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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Funktion und Aufbau der Haut

Die Haut ist die aulRere Begrenzung des Korpers zu seiner Umwelt. Auf sie
entfallen etwa 15% des gesamten Kdrpergewichts eines Erwachsenen, womit sie
das groflte Organ des Korpers darstellt. Sie uUbt mehrere lebenswichtige
Funktionen aus wie dem Schutz vor physikalischen, chemischen und biologischen
Noxen, der u.a. durch die Hornhaut vermittelt wird, die als Permeationbarriere
fungiert [115,116]. Des Weiteren ist die Haut an der Regulation des Thermo- und
des Wasserhaushaltes beteiligt u.a. durch die Produktion von Schweill. Als
Sinnesorgan dient die Haut zudem der Wahrnehmung von mechanischen,
chemischen und thermischen Reizen [1].

Diese Funktionen werden von unterschiedlichen Bereichen der Haut
wahrgenommen, die sich in a) die Epidermis, b) die Dermis, und ¢) die Unterhaut
(Subkutis) aufteilt (Abb. 1).

Schweildrisengénge

Papillen

Ty

Epidermis

Dermis

Subcutis

Fettgewebe =

Arterie

Abb. 1
Anatomie der Haut (verandert nach Sobotta/Hammersen, 1985 [2])
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Die Epidermis ist ein Plattenepithel, das sich kontinuierlich selbst erneuert. Es
beinhaltet verschiedene Zelltypen, darunter Langerhans-Zellen, Melanozyten und
Merkel-Zellen. Der dominierende Zelltyp der Epidermis sind die Keratinozyten
(90-95%). Sie sind in kontinuierlichen Schichten angeordnet (von innen nach
aullen): das einschichtige Stratum basale, das Stratum spinosum, das Stratum
granulosum und das Stratum corneum. Das Stratum basale besteht aus
proliferativ aktiven epithelialen pluripotenten Zellen. Tochterzellen |6sen sich nach
der Mitose aus dem Stratum basale und wandern in Richtung Hautoberflache.
Wahrend des Prozesses durchlaufen sie morphologische und biochemische
Veranderungen, bis sie schliellich nach etwa 30 Tagen als kernlose keratinreiche
Korneozyten im Stratum corneum ausdifferenziert sind und von dort abschilfern.

Die darunter liegende Dermis ist ein fibroelastisches Gewebe von hoher
Reildfestigkeit und Elastizitat und dient als Trager der die Haut versorgenden
Gefalle und Nerven. Das Gewebe besteht aus lose ineinander vernetzten
Kollagenfaserbiindeln (gréftenteils vom Typ | und Ill) sowie elastischen Fasern.
In der oberen Dermis (Stratum papillare) sind die Kollagenfasern lockerer gewebt
als in der tieferen Dermis (Stratum reticulare). Zwischen den Maschen des
Fasernetzes sind Fibroblasten und Mastzellen eingelagert. Die Fibroblasten sind
fur die Synthese und den Abbau verschiedener Strukturproteine verantwortlich.
Zu ihnen werden multifunktionale Glykoproteine, Proteoglykane und
Faserproteine wie Elastin und diverse Kollagene gezahlt. Den Raum zwischen
zellularen und faserigen Elementen (Interstitium) flllt eine gallertige FlUssigkeit
aus, die sogenannte Interzellularsubstanz (ein Gemisch aus Glykosaminglycanen
und Proteoglycanen). Faserige Elemente und Interzellularsubstanz bilden
gemeinsam die extrazellulare Matrix (EZM). Sie unterstltzt die Kommunikation
zwischen Zellen und dient als Grundlage fur Zellbewegungen wie die Migration.
Als eigenstandige Strukturen der Haut sind Haarfollikel, Talg-, Schweifl3- und
Duftdrisen in die Dermis eingebettet [3]. Die mechanische Verbindung zwischen
Dermis und Epidermis vermittelt die komplex aufgebaute dermoepidermale
Junktionszone (DEJ). Diese Grenzflache besteht von aufl3en nach innen aus vier
Anteilen: (1) der Zellmembran der basalen Keratinozyten, die mit Hilfe von
Hemidesmosomen in den darunterliegen Schichten verankert sind. Dies sind die

(2) Lamina lucida u.a. mit Ankerfilamenten, (3) die Lamina densa u.a. mit
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Kollagen Typ IV, Fibronectin und (4) der sublaminare Raum mit den Ankerfibrillen
(u.a. Kollagen Typ |, I, VII) [4-6].

Unterhalb der Dermis ist die Subkutis lokalisiert. Sie enthalt eine betrachtliche
Menge an Fettgewebe, ist gut vaskularisiert und tragt zu den mechanischen und
warmeregulierenden Eigenschaften der Haut bei. An die Subkutis grenzen

Muskeln und Sehnen.

1.2 Kutane Wundheilung

Die Haut dient als Barriere zur Aulenwelt. Ihre Unversehrtheit ist Voraussetzung
fur ihre Schutzfunktion. Jede Verletzung dieser Barriere muss deswegen schnell
und effizient repariert werden. Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der
die Zusammenarbeit vieler verschiedener Kompartimente und Zelltypen
beeinhaltet.

Im Wundheilungsprozess werden mehrere Phasen unterschieden, die sich zeitlich
und raumlich Uberlappen (Abb. 2). Diese Phasen sind: 1. provisorischer
Wundverschluss durch ein Fibrinkoagel, 2. Entzindunsphase (Inflammation), 3.
Reepithelisation, 4. Granulationsphase, 5. Wundkontraktion und Narbenumbau

(tissue remodelling).

Grad der Verletzung/ Granulationsphase Marbenumbau
Entziindung

= Gerinnung
s Granulozyteninfiltration

s Monozyteneinwanderung

B e e Fibroblastenaktivierung
B Angiogg nese

Epithe“ﬁierung

e Granulations-
gewebeinvolution

———
Narbenumbau

Zeit

Abb. 2
Phasen der Wundheilung. Die einzelnen Phasen zeigen eine zeitliche und raumliche
Uberlappung im Wundareal (verandert nach Smola et al., 2001 [7]).
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Wundverschluss und Entziindungsphase: Die meisten Wunden verursachen
eine Zerstorung von Blutgefallen und ermoglichen dadurch die Extravasation von
Blutzellen und freiem Protein, die die Bildung eines Blutgerinnsels auslosen.
Dieses dient als temporarer Schutz des darunterliegenden Gewebes und bildet
eine vorlaufige extrazellulare Matrix, die die Zellwanderung unterstutzt (Abb. 3).
Das Blutgerinnsel besteht aus Thrombozyten eingebettet in einem Maschenwerk
quervernetzter Fibrinfasern im Verbund mit Fibronectin, Vitronectin und
Thrombospondin. Es dient zudem als Reservoir flr Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die Leukozyten und Fibroblasten zur Wunde leiten. Bei
Wunden ohne Blutverlust Ubernehmen komplementare Mechanismen (durch
Proteinschadigung induzierte vasoaktive und chemotaktische Mediatoren aus
dem umgebenden Gewebe) die Anlockung von Inflammationszellen in die Wunde.
Einwandernde Neutrophile reinigen die Wunde von Fremdkorpern und Bakterien
und werden dann selbst durch Makrophagen phagozytiert. Durch Bindung an
spezifische Proteine der extrazellularen Matrix werden Makrophagen zur
Phagozytose von Mikroorganismen und Fragmente der extrazellularen Matrix
stimuliert. Monozyten und Makrophagen schutten zudem eine Flle von Zytokinen

und Wachstumsfaktoren aus, die fur die Gewebeneubildung notwendig sind [8,9].

Reepithelisation: Die Migration der Keratinozyten beginnt bereits einige Stunden
nach der Verwundung [90]. Sie umfasst sowohl basale als auch suprabasale
Zellen [10]. Keratinozyten verandern dazu das Expressionsmuster von Keratinen
(Herabsetzung von K1, 10, 2 und Neusynthese von K6 und K16) [102].
Voraussetzung zur Wanderung ist die Losung der Hemidesmosomen, sowie die
Lockerung der Verbindungen zwischen den Keratinozyten. Sie migrieren entlang
der Grenze aus Blutgerinnsel und dermalem Kollagen, das nun durch die
Verwundung exponiert ist. Die Migration von Zellen ist dabei von einer
kontrollierten Abfolge von Anheftung und Ablosung der Zellen an die umgebene
Matrix charakterisiert. Hierzu bedarf es sowohl der de novo Synthese als auch der
Positionsanderung vorhandener Integrine (s.a. Tabelle 2 sowie Abb. 8 und
Kapitel 1.5). Um ihr Vordringen zu ermoglichen, exprimieren Epithelzellen zudem
tPA (tissue-type plasminogen activator), uPA (urokinase-type plasminogen
activator) zur Fibrinolyse [103], sowie MMP (Matrix-Metalloproteinasen) zur Lyse

von Kollagenen des Typs I, lll, IV und VII [91]. Einen Tag spater folgt eine

11



Einleitung

Proliferationswelle in den hinteren Reihen der neoepidermalen Zunge. Der
gesamte Prozess wird durch Wachstumsfaktoren gesteuert: Transforming Growth
Factor (TGF) a und B aus Keratinozyten, Makrophagen und Thrombozyten sowie
Keratinocyte Growth Factor (KGF) aus Fibroblasten [11-13].

Blutgefan
TGF-B1

r\ PDGF TGF-p2
VEGF TGF -B3
Dermis \ {
Neutrophile Makrophage FGF 2
FGF-2
R Flbr0b|astkTGF -81 )

Fibroblast

‘ _ Subcutis y

Abb. 3
Entziindunsphase (verandert nach Singer and Clark, 1999 [9])

Am Ende der Reepithelisation kommt die Migration zum Erliegen. Gleichzeitig mit
der Synthese der Basallamina und die Bildung der Hemidesmosomen beenden
die Keratinozyten die Expression der wahrend der Migration bendtigten Integrine
und Metalloproteinasen und das normale Differenzierungsprogramm der
Epidermis lauft wieder an. Der letzte Schritt ist die Fixierung der Basallamina
durch die Ankerfibrillen.

Granulationsphase: Die Dermisregeneration beginnt nach etwa 4 Tagen. Das
neue Gewebe wird oft wegen seines Aussehens als Granulationsgewebe
bezeichnet. Zahlreiche neue Kapillaren verleihen dem neuen Stroma sein
korniges Aussehen. Makrophagen, Fibroblasten und BlutgefaRe wandern
gleichzeitig in die Wunde ein. Die Makrophagen sind eine standige Quelle von
Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation der Fibroblasten und die

Angiogenese stimulieren. Die Fibroblasten produzieren die neue extrazellulare

12



Einleitung

Matrix und die Blutgefalie transportieren Sauerstoff und Nahrstoffe, die notwendig
sind, um den, wahrend der Wundheilung erhdhten Zellstoffwechsel, zu
unterstutzen. FiUr die Migration der Fibroblasten ist eine Reihe von Enzymen
notwendig, um die provisorische Matrix abzubauen und Platz fir die neue EZM zu
schaffen (Abb. 4).

'} )
& v x Tod
sy
G

553 Neo-Epidermi-“sld

Dermis

ollagen

. Subkutis ) 20,

Abb. 4
Reepithelisation und Granulationsgewebe (verandert nach Singer and Clark, 1999 [9])

Wundkontraktion und Narbenumbau: Die Wundkontraktion beinhaltet
Wechselwirkungen von Zellen, extrazellulare Matrix und Zytokinen. In der zweiten
Woche der Wundheilung differenzieren sich die Fibroblasten zu Myofibroblasten,
die durch das Vorhandensein grol’er Bindel von a-Aktin Mikrofilamenten
gekennzeichnet sind. Sie sind an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert und
an Zell-Matrix-Verbindungen beteiligt [117]. Mit dem Erscheinen der
Myofibroblasten, beginnt sich die Matrix zu verdichten und die Wunde zu
kontraktieren. Letzteres scheint durch TGF-B4 oder -B, und Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF) vermittelt zu werden [119]. Des Weiteren ist die Adhasion
der Fibroblasten an die Kollagen-Matrix durch Integrin-Rezeptoren und
Querverbindungen zwischen den einzelnen Bindeln von Kollagen notwendig.
Nach dem Wundschluss sterben die meisten Zellen im ehemaligen Wundbereich

wobei dann eine relativ zellarme Narbe entsteht.
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Der Narbenumbau (tissue remodeling) fangt bereits wahrend der
Granulationsphase an und kann bis zu einem Jahr andauern. In dieser Phase
treten standige Umbau- und Umstrukturierungsprozesse auf, wodurch es zu einer
Zunahme der Reilfestigkeit der Wunde kommt [9,120,121].

1.3 Chronische Wunden

Die meisten akuten Wunden heilen ereignislos. Dauert die Wundheilung jedoch
sehr lange (z.B. bei schweren offenen Wunden), oder sind eine oder mehrere
Stadien der Wundheilung gestort (z.B. bei persistierenden Infektionen, Diabetes,
Dekubitus und anderen ischamische Grunderkrankungen), so kann es zur
Entstehung von chronischen Wunden kommen [14]. Diese weisen signifikante
Unterschiede zu den akuten Wunden beziglich ihrer Pathophysiologie auf.

Die pathologisch veranderten Wunden befinden sich in einem Stadium der
chronischen Inflammation, das primar durch die Anwesenheit einer Vielzahl von
Monozyten und Makrophagen charakterisiert ist. Sie sind fur den hohen Gehalt
von Zytokinen (z.B. Interleukin (IL) -1, -6, und Tumornekrosefaktor (TNF) a),
Proteasen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der chronischen
WundflUssigkeit verantwortlich [80]. Die erhohte proteolytische Aktivitat fuhrt zum
Abbau von Wachstumsfaktoren und EZM Molekulen (u.a. Vitronectin und
Fibronectin), die essentiell fur die Wundheilung sind [122]. Die erhohte
Konzentration von ROS (H20,, O") kann Zellen direkt beschadigen oder tragt zu
einer erhdhten Expression von Matrixmetaloproteinasen (MMP -1, -2, -3, -9 und -
13) bei [123,124]. Dartber hinaus sind chronische Wunden oft durch eine
bakterielle Infektion gekennzeichnet. Bakterielle Komponenten (Extrazellulares
Adharenz Protein (Eap), Formyl Methionyl Peptid, N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-
isoglutamin) tragen zu fehlerhaften Wundheilungsmechanismen bei, indem sie
Zell-Matrix Verbindungen storen, oder die Entzundungsphase verlangern [125].
Die Inflammation chronischer Wunden fihrt also zum Abbau der umgebenden
EZM Bestandteile. Die daraus resultierende fehlerhafte Matrix fuhrt ihrerseits zu
gestorte Zell-Matrix Verbindungen. Die Adhasion von Keratinozyten ist z.B. auf
dieser fehlerhaften Matrix in vitro herabgesetzt [32,33].

In chronischen Wunden wurde zudem eine stark verminderte Expression des
Integrins asPB1 an Keratinozyten beobachtet. Dieses Integrin vermittelt die

Adhasion und Migration von Keratinozyten an das Fibronectin (s.a. Kapitel 1.5).
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Wohl aus diesem Grund misslingt es den Keratinozyten (trotz einer gleichzeitig

erhohten Fibronectin Expression und einer Hyperproliferation) in Richtung

Wundmitte zu migrieren, um die Wunde zu schliel3en [34]. In einer neuen Studie

wird die Wiederherstellung von

Integrin-EZM Beziehungen

in chronischen

Wunden mit Hilfe von externen Mitteln als eine maogliche frihe Forderung der
Wundheilung diskutiert [126].

Abbildung 5 gewahrt einen Uberblick der Unterschiede zwischen akuten und

chronischen Wunden.

akute Wunden

migrierende
Keratinozyten

-
TGF.p1 ot

—
Fibroblasten

chronische Wunden

akute Wunden

Blutgerinnung keine normal
Entzindungsphase erhdht / verlangert normal
Kapillare / undicht / vermehrtes migrierend
Endothelzellen Wundexsudat

EZM defekte EZM aktive Synthese
Protease Inhibition Ungleichgewicht Gleichgewicht
Wundrand rund und fibrotisch flach
Keratinozyten- gehemmt aktiv

Migration

Bakterien bakterielle Kolonisation keine bis wenige
Biofilm prasent fehlt

Narbe exzessiv normal

ROS anwesend abwesend

Abb. 5

Unterschiede zwischen akuten und chronischen Wunden (verandert nach Schultz and

Wysocki, 2009 [15])
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1.4 Der Einsatz von Lucilia sericata Larven in der Biochirurgie

Chronische Wunden sind eine Herausforderung fur die moderne
Gesundheitsversorgung. Ein Grundprinzip der Behandlung von chronischen
Wunden ist das chirurgische Entfernen von nekrotischem Gewebe (Débridement)
und die Behandlung der bakteriellen Infektion. Die Biochirurgie, ein Begriff der
den Einsatz lebender Fliegenlarven zur Behandlung chronischer Wunden
zusammenfasst, ist eine vielversprechende Erganzung zu den
schulmedizinischen Ansatzen [16]. Insbesondere die Spezies Lucilia sericata
(Ordnung: Diptera; Familie: Calliphoridae (Schmeildfliegen); Gattung: Lucilia
(Goldfliegen); Art: L. sericata [Meigen 1826]) (Abb. 6) wird in der Biochirurgie
eingesetzt [17]. Sie gehdrt zu den fleischfressenden Fliegenspezies, die flr die
Biochirurgie geeignet sind, da ihre Larven zu den fakultativen Parasiten gehoren,
die unfahig sind, signifikante Mengen an lebendem Gewebe aufzunehmen oder
zu beschadigen [35,36]. In einem standardisierten Verfahren schlupfen aus den
Eiern der Goldfliege nach 18 - 24 Stunden 1- 2 mm grof3e Larven. In diesem
ersten Larvenstadium werden sie zur Behandlung eingesetzt, bis sie sich nach
etwa 4 bis 5 Tagen zu Puppen entwickeln.

Die Wirkungsweisen der Lucilia sericata Larven kann man wie folgt beschreiben:
Zunachst reinigen sie die Wunde von totem Gewebe. Darlber hinaus
desinfizieren sie die Wunde, in dem sie Bakterien aus dem Wundbereich
entfernen und die Biofilm-Entstehung verhindern. Durch die S&uberung der
Wunde wird die Zellproliferation gefordert und dadurch die Wundheilung positiv
beeinflusst [37].

Allerdings unterliegt der Einsatz von Lucilia sericata Fliegenlarven gewissen
Einschrankungen. Die Fliegenlarven sind nur 3 bis 4 Tage einsetzbar.
Entsprechend oft missen Verbandswechsel stattfinden und die Lieferung von
neuen Larven muss logistisch abgestimmt werden. Fliegenlarven bedurfen zudem
besonderen Zucht-, Transport- und Einsatzbedingungen. Hierzu muss die
Sterilitat der Fliegenlarven gewahrleistet sein, denn das Risiko einer Infektion
durch nichtsterile Larven sollte vermieden werden. Es gibt jedoch auch
Kontraindikationen, die gegen einen Einsatz lebender Larven an Patienten
sprechen: Koagulopathien (Blutgerinnungsstorungen) oder Wunden in der
Umgebung von grolRen Blutgefallen sind wegen des Blutungs- und

Infektionsrisikos kontraindiziert. Desweitern sind Wunden, die in enger
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Nachbarschaft zur Bauchhohle oder zu Organen wie dem Auge lokalisiert sind,
kein Einsatzgebiet fur die Biochirurgie. Patienten mit akuten und/oder schnell
fortschreitenden Infektionen sollten von einer Behandlung mit Fliegenlarven
absehen, ebenso wie Patienten mit niedriger Schmerzschwelle, bzw. solche, die

von dem bendtigten haufigen Verbandswechsel absehen mochten [38].

Abb. 6
Lucilia sericata: Eier (a); Larve (b); Puppen (c); Adult (d) (aus Gestmann et al. (2012) [79])

Aus diesen Grinden ware ein Wechsel von der Therapie mit intakten Larven hin
zu Larvenextrakten oder einzelnen Bestandteilen von Larven winschenswert.
Entsprechende Untersuchungen konzentrierten sich bisher meistens auf die
Sekretions- bzw. Exkretionsprodukte lebender Larven oder auf Extrakte aus
Speicheldrisen, Hamolymphe und Darm der Larven. Vor allem in der letzten
Dekade konnten neue Erkenntnisse bezuglich der molekularen Mechanismen der
Madentherapie erzielt werden und einzelnen Komponenten der Fliegenlarven
positive Effekte auf die Wundheilung zugeschrieben werden. Bestandteile der
Larven konnen die Wundheilung direkt (Wirkung auf lebenden Zellen) oder
indirekt (Wirkung auf das Wundmilieu) beeinflussen. Zur ersten Kategorie zahlt
der Befund, dass gezeigt werden konnte, wie Bestandteile der Larven zu einer

verringerten Produktion von H2O; in Neutrophilen fihren kann. Da sie zudem die
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Migration von Monozyten hemmen, drangen sie die Entzindungsreaktionen in
chronischen Wunden zurick [24]. Bestandteile von Larven konnen zudem die
Proliferation von Endothelzellen induzieren. Das begunstigt die Ausbildung von
neuen Blutgefallen und unterstitzt somit die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
des betroffenen Gewebes, wirkt der Nekrose entgegen und dient, wenn auch

indirekt, der Ausbildung von neuem Gewebe [26,29].

Tabelle 1

Bestandteile von Lucilia sericata Larven und ihre Wirkung auf die Wundheilung.

SE: Sekretions- bzw. Exkretionsprodukte (werden durch wiederholtes Waschen von Larven mit
PBS gewonnen)

Bestandteil(e) Effekte Ref.
Allantoin Stimulation von Granulationsgewebe [18]
Urogenase Aktivitdt (Ammoniak) | Erhéhung des pH-Wertes in der Wunde [19]
Hamolymphe, (SE) pro-proliferativ flr Fibroblasten [20]
Serin- (Trypsin, Chymotrypsin) EZM-Degradation, Fibrin Solubilisation,
Proteasen, Aspartyl-Proteasen, | Thrombin Abbau [21]
MMP (Exopeptidase)

Proteasen (Fibronectin, Erniedrigung der Fibroblasten Adhasion

Collagen Abbau) und Streuung, Erhéhung der [22]
Fibroblasten Migration

Serine Proteasen Erhéhung der Fibroblasten Migration 23]
durch Fibronectinabbau

Hitzelabile Komponenten von Inhibition der H,O,-Produktion und der

(SE) Elastase-Aktivitat von Neutrophilen, [24]
Inhibition der Migration von Neutrophilen
und Monozyten

Speicheldrisen Extrakt keine Stimulation von humanen [25]
Neutrophilen

L-Histidin, 3-Guanidino- Proproliferativ fur humane

propionsaure, L-Valinol Endothelzellen, Inhibition der [26]
Proliferation auf Fibroblasten

Lucifensin Antimikrobielle Wirkung [27]

Chymotrypsin | (rekombinant) ECM-Degradation (Aktivitat hoher als 28]
das humane Chymotrypsin [)

Verschiedene Fettsauren Proproliferativ fir humane Endothelzellen [29]

Die indirekte Wirkung von Larven Bestandteilen scheint jedoch hauptsachlich der
Abbau von Molekulen der provisorischen Matrix zu sein [21-23]. Verschiedene
Serin- (Trypsin, Chymotrypsin) und Aspartyl-Proteasen sowie MMP werden daflr
verantwortlich gemacht [21]. Es wird diskutiert, dass dies zu einer Lockerung der
EZM und potentiell zu einer leichteren Migration von Fibroblasten fihren kénnte

[22,23]. Zu den indirekten wundheilungsfordernden Wirkungen von Bestandteilen
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aus Lucilia sericata Larven konnte auch die Abtotung von in der Wunde
befindlichen Bakterien gezahlt werden. So konnte mit Lucifensin ein Protein
identifiziert werden, das die antimikrobielle Wirkung zu vermitteln scheint [27].
Tabelle 1 gewahrt einen Uberblick der Studien, die die Wirkung der

Larvenbestandteile auf die Wundheilung bisher untersucht haben.

1.5 Regulation epithelialer Adhasion und Migration durch Integrine

Stimulation

Inhibition _ N

| inaktives Integrin

aktives Integrin
hohe Affinitat |
Abb. 7

Integrin Aktivierung durch Konformationsdnderung. a: Integrin-monomer o, B: Integrin-
monomer B3, LIBS (ligand induced binding site). (verandert nach Byron, 2009 [40]).

Integrine sind Transmembranproteine, die aus zwei, nicht kovalent gebundenen
Untereinheiten (o und B) bestehen. Bis heute sind 18 a und 8 B - Untereinheiten
bekannt, die 24 funktionale Dimere bilden [31]. Integrine sind von zentraler
Bedeutung fur die Interaktion der Zellen mit der sie umgebenden Matrix. Auf der
Zytoplasma Seite sind sie mit dem Zytoskelett verbunden, auf der Zelloberflache
mit Bestandteilen der die Zellen umgebenden extrazellularen Matrix und
.integrieren“ die Zellen somit in ihre Umgebung. In diesem Zusammenhang leiten
die Integrine Informationen zur Zellumgebung, wie z.B. der Beschaffenheit der
umgebenden Matrix oder der Starke der Zelladhasion, an die EZM ins Zellinnere
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weiter (outside-in signaling) [127]. Daruber hinaus wird die Konformation und
dadurch die Aktivitat der Integrine durch interne zellulare Stimuli beeinflusst (Abb.
7). Dieser Vorgang wird als inside-out signaling bezeichnet und kann u.a. zur
veranderten Anhaftung der Integrine an die umgebende Matrix fuhren [39]. Durch
diese Signalwege nehmen Integrine Einfluss auf Wundheilungsvorgange wie die

Adhasion, Migration und die Proliferation.

Tabelle 2:

Epidermale Integrine und ihre Liganden in der Basalmembran. Der Wechsel vom ruhenden
zum migratorischen Zustand der Keratinozyten geht mit einem verédnderten Expressionsmuster
der Integrine einher, der dynamische Wechselwirkungen mit der provisorischen Matrix ermdglicht.
(verandert nach Kirfel and Herzog, 2004 [30]).

EZM Expression in Keratinozyten Beteiligung
intearin Ligand ruhende migrierende an der et
Migration
2P 1 Kollagen + + + [42]
o3y Laminin 5 + + + [43,44]
osP1 Fibronectin - + + [45]
osPa Laminin 5 + - - [46]
oyPs Vitronectin - + - [47]
ovPe Vitronectin - + - [48]

Die Expression von Integrinen in der Epidermis beschrankt sich auf die basalen
Keratinozyten. Die Integrindimere der Keratinozyten konnen unterteilt werden in
solche, die das Monomer (1 enthalten oder in solche, die das Monomer a,
enthalten wie auch das Integrin agPs4. Wahrend einige von ihnen konstitutiv
exprimiert werden, werden andere nur wahrend pathologischer Zustadnde oder
wahrend der Wundheilung exprimiert.

asPs ist konstitutiver Bestandteil der Hemidesmosomen und vermittelt
extrazellular die Bindung der Keratinozyten an die Basalmembran durch den
Kontakt zu Laminin-332. Intrazellular stellt es den Kontakt zu den
Intermediarfilamenten her.

Integrine, die das Monomer (31 enthalten, befinden sich basal (in sogenannten
Cluster rings um die Hemidesmosomen) aber auch auf der apikolateralen
Zellmembran. Sie sind intrazellular mit dem Aktinzytoskelett verbunden. In

Zellkultur sind sie fur die Zellausbreitung auf dem Substrat verantwortlich.
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Integrine, die das Monomer o, enthalten, binden meistens an das Vitronectin und
werden zum Teil wahrend der Wundheilung exprimiert [41]. Einen Uberblick Uber
die wichtigsten Integrine in der Epidermis und ihre Bedeutung flir die Migration
gibt Tabelle 2.

Stratum
corneum |
Stratum — 0. » <
basale |_Epidermis [o*
c):_-;”.'_)- “
X
| Proliferation /I\ Migration .
l | ‘
de novo

| o531 Expression
|

oePs basal | 0gf4  Polaritatsverlust

L 4

L 4

I o231 und asB1  polaritatsveriust .

aoP1 und a3y Interzellular

P

Abb. 8

Schematische Darstellung der epidermalen Wundheilung. Proliferierende und migrierende
Keratinozyten sind durch den schwarzen Pfeil getrennt. Keratinozyten (K) migrieren zwischen
Fibrinpfropf (FP) und Dermis. Die Veranderungen in der Expression von Integrinen werden
ebenfalls dargestellt. (verandert nach Zambruno et al. 1995 [81])

Ein wichtiger Vorgang wahrend der Re-Epithelisierung ist die Migration von
Keratinozyten (s.a. Kapitel 1.1). Nach der Verwundung verandern basale
Keratinozyten am Wundrand ihr kubisches AuBeres und werden flach und
verlangert. Hemidesmosomen werden in die Zelle internalisiert und Zell-Zell
Verbindungen werden dadurch geldst [49]. Fur den komplexen Vorgang der
epithelialen Migration werden einige Integrine de novo synthetisiert (z.B. asp1,),
andere wiederum verlieren ihre Polaritat (z.B. das agP4, das vorher ausschlief3lich
basal nun auch apikal exprimiert wird). Eine dritte Moglichkeit liegt in einer
veranderten Lokalisation der Integrine. So werden a2+, asB¢ nicht mehr an der

basalen Seite der Zellen prasentiert sondern werden internalisiert.
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Der Vorgang der Migration an sich findet wie im Folgenden beschrieben statt.
Keratinozyten bilden dinne Membranprotrusionen (Filopodien) in
Migrationsrichtung aus. Unter den Filopodien kommt es punktuell zur
Konzentration von Integrinmolekilen. Sie entwickeln sich weiter zu punktférmigen
lokalen Adhasionsstellen sogenannte Fokale Komplexe (focal complexes; FC).
Zur Entwicklung dieser Komplexe gehdrt anfangs Phosphotyrosin dann Talin und
Paxillin. Spater treten Vinculin und die Fokale Adhasions-Kinase (focal adhesion
kinase) (FAK) dem sich entwickelnden FC bei [128]. Mit der Zeit wachsen die FC
unter Beteiligung einer Vielzahl an Faktoren (u.a. Zyxin, o-Aktinin und Tensin
unter Einfluss der Rho-GTPase) zu gréflieren Gebilden, den sogenannten Fokalen
Adhasionen (focal adhesions; FA), heran [104,129,130]. Auf der Zytoplasmaseite
sind die FA mit den Aktinfilamenten verbunden. An diesen stabilen Zell-Matrix
Verbindungen kommt es unter Beteiligung von FAK zur Ausbildung von
Zugkraften [132]. Unter dem Einfluss dieser Zugkrafte kommt es zur Polarisation
der Zelle [131]. Wahrend die untere Zellmembran fest am Substrat fixiert ist,
gleitet der Zellkorper uber die vorderen FA, wahrend die hinteren FA abgebaut
werden [51]. Der Abbau kann auf vielen Wegen erfolgen: Zunachst wird entweder
intrazellular die Verbindung zum Zytoskelett oder extrazellular zum Ligand
unterbrochen. Danach konnen Integrine, zum Teil als Komplex mit Ligand,
internalisiert werden. Im anderen Fall werden an der apikalen Seite der
Keratinozyten Membranbereiche als Makroaggregate abgeschnirt und als solche
zurtickgelassen [30]. Diese Uberreste kdnnen als Migrationsspur hinter den Zellen
sichtbar gemacht werden. Die Migrationsspuren dienen in vitro und
wahrscheinlich auch in vivo als Richtungsweiser fir nachfolgende Zellen [56-
57,74-76].

Eine ausreichende Adhasion ist Voraussetzung fur die Migration und wirkt
regulatorisch auf die Migrationsgeschwindigkeit. Die Adhasionsstarke ihrerseits
nimmt mit erhohter Ligandkonzentration, Integrinexpession und Integrinaffinitat
proportional zu [53]. Bei einer niedrigen Adhasion konnen die vorderen Zellen
keine stabilen Verbindungen zum Substrat ausbilden, um so ausreichend hohe
Zugkrafte fur die Migration aufzubauen. Bei einer hohen Adhasion sind
Verbindungen am hinteren Ende sehr stark und deren langsames Ablésen senkt
die Geschwindigkeit ab. (Abb. 9) [52,53].
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©

Zellen kénnen vorne
keine stahilen
Verbindungen
aushilden

Zellen kénnen vorne neue
stabile Verbindungen
aushilden und hinten alte
wieder loslassen

Geschwindigkeit

Zellen kénnen
hinten keine
Verbindungen
loslassen

Adhasionsstarke

Abb. 9

Die Adhasionsstarke reguliert die Migrationsgeschwindigkeit. (verandert nach Palecek et al.,

1999 [52])

Neben der Migration einzelner Zellen kdnnen Epithelzellen in vitro in grof3en

Gruppen oder als Zellverbande migrieren. In dieser kollektiven Migration werden

Aktinfilamente in einer solchen Weise angeordnet, dass der gesamte Zellverband

als kontraktiler Kérper funktioniert. Die Zellen am vorderen Rand bilden Filopodien

aus und unter dieser Filopodien entstehen FA. Die Zellen in den mittleren und

hinteren Bereichen des Zellverbandes werden

im Wesentlichen hinter den

fortschreitenden Zellen hergezogen [58]. Wahrend der kollektiven Bewegung der

Zellen, scheinen die Integrine a.2B+1 und a3B+ eine Rolle bei der Aufrechterhaltung

der Zell-Zell Adhasion zu spielen und vielleicht auch bei der Koordination der

Bewegung [59].
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2 Fragestellung

Bei der Behandlung von chronischen Wunden ist wiederholt gezeigt worden, dass
die Therapie mit lebenden Larven der Spezies Lucilia sericata einen positiven
Effekt auf die Wundheilung austben kann. Die Therapie mit lebenden Maden

weist allerdings eine Reihe von Nachteilen auf.

Darlber hinaus gibt es auch Hinweise, dass native Sekretions- bzw.
Exkretionsprodukte von Lucilia sericata Larven bzw. einzelne chemische
Komponenten ebenfalls einen positiven Einfluss auf die kutane Wundheilung

ausuben kdnnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, beide Ansatze zu kombinieren und eine
moglichst weitgehende systematische Untersuchung von Extrakten der gesamten
Larve von Lucilia sericata hinsichtlich ihres Einfluss auf die Wundheilung
durchzufihren. Aufgrund der Sterilitat des Extraktes bietet dieser viele Vorteile im

Vergleich zur Lebendmadentherapie bei der Anwendung im klinischen Bereich.

Im Fokus der Arbeit sollte der Einfluss des Extraktes auf die zwei wichtigsten
Zelltypen der Haut stehen: Fibroblasten und Keratinozyten. lhnen fallen die
entscheidenden Prozesse bei der Wundheilung zu. Nach einer proliferativen
Phase folgt die feinregulierte Adhasion der neu generierten Zellen an die
provisorische Wundmatrix und der anschlie®Benden Wanderung der Zellen in

Richtung Wundmitte, um den Wundverschluss zu erreichen.

Zunachst sollten diese drei, die Wundheilung bestimmenden Vorgange, getrennt
voneinander in Monolayerkulturen von Keratinozyten und Fibroblasten untersucht

werden.

In einer zweiten Phase sollten die Ergebnisse in einem dreidimensionalen
Vollhautmodell, das naher der in vivo Situation anzusiedeln ist, verifiziert werden.
Das Phenion® Full-Thickness Skin Model, das iber eine Epidermis und Dermis

verfugt, erlaubt die gleichzeitige Untersuchung aller zuvor erwahnten
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wundheilungsrelevanten Parameter. Zusatzlich ermoglicht es die
Wechselwirkungen zwischen den beiden Hautkompartimenten Epidermis und
Dermis zu adressieren. Um das Hautmodell entsprechend einsetzen zu kdnnen,
musste erganzend eine hoch reproduzierbare Verwundungsmethode etabliert
werden, die beide Kompartimente des Hautmodells betrifft. Dabei sollte die
Methode eine solche WundgrofRe erzeugen, dass die WundschlieRung genug Zeit
in Anspruch nimmt, um Unterschiede zwischen Extrakt und Kontrollen sichtbar zu
machen und die gleichzeitig eine topische Extraktapplikation (gleich der in vivo

Situation) erlaubt.
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3 Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1 Extrakte aus Lucilia sericata

Die Extrakte wurden von der Firma Alpha-Biocare GmbH gemal® Patent
(EP1827465 18.10.2007 - PRAPARAT AUS DIPTEREN-PUPPEN ZUR
BEHANDLUNG VON WUNDEN) hergestellt und zur Verfugung gestellt.

Der Herstellungsprozess lasst sich wie folgt beschreiben:

Die Eiablage von Fliegen der Art Lucilia sericata sowie die Aufzucht der Larven -
bis zur Verpuppung- erfolgten auf Pferdefleisch. Die frischverpuppten Larven
wurden gewaschen und in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Die so gewonnenen
Puppen wurden ca. ein Jahr lang gesammelt. Fur die Herstellung der Extrakte
wurden Puppen mit Reinstwasser gemischt und homogenisiert. Das Homogenat
wurde 30 min auf Uber 56°C erhitzt und anschlieBend Uber verschiedene
Filtrationsstufen klarend filtriert. Danach wurde das Feinfiltrat steril filtriert und fur
die speziellen Versuchszwecke in 25 cm? Gewebekulturflaschen aliquotiert und
lyophilisiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Lyophilisat bei -80°C
gelagert.

Fir die Versuche wurden die Aliquote auf das urspringliche Volumen mit
Reinstwasser resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein

Assay Kit (Bio-Rad) gemal} Herstellerangaben gemessen.

3.1.2 Zellkulturmedien
fur Fibroblasten (fir Monolayer-Versuche):

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™ Life Technologies GmbH, Paisley, UK
FOETAL BOVINE SERUM (10% v/v ) | PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Penicillin G (100 1U/ml) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Streptomycin (100 pg/ml) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

fur Fibroblasten (Vollhautmodell-Anzucht):

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™ Life Technologies GmbH, Paisley, UK
FOETAL BOVINE SERUM (10% v/v ) | PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
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Ascorbyl-2-phosphat (1 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Penicillin G (100 1U/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Streptomycin (100 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

fur Keratinozyten (serumhaltig)

Vollhautmodell-Anzucht):

(fir die Isolation aus Biopsien und die

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™
(3:1 Verhaltnis zum HAM F12)

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

HAM F12

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

Adenine (24,3 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Ascorbyl-2-phosphat (1 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Choleratoxin (107" M)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

EGF (10 ng/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Fetal Clone Il (Hyclone) (10% v/v)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Hydrocortisone (0,4 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Insulin (0,12 1U/mI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Triiodo-L-Thyronine (2x10° M)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Penicillin G (100 1U/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Streptomycin (100 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

fur Keratinozyten (serumfrei) (fr Monolayer Versuche)

EpiLife® Medium mit 60 uM Calcium

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

Human Keratinocyte Growth
Supplement (1% v/v)

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

Penicillin G (100 [U/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Streptomycin (100 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

fur Vollhautmodell (ALI-Phase):

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™
(3:1 Verhaltnis zum HAM F12)

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

HAM F12

Life Technologies GmbH, Paisley, UK

Ascorbyl-2-phosphat (1 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Hydrocortisone (0,4 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Insulin (0,12 IU/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
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Deutschland

Bovine Serum Albumin - Fraction V
(BSA) (1,6 mg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Penicillin G (100 1U/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Streptomycin (100 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

3.1.3 Chemikalien, Kits, Verbrauchsmaterial

Chemikalie

Hersteller

2-Propanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

4' 6- Diamidino-2-phenylindol dihydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(DAPI) Steinheim, Deutschland

Accutase® Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Aceton Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Antibody Diluent

Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland

Athylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Blotting-Grade Blocker (Non fat dry milk)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

Bovine Serum Albumin - Fraction V (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Calciumchlorid (CaCl,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Collagen Type |, rat tail

Merck Millipore, Billerica, USA

Collagen, Type IV, human placenta

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Deutschland

Crystal Violett

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

DL-Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

GE Healthcare UK Ltd,
Buckinghamshire, UK

Eosin G- Lésung (0,5% w/v wassrig)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Ethanol abs.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Fibronectin, Cellular, from human foreskin
fibroblasts

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Fluorescence Mounting Medium

Dako Deutschland GmbH,
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Hamburg, Deutschland

Glycerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Glycine Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

HEPES Buffer Solution 1M

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Isopropanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Keratinocyte Growth Factor

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Kollagenase (aus Clostridium histolyticum)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

MagicMark™ XP Western Protein Standard

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Mayer Hamatoxylin-Lésung (1 g/l wassrig)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Mitomycin C Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
MOPS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Poly-D-lysine Hydrobromide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Ponceau S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Protein Block, Serum-Free

Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland

Roti®-Histofix (Formaldehydlésung, 4% wiv,
saurefrei (pH7) - phosphatgepuffert

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Histokitt (Einschlussmittel)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Plast (Paraffin, ohne DMSO)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Thermolysin (aus Bacillus thermoproteolyticus
rokko)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
(TRIS-HCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Trypanblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA)

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK
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TWEEN® 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Xylol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Ziegenserum (normal goat serum)

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Kit

Hersteller

Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimetric)

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Deutschland

DC Protein Assay

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Amersham, Hyperfilm, ECL, Chemiluminescence
Film

GE Healthcare UK Ltd,
Buckinghamshire, UK

C-Chip Neubauer improved

PEQLAB Biotechnologie GMBH,
Erlangen, Deutschland

Cell Culture-Inserts (Cat. No. 80209)

Ibidi® GmbH, Martinsried,
Deutschland

Deckglaser fur die Mikroskopie

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Gefald fir Objekttrager (Farbetrog)

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

iBlot® Transfer Stack, Mini (Nitrocellulose)

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

NALGENE® 5100 Kryobehalter

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Nunc Kryoréhrchen (1,8 ml)

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1,0 mm, 12
Well

Life Technologies GmbH, Paisley,
UK

Rotilabo®-Einbettkassetten

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Stift fir die Umrandung von Gewebeschnitten
(DAKO Pen)

Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland

SuperFrost® Objekttrager

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Zellkultur Mikroplatte (96-Loch) CELLSTAR®

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Zellkultur Multiwell Platte (6-Loch) CELLSTAR®

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Zellsieb (Cell Strainer, 70 ym, white)

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
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3.1.4 Gerite

Gerat Typ Hersteller

Analysenwaage AG 204 Mettler-Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland

Autoklav Varioklav 400 EP-Z H+P Labortechnik GmbH,
OberschleiRheim, Deutschland

Blockthermostat HLC HBT-130 HLC - Haep Labor Consult,
Bovenden, Deutschland

Brutschrank CB210 BINDER GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

Electrophoresis EPS 601 GE Healthcare UK Ltd,

Power Supply Buckinghamshire, UK

Entwicklungs- CURIX 60 Agfa-Gevaert N.V., Mortsel,

maschine flr Filme Belgium

Flachbettscanner Perfection V750 Pro Seiko Epson Corporation, Nagano,
Japan

Gel Transfer iBlot® Gel Transfer Device | Life Technologies GmbH, Paisley,

Apparatur UK

Gewebeinfiltrationsau | ASP 300 Leica Microsystems GmbH,

tomat Wetzlar, Deutschland

Laborwaage PG802-S Mettler-Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland

Mikroskop DMIRB Leica Microsystems GmbH,

(Invertoskop, Wetzlar, Deutschland

Phasenkontrast,

Fluoreszenz)

Mikrozentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Mikrotom Histoslide 200 SM2000 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Paraffin Einbettungs- |EG1140H Leica Microsystems GmbH,

Station Wetzlar, Deutschland

Paraffinstrecktisch HI11220 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Plattformschuttler Rotamax 120 Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland

pH-Meter 765 Knick Elektronische Messgerate
GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Reinraumwerk-bank | Holten Lamin Air Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Reinstwasseranlage |Synergy 185 Merck Millipore, Billerica, USA

Spektrophotometer | SPECTRAmax® PLUS®* | Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, USA

Taumelnder 1040 Heidolph Instruments GmbH & Co.

Plattformschuttler KG, Schwabach, Deutschland

Vakuumpumpe Vacusafe INTEGRA Biosciences GmbH,
Fernwald, Deutschland

Vibrationsschlittler Titramax 101 Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR Thermo Fisher Scientific Inc.,

Plus Waltham, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Charakteristika der verwendeten Zellen

HDF - humane dermale Fibroblasten

HDF Zellen sind humane Hautfibroblasten, die von Praputien 0-4jahriger Jungen
kaukasischen Hauttyps stammen und bei Zirkumzisionen gewonnen wurden.

HDEK — humane Keratinozyten

HDEK Zellen sind humane Hautkeratinozyten, die von Praputien 0-4jahriger
Jungen des kaukasischen Hauttyps stammen und bei Zirkumzisionen gewonnen
wurden.

Feeder

Feeder Zellen wurden aus humanen Hautfibroblasten gewonnen (Passage 4-6),
die mit Mitomycin C, das die weitere Teilung der Zellen unterbindet, behandelt
wurden. Sie dienten der Anzucht primarer humaner Keratinozyten aus

Zirkumzisionen.

3.2.2 Isolation von Keratinozyten aus Biopsien

Die zur Isolation der Zellen verwendeten Biopsien stammten aus Kliniken in Kdln
(Praxisklinik Dr. Ulus) und Krefeld (Praxisklinik Dr. Fischer).

Zuerst wurden die Biopsien in 70% v/v Ethanol fir 1 min gewaschen. Sie wurden
anschlielend dreimal in sterilem PBS zuzlglich 500 IU/ml Penicillin G und 500
pug/ml Streptomycin fur je 1 min gewaschen. Nach dem Waschen wurde das
Fettgewebe mit einem Skalpell grof3zugig entfernt und die Haut in kleine
Stlickchen geschnitten. Die Hautstlickchen wurden auf eine Petrischale mit der
Epidermis nach oben gelegt. Eine Thermolysinlésung (0,05% w/v in HEPES-
Puffer 0,01 M) wurde in die Petrischale zugegeben, jedoch ohne die
Biopsiestlckchen vollstandig zu bedecken. Nach einer Inkubation Uber Nacht bei
4°C wurde die Epidermis von der Dermis separiert. Die Epidermis wurde in 20 ml
einer bei 37°C vorgewarmten Trypsin/EDTA Ldsung fur 20 min bei 37 C inkubiert.
Die Inkubation wurde durch Zugabe von serumhaltigem Keratinozytenmedium
gestoppt. Nach Resuspension und Zentrifugation (10 min bei 110 g) wurde die

Anzahl primaren Keratinozyten in einer Zahlkammer bestimmt.
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3.2.3 Expansion von Keratinozyten

Die Keratinozyten wurden in mit Feederlayer besetzten Kulturflaschen in
serumhaltigem Keratinozytenmedium eingesat (bis zu 4x10* Zellen/cm?). Die
Flaschen wurden im Brutschrank in einer wasserdampfgesattigten, auf 37°C
temperierten Atmosphare mit 5% Kohlendioxid kultiviert. Es wurde darauf
geachtet, dass die Zellen in den ersten 48 Stunden nicht bewegt wurden und

anschlie3end alle zwei Tage frisches Medium erhielten.

3.2.4 Kryokonservierung von Keratinozyten

Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden durch eine 2-3 minutige
Trypsin/EDTA Inkubation und unter Mikroskop-Kontrolle zunachst die
Feederzellen abgelost und abgesaugt. Durch erneute Trypsin/EDTA Zugabe und
Inkubation wurden die Keratinozyten abgelost. Die Trypsinaktivitat wurde durch
Zugabe von serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellsuspension
anschlieRend bei 110 g fur 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
Einfriermedium (serumhaltiges Keratinozytenmedium und 10% v/v. DMSO)
wiederaufgenommen und mit einer Dichte von ca. 3x10° Zellen/ml in speziellen
Kryordhrchen in einem Kryobehalter zunachst Gber Nacht bei -80°C eingefroren.

Am nachsten Tag wurden die Kryoréhrchen in flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

3.2.5 Kultivierung von Keratinozyten

Die Zellen wurden schnell aufgetaut und in serumfreiem Keratinozytenmedium
weiterkultiviert. Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden die Zellen
durch eine 10-15 minutige Accutase-Inkubation abgelost. Die Zellen wurden
zentrifugiert, resuspendiert, in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und auf die
entsprechende Anzahl Kulturflaschen oder Lochplatten Uberfuhrt. Fur die

Versuche wurden Zellen der Passagen 2 bis 5 verwendet.

3.2.6 Isolation von Fibroblasten aus Biopsien
Die von der Epidermis separierten Dermisstiicke wurden mit Hilfe von Schere und

Pinzette mdoglichst klein zerteilt und in ein Zentrifugenréhrchen mit 40 ml
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Kollagenaselosung (0,2 U/ml) in DMEM transferiert. Die Suspension wurde fur 3-4
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation
wurde die Zellsuspension mit einer Pipette durchmischt. Die entstandene
Zellsuspension wurde mittels eines Zellsiebes mit 70 ym Maschengréf3e von
Verunreinigungen befreit, bei 110 g 10 min zentrifugiert und das Zellpellet in

Fibroblastenmedium aufgenommen.

3.2.7 Expansion von Fibroblasten

Nach Bestimmung der Zellzahl erfolgte die Aussaat von bis zu 4x10* Zellen/cm? in
Kulturflaschen. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen in den ersten 48
Stunden nicht bewegt wurden und anschlieRend alle zwei Tage frisches Medium

erhielten.

3.2.8 Kryokonservierung von Fibroblasten

Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden durch eine 2-3 minutige
Trypsin/EDTA Inkubation und unter Mikroskop-Kontrolle die Fibroblasten
abgeldst. Die Trypsin-Aktivitat wurde durch Zugabe von Fibroblastenmedium
gestoppt, anschlieRend wurde bei 110 g fur 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in Einfriermedium (50% Fibroblastenmedium, 40% Fotales Rinderserum
und 10% DMSO) wiederaufgenommen und mit einer Dichte von ca. 3x10°
Zellen/ml in speziellen Kryoréhrchen in einem Kryobehalter zunachst tber Nacht
bei -80°C eingefroren. Am nachsten Tag wurden die Kryorohrchen in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt.

3.2.9 Kultivierung von Fibroblasten

Die Zellen wurden schnell aufgetaut und in Fibroblastenmedium weiterkultiviert.
Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden durch eine 2-4 minltige
Trypsin/EDTA Inkubation die Zellen abgelost. Die Zellen wurden zentrifugiert,
resuspendiert, in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und auf die entsprechende
Anzahl Kulturflaschen oder Lochplatten Uberflihrt. Fur die Versuche wurden

Zellen der Passagen 2 bis 5 verwendet.
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3.2.10 Vitalitatsbestimmung von Zellen

Der Einfluss der Extrakte auf die Vitalitdt wurde anhand des MTT-Tests
untersucht. Grundlage dieser Analyse ist, dass das wasserlGsliche
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
von lebenden, metabolisch aktiven Zellen durch eine mitochondriale
Dehydrogenase in ein blaues, unlosliches Formazansalz umgewandelt wird,
dessen Absorption, als Mal} fur die Vitalitat der Zellen, photometrisch bestimmt

werden kann.

i NAD' NADH + H* |
""-: e ‘\ / "u-N o
O_c\n=n' Succinat- O_C\NJ.
HQ dehydrogenase bﬂ
0z
Formazansalz Tetrazoliumsalz

Abb. 10
Prinzip des MTT-Tests: Bildung von Formazansalz als Parameter fur die Vitalitat von Zellen.

Der Test wurde in 96-Loch Platten folgendermalRen durchgefuhrt:

Zur Aufnahme des Tetrazoliumsalzes wurde das Inkubationsmedium zunachst
vorsichtig entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dies wurde ndétig,
da, wie in Vorversuchen beobachtet werden konnte, der Extrakt allein das MTT
umsetzen kann. Die Zellen wurden anschlieRend mit einer MTT-Lésung (0,5
mg/ml) in Versuchsmedium fiir 30-60 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach
der Aufnahme in die Zelle wird das Tetrazoliumsalz von einer mitochondrialen
Succinatdehydrogenase unter Verbrauch von NADH+H" chemisch modifiziert. Es
werden von dem Enzym Wasserstoffionen auf das Tetrazoliumsalz Ubertragen,
wodurch der Tetrazoliumring gespalten wird und ein blaues, unlosliches
Formazansalz entsteht (s.a. Abb. 10). Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurde das MTT-haltige Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und mit DMSO solubilisiert. Das in DMSO geloste Formazan wurde
spektrophotometrisch  bei einer Wellenlange von 560 nm mit einer

Referenzwellenlange von 690 nm quantifiziert. Der Nullabgleich erfolgte dabei
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durch Messung von reinem DMSO. Die Vitalitat behandelter Zellen wurde als
Prozent der Formazan-Bildung im Vergleich mit der Formazan-Bildung
unbehandelter Zellen bestimmt (Abb. 11).

OD (behandelte Zellen)
% Vitalitat = — x 100
OD (Kontroll-Zellen)

Abb. 11
Berechnung der Vitalitat

3.2.11 Proliferations-Test

Der Einfluss der Extrakte auf die Proliferation wurde mit dem BrdU-Test (Roche)
untersucht.  Grundlage dieser Analyse ist die Verwendung des
Pyrimidinanalogons 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU), das durch proliferierende
Zellen an Stelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird und so mit Hilfe eines
enzymmarkierten Antikdrpers quantifizierbar wird.

Der Test wurde in 96-Loch Platten durchgefuhrt und Iasst sich wie folgt
beschreiben:

Zunachst erfolgte, durch Zugabe der BrdU-Markierungs-Lésung in das
Inkubationsmedium und anschlieRender Inkubation (drei Stunden bei 37°C), der
Einbau von 5-Brom-2-desoxyuridin in die DNA. AnschlielRend wurden die Zellen
mit einer alkoholischen Lésung auf der Wachstumsflache fixiert und gleichzeitig
permeabilisiert (Raumtemperatur fur 30 min). Danach wurde ein mit einer
Peroxidase gekoppelter anti-BrdU-Antikorper zugegeben (Raumtemperatur fur 60
min) und anschlielend, nach mehrmaligem Waschen, eine Substratldsung
(tetramethyl-benzidine) addiert. Das Substrat wurde durch die Peroxidase
umgesetzt. Die dabei entstehende Farbentwicklung wurde (nach 4min bei HDF
und 3 min bei HDEK) spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 370 nm mit
einer Referenzwellenlange von 492 nm quantifiziert. Der Nullabgleich erfolgte
durch Messung von reinem Substrat ohne Peroxidase. Die proliferativen Effekte
einer Behandlung wurden als Prozent der optischen Dichte der behandelten
Zellen, verglichen mit der optischen Dichte unbehandelter Zellen, bestimmt (Abb.
12).
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OD (behandelte Zellen)
% Proliferation =—— x 100

OD (Kontroll-Zellen)

Abb. 12
Berechnung der Proliferation

3.2.12 Bestimmung der Zelladhasion

Der Einfluss der Extrakte auf die Zelladhasion wurde mit dem Kristallviolett-
Adhasions-Test untersucht. Grundlage dieser Analyse ist die Fahigkeit von Zellen
an verschiedene Substrate unterschiedlich zu binden. Die Zellen wurden in
Kavitaten einer  Zellkulturplatte eingesat, die zuvor mit den
(wundheilungsrelevanten) extrazellularen Matrix-Molekulen Fibronectin, Kollagen |
und Kollagen IV beschichtet wurden. Adharente Zellen werden mit Kristalviolett
gefarbt. Die Absorbtionsunterschiede zwischen den Kavitaten geben
Unterschiede im Adhasionsverhalten wieder. Der Test wurde in 96-Loch Platten
durchgefuhrt und Iasst sich wie folgt beschreiben:

Kavitaten von 96-Loch Platten wurden mit folgenden Substraten vorbehandelt:

Poly-D-Lysin (5 min bei Raumtemperatur) (12,66 pg/ml, 50 ul/Kavitat)
Fibronectin (1 Stunde bei Raumtemperatur) (10 pg/ml, 50 pl/Kavitat)
Collagen | (1 Stunde bei Raumtemperatur) (63,3 ug/ml, 50 pl/Kavitat)
Collagen IV (Uber Nacht bei 4°C) (10 pg/ml, 50 pl/Kavitat)

Die Kavititen hatten eine Grundfliche von 0,3165 cm?.

AnschlieRend wurden alle Kavitaten mit Bovinem Serum Albumin (10 mg/ml, 50
plI/Kavitat) fur eine Stunde bei Raumtemperatur behandelt, um unspezifische
Bindungen zu blockieren.

Die Zellen wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen kultiviert und behandelt. Fiir
Kontrollen und Behandlungen wurde je eine Flasche angesetzt. Die Zellen
wurden zunachst mit PBS gewaschen und anschlieRend von den Flaschen wie
oben beschrieben abgelést. 30.000 Zellen pro Kavitat wurden in eine zuvor

beschichtete 96-Loch Platte eingesat. Die Platten wurden im Brutschrank fir
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30 min inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium vorsichtig abgenommen und
die Kavitaten (mittels serologischer Pipette) mit PBS gewaschen. Adharente
Zellen wurden auf der Wachstumsflache fixiert (30 min, Ethanol 70% v/v), das
Ethanol abgezogen und die Zellen mit einer wassrigen Kristalviolett Loésung (30%
w/v) gefarbt. Nach 30 min Inkubation wurden die Loch Platten finfmal mit
Reinstwasser gewaschen. Die Platten wurden uUber Nacht bei 37°C getrocknet.
Am nachsten Tag wurden in jede Kavitat 50 pl Triton™ X-100 (0,02% v/v in
Reinstwasser) pipettiert und 1 Stunde auf einem Plattenschuttler bei 500 rpm
inkubiert. Zum Schluss wurden in jede Kavitat 50 pl Isopropanol hinzu pipettiert
und 10 min auf dem Plattenschuttler bei 500rpm inkubiert. Die Extinktion wurde
spektrophotometrisch bei 590 nm bestimmt. Der Nullabgleich erfolgte durch
Messung von 50 pl Triton™ X-100 zzgl. 50 ul Isopropanol ohne Zellen. Die
Effekte einer Behandlung auf die Zelladhasion wurden als Prozent der optischen
Dichte der behandelten Zellen, verglichen mit der optischen Dichte unbehandelter
Zellen, bestimmt (Abb. 13).

OD (behandelte Zellen)
% Adhasion = ——  x 100
OD (Kontroll-Zellen)

Abb. 13
Berechnung der Zelladhasion

3.2.13 Bestimmung der Zellmigration

Der Einfluss der Extrakte auf die Zellmigration wurde mit einem Wundheilungs-
Test untersucht. Grundlage dieser Analyse ist die Fahigkeit von adharenten
Zellen sich in eine vordefinierte zweidimensionale zellfreie Strecke zwischen zwei
Monolayern (Wunde) hineinzubewegen. Unterschiede in ihrer Geschwindigkeit
kénnen durch Fotodokumentation und deren Analyse quantifiziert werden.

Der Test wurde in 6-Loch Platten durchgefuhrt und Ilasst sich wie folgt
beschreiben:

Ein Insert (ibidi®) wurde gemaR Herstellerangaben in eine Kavitét einer 6-Loch
Platte plaziert.15.000 Zellen (HDF oder HDEK) wurden in jede Kavitat des Inserts

eingesat. Die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert und nach Erreichen der

38




Material und Methoden

gewinschten Konfluenz (in der Regel am nachsten Tag) das Insert entfernt (Abb.
14 a).

PSS A=
| e
4 h b

Abb. 14

Kultivierung von Zellen in einem ibidi® Insert. Nach dessen Entfernen ist der Abstand zwischen
den Monolayern immer gleich (500 pym) (a) [Quelle: ibidi.de]. Auf diese Weise Kkultivierte
Keratinozyten wurden am Anfang (b) und am Ende des Versuches fotografiert (¢). Mit Hilfe der
Opensource Software ImageJ wurden die zellfreien Areale markiert (wei3) und deren Grundfléche
berechnet (d-e).

Fur einen Teil der Versuche wurde vor dem Einsetzen des Inserts der Boden der
6-Loch Platte mit Fibronectin beschichtet (Konzentration 19,2 pg/ml, 500
ul/Kavitat, 1 Stunde bei Raumtemperatur) (9,6 cm? Grundflache einer Kavitat). In
diesem Fall wurde nach dem Ende des Versuches mittels
Immunflouoreszenzfarbung Uberprift, ob die Fibronectinbeschichtung beim
Entfernen des Inserts beschéadigt wurde (s.a. Kapitel 3.2.19.2 Seite 54).

Nach dem Entfernen des Inserts wurde die Kavitat der 6-Loch Platte einmal mit
Medium gewaschen und anschlieRend mit den verschiedenen Ansatzen im
Brutschrank inkubiert. Mit einem Mikroskop (Leica) wurde der Raum zwischen

den Zellmonolayern zu verschiedenen Zeitpunkten fotografiert (Abb. 14 b, c).
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Markierungen auf dem Boden der Platte haben garantiert, dass immer derselbe
Bereich zu verschiedenen Zeitpunkten fotografiert werden konnte. Anschliel3end
wurden die Bilder mit Hilfe der Opensource Software ImagedJ ausgewertet. Die
zellfreien Areale wurden umrandet, (Abb. 14 d, e) und derer Grundflache
berechnet. Es wurden nur Zellen berucksichtigtet, die sich innerhalb des
migrierenden Zellverbandes befanden. Durch die Grundflachen am Anfang und
am Ende des Versuches konnte die Zellmigration in Prozent berechnet werden
(Abb. 15).

Grundflache (Anfang) — Grundflache (Ende)
% Zellmigration = x 100
Grundflache (Anfang)

Abb. 15
Berechnung der Zellmigration

3.2.14 Quantitative Protein Analyse

FUr diese Analyse wurden Proteine im elektrischen Feld (in einem Gradienten-
SDS-Gel) der GroRe nach getrennt und anschliellend durch spezifische
Antikorper quantitativ nachgewiesen. Folgende Schritte wurden im Einzelnen
durchgefuhrt:

Zelllyse: NHEK oder HDF wurden bis zur Konfluenz (80-90%) in einer 6-Loch
Platte kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium abgezogen und die Zellen
einmal mit kaltem PBS gewaschen. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von
eiskaltem Lysis-Puffer (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,2% v/v Triton™ X-100,
10% v/v Glycerol, pH 7,5 zzgl. Proteinase Inhibitor Cocktail). Die lysierten Zellen
wurden in Reaktionsgefale aufgenommen und auf Eis inkubiert (15 min). Nach
Zentrifugation (13.000 rpm, 4°C, 5 min) und Gesamtproteingehaltsmessung (DC
Protein Assay Kit, Bio-Rad) wurden die Lysate bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert.
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Denaturierende  SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis): Die Proteine in den Zelllysaten wurden mittels Elektrophorese in
einem SDS Gel aufgetrennt. Im SDS-PAGE wandern die Proteine auf Grund

eines elektrischen Feldes durch ein dreidimensionales Netzwerk aus Acrylamid
und Bis-Acrylamid. Dort werden sie bezuglich ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt. Dies wird durch den Zusatz des amphiphilen Detergenz SDS
ermoglicht, das sich stochiometrisch an die Proteine anlagert und Mizellen mit
konstant negativer Ladung je Masseneinheit bildet. Bei der Probenvorbereitung
wurden die Proteine mit einem Uberschuss an SDS 10 min auf 70°C erhitzt und
so die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine zerstort. Zusatzlich wurden
Schwefelbricken zwischen Cysteinen durch Zugabe von Dithiothreitol
aufgebrochen. Fur die Elektrophorese wurde ein diskontinuierliches Puffersystem
verwendet: ein Bis-Tris-HCI Puffer (pH 6,4) im Gel (NUPAGE® Novex 4-12% Bis-
Tris gradienten Gel) und ein MOPS- Puffer (pH 7,7) als Elektrophorese Laufpuffer
(50 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 mM MOPS, 0,1% SDS w/v). Jede Probe eines Gels
hatte den gleichen Gesamtproteingehalt (7,5 ug).

Protein Nachweis (Western Blot):

Nach der Trennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (blotting). Fir den Transfer wurde eine
,2dryblotting® Methode benutzt. Bei dieser Methode werden die Gele in einer
iblot™ Apparatur zwischen zwei Elementen eines iblot™ Stapels platziert. Das
untere Element besteht aus der Kupferanode und der Nitrozellulosemembran.
Das Obere besteht aus der Kupferkathode und einem (mit Wasser
durchfeuchteten) Filterpapier. Beide Elektroden enthalten ein lonenreservoir,
eingebettet in einer Gelmatrix. Die Ubertragungszeit betrug, auf Grund der
geringen Entfernung zwischen den Elektroden, die hohe Stromstarken flur den
Transfer ermoglichen, nur 7 min. Der Transfer wurde mittels Ponceau S (0,1%
w/v) Farbung auf Gleichmaligkeit Uberpruft. Die Nitrozellulosemembran wurde
eine Stunde mit Blocking Puffer (TBS-T: 10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% v/v
Tween® 20 zzgl. 5% w/v Blotting-Grade Blocker) geblockt und anschlieBend mit
dem Primarantikorper (gelost in Blocking Puffer) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
Membran wurde am nachsten Tag dreimal fir je 15 min mit TBS-T gewaschen,

fur eine Stunde mit dem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikdrper (geldst in
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Blocking Puffer) inkubiert und schliel3lich wieder dreimal fir je 15 min mit TBS-T

gewaschen.

Primarantikorper Herkunft Verdiinnung | Hersteller

Antigen

GAPDH Maus 1:20000 Acris Antibodies GmbH,
Herford, Deutschland

Integrin-31 Kaninchen 1:2500 Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, USA

Integrin-p1 Maus 1:2000 Merck Millipore, Billerica, USA

Integrin-p1 Maus 1:7500 Merck Millipore, Billerica, USA

Sekundarantikorper | Konjugiert Verdiinnung | Hersteller

Ziege-Anti-Maus Peroxidase 1:2500 Merck Millipore, Billerica, USA

Ziege-Anti-Kaninchen Peroxidase 1:2500 Merck Millipore, Billerica, USA

Abb. 16

Western Blot Antikorper.

Zum Nachweis der Bindung wurden die beiden Nachweisreagenzien (Luminol-
Lésung, Verstarker-Losung; ECL Plus Western Blotting Detection Reagents) im
Verhaltnis 40:1 zusammengegeben und die Membran damit getrankt. In der
Dunkelkammer wurde die Membran in Frischhaltefolie eingepackt und mit einem
Chemilumineszenz-Film in eine Filmkassette gelegt. Der Film wurde je nach
Antikorper verschieden lang exponiert und anschliel3end entwickelt und fixiert. Die
Filme wurden gescannt und die Bilder mit Hilfe der Software TotalLab TL100
v2006¢c (TotalLab Ltd, Newcastle upon Tyne, UK) ausgewertet. Die eingesetzten
Antikdrper sind in Abbildung 16 aufgelistet.

Stripping und Reprobing:

Um die Antikorper wieder zu entfernen (Stripping), wurden die Membranen
dreimal fur je 10min mit kochend heilRem Stripping Puffer (100 mM Glycine, pH 2)
inkubiert. Die Membranen wurden anschliefend finfmal mit TBS-T gewaschen
und eine Stunde mit Blocking Puffer inkubiert. Die Membranen wurden mit neuen

Antikorpern wie oben beschrieben inkubiert (Reprobing).
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3.2.15 Herstellungs- und Kultivierungsmethode des Phenion® Full-
Thickness Skin Model (Vollhautmodell)

Hierbei handelt es sich um ein organotypisches in vitro Hautmodell, hergestellt
von Henkel AG & Co. KGaA, Dusseldorf, Deutschland. Das Vollhautmodell ist
eingehend beschrieben und charakterisiert worden [67,68]. Es wird routinemafig
in einer Reihe von in vitro Studien verwendet [69-72]. Es besteht aus humanen

Keratinozyten und Fibroblasten desselben Spenders.

Kulturschale
mit Nahrmedium

—12mMm

I

Vollhautmodell

Filterpapier

|

Metallstiitzen

Abb. 17
Kultivierung des Vollhautmodells in der ALI-Phase. Seitliche Ansicht im Schema.

Alle Inkubationsschritte wurden auf einer 37°C temperierten Atmosphare mit 5%
Kohlendioxid im Brutschrank durchgeflhrt. Die Herstellung lasst sich wie folgt
beschreiben: Humane Fibroblasten und Keratinozyten wurden aus
Vorhautbiopsien isoliert (s.a. Kapitel 3.2.2 und 3.2.6). Wahrend die Keratinozyten
in mit Feeder-Zellen ausgesaten Flaschen im serumhaltigen Keratinozyten
Medium bis Passage 3 propagiert wurden, wurden die Fibroblasten in

Fibroblastenmedium (zzgl. Ascorbyl-2-phosphat) bis Passage 5 weiterkultiviert.

Fuir die Vollhautmodell Produktion wurden als erstes Fibroblasten in
Fibroblastenmedium auf eine Matrix ausgesat. Diese Matrix bestand aus
quervernetztem Kollagen und befand sich in einer Kavitat einer 24-Loch Platte.
Nach 2 wochiger Inkubation wurden Keratinozyten uber der -mittlerweile mit

Fibroblasten kolonisierten- Matrix ausgesat und eine Woche lang mit
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serumhaltigen Keratinozytenmedium weiterkultiviert. Nach dieser submersen
Inkubationsphase wurden die Modelle auf Filterpapier platziert, die auf
Metallstitzen lagen und in der Luft-FlUssigkeits-Grenze (sog. ,Air Liquid Interface®
od. ALI-Phase) fur weitere 12 Tage inkubiert (Abb. 17 und 18). Nach dieser Zeit
wiesen die Hautmodelle in Hamatoxylin-Eosin gefarbten histologischen Schnitten
eine Unterteilung in Dermis und Epidermis auf. Die Epidermis wies zudem eine
typische Ausdifferenzierung auf (Abb. 19). Die Wundheilungsversuche wurden

mit auf diese Weise hergestellten Vollhautmodellen durchgefuhrt.

Kulturschale mit
Nahrmedium |

\

5

-

Metallstitzen

Abb. 18
Kultivierung des Vollhautmodells in der ALI-Phase.
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Stratum
corneum

Stratum
granulosum

— Epidermis
Stratum
spinosum
Stratum
basale
Fibroblasten )
— Dermis

Abb. 19
Hamatoxylin-Eosin gefarbter Querschnitt des Phenion® Full-Thickness Skin Models am 12.
Tag der ALI-Phase.

3.2.16 Das dreidimensionale in vitro Wundheilungsmodell

Es wurden insgesamt vier unterschiedliche Hautverwundungsmethoden etabliert.
Die am besten geeignete wurde identifiziert und im weiteren als alleinige Methode
eingesetzt:

A. Inzision
B. Exzision
C. Hitzeeinwirkung

D. Kalteverwundung
Alle Experimente zu den unterschiedlichen Verwundungsmethoden wurden am

12. Tag der ALI-Phase durchgefiuhrt. Zu diesem Zweck wurden die Hautmodelle

mit Hilfe einer Edelstahlpinzette in einen Edelstahlring, der sich in einem
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Edelstahlbehalter befand, platziert (Abb. 20). Ring und Behalter wurden speziell
fur diesen Zweck angefertigt.

Anschlielend wurden die Wunden wie im Weiteren beschrieben gesetzt und
markiert.

Abb. 20
Versuchsaufbau: Das Hautmodell wurde in einen Edelstahlring platziert. Der Ring befand sich in
einem Edelstahlbehélter.

3.2.16.1 Verwundungsmethoden

A. Inzision (Einschneiden)

Die Verwundung wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen
Einweginstruments durchgefiihrt (Surgicutt®, ITC, Edison, USA). Surgicutt® ist ein
steriles, standardisiertes Einweginstrument, das einen 5mm langen und 1mm
tiefen Schnitt zieht. Eine chirurgische Stahlklinge, die mit einer Druckfeder
kombiniert ist, wird auf Knopfdruck aus einem geschlossenen Plastikgehduse
freigegeben und schnellt anschlieBend sofort wieder zurick. Diese schnelle
Bewegung fuhrt die Verwundung durch (Abb. 21).
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Im Rahmen der Vorarbeiten wurde das Surgicutt® auf die Ausbuchtungen des
Edelstahlbehalters platziert (Abb. 20). Der Mechanismus wurde ausgeldst, und

die Hautmodelle wurden durch die Klinge verwundet.

Austrittsbereich der Klinge

Abb. 21

Inzision: Das Einweginstrument Surgicutt® (links) wurde auf das Hautmodell platziert. Nach dem
Auslosen des Mechanismus trat die Klinge an der unteren Seite heraus. Durch die schnelle
halbkreisféormige Bewegung wurde das Hautmodell verwundet. Auf der rechten Seite ist die
Verwundung auf der Haut schematisch dargestellt (Bilder Quelle: ittmed.com).

B. Exzision (Ausschneiden)

—

Abb. 22
Hautmodellverwundung durch das BIOPSY PUNCH von STIEFEL®.
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Die Verwundung wurde mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Einweginstruments
STIEFEL® BIOPSY PUNCH durchgefiihrt (GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG,
Munchen, Deutschland). Das Instrument wurde auf die Mitte des Hautmodells
platziert. Durch sanftes Drehen und Dricken wurde das BIOPSY PUNCH etwa 2
mm in das Hautmodell hineingefihrt (Abb. 22). Mit Hilfe einer Edelstahlpinzette
wurde ein zylindrisches Stlick des Hautmodells (Biopsie) aufgenommen und
entfernt. Eine Vertiefung mit dem Durchmesser des jeweils verwendeten Biopsie
Instrumentes wurde sichtbar. Fir die Versuche wurden BIOPSY PUNCH mit
Durchmessern von 2, 4, und 6 mm verwendet. Ein Teil der Biopsien wurde in

Formalin fixiert und einer histologischen Analyse unterzogen.

C. Hitzeeinwirkung

1. Verbrennung

Die Verbrennung wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Létkolbens LUX®
(Mod. Nr. 539405) (maximale Temperatur 370°C) (Emil Lux GmbH & Co. KG,
Wermelskirchen, Deutschland) durchgefuhrt. Seine abgeflachte Spitze hatte die
Dimensionen von 5x3 mm. Der Lotkolben wurde ausreichend lang vorgeheizt und
auf der flachen Seite auf das Hautmodell gesetzt und 12 sec lang auf die gleiche

Stelle gehalten.

2. Verbriihung

Die Verbrihung wurde mit Hilfe eines speziell angefertigten Edelstahlstabes,
dessen Endstick ein Quadrat mit einer Kantenldange von 6x6 mm war,
durchgefuhrt. Der Stab wurde zunachst in einem Wasserbad bei einer Temperatur
von 90°C aquilibriert und anschlielfiend mit Hilfe einer Edelstahlpinzette auf die
Mitte des im Edelstahlbehalter befindlichen Modells platziert und 15 sec lang
senkrecht ganz bis nach unten gedrickt (ahnlich Abb. 23).

D. Kalteverwundung
Ein Edelstahlstab (s.0.) wurde in flissigem Stickstoff bei -176°C aquilibriert. Mit

Hilfe einer Edelstahlpinzette wurde der Stab auf die Mitte des im
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Edelstahlbehalter befindlichen Modells platziert und senkrecht ganz bis nach
unten gedruckt (Abb. 23).

Edelstahlstab

Abb. 23

Kélteverwundung des Vollhautmodells: Ein zuvor im flissigen Stickstoff aquilibrierter
Edelstahlstab wurde auf die Mitte des Hautmodells platziert und 15 sec lang bis ganz nach unten
gedruckt.

Abb. 24
Nach der Verwundung des Vollhautmodells ist eine quadratische Vereisungsstelle sichtbar.

Nach 15 sec wurde der Stab abgehoben und wieder in den flissigen Stickstoff

getaucht. Das Hautmodell wies nach der Verwundung eine weille
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Vereisungsstelle auf, die sich in der Mitte befand und die Dimension des Stabes
hatte (Abb. 24).

3.2.16.2 Markierung der Wunde

Fir die dem Versuch anschlie®Bende Bearbeitung der Hautmodelle
(Gewebefixierung, Paraffineinbettung, Anfertigung von  Schnitten  und
histochemische Farbung) sowie der finalen Auswertung war es notwendig, die
Ausrichtung der Wundflache auch nach dem Versuch nachvollziehen zu kdénnen.
Aus diesem Grund wurde die Wunde mit Hilfe von Sudanschwarz B direkt nach
der Verwundung markiert (Abb. 25). Sudanschwarz ist ein Gewebefarbstoff, der
in der Haut Keratine und Lipide farbt [73]. Der Farbstoff wurde sofort durch die
Epidermis aufgenommen und blieb an gleicher Stelle flr die gesamte Dauer des
Versuches.

Zwei Markierungen wurden auf zwei entgegengesetzten Seiten der Wunde am
Rand des Hautmodells pipettiert. Nach Versuchsende wurde das Hautmodell mit
Hilfe eines Skalpells entlang der imaginaren Linie zwischen den
Markierungspunkten in zwei Halften geschnitten und in einer Einbettkassette in

Formaldehydlésung fixiert.

Abb. 25
Markierung des Wundbereiches. Nach der Verwundung des Vollhautmodells wurden je 0,5 pl
Tropfen einer Sudanschwarz Lésung an zwei entgegengesetzten Punkten am Hautmodellrand
pipettiert (links). Entlang der Linie durch diese zwei Markierungen (die einen rechten Winkel zur
Wundgrenze bildete) wurde das Hautmodell am Ende des Versuches in zwei Halften geschnitten
(rechts).
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3.2.16.3 Behandlung und experimentelle Setups

Behandlung und Anséatze:

3 Stunden nach der Verwundung wurden die Modelle aus dem Brutschrank
entnommen und mit dem Extrakt und den Kontrollen (Lésungsmittel oder BSA)
behandelt. 20 pl von jeweils Extrakt oder Kontrollen wurden in die Mitte der
Wunde pipettiert. Die Konzentrationen des Extraktes und des BSA betrugen 1 mg
Protein/ml. Die Behandlung wiederholte sich alle 24 Stunden Uber einen Zeitraum
von 5 Tagen. Als weitere Kontrollen dienten Hautmodelle, die nicht mit Extrakt
behandelt wurden, sowie Hautmodelle, die nicht verwundet und nicht behandelt
wurden. Fur alle Behandlungen und Kontrollen wurden jeweils 2 Modelle benutzt.

Experimentelle Setups:

Die Wirkung der Extrakte wurde mit Hilfe von zwei Setups untersucht, die sich

hinsichtlich des Versuchszeitraums und der Probenahme unterschieden.

Setup A (kurzer Beobachtungszeitraum)

Probenentnahme:
Tag1bis5 1. Woche
Tag 8 2. Woche

Setup B (langer Beobachtungszeitraum)

Probenentnahme:
Tag 1-3-5 1. Woche
Tag8 2. Woche
Tag 15 3. Woche

3.2.17 Herstellung von Paraffinschnitten
Die Vollhautmodelle wurden fur mindestens 24 Stunden in Formaldehydldsung (4%
w/v, Roti®-Histofix) fixiert bevor sie in Paraffin (Roti®-Plast) eingebettet wurden.

Von den Proben wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager
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(SuperFrost®) transferiert. Danach wurden die Paraffinschnitte tber Nacht
getrocknet, bevor sie am nachsten Tag fur jeweils 10 min in Xylol entparaffiniert
und in einer absteigenden Alkoholreihe fur jeweils 2 min rehydriert wurden (100%,
100%, 96%, 70%, 50% v/v in Wasser).

Anschliel’end wurden die Schnitte entweder flr die Hamatoxylin-Eosin Farbung (5
min in Reinstwasser) oder fur die immunhistochemische Farbung (5 min in TBS-T)

vorbereitet.

3.2.18 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die in Gefalken mit Reinstwasser befindenden Objekttrager (s. 3.2.18) wurden
zunachst in eine Mayer Hamatoxylin-Losung fur 5min getaucht. Anschlieend
wurden die Objekttrager in Gefallen unter flieRendem Leitungswasser fur 15 min
gespult. Nach anschlielendem kurzem Eintauchen in Reinstwasser (30 sec)
wurden die Objekttrager in einer Eosin G Ldsung (zzgl. 1 Tropfen Eisessig pro
100 ml Lésung) fir 3 min eingetaucht. Die Objekttrager wurden fir 5min in
Reinstwasser gespult und anschlieBend wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 96%, 100% v/v in Wasser) fur je 2 min
entwassert. Nach zweimaligen Eintauchen in Xylol-Gefalen fur jeweils 10 min

wurden die Objekttrager mit Roti®-Histokitt benetzt und mit Deckglasern versehen.

3.2.19 Immunhistochemie

Unter Verwendung spezifischer Antikdrper konnte die Expression ausgewahlter
Proteine qualitativ nachgewiesen werden. Dabei wurden primare Antikorper, die
an das spezifische Antigen binden, durch mit Fluorochromen gekoppelten
sekundaren Antikorper erkannt, wodurch die nachzuweisenden Antigene unter
einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden konnten. Folgende

Antigene wurden in Rahmen dieser Arbeit untersucht:
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3.2.19.1 Nachweis von Ki67 und Berechnung der Proliferation

Das Ki67 wird der Zellproliferation zugeordnet, da es in Zellen detektiert wird, die
in den G-, S-, G2- oder M-Phasen des Zellzyklus befinden und nicht in ruhende
Zellen (Gp-Phase).

Die sich in GefalRen mit TBS-T befindenden Objekttrager (s. 3.2.18) wurden
zunachst in Citrat-Puffer (0,01 M tri-Natriumcitrat-2-hydrat in Reinstwasser, pH 6,0)
fur 25 min in einem Wasserbad bei 95-99°C erhitzt. Die Objekttrager wurden nach
dem Abkuhlen in TBS-T Uberfuhrt. Die Schnitte wurden anschlieRend mit einem
geeigneten Stift (DAKO Pen) umrandet, mit Blockierlésung (Ziegenserum 10% vl/v,
Triton™ X-100 0,1% v/v in TBS-T) bedeckt und 45min in einer geschlossenen
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Dem Blockieren der unspezifischen
Bindungen folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 5°C mit dem primaren Antikdrper
(geldst in Antibody Diluent, Dako) in einer feuchten Kammer. Als Kontrollen
dienten Objekttrager, die nur mit Antibody Diluent behandelt wurden. Nach
viermaligem Waschen fiur je 15 min mit TBS-T wurden die Objekttrager mit dem
Sekundarantikérper (gelost in Antibody Diluent, Dako) zzgl. 4',6- Diamidino-2-
phenylindol dihydrochlorid (DAPI), das doppelstrangige DNA farbt, in einer
feuchten vor Licht geschitzten Kammer fur eine Stunde inkubiert. Die
Objekttrager wurden erneut viermal fur je 15 min mit TBS-T gewaschen.
Abschlielend wurden die Schnitte mit einem Tropfen Fluorescence Mounting
Medium (Dako) fixiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die
eingesetzten Antikorper sind in Abbildung 26 aufgelistet.

Fir die Auswertung wurden als erstes Fluoreszenzbilder mit den Extinktionsfiltern
fur DAPI und FITC aufgenommen und anschliefend uberlagert. Die Kerne von
ruhenden Zellen erschienen Blau, alle anderen erschienen Grin. Um eine Maf}
fur das Proliferationsvermégen der unterschiedlich behandelten Modelle zu
erhalten, wurden Uber einen Bereich von 1000 um die Zellen der Basalschicht, die
nur mit DAPI oder auch mit Ki67 gefarbten waren, gezahlt und in die folgende

Formel eingepflegt:

Anzahl grine Kerne
% Zellproliferation = x 100

Anzahl griine Kerne + Anzahl blaue Kerne
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Bei verwundeten Hautmodellen wurde die Bestimmung an der Migrationsspitze

der neuen Epidermis begonnen und in Richtung Wund/Modellrand fortgesetzt:

Primarantikorper Herkunft Verdiinnung |Hersteller
Antigen
Ki67 Maus 1:10 Dako Deutschland GmbH,

Hamburg, Deutschland

Sekundarantikorper |Fluorochrom |Verdiinnung |Hersteller

Ziege-Anti-Maus AlexaFluor 488 |1:200 Life Technologies GmbH,
(FITC) Paisley, UK

Abb. 26
Antikorper Immunhistochemie (Ki67)

3.2.19.2 Immunhistochemischer Nachweis von Fibronectin und Uberpriifung
der Fibronectinbeschichtung

Kavitaten von 6-Loch Platten wurden einmal mit PBS gewaschen und fur 20 min
mit Ethanol (70% v/v) fixiert. AnschlieRend wurde das Ethanol entfernt und die
Kavitaten zweimal mit PBS gewaschen bevor sie mit der Blockierlosung (Protein
Block, Dako) fur 45 min inkubiert wurden. Anschlieend wurde der
Primarantikdrper (geldst in Antibody Diluent, Dako) tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach viermaligem Waschen fur je 15 min mit TBS-T wurden die Kavitaten mit
dem Sekundarantikorper (gelost in Antibody Diluent, Dako) in Dunkelheit fur eine

Stunde inkubiert. Sie wurden erneut viermal fur je 15 min mit TBS-T gewaschen.

Primarantikorper Herkunft Verdiinnung |Hersteller
Antigen
Fibronectin Kaninchen 1:100 Acris Antibodies GmbH,

Herford, Deutschland

Sekundarantikorper |Fluorochrom |Verdiinnung |Hersteller

Ziege-Anti-Kaninchen | AlexaFluor 488 |1:200 Life Technologies GmbH,
(FITC) Paisley, UK

Abb. 27
Antikérper Immunhistochemie (Fibronectin)

Abschlielend wurden die Kavitaten mit einem Tropfen Fluorescence Mounting
Medium (Dako) fixiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
Oberflachen, derer Beschichtung intakt war erschienen durchgehend grin. Die

Beschichtung wurde insbesondere zwischen den Zellmonolayern Uberpruft.
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Die eingesetzten Antikdrper sind in Abbildung 27 aufgelistet.

3.2.20 Berechnung der Wundheilung von Kéltewunden

Zunachst wurden die Hamatoxylin-Eosin gefarbten Querschnitte unter dem
Mikroskop fotografiert. Zur Bestimmung der Gesamtldnge von Hautmodell und
Wunde wurden mit Hilfe einer speziellen Software jeweils zwei Bilder eines
Hautmodells zu einem Bild kombiniert (multi-image-alignement (MIA)) (Abb. 28

oben).
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Abb. 28

Berechnung der epidermalen Wundheilung des Vollhautmodells nach Kalteverwundung.
Oben: zwei Bilder wurden zu einem kombiniert (MIA). Die Gesamtldange des Hautmodells sowie
die Gesamtldnge der Wunde wurden gemessen. Der schwarzumrandete Bereich ist unten
vergroRert dargestellt. Die Lange der neuen Epidermis wurde gemessen. Als Anfang wurde der
Punkt definiert an dem die abgestorbene und abgeléste Epidermis von der Dermis abhob.
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Als Wundanfang wurde die Stelle definiert, an der sich die primare und
mittlerweile abgestorbene Epidermis von der darunter liegenden Dermis abloste
(Abb. 28 unten). Die Messungen wurden mit Hilfe der Software ImageJ

vorgenommen. Pro Modell wurden 4 Querschnitte vermessen und zu einem Wert

zusammengefasst.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit sollte die Wirkung von Extrakten aus Lucilia
sericata auf die Wundheilung untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden zwei
in vitro Testsysteme ausgesucht. Ein zweidimensionales (2D) Monolayer- und ein
dreidimensionales (3D) Vollhautmodell-System.

Wahrend das 2D System die Analyse von Einzelschritten im Rahmen der
Wundheilung zulasst, erlaubt die Verwendung eines 3D Vollhautmodells den
komplexen Vorgang moglichst ahnlich der in vivo Situation nah abzubilden

4.1 Versuche an Keratinozyten- und Fibroblasten Monolayerkulturen

Die Zellen, die an der Wundheilung beteiligt sind, durchlaufen drei
unterschiedliche Prozesse, die fein aufeinander angestimmt sind: Proliferation,
Migration und Adhasion. Fur die erste systematische Analyse der Extrakte wurde
die Wundheilung in eben diese Einzelprozesse aufgesplittet und mit Hilfe
verschiedener in vitro Methoden separat voneinander untersucht.

Die Experimente wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit derselben
Extraktcharge durchgefuhrt. Dabei wurden Keratinozyten und Fibroblasten von 2-
4 unterschiedlichen Biopsien verwendet, um Auskunft GUber eventuelle Spender-
abhangige Effekte geben zu kdnnen. Die Ansatze wurden mindestens zweimal, in
der Regel jedoch dreimal unabhangig voneinander wiederholt.

Damit die Darstellung der Ergebnisse gleichzeitig Ubersichtlich und vollstandig
erfolgen konnte, konzentrierte man sich bei der Darstellung im Folgenden in der

Regel auf zwei Versuche.

4.1.1 Vitalitat

Zunachst wurde der Einfluss des Extraktes auf die Vitalitat untersucht, um die
maximale Einsatzkonzentration des Extraktes flr anschlieliende Versuchsansatze
zu ermitteln und um zu vermeiden, dass zytotoxische Effekte die eigentlichen
Extrakteffekte Uberdecken.

Fur diese Dissertation wurde ein zuvor standardisiertes Verfahren zur Herstellung

von Lucilia sericata Extrakten verwendet. Drei unterschiedliche Chargen, die mit
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diesem Verfahren hergestellt wurden, haben in diesen initialen Ansétzen
Anwendung gefunden. Alle Versuche umfassten die relevanten Kontrollen

(L6sungsmittelkontrolle, H>O; Proteinkontrolle, = BSA;  Positivkontrolle,

Komplettmedium).

4.1.1.1 Einfluss des Extraktes auf die Vitalitat von Fibroblasten

Fibroblasten von insgesamt vier Spendern wurden mit Fibroblastenmedium
(Komplettmedium, 10% v/v FCS) kultiviert, bevor es durch Minimalmedium (1%
v/v FCS) fur 24 Stunden ersetzte wurde. Anschlielend wurden die Zellen mit den

Extrakten (in Minimalmedium) fiir 48 Stunden behandelt. Die Vitalitat wurde mit

dem MTT-Test gemessen.

300 - , .
primare Fibroblasten

N

o

o
I

Vitalitat [%]

100 +

KM MM H,O BSA 0,01 0,1 1 10 100 500
Extrakt

Abb. 29

Lucilia sericata Extrakt hat insbesondere in hohen Konzentrationen keine negative
Auswirkungen auf die Vitalitdt von Fibroblasten (ausgesuchter Versuch) (Extraktcharge 1).
Die Zellen wurden in Kavitdten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fur 24 Stunden mit
Minimalmedium inkubiert und anschlieBend mit den Extrakten in Minimalmedium behandelt. Die
MTT-Messung erfolgte nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung. KM: Komplettmedium (10% v/v FCS); MM: Minimalmedium (1% v/v FCS);
H,0: 1% v/v (Lésungsmittelkontrolle); BSA: 500 ug/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: ug/ml.

Auf Abbildungen 29 und 30 sind zwei ausgesuchte Versuche dargestellt. Sie
unterscheiden sich in der Verwendung der Extraktcharge.

Es ist klar zu erkennen, dass das Komplettmedium (KM) zu einer verstarkten

Bildung des Formazansalzes fuhrt. Dies I&sst sich nicht nur mit einer verbesserten
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Vitalitat der Zellen erkléren sondern auf3erdem mit einer verstarkten Proliferation
der im KM kultivierten Zellen, im Gegensatz zu den anderen Ansatzen, bei denen
die Zellen mit einer deutlich geringeren FCS Konzentration kultiviert wurden.
Parallel sind alle drei Extrakte in einem weiten Konzentrationsbereich 0,0001-500
Mg/ml vergleichend untersucht worden. Auch die héchste Konzentration von 500
pug/ml fuhrte zu keiner Veranderung der Vitalitdt. BSA wurde in gleich hoher
Konzentration als Kontrolle mitgefihrt, um -im Falle einer Extraktwirkung-

unspezifische Wirkungen durch eine hohe Proteinkonzentration auszuschliel3en.
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Abb. 30

Lucilia sericata Extrakt hat selbst in hohen Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf
die Vitalitat von Fibroblasten (ausgesuchter Versuch) (Extraktcharge 2). Die Zellen wurden in
Kavitaten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fir 24 Stunden mit Minimalmedium inkubiert
und anschliefend mit den Extrakten in Minimalmedium behandelt. Die MTT-Messung erfolgte
nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. KM:
Komplettmedium (10% v/v FCS); MM: Minimalmedium (1% v/iv FCS); H,0: 1% v/v
(Lésungsmittelkontrolle); BSA: 500 ug/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: pg/mil.

Beide dargestellten Extraktchargen sowie eine weitere (Ergebnisse nicht gezeigt)
zeigen keine signifikanten Unterschiede untereinander beziglich ihres Einflusses
auf die Vitalitdt von Fibroblasten. Diese Ergebnisse konnten auch bei

Verwendung von unterschiedlichen Fibroblastenspendern bestatigt werden.
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4.1.1.2 Einfluss des Extraktes auf die Vitalitat von Keratinozyten

Keratinozyten von insgesamt vier Zellspendern wurden ebenfalls fir 48 Stunden
behandelt. Die Keratinozyten wurden fiur das gesamte Projekt in einem
kommerziell erhdltlichen und definierten Medium ohne FCS Kkultiviert. Die
Herstellung eines Minimalmediums durch die Nichtverwendung zugehériger
Additive fuhrte wiederholt zum Absterben der Zellen, so dass auf ein
Minimalmedium fir die Keratinozyten verzichtet wurde. Die Vitalitdt wurde mit

dem MTT-Test gemessen.
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Abb. 31

Lucilia sericata Extrakt hat selbst in hohen Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf
die Vitalitat von Keratinozyten (ausgesuchter Versuch) (Keratinozytenspender 1). Die Zellen
wurden in Kavitdten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fir 48 Stunden mit den Extrakten
behandelt. Im Anschluss erfolgte die MTT-Messung. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte

+/- Standardabweichung. Medium: (Epilife®); KGF: 5 ng/ml; H,0: 1% v/v (L6sungsmittelkontrolle);
BSA: 500 pg/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: ug/mi.

Da nach der Untersuchung von vier unterschiedlichen Fibroblastenspendern und
drei Extrakten keine Beeinflussung der Zellvitalitdt zu detektieren war,
konzentrierte sich die Analyse der Keratinozyten auf eine Extraktcharge, die auch
in allen weiteren Versuchen zum Einsatz kam. Der gleiche grolde
Konzentrationsbereich von 0,0001 - 500 pg/ml fuhrte auch bei den Keratinozyten
der vier unterschiedlichen Spender zu keiner Beeinflussung der Vitalitat. Auf

Abbildungen 31 und 32 sind zwei ausgesuchte Versuche dargestellt. Sie
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unterscheiden sich in der Verwendung von zwei unterschiedlichen
Keratinozytenspendern.
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Abb. 32

Lucilia sericata Extrakt hat selbst in hohen Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf
die Vitalitat von Keratinozyten (ausgesuchter Versuch) (Keratinozytenspender 2). Die Zellen
wurden in Kavitdten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fir 48 Stunden mit den Extrakten
behandelt. Im Anschluss erfolgte die MTT-Messung. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte
+/- Standardabweichung. Medium: (Epilife®); KGF: 5 ng/ml; H,0: 1% v/v (L6sungsmittelkontrolle);
BSA: 500 pg/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: pg/ml.

4.1.2 Proliferation

Die Untersuchungen zur Vitalitdt von Keratinozyten und Fibroblasten wurden
durch Experimente ergénzt, die den Einfluss der Extrakte auf die Proliferation
analysierten. Die Zellen wurden wie in 4.1.1.1 und 4.1.1.2 beschrieben behandelt

und eine mogliche Verdnderung der Zellzahl Gber den Nachweis von eingebauten
BrdU in die DNA der Zellen betrachtet.

4.1.2.1 Einfluss des Extraktes auf die Proliferation von Fibroblasten
Es wurden Fibroblasten von insgesamt vier Spendern und drei Extraktchargen im
Konzentrationsbereich zwischen 0,0001 und 500 pg/ml untersucht.
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Abb. 33

Lucilia sericata Extrakt weist in diesem ausgesuchten Versuch bei einer Konzentration von
0,1 pg/ml einen leichten positiven proliferativen Effekt auf Fibroblasten auf. Die Zellen
wurden in Kavitaten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fiir 24 Stunden mit Minimalmedium
inkubiert und anschlieBend mit den Extrakten in Minimalmedium behandelt. Die
Proliferationsmessung erfolgte nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung. KM: Komplettmedium (10% v/v FCS); MM: Minimalmedium (1% v/v FCS);
H,0: 1% v/v (Lésungsmittelkontrolle); BSA: 500 ug/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: ug/mi.
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Abb. 34

Lucilia sericata Extrakt weist in diesem ausgesuchten Versuch bei einer Konzentration von
500ug/ml einen leichten negativen Effekt auf die Proliferation von Fibroblasten. Die Zellen
wurden in Kavitdten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fur 24 Stunden mit Minimalmedium
inkubiert und anschlieBend mit den Extrakten in Minimalmedium behandelt. Die
Proliferationsmessung erfolgte nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung. KM: Komplettmedium (10% v/v FCS); MM: Minimalmedium (1% v/v FCS);
H,0: 1% v/v (Losungsmittelkontrolle); BSA: 500 ug/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: ug/ml.
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Mit diesem Ansatz konnte kein malfigeblicher Einfluss der Extrakte auf die
Proliferation festgestellt werden. In manchen Versuchen induzierte die
Extraktkonzentration von 0,1 ug/ml einen leichten positiven proliferativen Effekt
(Abb.33), wahrend eine Konzentration von 500 ug/ml einen leichten Rickgang
der Proliferation (Abb. 34) bewirkte. In der Gesamtheit der Ergebnisse konnten
somit den Extrakten kein signifikanter Einfluss auf die Proliferation zugewiesen
werden. Auf beiden Abbildungen ist zudem eine deutliche Erhohung der
Proliferation von Fibroblasten zu erkennen, wenn diese mit Komplettmedium
behandelt wurden. Dieses Ergebnis erklart grofdtenteils den beobachteten Anstieg
der mitochondrialen Aktivitat, die in den parallelen Versuchen zur Vitalitat von
Fibroblasten, zum Teil auf die vermehrte Zellzahl zurickzufihren war (4.1.1.1).

4.1.2.2 Einfluss des Extraktes auf die Proliferation von Keratinozyten

Ein vergleichbares Ergebnis wurde nach der Analyse von Keratinozyten von vier
unterschiedlichen Spendern und einer Extraktcharge im Konzentrationsbereich
zwischen 0,001 und 500 pg/ml erzielt. Wie im Kapitel 4.1.1.2 bereits erlautert,
wurden die Keratinozyten fur das gesamte Projekt in einem kommerziell
erhaltlichen und definieten Medium ohne FCS kultiviert. Eine Reduktion von
ausgewahlten Erganzungen des Grundmediums flhrte wiederholt zum Absterben
der Zellen, sodass auf ein Minimalmedium fur die Keratinozyten verzichtet wurde.
Die Zellen wurden fir 48 Stunden behandelt, und im Anschluss wurde die
Proliferation gemessen.

In manchen Versuchen induzierte die Extraktkonzentration von 1 ug/ml einen
schwachen positiven proliferativen Effekt, wahrend eine Konzentration von 500
Mg/ml einen ebenso schwachen negativen Effekt verursachte (Abb. 35). In
weiteren Versuchen wurde jedoch eine schwach negative Wirkung der Extrakte
bei einer Konzentration von 1 ug/ml festgestellt (Abb. 36). Insgesamt konnte auch
hier den Extrakten kein signifikanter Einfluss auf die Proliferation zugewiesen

werden.
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Abb. 35

Lucilia sericata Extrakt weist in diesem ausgesuchten Versuch bei einer Konzentration von
1ug/ml einen leicht positiven proliferativen Effekt auf Keratinozyten. Die Zellen wurden in
Kavitaten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fir 48 Stunden mit den Extrakten behandelt.
Im Anschluss erfolgte die Proliferationsmessung. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung. Medium: (Epilife®); KGF: 5 ng/ml; H,0: 1% v/v (L6sungsmittelkontrolle);
BSA: 500 ug/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: pg/ml.
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Abb. 36

Lucilia sericata Extrakt weist in diesem ausgesuchten Versuch bei einer Konzentration von
1 pg/ml einen leicht negativen Effekt auf die Proliferation von Keratinozyten. Die Zellen
wurden in Kavitdten von 96-Loch Platten kultiviert. Sie wurden fir 48 Stunden mit den Extrakten
behandelt. Im Anschluss erfolgte die Proliferationsmessung. Die dargestellten Ergebnisse sind
Mittelwerte +/- Standardabweichung. Medium: (EpiIife®); KGF: 5 ng/ml; H,O: 1% viv
(Lésungsmittelkontrolle); BSA: 500 pg/ml (Proteinkontrolle); Extrakt: pg/ml.
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4.1.3 Adhéasion

Die ersten Untersuchungen zeigten, dass die Extrakte, auch in hohen
Konzentrationen, sowohl keinen spezifischen als auch keinen -durch die hohe
Proteinmenge bedingten- unspezifischen zytotoxischen Effekt aufwiesen.
Parallele Analysen ergaben dariber hinaus, dass die Proliferation von
Keratinozyten und Fibroblasten unbeeinflusst blieb. Folglich wurden nun Prozesse
untersucht, die wie die Adhasion nur erfolgen, wenn sich Zellen nicht in der
Teilung befinden.

Zunachst wurde der Einfluss der Extrakte auf die Zelladhdsion nach
entsprechender Behandlungszeit von 48 Stunden und ausgewahlten
Extraktkonzentrationen (1, 10, 100, 500 pg/ml) untersucht. Mit diesem Ansatz
wurden in mindestens funf voneinander unabhangigen Experimenten mindestens
zwei unterschiedliche Spender bewertet.

Dabei wurde die Adhasion mit Hilfe spezifischer Substrate wie Fibronectin,
Kollagen Typ | und Kollagen Typ IV untersucht. Zusatzlich wurden BSA und Poly-
D-Lysin (geblockt mit BSA) eingesetzt, um eine unspezifische Wirkung der

Extrakte ausschlieRen zu konnen.

4.1.3.1 Einfluss des Extraktes auf die Adhasion von Fibroblasten

Zwei Fibroblastenspender und eine Extraktcharge wurden auf die folgende Weise
untersucht: Fibroblasten wurden fir 24 Stunden in Minimalmedium (1% v/v FCS)
kultiviert und danach fur 48 Stunden mit den Extrakten in Minimalmedium
behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die ebenso lange in Komplettmedium
kultiviert wurden. Im Anschluss erfolgte die Adhasionsmessung.

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Extrakte auf die Adhasion von
Fibroblasten beobachtet werden (Abb. 37). Jede Grafik auf dieser Abbildung
reprasentiert eine andere 96-Loch Platte. Unterschiede im Adhasionsverhalten
sind nur innerhalb einer Grafik vorbehaltlos vergleichbar. Es ist jedoch zu
erkennen, dass bei allen Grafiken Zellen, die mit Komplettmedium behandelt
wurden, eine erhohte Adhasion auf allen Substraten aufwiesen. Ein ausbleibender
Effekt konnte auf die Unterversorgung der Zellen durch das Mangelmedium
zurickzufihren sein und, um das auszuschliefen, wurden Zellen aus den

gleichen Fibroblastenspendern in weiteren Versuchen in Komplettmedium
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kultiviert und far 48 Stunden mit den Extrakten behandelt. Auch bei diesem
Experiment konnte kein signifikanter Einfluss der Extrakte auf die Adhasion

beobachtet werden (Abb. 38).
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Abb. 37

Lucilia sericata Extrakt hat keinen Einfluss auf die Adhdsion von Fibroblasten (zwei
ausgesuchte Versuche mit zwei verschiedenen Fibroblastenspendern). Die Zellen wurden in
Komplettmedium (KM) kultiviert. Sie wurden fir 24 Stunden mit Minimalmedium (MM) inkubiert
und anschlieend mit den Extrakten in Minimalmedium behandelt. Die Adhasionsmessung erfolgte
nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse geben die Adhasionsmittelwerte [%] +/-
Standardabweichung wieder. Eingesetzte Extraktkonzentrationen: 1 pg/ml; 10 pg/ml; 100 pug/ml
und 500 pg/ml.
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Abb. 38

Lucilia sericata Extrakt hat keinen Einfluss auf die Adhasion von Fibroblasten (zwei
ausgesuchte Versuche mit zwei verschiedenen Fibroblastenspendern). Die Zellen wurden in
kultiviert. Sie wurden mit den Extrakten in Komplettmedium (KM) behandelt. Die
Adhédsionsmessung erfolgte nach 48 Stunden. Die dargestellten Ergebnisse geben die
Adhasionsmittelwerte [%] +/- Standardabweichung wieder. Eingesetzte Extraktkonzentrationen:
1 pg/ml; 10 pg/ml; 100 pg/mi und 500 ug/ml.

4.1.3.2 Einfluss des Extraktes auf die Adhdsion von Keratinozyten
Keratinozyten von vier unterschiedlichen Spendern wurden ebenfalls fur 48
Stunden mit den Extrakten behandelt.

Extraktkonzentrationen von 1, 10 und 100 pg/ml zeigten keinen Einfluss auf die
Adhasion der Keratinozyten, wie im ausgesuchten Versuch auf Abbildung 39 zu
sehen ist. Allerdings flhrte eine Extraktkonzentration von 500 pg/ml zu einer
erhdhten Adhasion der Zellen auf Fibronectin und auf den Kollagenen Typ | und
IV (Abb. 39 unten), eine Konzentration die in vorherigen Versuchen als nicht

zytotoxisch charakterisiert wurde.
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Abb. 39

Erhéhung der Adhdsion von Keratinozyten durch Lucilia sericata Extrakt (ausgesuchter
Versuch). Die Zellen wurden mit den Extrakten fur 48 Stunden behandelt. Im Anschluss erfolgte
die Adhasionsmessung. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung.
Eingesetzte Extraktkonzentrationen: 1 uyg/ml, 10 pg/ml (oben); 100 ug/ml, 500 pg/ml (unten).
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Abb. 40

Die Adhdsionserhohung auf Fibronectin ist unabhidngig vom Keratinozytenspender. Das
konnte in drei voneinander unabhangigen Versuchen mit drei unterschiedlichen
Keratinozytenspendern beobachtet werden. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung. P<0,01 («).

Die Adhasion an Kollagen Typ | erhéhte sich in 6 durchgeflihrten Versuchen im
Durchschnitt signifikant um 10% gegenutber den Kontrollzellen. Ebenfalls zeigte
sich in 2 von 6 Versuchen eine signifikant erhéhte Adhasion an Kollagen Typ IV
von 10% gegenuber der Kontrollzellen.

Die Adhasion an Fibronectin war im Durchschnitt sogar um 30% gegenuber den
Kontrollzellen erhoht. Neben dem tendenziell starkeren Anstieg wurden im
Gegensatz zum Kollagen, auch Hinweise auf eine dosisabhangige Wirkung
deutlich und dadurch die Relevanz der Ergebnisse unterstitzt. So ist die
Erhohung der Adhasion bereits bei einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml
erkennbar. Bei einer Konzentration von 500 pg/ml ist die Erhdhung dann
reproduzierbar signifikant (P<0,01). Neben dem in Abbildung 39 ausgewahiten
Experiment konnte das Ergebnis in weiteren drei unabhangigen Versuchen mit
drei weiteren Keratinozytenspendern reproduziert werden (Abb. 40).
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In nachfolgenden Experimenten konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei
dem beobachteten Effekt um einen unspezifischen Proteineffekt handelt. In
diesen Experimenten wurden die Zellen mit BSA in einer Konzentration von 500
pMg/ml fir 48 Stunden behandelt. Es konnte keine Erhdhung der Adhasion
beobachtet werden (Abb. 41).
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Abb. 41

Die Adhédsionserhohung auf Fibronectin ist kein unspezifischer Proteineffekt. Die Zellen
wurden mit den Extrakten oder mit BSA fir 48 Stunden behandelt. Im Anschluss erfolgte die
Adhasionsmessung. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung.

4.1.4 Migration

Nachdem Hinweise flr eine veranderte Adhasion der Zellen nach Behandlung mit
Lucilia sericata Extrakt gesammelt werden konnten, wurde die Migration der
Zellen untersucht. Ein Vorgang, der von der Adhasion deutlich beeinflusst wird
und eine zentrale Rolle wahrend der Wundheilung spielt. Zu diesem Zweck wurde

der sogenannte Wundheilungs-Test verwendet.

4.1.4.1 Einfluss des Extraktes auf die Migration von Fibroblasten

Fur die Untersuchungen wurden Fibroblasten von zwei unterschiedlichen
Spendern, die schon in den Adhasionsversuchen verwendet worden waren, in
Inserts der Fa. ibidi® eingesat und uber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurden
die Inserts entfernt und die Zellen der Migration freigegeben. Der Bereich
zwischen den Zellfeldern wurde am Anfang (t=0) und am Ende (t=24 Stunden) der
Versuche fotografiert und das Ausmal} der freien Felder mit Hilfe einer Software

bestimmt.
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Abb. 42

Migrationsmessung von Fibroblasten unter Einfluss von Lucilia sericata Extrakt. Die Zellen
wurden in Inserts (ibidi®) kultiviert. Der Bereich zwischen den Zellmonolayern wurde am Anfang
(t=0) und am Ende (t=24 Stunden) der Migration fotografiert. Die dargestellten Ergebnisse sind
Mittelwerte +/- Standardabweichung. H,0: 1% v/v (L6sungsmittelkontrolle); Extrakt: ug/ml.

Mit diesem Ansatz wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefuhrt
(Abb. 42). In allen Versuchen induzierte die Extraktkonzentration von 1 pg/ml
tendenziell eine Reprimierung der Migration. Mit Zellen des ,Fibroblastenspender
1“ konnte dieser negative Effekt in einem Experiment als signifikant ausgelesen
werden. Die gleiche Tendenz konnte mit Zellen des ,Fibroblastenspender 2°
festgestellt werden, die statistische Signifikanz lie3 sich allerdings nicht
reproduzieren. Aus diesem  Grund wurde das Experiment mit

.Fibroblastenspender 1“ wiederholt, wobei sich das gleiche Bild aus dem
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vorherigen Versuch mit Spender 2 zeigte. Da alle anderen Konzentrationen bis
hin zum maximalen Ansatz von 500 pg/ml keinen Einfluss auf die Migration im
Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle ausubten, wurden dem  Extrakt
zusammenfassend keine Effekte auf die Migration von Fibroblasten in

Monolayerkulturen zugeschrieben.

4.1.4.2 Einfluss des Extraktes auf die Migration von Keratinozyten

FUr die Untersuchungen zur Extraktwirkung wurden Keratinozyten von zwei
unterschiedlichen Spendern, die schon in den Adhasionsversuchen verwendet
wurden, in Inserts der Fa. ibidi® eingesat und fur 48 Stunden kultiviert. Nach
Entfernen des Inserts wurden die Zellen der Migration freigegeben. Der Bereich
zwischen den Zellmonolayern wurde am Anfang (t=0) und am Ende (t=12
Stunden) des Versuches fotografiert und das Ausmald der freien Felder mit Hilfe

einer Software bestimmt.
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Abb. 43

Lucilia sericata Extrakt weist auf Oberflaichen ohne Beschichtung keinen signifikanten
Effekt auf. Die Zellen wurden in Inserts (ibidi®) kultiviert. Die Zellen wurden nur flur die
Migrationsdauer behandelt. Die Oberflache war nicht beschichtet, der Bereich zwischen den
Zellmonolayern wurde am Anfang (t=0) und am Ende (=12 Stunden) der Migration fotografiert.
Die dargestellten Ergebnisse geben die Migrationsmittelwerte [%] +/- Standardabweichung wieder.
Extraktkonzentration: 500 pg/ml. H,O; 1% v/v (LOsungsmittelkontrolle).

Zunachst wurden Extrakt behandelte Ansatze mit der Losungsmittelkontrolle
(H20; 1% vlv) verglichen. Es konnte fur keinen der Extraktkonzentrationen ein
reproduzierbarer und signifikanter Einfluss auf die Migration von Keratinozyten
festgestellt werden bis hin zu einer Konzentration von (500 pg/ml) (Abb. 43).

Diese ersten Experimente wurden ohne Beschichtung der Kulturplatten

durchgefuhrt. In den Untersuchungen zum Adhasionsverhalten hatte sich gezeigt,
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dass der Extrakt besonders Zellprozesse, die mit Fibronectin verknlpft waren, zu

beeinflussen wusste.
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Abb. 44

Lucilia sericata Extrakt reprimiert die Migration von Keratinozyten. Die Zellen wurden in
Inserts (ibidi®) kultiviert. Die Oberflache war mit Fibronectin beschichtet. Der Bereich zwischen
den Zellmonolayern wurde am Anfang (t=0) und am Ende (t=9 Stunden) der Migration fotografiert.
Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. H,0: 1% v/v
(Lésungsmittelkontrolle); Extrakt: pg/ml. P<0,001 (»).

Ausgehend von diesen Befunden wurde der Einfluss der Extrakte auf das
Migrationsverhalten von Keratinozyten untersucht, die zuvor in mit Fibronectin
beschichteten Insert kultiviert worden waren. Dabei wurden dieselben Zellspender
der Adhasionsversuche verwendet. Nach 48h wurden die Inserts entfernt und so

die Zellen der Migration freigegeben. Der Bereich zwischen den Zellmonolayern
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wurde am Anfang (t=0) und am Ende (t=9 Stunden) des Versuches fotografiert.
Erst nachdem  mittels Immunhistochemie die  Unversehrtheit der
Fibronectinbeschichtung nach dem Entfernen des Inserts belegt war, wurde der
Versuch als relevant betrachtet und mittels einer Software (wie in Material und
Methoden beschrieben) ausgewertet.

Die Zellen migrierten erwartungsgemal schneller auf dem spezifischen Substrat
Fibronectin (im Vergleich zur unbehandelten Plastik). DartUber hinaus zeigt
Abbildung 44 deutlich, dass der Extrakt einen negativen Einfluss auf die
Migration hat. In drei voneinander unabhangigen Versuchen migrierten Zellen, die
mit einer Extraktkonzentration von 500 pg/ml behandelt wurden im Durchschnitt
25% langsamer als Zellen, die mit der Lésungsmittelkontrolle (H2O: 1% v/v)
behandelt worden waren.

In nachfolgenden Versuchen, wurde Uberprift, ob es sich bei der beobachteten
Wirkung um einen unspezifischen Effekt durch einen hohen Proteingehalt handelt.
Zu diesem Zweck wurden Keratinozyten nicht nur mit dem Extrakt behandelt,
sondern parallele Ansatze erhielten BSA in gleich hoher Konzentration von 500
pug/ml. Abbildung 45 zeigt deutlich, dass dieses fur die Wundheilung nicht
relevantem Proteingemisch keinen Effekt auf die Migration von Keratinozyten
ausubte und es sich bei der verringerten Migration um einen spezifischen, durch

den Extrakt induzierten Effekt zu handeln scheint.
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Der negativ migratorische Effekt von Lucilia sericata Extrakt ist kein unspezifischer
Proteineffekt Die Zellen wurden in Inserts (ibidi®) kultiviert. Die Zellen wurden nur flir die
Migrationsdauer behandelt. Die Oberflache war mit Fibronectin beschichtet, der Bereich zwischen
den Zellmonolayern wurde am Anfang (t=0) und am Ende (t=9 Stunden) der Migration fotografiert.
Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. H,0: 1% v/v
(Lésungsmittelkontrolle).
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4.1.5 Zusammenfassung der Vitalitits-, Proliferations- Adhdsions- und
Migrations-Versuche

Zusammenfassend zeigte sich, dass eine Extraktkonzentration von 500 pg/ml die
Adhasion von Keratinozyten auf Fibronectin signifikant und zu einem geringeren
Mafe auf den Kollagenen Typ | und IV erhéhte. Die gleiche Extraktkonzentration
setzte die Migrationsgeschwindigkeit auf Fibronectin spenderunabhangig und
dosisabhangig herab. Diese Ergebnisse konnten auf eine selektive Wirkung der
Extrakte auf die Rezeptoren fur Fibronectin und Kollagen hinweisen.
Keratinozyten binden mit artverwandten Rezeptoren sowohl an Fibronectin als
auch an verschiedene Typen von Kollagen. Um mogliche Mechanismen der
Extraktwirkung zu beleuchten, konzentrierten sich Untersuchungen in den
nachfolgenden Experimenten auf diese Rezeptoren, bei denen es sich um
Integrinheterodimere handelt: asB4 (wichtigster Kontakt flr Fibronectin auf der
Zelloberflache), a2B1 (vermittelt Kontakt zu Kollagenen) und asf¢ (Kontakt fur
Laminin, das jedoch als Regulator der Migration von Keratinozyten auf Fibronectin
und Kollagen gilt). Die gemeinsame Untereinheit dieser funktionellen Dimere ist
das Integrinmonomer B4. Einflisse auf dieses Integrin wirden unmittelbare
Folgen auf die Adhasion und Migration von Keratinozyten haben [52]. Um diese
Annahme zu testen, wurden im Weiteren quantitative Proteinanalysen von

Integrin-p 1 durchgefuhrt.

4.1.6 Identifizierung beteiligter Integrine an der veranderten Adhéasion und
Migration

Keratinozyten der Spender, die bereits in den Adhasions- und Migrations-
Versuchen verwendet wurden, wurden subkonfluent fir 48 Stunden mit Lucilia
sericata Extrakt behandelt. Anschlie3end wurden die Zellen lysiert.

Zunachst wurde untersucht, ob der Extrakt einen Einfluss auf die Gesamtmenge
an Integrin-f1 ausibt. Im Western-Blot (Abb. 46) sind zwei Banden zu erkennen.
Die obere Bande (ca. 120 kDa) ist die glykosylierte Form des Integrin-f1, die das
reife Protein darstellt; die untere Bande (ca. 110 kDa) ist die nicht-glykosylierte
Form, die das unreife, nicht glykosylierte, Protein darstellt. In diesem
ausgesuchten Versuch, der jedoch reprasentativ fur alle Experimente ist, tritt eine

Veranderung des Proteinexpressionsmusters nach Extraktbehandlung deutlich
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hervor. Diese deutet auf eine Zunahme, sowohl des reifen, als auch des unreifen
Proteins hin. Die densiometrische Analyse von drei unabhangigen Versuchen
ergab im Durchschnitt eine Erhéhung des 41 um 20% und eine Erhéhung des pre-
B1 um 100%.

Im Folgenden sollte geklart werden, ob neben der induzierten Gesamtmenge
vermehrt aktives Protein zu detektieren war. Zu diesem Zweck wurden zwei
Antikérper verwendet, die unterschiedliche Epitope erkennen, die erst bei einer
Aktivierung der Integrine zugénglich werden. Zum einen wurde der Klon HUTS-4
eingesetzt, der an der substratunabh&ngigen Hybrid-Domain bindet [77] und zum
anderen wurde der Klon B44 verwendet, der auf der ,Ligand Induced Binding Site
(LIBS)“ [78] bindet.

H,O BSA Extrakt
1 % viv 500 pg/ml 500 pg/mi

B1-| (> ol - 120 kDa
pre- B1 - | e ol - 100 kDa
GAPDH | quumee s o - 40kDa

Abb. 46

Einfluss von Lucilia sericata Extrakt auf die Expression des Integrins f, (ausgesuchter
Versuch). Keratinozyten wurden in Kavitdten von 6-Loch Platten kultiviert. Sie wurden mit den
Extrakten fir 48 Stunden behandelt. Als Ladungskontrolle diente GAPDH.

Beide Western Blots (Abb. 47 a, b) zeigen eine Induktion der entsprechenden
Banden. Die densiometrische Analyse von drei unabhangigen Versuchen ergab
im Durchschnitt eine Induktion der Bande der ,Substratunabhangigen Hybrid-
Domain“ (HUTS-4) um 30% (Abb. 47 a) und eine Erhéhung der LIBS Bande
(B44) um 50% (Abb. 47 b).

Dies lieferte abschliefend Hinweise darauf, dass die verénderte Adhasion der

Keratinozyten auf Fibronectin und Kollagen durch eine verstarkte

76



Ergebnisse

Proteinexpression von Integrin-B4 vermittelt sein kdnnte, da neben der

Gesamtmenge auch vermehrt die aktivierte Form des 1 Monomers zu
detektieren war.

H;0 Extrakt H,0 Extrakt
a 1% wiv 500 pg/mi b 1 % viv 500 pg/mi
- 120 kDa
s+ | aeee (@ I e Y
GAPDH | wr—— == |- 40kDa GAPDH - 40 kDa

Abb. 47

Einfluss von Lucilia sericata Extrakt auf die Aktivierung des Integrins B4 (ausgesuchter
versuch). Die Zellen wurden in Kavitdten von 6-Loch Platten kultiviert. Sie wurden mit den
Extrakten fur 48 Stunden behandelt. Als Ladungskontrolle diente GAPDH.
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4.2 Analyse der wundheilungsfordernden Wirkung von Lucilia sericata
Extrakten auf Vollhautmodelle

Nachdem in den Monolayerversuchen erste Einflisse des Lucilia sericata
Extraktes auf die Wundheilung nachgewiesen werden konnten, sollte die
Relevanz der Befunde an einem Vollhautmodell verifiziert werden. Hierzu wurde
das Phenion® ,Full-Thickness Skin Models* (Vollhautmodell) ausgewahlt. Es
verfigt neben der Epidermis auch uber eine umfangreiche Dermis. Die darin
eingelagerten Fibroblasten vermogen u.a. sekundar ECM aufzubauen, zu der
auch Elastin zahlt, das in anderen kommerziell erhaltlichen Vollhautmodellen nicht
nachzuweisen ist (Mewes et al. 2007 [67]).

Zunachst wurden verschiedene Verwundungsmethoden etabliert und
vergleichend untersucht. Die Experimente wurden mit mindestens zwei
Vollhautmodellchargen in voneinander unabhangigen Versuchen durchgeflhrt.
Um eine bessere Vergleichbarkeit der Methoden 2zu ermdglichen, das

experimentelle Vorgehen auf die Verwendung einer Extraktcharge konzentriert.

4.2.1 Inzision

Das Einschneiden wurde mit dem Instrument Surgicutt® durchgefiihrt. Die
Extraktbehandlung erfolgte ab dem Verwundungstag insgesamt funfmal (Tag 1-
5). Proben wurden sechsmal abgenommen (Tag 1-5 und 8). Im Anschluss
erfolgte die histologische Auswertung.

Dabei kam es zu folgendem Ergebnis: die Verwundungsmethode lieferte nahezu
konstant tiefe und breite Wunden (Abb. 48). Die Wunden waren jedoch entweder
am ersten, spatestens jedoch am zweiten Tag nach der Verwundung bereits
wieder verschlossen. Somit schied diese Verwundungsmethode aus, denn in
diesem kurzen Zweitraum waren die moglichen wundheilungsfordernden Effekte

der Lucilia sericata Extrakte nur schwerlich von den Kontrollen unterscheidbar.
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Abb. 48

Inzision: Hamatoxylin-Eosin gefarbte Querschnitte des Phenion® ,Full-Thickness Skin Models*
am gleichen Tag (ALI-Tag 12) (links) und zwei Tage (ALI-Tag 14) (rechts) nach Verwundung. Die
Verwundung wurde dem Instrument Surgic:utt® durchgefihrt. Im Bild rechts ist die Wunde durch
die Epidermis verschlossen.

4.2.2 Exzision

Um eine gréRere Wunde zu generieren, die Uber einen langeren Zeitraum heilen
wulrde, wurde eine weitere Verwundungsmethode mit dem Instrument STIEFEL®
BIOPSY PUNCH entwickelt. Mit Hilfe des Punchs wurde an Tag 1 eine Biopsie
vom Phenion® ,Full-Thickness Skin Model* entnommen. Das so ,verwundete*
Modell wurde am selben und den darauf folgenden 4 Tagen mit Extrakt
behandelt. Zur Uberpriifung der Wundheilung wurden an Tag 1, 3, 5, 8 und 15
nach den Biopsienahmen jeweils 2 Modelle zur histologischen Auswertung
entnommen.

Es zeigte sich, dass die Wundbreite bei allen Modellen sehr ahnlich war.
Allerdings variierte die Wundtiefe teilweise stark zwischen den Vollhautmodellen.
Zwar war die Extraktbehandlung aufgrund des klar sichtbaren Wundbereichs
einfach durchzufuhren, die Wundheilung verlief durch die Grdélke der Wunde
jedoch sehr langsam. Auch zwei Wochen nach der Verwundung waren nicht alle
Wunden verheilt. Dies lag darin begrundet, dass die neu gebildete Epidermis
zunachst die Strecke bis zum Wundboden zurlicklegen musste (Abb. 49). Dies
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nahm ca. eine Woche in Anspruch, bevor das anschlieRende Bedecken des
Wundbodens Uber einen Zeitraum von zwei Wochen erfolgte. Die Verwendung
des Vollhautmodells wird jedoch fur einen Zeitraum von 2 Wochen empfohlen. Die
Nutzung dieser neuen Methode wirde grundsatzlichen Uber den optimalen
Nutzungszeitraum des Vollhautmodells hinausgehen. Die Verwendung von
Vollhautmodellen anderer Anbieter ware nicht von Vorteil gewesen, da sie Uber

keinen groReren Nutzungszeitraum verfugen.

Abb. 49

Exzision: Hamatoxylin-Eosin gefarbter Querschnitt des Phenion® ,Full-Thickness Skin Models*
eine Woche nach Verwundung (ALI-Tag 19). Die Verwundung wurde mit dem Instrument
STIEFEL® BIOPSY PUNCH durchgefihrt. In diesem Fall ist eine etwa 0,3 mm tiefe Wunde
entstanden. Die epitheliale Migrationsspitze hat an diesem Tag den Wundboden erreicht.

4.2.3 Hitzeeinwirkung

Hierbei wurden zwei Ansatze verfolgt:

1. Verbrennung

Die Verbrennung wurde mit Hilfe eines Létkobens (LUX®) vorgenommen. Es
stellte sich heraus, dass erst ab eine Kontaktzeit von 12sec eine ausreichende
Verwundung zustande kam. Diese Verwundung war jedoch so gravierend, dass
die Dermis sehr tief (manchmal bis zum Filterpapier) zerstort wurde. Diese grofden
Wunden heilten nicht bis zum Ende der maximalen Beobachtungszeit (2
Wochen), und eine topische Extraktapplikation war auf Grund der WundgroRRe

nicht mehr méglich (der Extrakt erreichte sofort das Medium).
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2. Verbriihung

Die Verbrihung wurde mit Hilfe eines speziell angefertigten Edelstahlstabes,
dessen Endstick ein Quadrat mit einer Kantenlange von 6x6 mm war,
durchgefuihrt. Die Verwundungszeit betrug 15 sec. Die Versuchszeit
(Beobachtungszeitraum) betrug 2 Wochen. Es stellte sich heraus, dass diese
Wunden wenig standardisiert gesetzt werden konnten, da die verwundeten
Modelle eine hohe Varianz untereinander aufwiesen und somit kein geeignetes

Testsystem bildeten, um Extrakteffekte zu unterscheiden.

Auf Grund der gewonnenen Erfahrung konnte jedoch eine neue

Verwundungsmethode entwickelt werden.

4.2.4 Kalteverwundung

Die Verwundung wurde hier mit Hilfe des oben erwahnten Edelstahlstabes
durchgefluihrt, der zuvor in flissigen Stickstoff getaucht wurde. Es hat sich in
Vorversuchen herausgestellt, dass eine Verwundungszeit von 15sec optimale

Wunden produzierte.

Die histologische Auswertung wies eine hohe Standardisierbarkeit nach. Die
Wunden waren im Durchschnitt 6mm breit, wobei die Abweichungen in der
Wundbreite weniger als 5% betrugen. Die epithelialen Zellen, die bei der
Verwundung unterhalb des Stabes gelegen waren, waren sind in allen Fallen
abgestorben. Spatestens am ersten Tag nach Verwundung hob sich die
abgestorbene Epidermis von der Dermis ab. Diese ,Blasenbildung® ist in
samtlichen Fallen entstanden. Die Stellen, an denen die (alte) Epidermis noch an
der Dermis haftete, dienten als Startpunkte fur die epitheliale Regeneration und
zugleich als Orientierungsstellen fur die Auswertung. Die Wundtiefe reichte bis zur
unteren Seite des Vollhautmodells und war in allen verwundeten
Vollhautmodellen gleich. Eine Extraktapplikation erfolgte topisch auf die
abgestorbene Epidermis, die die sofortige Penetration der Probe durch die Wunde
in das Medium verhinderte.

Nachdem somit sichergestellt wurde, dass diese Verwundungsmethode die

speziellen Versuchsvoraussetzungen erflllte, wurden Versuche mit dem Extrakt
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und den entsprechenden Kontrollen (H,O; Ldsungsmittelkontrolle und BSA;
Proteinkontrolle) durchgefuhrt.

Die Versuche mit Monolayerkulturen lieferten Hinweise, dass zum einen das
Extrakt erst ab einer Konzentration von 500 pg/ml eindeutige Effekte entfalten
wirde und zum anderen, dass diese Effekte am wahrscheinlichsten bei
Keratinozyten zu erwarten waren. Somit wurde auf eine Extraktkonzentration von

1mg/ml und auf die epitheliale Regeneration ein erster Focus gesetzt.

Aus diesem Grund wurde zunachst folgendes experimentelle Setup gewahlt: Die
Extraktbehandlung erfolgte ab dem Verwundungstag insgesamt fiinfmal (Tag 1-
5). Proben wurden sechsmal abgenommen (Tag 1-5 und Tag 8). Im Anschluss

erfolgte die histologische Auswertung.
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Abb. 50

Vollhautmodelle, die mit Extrakt behandelt wurden, weisen eine verbesserte epidermale
Wundheilung auf. Die Vollhautmodelle wurden durch einen im flissigen Stickstoff gekulhlten
Edelstahlstab verwundet. Sie wurden entweder unbehandelt belassen oder mit H,O (1% v/v) oder
mit Extrakt (1 mg/ml) von Lucilia sericata jeden Tag ab Verwundung topisch behandelt. Werte sind
Mittelwerte [%] +/- Standardabweichung.

Aufgrund des groRen Umfanges der Versuchsansatze, konnten nicht alle
Versuchsansatze in einem Experiment vereint werden. Aus diesem Grund wurde
der Effekt von Lucilia sericata Extrakt zunachst im Vergleich zum Lésungsmittel
untersucht. Das Ergebnis der Wundheilungsberechnung ist eindeutig (Abb. 50).
Schon ab dem zweiten Tag nach Verwundung wiesen mit Extrakt behandelte

Vollhautmodelle eine verbesserte epidermale Wundheilung auf. Am vierten Tag
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nach der Verwundung betrug der Unterschied 10% gegeniber den mit dem
Lésungsmittel behandelten Vollhautmodellen. Am 7. Tag nach Verwundung

waren alle Wunden geschlossen.

Als nachstes wurde Uberprift, ob es sich bei dem beobachteten Effekt um einen
unspezifischen Effekt handeln kdnnte, der durch den hohen Proteingehalt bedingt
sein konnte. Zu diesem Zweck wurden Vollhautmodelle nicht nur mit dem Extrakt
behandelt, sondern parallele Ansatze erhielten BSA in gleich hoher Konzentration
von 1 mg/ml. Vier Tage nach Verwundung wiesen mit Extrakt behandelte Ansatze
eine um 15% verbesserte epidermale Wundheilung gegeniber der unbehandelten
Vollhaumodellen auf. BSA flihrte zu einem leichten, nicht signifikanten, Rickgang
der Wundheilung (Abb. 51). Am 7. Tag nach Verwundung waren alle Wunden
geschlossen.
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Abb. 51

Die durch Lucilia sericata behandelten Vollhautmodelle wiesen eine verbesserte epidermale
Wundheilung auf. Die Vollhautmodelle wurden durch einen im flissigen Stickstoff gekulhlten
Edelstahlstab verwundet. Sie blieben entweder unbehandelt oder wurden jeden Tag mit BSA (1
mg/ml) oder mit Extrakt (1mg/ml) topisch behandelt. Werte sind Mittelwerte [%] +/-
Standardabweichung.

Neben den Unterschieden in der Wundheilungsgeschwindigkeit gab es noch
Unterschiede, welche die Form der Neo-Epidermis betrafen (Abb. 52). In allen
Versuchen zeigte die Neo-Epidermis von mit Extrakt behandelten

Vollhautmodellen eine flache Form, die zumeist nur aus einer Zellschicht bestand.
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Zudem erschienen die Zellen der Neo-Epidermis in histologischen Schnitten
abgeflacht und verlangert. Die Neo-Epidermis von unbehandelten Modellen
dagegen war mehrschichtig. Allein die Migrationsspitze bestand aus einer

Zellschicht. Nur dort erschienen die Zellen abgeflacht und verlangert.

_.-l""'"r ﬂ _ -

Abb. 52

Die durch Lucilia sericata behandelten Vollhautmodelle wiesen eine veranderte Neo-
Epidermis auf. Hamatoxylin-Eosin gefarbter Querschnitt des Phenion® ,Full-Thickness Skin
Models“ 4 Tage Woche nach Verwundung. Die Vollhautmodelle wurden durch einen im flissigen
Stickstoff geklhlten Edelstahistab verwundet. Sie blieben entweder unbehandelt oder wurden
jeden Tag mit Extrakt (1 mg/ml) ab Verwundung topisch behandelt. TE; Tote-Epidermis, NE; Neo-
Epidermis, D; Dermis. Balken; 50 ym
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Die bisherigen Experimente hatten wie die Monolayerversuche gezeigt, dass der
Extrakt Einfluss auf das Verhalten von Keratinozyten wahrend der Wundheilung
hat. Zwar zeigte der Extrakt in den Monolayerversuchen keinen Einfluss auf
Fibroblasten, in einem mehr in vivo nahen Testsystem wie dem Vollhautmodell,
ware ein davon abweichendes experimentelles Ergebnis allerdings
nachzuvollziehen.

Zur Untersuchung der dermalen Regeneration nach Wundsetzung wurde
folgendes experimentelles Design gewahlt. Die verwundeten Modelle wurden
funfmal (Tag 1-5) mit dem Extrakt behandelt. Zur Analyse der Wundheilung
wurden an Tag 1, 3, 5, 8 und 15 jeweils 2 Hautmodelle enthommen.

Die histologische Analyse zeigte, dass zwei Wochen nach der Verwundung vitale
Fibroblasten in den Bereich der Wunde eingewandert waren. Eine signifikante
dermale Regeneration oder gar der komplette Schluss der Wunde im Bereich der
Dermis hatte allerdings langer als zwei Wochen in Anspruch genommen und
somit den Nutzungszeitraum des Hautmodells Uberschritten. Deshalb wurde von
einer weiteren Untersuchung der Dermis im Rahmen der vorgelegten Arbeit

abgesehen.

4.2.5 Inmunhistochemischer Nachweis von Ki67

Um die Wirkung des Extraktes auf die Keratinozyten eingehender zu beleuchten
wurde die Proteinexpression von Ki67 immunhistochemisch untersucht. Dabei
handelt es sich um ein Protein, das in den aktiven Phasen des Zellzyklus
exprimiert wird. Die immunhistochemische Untersuchung sollte Aufschluss
daruber geben, ob die raschere epidermale Wundheilung mit einer erhdhten
Proliferation der beteiligten Keratinozyten einherging. Kerne von Zellen, die mit
dem Anti-Ki67 Antikorper markiert wurden, erschienen unter dem
Fluoreszenzmikroskop auf Querschnitten des Vollhautmodells grin. Die restlichen

Kerne wurden mit DAPI gefarbt und erschienen blau.
Fur den Ki67 Nachweis wurden Vollhautmodelle aus Versuchen wie zuvor im

Kapitel 4.2.4 verwendet. Als Kontrolle dienten Vollhautmodelle, die (a) nicht

verwundet wurden und unbehandelt blieben, die (b) verwundet und mit dem
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Losungsmittel behandelt wurden oder die (c) verwundet und mit BSA, in der

gleichen Konzentration wie der eingesetzte Extrakt behandelt wurden (Abb. 53).

Abb. 53

Immunhistochemischer Nachweis von Ki67. Die durch den Antikorper markierten Kerne sind
grin. Nicht markierte Kerne sind blau. Querschnitt des Phenion® ,Full-Thickness Skin Models* 3
Tage nach Verwundung (ALI-Tag 15). Die Vollhautmodelle wurden durch einen im flissigen
Stickstoff geklhlten Edelstahlstab verwundet. Sie wurden Uber jeden Tag entweder nicht
behandelt oder entweder mit BSA (1 mg/ml) oder mit Extrakt (1 mg/ml) jeden Tag ab Verwundung
topisch behandelt. a; nicht verwundetes und unbehandeltes Vollhautmodell, b; verwundet und
unbehandeltes Vollhautmodell, c; verwundetes und mit BSA behandeltes Vollhautmodell, d;
verwundetes und mit Extrakt behandeltes Vollhautmodell. Balken, 200 um; weiser Pfeil,
Migrationsspitze; roter Pfeil tote Epidermis.
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Auf dem ersten Blick sind auf Abbildung 53 einige Unterschiede sichtbar. Das
unverwundete Vollhautmodell (Abb. 53 a) weist eine geringere Ki67 Expression
im Vergleich zu den verwundeten Vollhautmodellen (Abb. 53 b-d) auf. Zudem ist
die Ki67 Farbung in den verwundeten und parallel mit BSA behandelten sowie
den parallel unbehandelten Vollhautmodellen nicht nur in den basalen
Keratinozyten sondern auch in der suprabasalen Schicht der Epidermis an der
Migrationsspitze zu erkennen (weiser Pfeil). Die Expression in den mit Extrakt
behandelten Modellen blieb hingegen auf die Keratinozyten der Basalschicht
beschrankt. In den Bereichen der einschichtigen Neo-Epidermis war die Ki67

ebenfalls deutlich zu erkennen.

Zur Berechnung der Proliferation wurde auf einer bestimmten Strecke der
histologischen Schnitte, die im Fall der verwundeten Vollhautmodelle an der
Migrationsspitze anfing und dann in Richtung Vollhautmodellrand verlief, die
Relation der Ki67-markierten Zellen zur Gesamtzellzahl berechnet.

Dabei wiesen verwundete Modelle, die unbehandelt blieben oder mit BSA
behandelt worden waren, im Durchschnitt eine etwa 25% hohere Ki67 Expression
als unverwundete, unbehandelte Vollhautmodelle auf. Verwundete und mit Extrakt
behandelte Vollhautmodelle wiesen im Durchschnitt eine etwa 18% hohere Ki67
Expression als unverwundete Vollhautmodelle auf und lagen damit etwas unter
den eben beschriebenen Werten. Der Unterschied kann aufgrund der geringen
Abweichung und des qualitativen Charakters der Methode nicht als relevant

bezeichnet werden.

In dieser ersten umfassenden Analyse des Lucilia sericata Extraktes weisen
sowohl die Ergebnisse der Monolayer-Versuche als auch die Ergebnisse der
Wundheilungsversuche am Phenion® ,Full-Thickness Skin Model* auf einen

madglichen Einfluss der Extrakte auf die kutane Wundheilung hin.
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5 Diskussion

Die Wundheilung ist ein mehrstufiger Prozess, der verschiedene Zelltypen
einschlie®t und einer feinen Regulation unterliegt. Stérungen in einer seiner
Teilstufen, wie z.B. der Inflammation oder der Granulation, koénnen den
Heilungsprozess erheblich verzogern oder ihn zum Erliegen bringen (chronische
Wunden). Die Behandlung und Pflege solcher schwer heilenden oder chronischen
Wunden hat grol3e soziale und 6konomische Auswirkungen [60].

Den lebenden Larven der Goldfliege Lucilia sericata wird seit Jahrzehnten eine
Wirkung bei der Therapie von schwer heilenden Wunden zugeschrieben. Eine
systematische Erforschung des Sachverhaltes begann zu Beginn des letzten
Jahrhunderts, wurde jedoch durch die aufkommende Verwendung von Antibiotika
nicht weitergefuhrt. Durch die Zunahme multiresistenter Bakterienstamme wuchs
das Interesse an Lucilia sericata zu Beginn dieses Jahrhunderts allerdings wieder
an, so dass heute vielerorts Lucilia sericata Fliegenlarven zur Behandlung von
chronischen Wunden eingesetzt werden. Die Fliegenlarven bewirken eine
Nekrosektomie sowie uber die antimikrobielle Wirksamkeit, vorzugsweise
gegenuber grampositiven Bakterien, eine Verringerung der bakteriellen
Kolonisation der Wunden [61].

Es gibt jedoch auch Limitationen des Einsatzes von Lucilia sericata Fliegenlarven.
Auf Grund der begrenzten Lebensdauer der Fliegenlarven missen wiederholt
haufige Verbandswechsel stattfinden. Entsprechend muss die Logistik, bestehend
aus Bestellung und Lieferung der Fliegenlarven, abgestimmt sein [62]. Aber auch
Schmerzen und potentielle Infektionen durch nicht sterile Fliegenlarven gehoren
zu den Problemen der ,Madentherapie” [63].

Diese Nachteile konnten zum Teil durch die Verwendung isolierter Bestandteile

der Fliegenlarven ausgeglichen werden (Tabelle 1, Seite 18)

Hier setzt die vorliegende Arbeit an. Ziel war es, eine erste systematische
Untersuchung an einem neuen Ganzkorperextrakt von Lucilia sericata Larven

durchzufihren und Hinweise auf die eventuelle Wirkweise des Extraktes zu
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sammeln. Solche Hinweise kénnten flr die Entwicklung von Medikamentationen
als wesentlich bewertet werden.

Die Bearbeitung des Themas konzentrierte sich auf Fibroblasten und
Keratinozyten, die die Uberwiegende Zahl an Hautzellen ausmachen. Dazu
wurden zwei in vitro Testsysteme eingesetzt. Jeweils eine zweidimensionale (2D)
Monolayerkultur, bei der zwei Zelltypen verwendet wurden wund ein
dreidimensionales (3D) Vollhautmodell-System, das beide Zelltypen vereinte.

Die Kombination beider Systeme bringt sehr viele Vorteile mit sich. Die groRe
Verflugbarkeit von Zellen im Monolayersystem kann zum einen eine grof3e Anzahl
von Ansétzen (verschiedene Extraktkonzentrationen und Kontrollen) ermdglichen,
die in einem organotypischen Vollhautmodell mit enormen Kosten und
logistischem  Aufwand verbunden waren. Andererseits ermoglicht ein
Vollhautmodell aufgrund seiner organotypischen dreidimensionalen Struktur eine

bessere Annaherung an die in vivo Wundheilung.

In einer ersten Phase der Untersuchungen wurden Monolayerkulturen von
Fibroblasten und Keratinozyten verwendet, um gezielt nach Hinweisen bezuglich
einer wundheilungsfordernden Wirkung zu suchen. Dazu wurde der komplexe
Vorgang der Wundheilung in Einzelphasen gegliedert. Insgesamt wurden Zellen
von vier Biopsien untersucht, um Spender-abhangige Effekte ausschliellen zu

konnen.

Zunachst musste jedoch geklart werden, ob der Extrakt negative Einflisse auf
den generellen Status der Zellen ausubte. Zu diesem Zweck wurde die Vitalitat
der Zellen, anhand der mitochondrialen Aktivitat untersucht. Einschlie3lich der
maximal eingesetzten Konzentration von 500 pg/ml konnten keine signifikanten
Anderungen der mitochondrialen Aktivitat, nach einer Inkubationsdauer von 48
Stunden, in Fibroblasten oder Keratinozyten beobachtet werden. Der Extrakt
konnte demnach als nicht-zytotoxisch eingestuft werden. Diese Befunde gleichen
friheren Untersuchungen, die sich allerdings nicht mit dem Extrakt sondern mit
den Produkten der Larvensekretion bzw. -exkretion beschaftigt haben [22,64].

Nachdem sich die Extrakte als unbedenklich bezuglich der Vitalitat gezeigt haben,

wurden die Extrakte in Assays untersucht, die einzelne Phasen der Wundheilung
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reprasentieren.  Dabei wurden die gleichen Konzentrations- und

Kultivierungsbedingungen gewahlt.

Zunachst wurde die Zellproliferation untersucht. Der Extrakt rief in keinem der
untersuchten Zelltypen eine proliferationsmodulierende Wirkung hervor. Zwar
konnte Prete 1997 [20] einen positiven proliferativen Effekt der Hamolymphe und
von Produkten der Larvensekretion bzw. -exkretion von Phaenicia sericata
(Synonym flur Lucilia sericata), in Fibroblasten feststellen, allerdings zeigten
verschiedene spatere Untersuchungen mit Larvensekreten bzw. -exkreten keine
pro-proliferativen Effekte bei Fibroblasten oder Keratinozyten [22,23,64]. Daruber
hinaus zeigte eine neuere Untersuchung von 3-Guanidinopropionsaure und
Histidin zwei Bestandteilen von Larvensekreten bzw. -exkreten, einen
inhibitorischen Effekt auf die Proliferation von Fibroblasten und einen pro-

proliferativen Effekt auf Endothelzellen [26].

Da die Zellproliferation unbeeinflusst blieb, wurde die Adhéasion der Zellen als
weiterer Teilprozess der Wundheilung untersucht. Die eingesetzten
Konzentrationen wurden bereits in den vorangegangen Experimenten zur Vitalitat
als unbedenklich charakterisiert. Die gleichen Konzentrationen, Inkubationszeiten
und Zellspender wurden auch im folgenden Adhasions-Assay eingesetzt.
Nachdem die Zellen fur 48 Stunden mit dem Extrakt behandelt wurden, wurde die
Adhasion an Fibronectin sowie an Kollagen Typ | und IV bestimmt. Der Ansatz
umfasste somit die Mehrzahl der Bestandteile der extrazellularen Matrix, die fir
den Prozess der Wundheilung als maf3geblich beschrieben wurden [133,134].

In Experimenten mit Fibroblasten von unterschiedlichen Zellspendern konnten
keine signifikanten Effekte auf die Adhasion beobachtet werden. Dies traf sowohl
auf Ansatze zu, in denen die Zellen in Minimalmedium kultiviert wurden, als auch
auf Ansatze mit Komplettmedium, die alle unterstitzenden Zusatze enthielt.
Dieser Ansatz wurde gewahlt, um zu Uberprifen, ob die Zellen durch das
Minimalmedium nur unzureichend versorgt waren und nicht mehr in der Lage

waren, auf die Extrakte zu reagieren.

Im Gegensatz zu den Fibroblasten wurde die Adhasionsbereitschaft von

Keratinozyten nach Extraktbehandlung positiv  beeinflusst. Bei einer
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Extraktkonzentration von 500 pg/ml wurde eine erhéhte Adhasion der Zellen von
durchschnittlich 10% an Kollagen Typ | und IV beobachtet. Wegen der nicht
geringen Standardabweichungen wurde dieser Effekt jedoch nicht als biologisch
relevant betrachtet. Die gleiche Extraktkonzentration induzierte allerdings eine
Adhasionserhéhung an Fibronectin um durchschnittlich 30%. Die Unterschiede
zwischen den mit Extrakt behandelten und den unbehandelten Zellen waren
statistisch signifikant (P<0,01) und wurden aufgrund der Deutlichkeit auch
biologisch relevant eingestuft. Der Adhasionserhéhung konnte zudem eine
gewisse Dosisabhangigkeit zugesprochen werden, da die Induktion bereits bei
einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml zu erkennen war, wenn auch noch nicht
signifikant. Die Effekte lieBen sich zudem mit unterschiedlichen Spendern
reproduzieren und wiesen somit auf einen allgemeingultigen Effekt hin.
Abschlieffend wurden Keratinozyten nicht nur mit dem Extrakt behandelt, sondern
parallel mit derselben Konzentration an BSA, um zu kontrollieren, ob es sich um
einen unspezifischen Effekt, bedingt durch eine hohe Proteinkonzentration,
handelte. Da 500 ug/ml BSA keinen Effekt auf die Keratinozyten hatte, konnte die

Induktion der Adhasion dem Extrakt zugeschrieben werden.

Die Adhasion von Keratinozyten auf Kollagen des Typs | und IV sowie an
Fibronectin wird durch Integrine vermittelt. Es handelt sich um die funktionellen
Integrindimere asp1 (wichtigster Kontakt zu Fibronectin auf der Zelloberflache)
und a2B1 (vermittelt Kontakt zu Kollagenen) [98].

Um zu Uberprifen, welche Rolle die Integrine bei der erhdhten Adhasion von
Keratinozyten nach Extraktbehandlung an die EZM Komponenten haben, wurde
die Proteinexpression von Integrin-1 untersucht. Dieses Monomer ist Bestandteil
aller aktiven Dimere, die eine Rolle bei der Adhasion von Keratinozyten an die
oben genannten Substrate spielen. Fur diese Untersuchungen wurden die
gleichen Keratinozytenspender sowie die gleichen Versuchsbedingungen der
Adhasionsversuche verwendet.

Die Western Blots zeigten zwei Banden. Die obere Bande reprasentierte die
maturierte Form des Integrin-y, das glykosyliert eine geringere
Wanderungsgeschwindigkeit im SDS-PAGE aufwies als das nicht glykosylierte
unreife Protein. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen, exprimierten mit Extrakt

behandelte Keratinozyten im Durchschnitt 20% mehr reifes Integrin-f1. Bei der
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Untersuchung des nicht-glykosylierten unreifen Proteins, das durch die untere
Bande reprasentiert wurde, konnte sogar eine Verdopplung der Proteinexpression
nach Extrakttbehandlung beobachtet werden. Nachdem diese Ergebnisse eine
Zunahme des Gesamtproteins nahe legten, wurde im Weiteren untersucht, ob die
Extraktbehandlung ebenfalls zu einer verstarkten Aktivierung des Integrin-f+
fuhrte. Erste Hinweise dazu lieferte die Zunahme der glykosylierten Form. Diese
post-translationale Modifikation wird im Zytoplasma der Zelle vorgenommen,
bevor das Monomer in die Zellmembran transferiert wird, um an der
Zelloberflache prasentiert zu werden und in Funktion zu treten [93,94].

FUr weitere Analysen sind Antikorper eingesetzt worden, deren jeweiliges Epitop
erst nach Aktivierung des Integrins fUr den Antikorper zuganglich wird. Die
Aktivierung geht mit einer Konformationsanderung einher, bei der das Integrin von
der inaktiven, gebeugten Form in die aktive, gestreckte Form Uberwechselt [96].
Zum einen handelte es sich um einen Antikorper, der die substratunabhangige
Hybrid-Domain erkennt, die unterhalb des Integrin Kopfes lokalisiert ist [97], zum
anderen wurde ein Antikdrper verwendet, der die Kopfregion des Integrins, die so
genannte ,Ligand Induced Binding Site“* (LIBS) [95], nach Bindung an
spezifisches Substrat erkennt. Nach Extraktbehandlung von Keratinozyten konnte
durch beide Antikorper deutlich mehr Protein (30-50%) im Western-Blot
visualisiert werden.

Alle drei Ansatze lieferten somit Hinweise, dass nicht nur die Gesamtmenge an
Integrin-B1 durch den Larvenextrakt erhoht werden kann, sondern auch deren
Aktivitat. Die Einbeziehung der Adhasionsversuche in die Analyse, die mit dem
gleichen experimentellen Design durchgefihrt wurden, lasst vermuten, dass
durch die Aktivierung des Integrin-s die Adhasionsbereitschaft an die

spezifischen Substrate (Fibronectin und Kollagene | und IV) erhéht wurde.

Einen weiteren zentralen Prozess im Rahmen der Wundheilung stellt die
Migration dar. Die Migrationsgeschwindigkeit von Zellen kann in 2D Kulturen
durch den sog. ,in vitro scratch assay“ untersucht werden [65]. Hierzu werden
Zellen aus 2D-Monolayerkulturen gradlinig abgeschabt. So werden zellfreie
Areale (Wunden) geschaffen, die danach durch Zellmigration wieder geschlossen
werden. Diese Testmethode weist allerdings Limitationen hinsichtlich ihrer

Standardisierbarkeit auf. So weisen die Wunden unregelmallige Rander auf,
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welche die Vermessung der Migrationsgeschwindigkeit erschweren und dadurch
die Reproduzierbarkeit der Methode herabsetzten. Zudem werden Zellen bei der
Wundsetzung verletzt, die Chemokine und Wachstumsfaktoren freisetzten,
welche die Migration der Zellen beeinflussen kénnen und somit die eigentliche
Untersuchung verfalschen.

Aus diesem Grund wurden die folgenden Untersuchungen mit dem in vitro
Wundheilungsassay (Fa. Ibidi®) durchgefiihrt. Hierzu werden die Zellen in
Kavitaten eines speziell entwickelten Inserts kultiviert, nach dessen Entfernen sie
durch einen vordefinierten Abstand voneinander getrennt sind. Dabei entstehen
keine unregelmafligen Rander und keine Zellverletzungen. Dadurch wurde eine
hoch reproduzierbare Wundsetzung ermoglicht, ohne die Zellen zu
beeintrachtigen. Aufgrund der geringen GroRe des Inserts und der dadurch
verringerten Kultivierungsflache musste die Inkubationszeit des Extraktes auf
maximal 24 Stunden reduziert werden.

Mit diesem optimierten experimentellen Setup konnte kein signifikanter Einfluss
des Extraktes auf die Migration von Fibroblasten oder von Keratinozyten auf nicht
beschichteten Oberflachen beobachtet werden.

Auf Fibronectin jedoch erniedrigte sich die Migrationsgeschwindigkeit von
Keratinozyten durchschnittlich um 25% gegenuber unbehandelten Zellen.

Dieses Ergebnis fugt sich nahtlos in die bisherigen Befunde ein: Voraussetzung
fur die Migration von adharenten Zellen ist eine fein regulierte Adhasion an die
umgebende EZM, die bei den vorliegenden Untersuchungen von Fibronectin
sowie Kollagen Typ | und IV reprasentiert wurde. Fibronectin ist Bestandteil der
provisorischen Matrix, Kollagen Typ | und IV sind Bestandteile der Dermis.
Keratinozyten kommen mit allen drei Substraten in Kontakt.

Nachdem eine Wunde zunachst zugig durch ein Fibringerinnsel geschlossen wird,
migrieren Keratinozyten auf einer Fibronectinschicht, um den Wundbereich
abzudecken [99]. AnschlieRend migrieren die Keratinozyten wahrend der Re-
Epithelisierung auf Fibronectin und Kollagen. Fur beide Prozesse muissen zu
Beginn der Migration Zell-Zell und Zell-EZM Kontakte gelockert werden, damit
sich Zellen, die nun weniger adharent sind, aus dem Zellverband l6sen kdnnen.
Befindet sich die Zelle am Zielort wird die Adhasion wieder erhoht. Eine erhdhte
Adhasion kann entweder durch eine erhdhte Menge an Substrat oder eine

erhdohte Expression von spezifischen Integrinen erreicht werden. Eine andere
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Maoglichkeit erfolgt ohne induzierte Proteinexpression durch eine erhdhte Affinitat
des Integrins an das Substrat [52,54,66].

Vergleichbares konnte im Rahmen dieser Arbeit nachvollzogen werden. Durch die
Verwundung werden Bestandteile der EZM, insbesondere Kollagen, exponiert.
Keratinozyten migrieren Uber diese Kollagenschicht, um den Wundbereich
abzudecken. Dazu mussen Keratinozyten zunachst die Adhasion an Kollagen
erhdohen, die durch B4 Integrine vermittelt wird. Die Befunde, die im Rahmen
dieser Arbeit gesammelt wurden, lassen sich gut in diesen Sachverhalt integrieren.
Es konnten Evidenzen gesammelt werden, dass die erhOhte
Adhasionsbereitschaft, durch eine verstarkte Integrin Proteinexpression vermittelt
wird. Die physiologische Relevanz der erh6hten Gesamtproteinmenge zeigte sich
in weiterfihrenden Untersuchungen, die auch eine Zunahme der Integrin Aktivitat
nahe legten. Neben einer erhohten Aktivitat von Integrin-p4, induzierte der Extrakt
darUber hinaus die Adhasion der beteiligten Zellen an Fibronectin, das Substrat

das uber Integrin-1 mit Zellen, in diesem Fall Keratinozyten, in Kontakt steht.

WeiterfUhrende Untersuchungen zeigten, dass sich durch Extrakteinfluss nicht nur
die Geschwindigkeit sondern auch das Muster der Migration verandert hat. Die
Migration von unbehandelten Keratinozyten war durch eine Vielzahl an frei
migrierende Zellen charakterisiert, die bei den behandelten Zellen deutlich
herabgesetzt war. Die Zellen migrierten vielmehr im Verband. Wahrend des
Migrierens im Zellverband werden die Zell-Zell Verbindungen verstarkt
aufrechterhalten. Auch bei diesem Prozess spielen B4-Integrine eine wichtige
Rolle [92]. Sie halten die Zell-Zell Adhasion aufrecht und vermitteln die
Kooperation der Zellen fur die gemeinsame Migration. Die Einzelzellmigration wird
gleichzeitig herabgesetzt [55]. Die Befunde =zur verstarkten Adhasion der
Keratinozyten konnten sich ebenfalls durch eine Beeinflussung des Integrin [+

Monomers durch den Extrakt deuten lassen.

Abschlielend konnten die Monolayerversuche einen klaren Einfluss der Lucilia
sericata Extrakte auf wundheilungsrelevante Prozesse belegen. Mit der
Verstarkung der Adhasion und der Reduzierung der Migration kdénnten dem

Extrakt die Wunde konsolidierende Eigenschaften zugesprochen werden.
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Nachdem die Experimente mit Monolayerkulturen klare Effekte der Lucilia sericata
Extrakte auf wundheilungsrelevante Prozesse identifiziert hatten, sollte die
Relevanz der Befunde mit einem 3D Vollhautmodell verifiziert werden. Hierzu
wurde das Phenion® Vollhautmodell ausgewahlt, eines der wenigen kommerziell
erhaltlichen Vollhautmodelle, das im Gegensatz zu den Geweben anderer
Anbieter nicht auf einem Kollagengel fullt und eine grolRere Vielzahl an

charakteristischen Markern exprimiert [67,68].

Zunachst musste ein geeignete Verwundungs- und Extraktapplikationsmethode
entwickelt werden.

Es stellte sich heraus, dass Inzisions-, Exzisions-, Verbrennungs- und
Verbrihungswunden nicht geeignete Bedingungen zur Verfugung stellen konnten,
um die Extrakte vergleichend zu untersuchen.

Da die Entfernung zwischen den Wundrandern bei Inzisionswunden zu gering war,
heilten die Wunden zu schnell, um Raum bzw. Zeit fir eine moégliche verbesserte
Wundheilung durch den Extrakt darstellen zu konnen [105]. Exzisionswunden
brauchten ca. 3 Wochen fur eine vollstandige Bedeckung der Wunde und
beanspruchten somit eine Woche langer als die empfohlene Kultivierungszeit des
Vollhautmodells. Somit schied auch diese Verwundungsmethode aus. Die
Setzung einer Verbrennungswunde beeintrachtigte zu groRe Teile des
Hautmodells, so dass weder eine Wundheilung innerhalb von zwei Wochen noch
die topische Applikation des Extraktes ermdglicht werden konnte.
Verbrihungswunden erwiesen sich als nicht standardisierbar und gentgten somit
ebenfalls nicht den Bedingungen fur die Untersuchungen.

Anders lagen die Verhaltnisse jedoch bei Verwundungen durch Kalteeinwirkung.
Im Gegensatz zu den anderen Verwundungsmethoden konnten standardisierte
Wunden gesetzt werden, die die Dermis und Epidermis schadigten und somit eine
genugend grole Wunde erzeugten, die mehrere Tage bendtigte, um geschlossen
zu werden. Des Weiteren verbessert das Vorhandensein der toten Epidermis die

Applikation der Extrakte, da das sofortige Versickern im Medium verzégert wurde.

Es zeigte sich bei der Untersuchung der Kaltewunden, dass der
Wundheilungsverlauf hohe Ubereinstimmungen mit vorhandenen in vivo und in

vitro Daten aus der Literatur [87,89] aufwies. Die Neo-Epidermis zeigte z.B. jene
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charakteristische Keilform, die mit einer graduierten Abflachung und Verlangerung
der Keratinozyten, in Richtung der Neo-Epidermis Spitze einher geht und vielfach
beschrieben ist [82-84,100]. Auch das Ablésen der Epidermis und die
anschlielRende Blasenbildung konnte beobachtet werden [100].

Auch wenn die anderen Wundheilungsmethoden aus den oben beschriebenen
Grunden fur eine standardisierte Studie der beschriebenen Art nicht geeignet
waren, so wiesen z.B. durch Hitzeeinwirkung verursachte Wunden ebenfalls
abgerundeten Spitzen an der Neo-Epidermis wie bei entsprechenden in vitro und
in vivo Wunden auf [85,86,88].

Man kann insgesamt folgern, dass die epidermale Wundheilung des Phenion®
Full-Thickness Skin Model durchaus mit anderen dreidimensionalen in vitro
Wundheilungsmodellen sowie in vivo vergleichbar ist und somit geeignet ist, um

Wundheilungsprozesse zu untersuchen.

Mit diesem Testsystem bestehend aus Vollhautmodell und Kalteverwundung
konnte eine deutliche Wirkung des Extraktes bereits nach 2 Tagen festgestellt
werden, die sich in den folgenden Untersuchungstagen intensivierte. Dazu
wurden Vollhautmodelle mit einem im flussigen-N, gekuhlten Edelstahlstab
verwundet und dann mit Extrakt oder bei den relevanten Kontrollen (H2O;
Lésungsmittelkontrolle, BSA; Proteinkontrolle) entsprechend behandelt. Weitere
Modelle blieben zur Kontrolle unbehandelt. Die Modelle wurden Uber einen
Zeitraum von 8 Tagen untersucht. Eine Extraktkonzentration von 1 mg/ml
induzierte eine im Durchschnitt 15% schnellere epidermale Regeneration
gegenuber unbehandelten Modellen. Der beobachtete Effekt ist nicht
|I6sungsmittelabhangig. Es handelt sich auch nicht um einen unspezifischen durch
die hohe Proteinkonzentration induzierten Effekt, da das biologisch nicht relevante

BSA in der gleichen Konzentration keinen Effekt aufwies.

Im Einzelnen wurde wie in den Monolayerversuchen die Wirkung des Extraktes
auf die Proliferation untersucht. Der Ki67 Nachweis lieferte den Hinweis, dass der
Extrakt keinen Einfluss auf das proliferative Verhalten der Keratinozyten ausubt.
Der Nachweis wurde am 3. Tag nach Verwundung durchgefuhrt, der gemaf
Literatur der Zeitpunkt ist, an dem der proliferative Schub der basalen

Keratinozyten seinen Hohepunkt erreicht [83,90]. Die so entstandenen Zellen

96



Diskussion

migrieren dann in Richtung Wundmitte. Es konnte gezeigt werden, dass
verwundete Vollhautmodelle eine 18-25% hohere Proliferation im Vergleich zu
unverwundeten Vollhautmodelle aufwiesen. Eine Reaktion, die im Rahmen der
Wundheilung in vivo und in vitro als physiologisch zu bewerten ist. Allerdings
konnte der Effekt durch den Extrakt nicht weiter beeinflusst werden und bestatigt

damit die Monolayerversuche [84,101].

Der Einfluss der Extrakte zeigte sich wie in den Monolayerversuchen bei
Prozessen, die mit Migration und Adhasion verknlpft sind. Ab dem vierten
Versuchstag war die Neo-Epidermis der mit Extrakt behandelten Modelle deutlich
groller als die der unbehandelten (15%). Da ein Tag zuvor keine signifikanten
Unterschiede in der Proliferation zu erkennen waren, kann man annehmen, dass
die langere Neo-Epidermis nach Extraktbehandlung durch eine schnelle
epitheliale Migration entstanden ist. Das wird auch durch die Tatsache unterstutzt,
dass die Neo-Epidermis bei Vollhautmodellen, die mit Extrakt behandelt wurden,
nur einschichtig ist im Vergleich zu den Kontrollen (unbehandelt, mit
Losungsmittel oder BSA behandelt). Hier erscheinen fast alle vorhandenen
Keratinozyten abgeflacht und verlangert, was ein typisches Merkmal migrierender
Keratinozyten ist [13,104].

Die Wirkung der Extrakte in den Vollhautmodellen weist also auf eine schnellere
Re-Epithelisierung hin, die durch eine verstarkte Migration vermittelt zu sein
scheint. Bereits in den Monolayerversuchen konnte eine Beeinflussung der
Migration und darUber hinaus der Adhasion nachgewiesen werden. Bei genauer
Betrachtung erganzen sich die Befunde und liefern Hinweise auf eine positive

Wirkung des Extraktes flr den Heilungsprozess von chronischen Wunden:

In den Monolayerversuchen konnte gezeigt werden, dass der Extrakt die Bindung
von Keratinozyten an Fibronectin Uber die Beeinflussung von Integrin-34 induziert.
In den Monolayerversuchen wurde mit 19,2 pg/ml (entspricht 1 ug
Fibronectin/cm?), eine hohe Fibronectin Konzentration gewahlt. Dadurch konnte
der Extrakt durch den Einfluss auf die Integrinmonomere eine sehr starke
Adhasion und damit eine Herabsetzung der Migration bewirken. Palecek et al.

zeigten bereits 1999 [54] bei parallelen Untersuchungen zur Adhasion und
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Migration, dass eine Ubermafige Adhasion zu einer Herabsetzung der Migration
fuhren kann.

Fibronectin konnte neben Kollagen |, Kollagen IV im Vollhautmodell
nachgewiesen werden [67,68]. Durch die Wundsetzung und die Freilegung der
EZM kamen die Keratinozyten wahrend der Re-Epithelisierung mit Bestandteilen
der dermoepidermalen Junktionszone und somit auch mit Fibronectin in Kontakt.
Es kann angenommen werden, dass es sich dabei nicht um einen gesattigten
Substratuntergrund wie in der Monolayerkultur handelte. Daruber hinaus ist zu
vermuten, dass die Fibronectinmolekule in einer flachen Zellkulturflasche leichter
fur die Integrine der Keratinozyten zuganglich waren, als das Fibronectin im
Vollhautmodell, das ahnlich der in vivo Situation dreidimensional ausgerichtet ist.
Dadurch ist die Adhasion der Keratinozyten weniger stark ausgepragt. Der
Einfluss des Extraktes hatte vielmehr eine modulierende Wirkung auf die
Adhasion, die zu einer verstarkten Migration gefuhrt hat. Eine ausreichende
Adhasion ist zwar Voraussetzung fur die Migration, kann aber regulatorisch auf
die Migrationsgeschwindigkeit wirken. Die Adhasionsstarke nimmt mit erhohter
Ligandkonzentration, Integrinexpession und Integrinaffinitdt proportional zu [53].
Bei einer niedrigeren Adhasion also konnen die vorderen Zellen genug stabile
Verbindungen zum Substrat ausbilden, um so ausreichend hohe Zugkrafte fur die
Migration aufzubauen, wahrend bei einer erhdhten Adhasion Verbindungen am
hinteren Ende sehr stark waren und derer langsames Ablosen die
Migrationsgeschwindigkeit absenken wirde (s.a. Abb. 9 Seite 23) [52,53].

Da es sich bei dem untersuchten Larvenextrakt der Goldfliege Lucilia sericata um
ein Extrakt der gesamten Larve handelt, konnte angenommen werden, dass der
Extrakt weitere Wirkstoffe beinhaltet, welche die Wundheilung beeinflussen.
Folgende Ansatze konnten fur weiterfolgenden Untersuchungen in Betracht

gezogen werden:

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit haben sich auf die
Schlusselvorgange (Proliferation, Adhasion, Migration) von Fibroblasten und
Keratinozyten wahrend der Wundheilung konzentriert. Als weiterer Aspekt konnte
die Kommunikation zwischen Epidermis und Dermis in Betracht gezogen werden.

So wurde bisher gezeigt, dass aus Keratinozyten sezernierte Proteine, die
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Ausschuttung von Wachstumsfaktoren in Fibroblasten stimulieren, die wiederum
die Proliferation von Keratinozyten positiv beeinflussen [108]. Der Extrakt kdnnte
hier zusatzlich einen Einfluss auf die Kommunikation von Fibroblasten und
Keratinozyten gehabt haben. Die Moglichkeit einer Modulation auf die Expression
von z.B. Wachstumsfaktoren (z.B. KGF) oder Zytokinen (z.B. IL1a, IL6) von
Fibroblasten oder Keratinozyten, konnte ein Gegenstand weiterer
Untersuchungen werden [106,107]. Aber auch die Einflisse des starken Bestands
an Bakterien mussten naher untersucht werden, wenn z.B. ,Nicht-

heilen festgestellt wird.

Die zentrale Rolle von Zell-Matrix Interaktionen fur die Wundheilung wurden im
Rahmen dieser Arbeit wiederholt angesprochen. Den Exkretions- bzw.
Sekretionsprodukten von Lucilia sericata wurde mehrfach die Modulation der
extrazellularen Matrix zugesprochen [21-24]. Horobin et al. 2003 [22] haben in
Untersuchungen von Lucilia sericata Larven bzw. deren Sekretions bzw.
Exkretionsprodukte eine Beeinflussung der Adhasion von Monolayerkulturen
durch Veranderung des zur Adhasion zur Verflugung stehenden Substrats
beobachtet. Auf mit Extrakt vorbehandelten Fibronectin oder Kollagen Typ |
zeigten Fibroblasten eine verminderte Adhasion und Ausbreitung. Horobin et al.
2006 [112] wiesen zudem einen Fibronectinabbau in einem dreidimensionalen
Model durch Exkretions- bzw. Sekretionsprodukte von Lucilia sericata nach. Das
Extrakt konnte auch hier einen modulierenden Effekt ausgelibt haben, indem es
Teile der EZM enzymatisch abgebaut und somit die Zell-Matrix Verbindungen
verbessert hat, was zur Adhasion und Migration sowie Stimulation der Expression
von Wachstumsfaktoren fuhrte [113,114].

Zusammenfassend konnten in dieser ersten systematischen Untersuchung
sowohl in einem zweidimensionalen als auch in einem dreidimensionalen in vivo
nahem Testsystem klare Hinweise gesammelt werden, die einen positiven
Einfluss von Lucilia sericata Extrakten auf die Wundheilung nahelegen. Die im
Rahmen dieser Arbeit gelieferten Evidenzen unterstitzten bisherige Befunde zu
Extrakten von Lucilia sericata Larven und konnten zur Entwicklung neuer

therapeutischer Ansatze beitragen.
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6 Zusammenfassung

Der mehrphasige Prozess der Wundheilung ist komplex und umfasst
unterschiedlichste Arten von Zellen. Der fein regulierte Ablauf kann auf
verschiedenste Weise gestort werden. Die daraus resultierenden schwer
heilenden und chronischen Wunden bedeuten fur den Patienten eine deutliche
Herabsetzung der Lebensqualitat und sind nur sehr schwierig und mit deutlichem
Kostenaufwand zu therapieren. Ein viel versprechender Ansatz ist die
Verwendung von lebenden Fliegenlarven. Daruber hinaus mehren sich die
Hinweise, dass durch Bestandteile dieser Larven die Nachteile der
Lebendmadentherapie ausgeglichen und gleichzeitig einige der wundheilenden

Effekte dargestellt werden kdnnen.

Im Rahmen diese Arbeit sollte zum ersten Mal systematisch Uberpruft werden, ob
ein Ganzkorperextrakt aus Lucilia sericata Larven einen positiven Einfluss auf die
Wundheilung ausuben kann.

Die Untersuchungen wurden an den Zellen durchgefuhrt, die den
Hauptbestandteil der Haut bilden: Keratinozyten und Fibroblasten. Sie wurden
zum einen in Monolayerkulturen propagiert, nachdem sie zuvor aus Biopsien
isoliert worden waren. Zum anderen wurden sie in Form eines dreidimensionalen
Vollhautmodells kultiviert.

Um die mogliche Wirkung des Extraktes zu spezifizieren, wurde in einer ersten
Phase die Wundheilung in Einzelprozesse aufgeschlisselt (Proliferation,
Adhasion, Migration) und erganzt durch Untersuchungen zum Einfluss des
Extraktes auf die Vitalitdt. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass der Extrakt
auch in hohen Konzentrationen keine toxischen Effekte weder auf Fibroblasten
noch auf Keratinozyten auswies. Der Extrakt hatte allerdings keine relevanten
Effekte auf die Proliferation von Fibroblasten und Keratinozyten. Die Adhasion
und Migration von Fibroblasten wurde ebenfalls nicht mafigeblich durch den
Extrakt beeinflusst.

Es konnten jedoch signifikante, biologisch relevante Effekte auf die Adhasion und
Migration von Keratinozyten beobachtet werden. Der Extrakt erhohte die

Adhasion dieser Zellen an Fibronectin, ein wesentlicher Bestandteil der
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extrazellularen Matrix. Weitere Untersuchungen legten nahe, dass dieser Effekt
durch eine, durch den Extrakt induzierte, erhohte Integrin-f; Expression
hervorgerufen sein konnte, da zudem nachgewiesen konnte, das die Aktivitat des
Integrins-B1 zunahm.

In einer zweiten Phase wurden die Befunde an einem organotypischen

Vollhautmodel, dem Phenion® Full-Thickness Skin Model, verifiziert. Zunéchst
wurde eine Methode zur Setzung einer reproduzierbaren und ausreichend grof3en
Wunde etabliert. Es zeigte sich, dass das Vollhautmodell bestimmende
Charakteristika der Wundheilung in vivo abbilden konnte.

Mit diesem Testsystem konnte gezeigt werden, dass der Extrakt dosis- und
zeitabhangig die Wundheilung zu unterstiutzen vermag. Die beobachtete
Stimulation der Re-Epithelisation durch die Keratinozyten scheint nicht durch eine
Induktion der Proliferation zustande gekommen zu sein.

Die Ergebnisse der Monolayer-Versuche kénnten erste Erklarungen fur diesen
Befund liefern. Durch eine Stimulation der Integrin-p4 Expression wurde die
Adhasion an die umgebende EZM erhoht und so die Migration und Re-
Epithelisation stimuliert. Durch die lockere und daher nicht so dichte Fibronectin-
Matrix im Vollhautmodell konnte eine zu starke Adhasion vermieden werden, die,

wie z.B. bei den Monolayern, zu einer herabgesetzten Migration gefuhrt hatte.

Chronische Wunden sind unter anderem durch einen gestorten EZM Aufbau
charakterisiert (u.a. wenig oder zerstértes Fibronectin). Keratinozyten aus
chronischen Wunden exprimieren nur wenig Integrin aspB4¢, das als
Hauptverbindung zum Fibronectin dient. So sind sie durch gestorte Zell-EZM
Bindungen und in Folge dessen, durch gestorte Re-epithelisation ausgezeichnet.
Die ersten Befunde liefern Hinweise, dass der Extrakt hierbei helfend eingreifen
konnte, indem er die Adhasion an das Fibronectin erhoht und dadurch die Re-

Epithelisation unterstutzt.

Zusammenfassend konnten in dieser ersten systematischen Untersuchung
Hinweise fur einen positiven Einfluss von Lucilia sericata Extrakten auf die
Wundheilung gesammelt werden. Sie unterstitzten die bisherigen Befunde zu
Extrakten von Lucilia sericata Larven und koénnten zur Entwicklung neuer

therapeutischer Ansatze beitragen.
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7 Abstract

The complex multiphase process of wound healing includes many different types
of cells. In wound healing, the finely regulated events can be disturbed in different
ways. The resulting slow healing and chronic wounds mean a significant reduction
in quality of life for the patient. Their treatment is difficult and generates high
financial tasks. One established therapy approach is the use of living maggots.
Related to this approach, there is growing evidence, that components of these
larvae could compensate some of the disadvantages of the live maggot therapy,
while the beneficial wound healing effects are retained.

In the context of this initial work, it was systematically examined whether a whole
body extract of Lucilia sericata larvae can have a positive effect on wound healing.
The studies were performed on keratinocytes and fibroblasts, the predominant cell
types of epidermis and dermis. These have been either propagated in monolayer
cultures after isolation from biopsies or secondly, they were cultured in the form of
a three-dimensional full-thickness skin model.

To identify a possible effect of the extract, wound healing was subdivided in

separate processes (proliferation, adhesion, migration) in a first phase,

supplemented by studies of a possible influence upon cell-vitality. It could be
shown, that the maggot extract revealed -even at high concentrations- no toxic
effects either on fibroblasts nor on keratinocytes. Additionally, the extract
generated no relevant effect on the proliferation of fibroblasts and keratinocytes.
The adhesion and migration of fibroblasts was also not significantly affected by
the extract.

In contrast, significant biologically relevant effects were observed in the adhesion
and migration of keratinocytes. The extract increased the adhesion to fibronectin,
an essential component of the extracellular matrix (ECM). Further studies
suggested that this effect could be caused through an extract-induced increase in
integrin-p4 expression, additionally accompanied by an increased activity of the
integrin-p 4.

In a second phase, the results were verified on an organotypic full-thickness skin

model, the Phenion® Full-Thickness Skin Model. Initially, a method of setting a

reproducible and sufficiently large wound was established. It turned out, that the
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full-thickness skin model can imitate important characteristics of wound healing in
Vivo.

Use of this assay system has shown that the maggot extract is able to support the
healing process in a dose- and time-dependent manner. The observed stimulation
of re-epithelization by the keratinocytes appears not to be achieved through an
induction of cell-proliferation.

The results of the monolayer experiments could provide the first explanation for
these findings. Through stimulation of the integrin-f1 expression, the adhesion to
the surrounding extracellular matrix is increased and leads to an enhanced
migration and re-epithelization. By the slight and not so tight fibronectin matrix of
the full-thickness skin model, too strong adhesion is avoided, which leads -as in
the monolayers- to a reduced migration.

Chronic wounds, among other things, are characterized by an impaired ECM
structure (including few or destroyed fibronectin). Keratinocytes from chronic
wounds express few or no integrin asf1, which serves as the main connection to
the fibronectin. They are characterized by impaired cell-ECM bonds, and
consequently, by impaired re-epithelization. The first findings provide evidence
that the extract can increase adhesion to fibronectin, thereby supporting the re-
epithelization.

In this first systematic study, evidence for a positive effect of Lucilia sericata
extracts on wound healing have been collected. They support the previous
findings on extracts from Lucilia sericata larvae and contribute to the development

of new therapeutic approaches.
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