich, die zur Aktivierung notwendige
Abspaltung des TGF-f-Molekiils vom LAP zu erreichen.

Ebenso konnte man mit direkten TGF-f3-Antagonisten arbeiten. Huang et al.
(2002) haben gezeigt, dass es moglich ist, mit einem PEP-Antagonisten
(Post-Expositions-Prophylaxe) die Wundheilung zum Positiven zu
beeinflussen. Im Umkehrschluss ist es eventuell moglich, einen
Antagonisten zu entwickeln, der die TGF-f-Aktivierung zu grofden Teilen
oder sogar vollstandig hemmt.

Um die Umsetzung solcher Eingriffe zu ermdoglichen, miissen aber weitere
Studien und Versuche unternommen und Techniken verbessert bzw.
entwickelt werden.

Solche Eingriffe bergen aber auch ein Risiko, da TGF-f nicht nur
schadigende Einflliisse, sondern auch positive Eigenschaften fiir die
Wundheilung hat. Dariiber hinaus koénnte als Langzeitnebenwirkung z. B.
ein Tumor entstehen, da durch die Deaktivierung von TGF-f auch dessen
tumorsuppressive Eigenschaften fehlen. Zudem kommen iiber die
Inhibierung von Rezeptoren andere lebenswichtige
Signalwege nicht zustande. Auch sind Gentherapien derzeit noch nicht in
dem Mafde umsetzbar, wie es erforderlich wire, um eine gezielte
Ausschaltung zu erreichen.

Es wurden auch bereits Experimente mit Hautkulturen durchgefiihrt. Aus
den Hautkulturen wurden gréfdere Hautstlicke gewonnen, die dann auf die
chronische Wunde gelegt wurden. Dabei konnte nachgewiesen werden,

dass der von Fibroblasten sezernierte Anteil von TGF-f durch die
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Anwesenheit von Keratinozyten und deren parakrine Stoffwechselprozesse
in den Hautkulturen drastisch reduziert wurde (Le Poole und Boyce, 1999).
Dieser Therapieansatz ist nicht praventiv, kann aber durchaus eine
Moglichkeit der TGF-p-Aktivitatsreduzierung sein, indem die Menge an

vorhandenem Substrat reduziert wird.

. Fazit

In dieser Arbeit ging es darum, die molekularen Risiken fiir Dekubitus bei
Querschnittsgelahmten in Teilen zu untersuchen. Das Hauptaugenmerk fiel

auf den Wachstumsfaktor TGF-f3 und sein Vorkommen in gelahmter Haut.

Die Hypothese ist, dass es durch die fehlende Nervenaktivitat der Haut zur
Ausbildung von Odemen und durch die dadurch bedingte
Permeabilitatssteigerung zu einem Austritt von festen Blutbestandteilen
kommt, so dass sich TGF-p3-Aktivitat auch in der Haut findet. Der als latente
Vorstufe vorliegende Faktor wird iiber ausgetretene Thrombozyten

aktiviert.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei Druckgeschwiiren
querschnittsgelahmter Patienten TGF-f eine entscheidende Rolle spielt. So
ist die TGF-p-Aktivitit in geldhmter Haut durchweg hoéher als in
Kontrollproben gesunder, nicht geldhmter Haut. Die Aktivitit in nicht
verwundeter geldhmter Haut ist bereits mehr als doppelt so hoch wie in
nicht gelahmter Haut. Bestimmt man dann die TGF-f-Aktivitat gelahmter,
verwundeter Haut, so ist die Aktivitat des Faktors im Vergleich zu gesunder
Haut nahezu viermal so hoch. Dieser Umstand legt nahe, dass durch die
hohe Aktivitit des Faktors eine Veranlagung zur Ausbildung von

Druckgeschwiiren gegeben ist.

In der Klinik kann dies zu veranderten Therapien fiihren, indem TGF-f
selbst bzw. die TGF-B-Aktivitat blockiert oder gehemmt wird. Dies kann
durch ein Eingreifen in das molekulare Gefiige, dass heifdt z. B. durch ein

Einwirken auf die TGF-p-aktivierenden Substanzen oder die TGF-§-
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Rezeptoren, geschehen. Diese Substanzen konnten mittels Gentherapie zur
Reduzierung der TGF-f3-Aktivitat fiihren. Denkbar sind auch Medikamente,
die Antagonisten oder stiarker bindende Liganden zur Verfligung stellen,

welche eine Aktivierung verhindern.
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Anhang

Anhang

I) Herstellung des Luciferasesubstratpuffers fiir den PAI/L Bioassay

[750 uM]

Reagenz Stockkonzentration Menge an Stocklosung
_ [Endkonzentration im fir 10 ml
(Aufbewahrt bei -20°C) Puffer] Luciferasesubstrat

Tricine 1M (179,2g/1-pH 7,8) 200 pl
[20 mM]

Mg(C0)3Mg(OH)25H,0 10,7 mM (10,394 g /1) * 1020 pl
[1,07 mM]

MgSO4 2,67 M (658,1¢g /1) 10 ul
[2,67 mM]

EDTA 0,1M(37,2g/1)** 10 pl
[0,1 mM]

DTT 0,333M (51¢g /1) 1000 pl
[33,3 mM]

Luciferin 17,6 mM (5,2 mg / ml) 454 pl
[800 uM]

ATP 53 mM (29,2 mg / ml) 142 pl

* = Zur Auflésung muss konzentrierte Salzsaure (HCI / ca. 1,5 - 2,5 ml) zugegeben

oder COz durchgeleitet werden.

**=1n 0,1 M NaOH angesetzt.

Die Reagenzien werden wie angegeben mit 7,164 ml H20 dest. vermengt und auf

Raumtemperatur gebracht. Dabei werden Luciferin und ATP zuletzt vor der

Benutzung des Substrates hinzugegeben.
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Wird das hergestellte Substrat nicht vollstandig verbraucht, kann es bei -4°C bis zu
einer Woche gelagert werden. Vor erneuter Benutzung muss die Losung auf
Raumtemperatur gebracht und frisches ATP in der entsprechenden Menge

beigefiigt werden.

Il) Luminometereinstellungen

Variable Benutzte Einstellung

Calculation mode Total integral (in RLU
[summed])

Gain setting Autogain 90 - 10000 RLU

Dispense Volume A 0wl

Dispense Volume B 110 pl

Dispense Volume C 0wl

Total read time 4 seconds

Start integration at 1 second

Before peak time 0,1 seconds

Scaling factor Scaling data by 1

Heating plate Disabled

Delay between A & C 0 seconds

Minimum delay after B 0 seconds

Dispense method Normal refill

Shaking Enabled for each well

Stop integration at 4 seconds

After peak time 0,1 seconds
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Ill) Ansetzen von DMEM Medium fiir MLECs (complete DMEM)

Dem urspriinglichen, gekauften Medium werden 10 % fotales Kalberserum, 2 mM
L-Glutamin, 10 mM HEPES und 250 pg / ml G418 (Geneticin) und 1 mM Natrium-
Pyruvat zugegeben. Aufder dem fotalen Kalberserum und dem Medium selbst muss

alles steril gefiltert werden.

IV) Ansetzen von 0,1 % BSA/DMEM Medium

Das BSA (Bovine Serum Albumin) / DMEM Medium gleicht dem ,,complete DMEM*
mit dem Unterschied, dass anstelle des fotalen Kidlberserums 0,1 % low endotoxin
BSA hinzugegeben wird. Das BSA liegt in Pulverform vor und muss ebenfalls

filtriert werden.

V) Ansetzen von PBS (Phosphate Buffered Saline)

a) Folgende Komponenten miissen vermengt und auf pH 7,4 gebracht werden:

Reagenz 1 Liter
NaCl 8g
KCl 02g
Na;HPO4 x 2H>0 1,442 g
Na;HPO4 x 7H20 2,171 g
NazHPO4 * 1,25¢g
KH2PO4 02¢g

* = Am besten kein wasserfreies Salz oder Na;HPO4 x 12H-0

benutzen!
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b) CaClz (wasserfrei) 0,1 g (10x, 10 mM)

auflosen und auf 100 ml mit H20 dest. auffillen.

c) MgCl2 x 6H20 0,1g(10x, 5 mM)

auflosen und auf 100 ml mit H20 dest. auffillen.

Die Komponenten unter a), b) und c) werden bei Raumtemperatur gemischt

und steril filtriert.
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