Heinrich Heine
Universitat
Dusseldorf .

,2Diagnostics beyond bacteria“ — Wundabstriche zur Analyse biomolekularer
Krankheitsmuster in chronischen Wunden

Julian-Dario Rembe, Waseem Garabet, Jan-Wilm Lackmann, Matthias Augustin, Joachim Dissemond,
Sebastian Alexander Scharf, Anna Rommerskirchen, Tobias Wienemann, Wiebke |bing, Hubert Schelzig
& Ewa K. Stuermer

Article - Version of Record

Suggested Citation:

Rembe, J.-D., Garabet, W., Lackmann, J.-W., Augustin, M., Dissemond, J., Scharf, S. A.,
Rommerskirchen, A., Wienemann, T. H. G., Ibing, W., Schelzig, H., & Stuermer, E. K. (2024). ,Diagnostics
beyond bacteria“ — Wundabstriche zur Analyse biomolekularer Krankheitsmuster in chronischen Wunden.
Gefalchirurgie, 29(5), 269-279. https://doi.org/10.1007/s00772-024-01122-8

UNIVERSITATS- UND

Wissen, wo das Wissen ist. LANDESBIBLIOTHEK
DUSSELDORF

This version is available at:

URN: https://nbn-resolving.org/urn:nbn:de:hbz:061-20241203-111617-1

Terms of Use:
This work is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0 International License.

For more information see: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0



Originalien

Gefésschirurgie 2024 - 29:269-279
https://doi.org/10.1007/500772-024-01122-8
Angenommen: 18. Juli 2024

Online publiziert: 29. Juli 2024

© The Author(s) 2024

®

Check for
updates

»Diagnostics beyond bacteria” -
Wundabstriche zur Analyse
biomolekularer Krankheits-
muster in chronischen Wunden

Julian-Dario Rembe' - Waseem Garabet' - Jan-Wilm Lackmann? - Matthias Augustin® -
Joachim Dissemond* - Sebastian Alexander Scharf® - Anna Rommerskirchen® -

Tobias Wienemann’ - Wiebke Ibing' - Hubert Schelzig' - Ewa K. Stuermer®

'Klinik fiir Gefal3- und Endovaskularchirurgie, Universitatsklinikum Diisseldorf (UKD), Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Deutschland; 2Cologne Excellence Cluster for Cellular Stress
Responses in Aging-Associated Diseases (CECAD), Universitat KoIn, KoIn, Deutschland; *Institut fiir
Versorgungsforschung in der Dermatologie und bei Pflegeberufen (IVDP), Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf (UKE), Hamburg, Deutschland; “Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie, Universitatsklinikum Essen, Essen, Deutschland; °Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Krankenhaushygiene, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, Diisseldorf, Deutschland; °Klinik und
Poliklinik fiir GefaBmedizin, Universitdres Herz- und GefaBBzentrum, Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf (UKE), Hamburg, Deutschland

Zusammenfassung

QR-Code scannen &Beitragonlinelesen

Hintergrund: Patientenindividuelle Therapieansatze sind in der Versorgung von
Menschen mit chronischen Wunden wichtig. Die Heterogenitat zugrunde liegender
Krankheitsprofile ebenso wie die Diversitdt des Wundmilieus erschweren generalisier-
bare Ansdtze. Wahrend molekulare Analyseverfahren wie Hochdurchsatzverfahren
(OMICS) zunehmend verbreiteter und besser verfiigbar sind, hat die Analyse von
objektiven biomolekularen Krankheitsmustern weitestgehend keinen Eingang in die
alltdgliche Diagnostik und Therapiesteuerung gefunden.

Fragestellung: Die Nutzung von Wundabstrichen fiir die Analyse von Biomarkern und
Krankheitsmustern in kutanen Wunden wurde evaluiert.

Material und Methoden: Es erfolgte die Analyse einer Probekohorte aus dem
multizentrischen ,Wound-BIOME"-Projekt. Das Projekt zielt auf die Erforschung

des lokalen Wundmilieus verschiedener Entitaten, Heilungstendenzen und
Regenerationsstadien auf biomolekularer Ebene ab. Hierzu wurde ein alltagstaugliches
Protokoll zur Probengewinnung und -handhabung entwickelt und erprobt. Des
Weiteren wurden Machbarkeitsanalysen fiir Multiplex-Immunoassays, Proteomics und
Metagenomanalysen (Mikrobiom) durchgefiihrt.

Ergebnisse: Trotz Heterogenitdt zwischen den Proben konnten ausreichende
Mengen Protein und mikrobielle DNA mit addquater Qualitdt extrahiert werden,

um biomolekulare Muster zu analysieren. Erste Analysen von deskriptiven
Proteinsignaturen und mikrobiellen Taxonomie zeigen vielversprechende Ansatze

fiir zukiinftige individuelle, objektive Diagnostik und gezielte therapeutische
Interventionen.

Schlussfolgerung: Standardisierte Wundabstriche zeigen sich insgesamt gut geeignet,
um Probenmaterial fiir die Analyse des komplexen Wundmilieus mittels verschiedener
Hochdurchsatzverfahren zu gewinnen.

Schliisselworter
Personalisierte Medizin - Wundheilung - Immunoassay - Proteomics - Metagenomics
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Hinfiihrung zum Thema

Die Diagnose und Behandlung von chro-
nischen Wunden stellen nach wie vor
eine Herausforderung im klinischen All-
tag dar. Die fortschreitende Entwicklung
und verbesserte Verfligbarkeit moleku-
larer Analyseverfahren eréffnen jedoch
neue Mdglichkeiten zur systematischen
Charakterisierung von Wunden auf mo-
lekularer Ebene. Hochdurchsatzverfahren
wie verschiedene Multiplex- und OMICS-
Ansdtze (Proteomics, Transcriptomics, Mi-
crobiomics) konnen der Heterogenitét
und Komplexitat des Wundmilieus entge-
gentreten [2, 4].

In diesem Zusammenhang gewinnt die
Untersuchung der biomolekularen Signa-
tur von chronischen Wunden zunehmend
an Bedeutung. Akute und chronische Wun-
den unterscheiden sich nicht nur in ihrem
zeitlichen Verlauf, sondern auch in ihrer
molekularen Zusammensetzung und ih-
rem Heilungsprozess [6]. Prolongierte In-
flammation [25], destruktives proteolyti-
sches Milieu [11], chronische Biofilminfek-
tion [14] oder dysregulierte zelluldre Pha-
notypverschiebungen [8] sind mechanisti-
sche Probleme, die genannt werden kon-
nen. Die Identifizierung spezifischer Bio-
marker, die mit der Wundentitat, dem Hei-
lungsprozess oder fehlregulierten Prozes-
sen korrelieren, konnte daher einen wich-
tigen Beitrag zur personalisierten Wund-
behandlung leisten. Hierfiir benétigt es
jedoch einen geeigneten und ubiquitar
verfligbaren Zugang zu biologischem Ma-
terial.

Wundabstriche bieten hier eine ein-
fach anzuwendende und schmerzfreie
Méglichkeit, eine Vielzahl von Biomolekii-
len aus dem Wundmilieu zu extrahieren.
Zu diesen Biomolekilen zihlen Proteine,
DNA, RNA und metabolische Produkte [7].
In der mikrobiologischen Diagnostik sind
Wundabstriche fest etabliert und liefern
wichtige therapeutische Informationen
[18].

Die vorgestellte Arbeit untersucht,
inwiefern Wundabstrichen fiir weitere
diagnostische Anwendungsbereiche ver-
wendet werden kdnnen - spezifisch zur
Analyse der Signatur akuter und chroni-
scher Wunden. Wir demonstrieren eine
mdogliche, alltagstaugliche Methode zur
Probennahme und-verarbeitung sowie die
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Ergebnisse erster Machbarkeitsanalysen
bzgl. Materialmenge, -qualitdt und grund-
legender Auswertung. In diesem Kontext
beleuchten wir potenzielle Anwendun-
gen dieser potenziellen diagnostischen
Option.

Material und Methoden

Studiendesign und Rekrutierung

Diese  observative, nicht-interventio-
nelle, multizentrische Kohortenstudie
stellt die erste Machbarkeitsanalyse des
,Wound-BIOME'-Projekt (,Breakdown,
Identification and Observation of the
Micro-Environment in acute and chronic
Wounds”) dar. Hierbei handelt es sich
um ein multizentrisches Projekt mit dem
Ziel ein besseres Verstandnis der bio-
molekularen Signaturen des komplexen
Wundheilungsprozesses zu entwickeln.
Hierzu werden moderne Analyseverfah-
ren angewandt, um diese fiir Diagnostik
und Therapie objektiv und individuell
nutzbar zu machen.

In dieser Studie wurden Protokolle fiir
die Wundvorbereitung, Abstrichentnahme
und Weiterverarbeitung der Proben ent-
wickelt und getestet. Die Etablierung eines
einheitlichen Protokolls dient der Varianz-
reduktion in der Probenakquise, damit die
technische Handhabung mdglichst wenig
Bias in die Analyseergebnisse einbringt.
Gleichzeitig muss der Prozess einfach und
stabil gehalten sein, um perspektivisch au-
Berhalb universitarer Zentren und im am-
bulanten Setting reguldr nutzbar zu sein.
@ Abb. 1 stellt den Prozess schematisch
dar.

Fiir die Machbarkeitsanalysen wurden
Probekohorten rekrutiert, um Ablaufe,
Qualitat, Quantitat und Eignung der Pro-
ben fiir biomolekulare Analyseverfahren
zu evaluieren (B Tab. 1). Hierbei handelte
es sich um je mindestens 12 Proben fiir
Immunoassay- und Proteomanalysen und
6 flr Metagenomic. Zusatzlich wurden
klinisch-demografische Begleitdaten (z.B.
Alter, WundgroRBe, -entitdt) erhoben sowie
die Wunden bzgl. Heilungstendenz, Hei-
lungsphase und mikrobieller Belastung
klinisch kategorisiert, um Analysen zur
Korrelation durchzufiihren.

Aufgrund des explorativen Studiende-
signs wurden die Ein- und Ausschlusskri-

terien breit formuliert (8 Tab. 2). Positive
Ethikvoten der beteiligten Studienzentren
Universitdt Witten/Herdecke (Nr. 11/2018),
Essen (Nr. 18-8432-B0O), Hamburg (Nr.
PV5883) und Dusseldorf (Nr. 2020-1012)
wurden im Vorfeld eingeholt und alle re-
krutierten Patientinnen und Patienten im
Vorfeld ausfiihrlich schriftlich aufgeklart.

Prozess der Probengewinnung

Abstrichtupfer

Die Abstrichentnahme erfolgte mittels ein-
zeln verpackten, humane DNA-/RNA-frei-
en FLOQSwabs®-Tupfern (Copan Diagnos-
tics Inc., Murrieta, USA) mit aufgesprayter
Nylon®-Faserstruktur. Es handelt sich hier-
bei um die am weitesten verbreiteten Ab-
strichtupfer in der mikrobiologischen Di-
agnostik und wurden bereits in frilheren
Studien angewandt [7, 13]. Sie ermdgli-
chen eine gute Abgabe der gewonnen
Probe in geeignete Transportmedien.

Probengefal und Transportmedium
Als Probengefall wurden iibliche Eppen-
dorf-Tubes (1,5ml; Eppendorf SE, Ham-
burg) verwendet, welche mit 1 ml Trans-
portmedium befiillt wurden. Fiir Proben
zur Proteinanalyse wurde als Transport-
medium phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS) mit einem universellen Protease-/
Phosphataseinhibitor (PPC1010; Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt) als De-
gradierungsschutz verwendet.

Fiir Proben zur RNA-/DNA-Analyse er-
folgte der Transport in RNAlater™ (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) zur
Stabilisierung und Schutz der RNA/DNA.
Die Probenbehdlter wurdenim Vorfeld vor-
bereitet und bis zur Verwendung bei 7°C
im Kuhlschrank aufbewahrt.

Probenlagerung

Nach erfolgter Probenakquise wurde die
gewonnene Probe inklusive Tupferspitze
innerhalb von maximal 2 h auf -18 bis
-20°C eingefroren und innerhalb von spéa-
testens 24h auf -80°C. Es wurde insbe-
sondere darauf geachtet, dass moglichst
wenige Einfrier-/Abtauzyklen stattfinden,
um die Stabilitdt der Proteine und Nukle-
insduren moglichst wenig zu gefahrden.
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Abb. 1 A Prozess der Probengewinnung und -aufarbeitung sowie Zufiihrung zu ,Down-stream-Analysen”: (7) mechanische
Reinigung des Wundbetts, (2) Abstrichentnahme mittels FLOQSwab® nach Essener Kreisel, (3) Einbringen in Transportmedi-
en, (4) Einfrieren, (5) Probenaufarbeitung, (6) Multiplex-Immunoassay, (7) Proteomik, (8) Small-RNA-Sequencing, (9) Metage-
nomic (miRNA Mikro-RNA). (Erstellt mit BioRender.com)

Abstrichtechnik und Entnahmepro-

tokoll

Um bei der Gewinnung der Abstrichpro-
ben eine mdoglichst geringe Variabilitat
zwischen rekrutierenden Zentren zu gene-
rieren, wurde ein exaktes Ablaufprotokoll
entworfen (@ Tab. 3).

Als Abstrichtechnik wurde der ,Esse-
ner Kreisel” [3] festgelegt, da diese Tech-
nik die gesamte Wundfldche einschlief3t,
wodurch eine holistische Gesamtsignatur
gewonnen werden kann. Der Tupferkopf
wird dabei immer wieder rotiert, so dass
eine vollstandige Sattigung des Abstrich-
tupfers erfolgt.

Probenaufbereitung fiir
weiterfiihrende Analysen

Generelle Probenprozessierung und
-aliquotierung

Zur Aufarbeitung der Wundabstrichpro-
ben erfolgte ein einmaliger Auftau-/
Abtauzyklus, bei dem der Abstrichtup-
fer entfernt, zellulare und Detritusanteile
abzentrifugiert und die Proben fiir ge-
plante Down-stream-Analysen aliquotiert
wurden. Dabei wurden die Proben mit
dem noch enthaltenen Tupfer gevor-
texed, um mdoglichst viele Analyte vom
Swab in das Transportmedium freizuset-
zen (95-98% der gebundenen Analyte).
Der Abstrichtupfer wurde anschlieBend
entfernt und 2 Zentrifugationsschritte zur
Entfernung von Detritusanteilen durch-
gefiihrt: 10.000 xg fiir 15min bei 4°C (fir
RNA/DNA: 500 xg fiir 15min) und erneut
bei 10.000 xg fiir 15min (flir RNA/DNA:

2000 xg fiir 10min) nach Uberfiihrung in
ein neues GefaB.

Down-stream-Analysen der Proben

Quantitdts- und Qualitatsanalysen
und Probenmaterial

Um eine ausreichende Analytmenge und
-qualitat in den Proben zu gewahrleisten,
wurden entsprechende Messungen durch-
gefiihrt. Die Gesamtproteinmenge pro Pro-
be wurde mittels Bradford-Assay (Coomas-
sie [Bradford] Protein Assay Kit, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) ge-
messen.

Die Extraktion und Aufreinigung von
mikrobieller DNA erfolgte mittels DNeasy
PowerSoil Pro Kit (Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland). Die Quantifizierung von
doppelstrangiger DNA vor Metagenomic-
sequenzierung erfolgte mittels Fluores-
zenz-basierter Messung mit dem Qubit™
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Tab. 1 Charakteristika Probekohorte und erfolgte Analysen pro Probe

ID Atiologie Status Zentrum | Immunoassay Proteom | Mikrobiom
P003 | DFS NH UWH v - v
PO11 | AVK NH UWH v v v
P012 | AVK NH UWH - v v
P020 | CVI NH UWH - v v
P027 | WHST NH UKE v v -
P031 | CVI NH UKE v v v
P037 | PG NH UKE v v -
P039 | AVK NH UKES v - -
P040 | PG NH UKES v v -
P041 | WHST H UKES v v -
P042 | CVI NH UKES v v -
P078 | DFS H UKES v - v
P097 | AW H UKD v v -
P102 | AW H UKD - v -
P102 | AW H UKD v v -

H heilend, NH nicht-heilend, DFS diabetisches FuRsyndrom, AVK periphere arterielle Verschlusskrank-
heit, CVI chronisch venose Insuffizienz, WHST postoperative Wundheilungsstérung, PG Pyoderma
gangraenosum, AW akute Wunde, UWH Universitat Witten/Herdecke, UKE Universitatsklinikum Ham-
burg-Eppendorf, UKES Universitétsklinikum Essen, UKD Universitatsklinikum Disseldorf

Tab.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Patientinnen =18 Jahre

Patientln <18 Jahre

Wundfliche >1,5 cm?

Wundfliche <1,5 cm?

anzusehen ist®

besteht

Vorliegen einer Wunde, welche entweder Idnger als 8 Wo-
chen unter adaquater Therapie (,chronisch”) besteht
ODER aufgrund ihrer Grunderkrankung als chronisch

Nicht kiirzer als 24 h und nicht ldnger als 6 Tage nach trau-
matischem Ereignis/chirurgischer Intervention (,akut”)

Trockene Nekrose

Schwangerschaft und Stillzeit

Maligne Genese der Wunde (z.B.
ulzerierender Weichteiltumor)

°Gemal der aktuellen Definition der Initiative Chronische Wunden e.V. (ICW ; [3])

Flex Fluorometer (Invitrogen by Thermo
Scientific™, Waltham, USA).

Multiplex-Immunoassays

Um die Konzentration mehrerer Immuno-
marker zu bestimmen, erfolgte die Durch-
fihrung von Multiplex-lImmunoassays.
Hierfiir wurde das Luminex MAGPIX Sys-
tem mit der xMAP®-Technologie (DiaSorin
S.p.A., Saluggia, Italy) und ProcartaPlex™
Multiplex-lImmunoassay-Kits (Thermo Sci-
entific™, Waltham, USA) verwendet. Hier-
bei handelt es sich um eine auf magne-
tischen Beads basierende Methode. Die
Beads sind mit Capture-Antikdrpern fiir
spezifische Analyte beschichtet. Nach Zu-
gabe und Bindung der Analyte werden
Detektionsantikdrper zugegeben. Nach
Zugabe und Bindung von Streptavidin-
Phycoerythrin (PE) kann der gebildete
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Komplex im MAGPIX analysiert werden.
Die Messung erfolgt dabei mit einer
CCD-Kamera (,charge-coupled device”).
Die Quantifizierung erfolgt anschlieBend
mittels der integrierten XPONENT-Soft-
ware. Mit dieser Methode kdnnen bis zu
50 Analyte gleichzeitig in einer einzelnen
Probe gemessenen werden, wobei eine
Probenmenge von 50pl ausreicht. Ins-
gesamt wurden 36 verschiedene Analyte
gemessen (z.B. Interleukin 6 [IL-6], Ma-
trixmetalloproteinase 9 [MMP-9], TIMP-1
[,tissue inhibitor of metalloproteinase
1”1, VEGF [,vascular endothelial growth
factor”]).

Proteomics

Zur ldentifizierung aller in der Abstrichpro-
be vorliegenden Proteine (,Proteom-Pro-
filing”) wurde die Methode der ,Bottom-

Tab.3 Stichpunktartiger Ablauf der Pro-
bengewinnung inklusive kritischer Punkte
Probengewinnung und -asservierung

1. Entfernung Verbandmaterial von Wunde

AusschlieBlich Verwendung neutraler Spil-
I6sungen zum Losen von Beldgen und Ver-
banden vor Probenentnahme (Verhinderung
Probenverfélschung)

2. Mechanische Reinigung/ggf. scharfes Dé-
bridement der Wunde und Entfernung von
Beldgen (zur Probenentnahme des tatscichli-
chen Wundgrund)

Kein scharfes Débridement, um Blutungen
zu vermeiden bzw. bei ungewollter Blutung
zuerst vollstandige Blutstillung (Verhinde-
rung eines Samplings des Blutprofils)

3. Abstrich nach Essener Kreisel mit Tupfer bis
Kopf sichtbar gesdittigt

Nutzung von max. 5 ml neutrale Fliissig-
keit (z.B. 0,9 % NaCl) zur Befeuchtung des
Wundbetts vor Probenentnahme maglich

4. Einbringen des gesdttigten Tupfers in Trans-
portbehdilter, Abbrechen an Sollbruchstelle
und Behdilter verschlieBen

5. Einfrieren auf mindestens —18 °C innerhalb
von 2 h und auf-80 °C innerhalb 24 h

up-shotgun-Proteomic” verwendet. Hier-
bei wurden vorliegende Proteine in der
Probe aufgereinigt und konzentriert so-
wie anschlieBend durch eine enzymati-
sche Verdauung (mittels Trypsin) in Pep-
tide zerkleinert. Die Messung der Peptide
erfolgte anschlieBend mittels Massenspek-
trometrie (MS) in der Tandem-MS-Technik
(MS/MS) mit vorgeschalteter Nanofliissig-
chromatografie (nLC) und DDA-Messan-
satz (,data-dependent acquisition”).

Fir die Probenaufarbeitung wurde
eine Kombination der S-trap-Methode
und der STAGE-tip-Methode verwendet.
Je nach vorliegender Proteinkonzentra-
tion in der Probe wurde das S-Trap™
Mini (100-300 pg/ml) oder Micro Spin
(< 100 pg/ml) Saulenverdau Protokoll (Pro-
tiFi LLC, Fairport, USA) angewendet. Zur
weiteren Aufreinigung der Probe (Entfer-
nung Salze und Detergenzien des ersten
Protokolls) schloss sich als zweiter Schritt
das STAGE-tip-Protokoll [12] an.

Die Messungen erfolgten auf der Or-
bitrap Exploris™ 480 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Die gemessenen Mas-
sespektren (Chromatogramme) der Pep-
tide wurden anschlieBend zur Proteini-
dentifikation bioinformatisch mit Peptid-/
Proteindatenbanken abgeglichen. Hierfiir



wurde das Softwarepacket MaxQuant [19]
verwendet.

Metagenomics — Mikrobiom

Zur Bestimmung des Wund-Mikrobioms
erfolgte eine metagenomische Analyse der
Abstrichproben mit Hilfe der Nanopore-Se-
quenzierungstechnologie. Dabei kénnen
nicht nur kultivierbare Mikroorganismen
detektiert werden, sondern basierend auf
dermikrobiellen DNA alle vorliegenden Mi-
kroorganismen. Nach DNA-Extraktion folg-
te die Erstellung einer DNA-Library mit
dem Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-
NBD114.24; Oxford Nanopore Technolo-
gies, Oxford, United Kingdom).

Fir die Sequenzierung wurde die
Nanopore-Technologie [22] auf dem
PromethlON mit R10-Nanoporen und
V14-Chemie verwendet (Oxford Nanopo-
re Technologies). Diese Technologie ist
ein schnelles und genaues Verfahren zur
Sequenzierung von Nukleinsduren, die
fir ihre Fahigkeit bekannt ist, Long-read-
Daten zu erzeugen, welche fiir meta-
genomische Studien geeignet sind. Die
Sequenzierrohdaten wurden bioinforma-

tisch prozessiert und einer Qualitatskon-
trolle unterzogen. AnschlieBend wurde
eine Klassifizierung der metagenomischen
Proben vorgenommen.

Statistische Analysen

Fiir die Analyse der Ergebnisse der Mul-
tiplex-Immunoassays wurde GraphPad
Prism (Version 10.2.3; GraphPad Software
LLC, Boston, USA) verwendet. Die Wer-
te sind als Mittelwerte+ SEM (,standard
error of mean”) dargestellt. Die Skala
wurde zur Veranschaulichung aufgrund
unterschiedlicher Referenzskalen auf ei-
ne Logso-Basis angepasst. Die Ergebnisse
wurden anhand multipler ungepaarter
t-Tests mit einem Holm-Sidak-Post-hoc-
Test fir multiple Vergleiche analysiert.
Die Ergebnisse der Proteomics-Analy-
sen wurden mit Perseus (Version 1.6.15.0)
analysiert [20]. Nach Datenbereinigung
und -annotation erfolgte die Entfernung
von fehlenden Werten in den Proben
(80% valide Werte in wenigsten einer
Gruppe). AnschlieBend wurden fehlende
Daten aus der Normalverteilung impu-

tiert. Eine Normalisierung erfolgte mittels
Mediansubtraktion. Die statistische Ana-
lyse differentiell exprimierter Proteine
wurde mittels multiplen t-Tests mit Fal-
se-discovery-Rate (FDR=0,05)-Kontrolle
durchgefiihrt.

Bei der Auswertung der Metageno-
manalysen wurde eine taxonomische
Klassifikation der Reads mit Kraken2 [24]
sowie Approximation der Abundanzen
mittels Bracken [9] durchgefiihrt. Eine
Verifizierung der Ergebnisse erfolgte mit-
tels Mapping (minimap2). Eine detaillierte
Beschreibung des bioinformatischen Pro-
zesses findet sich bei Spohr et al. [16]. Zur
Visualisierung der mikrobiellen Spezies in
den Wundabstrichen erfolgte die Erstel-
lung von gestapelten Balkendiagrammen
mittels des Python-basierten Altair-Pakets
[21].

Ergebnisse

Quantitat und Qualitat — Protein

Die Gesamtmenge der vorliegenden Pro-
teine in den Wundabstrichproben lag im

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer
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Abb. 2 A Gemessene Gesamtproteinmengen (a) in den Abstrichproben (n=15) sowie einzelnen Entitaten und Anzahliden-
tifizierter Proteine in Wundabstrichproben (b). (AW akute Wunden; AVK arterielle Verschlusskrankheit; CV/ chronisch venose
Insuffizienz; PG Pyoderma gangraenosum; WHST postoperative Wundheilungsstérung)

Median bei 37,64 (11,99-216,80) mg/ml.
Dabei zeigte sich die Proteinmenge he-
terogen (ber die Entitdten hinweg, alle
Wundabstriche ergaben jedoch mindes-
tens 10mg/ml, was eine ausreichen-
de Quantitdt fiir mehrere Analysen ist
(@ Abb. 2a). Die Anzahl der Proteinidenti-
fikation in der Proteomik (@ Abb. 2b) Uber
alle Proben hinweg lag im Median bei
1205 (Range 700-1994).

Quantitat und Qualitat — DNA

Bei der DNA-Extraktion konnte ebenfalls
eine gewisse Probenheterogenitat festge-
stellt werden (@ Tab. 4 und @ Abb. 5). Da-
bei zeigten sich Unterschiede in der ge-
wonnenen DNA-Menge je nach Extraktion
aus dem Probeniiberstand oder Pellet (vgl.
@ Abb. 1). Schlussendlich wurde entschie-
den, Zellpellet und Uberstand fiir zukiinfti-
ge metagenomische Analysen zu poolen.
So konnte im Mittel 61,49+61,37 ng/pl
DNA aus den Wundabstrichproben isoliert
werden.

Multiplex-Immunoassays

Die Analyse von Zytokinen, Chemoki-
nen, Matrixmetalloproteasen (MMP) und
Wachstumsfaktoren ergab im Vergleich
zwischen heilenden und nicht-heilen-
den Wunden mebhrere signifikante Unter-
schiede (@ Abb. 3) und belegt damit die
erfolgreiche Analyse hinsichtlich inflam-
matorischer Marker. Proinflammatorische
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Zytokine wie IL-17a, IL-1a und IL-18
zeigten sich signifikant erhoht in nicht-
heilenden Wunden (p < 0,05).

Erhohte proinflammatorische Anzei-
chen zeigen auch die Ergebnisse der
Bereiche Chemokine, MMP und Wachs-
tumsfaktoren. Wahrend sich nahezu alle
Wachstumsfaktoren signifikant reduziert
in nicht-heilenden Wunden zeigen (p<
0,05), sind die insbesondere wahrend der
Inflammation aktiven Chemokine (CCL-2,
-3, -4 und CXCL10) in nicht-heilenden
Wunden erhéht exprimiert. Hingegen ist
das ebenfalls in die inflammatorische
Antwort involvierte CXCL-8 in dieser Pro-
bekohorte signifikant erhéht in heilenden
Wunden.

Ahnlich zeigen die analysierten MMP
liberwiegend eine hohere Konzentration
in nicht-heilenden Wunden als in heilen-
den Wunden, wobei MMP-7 und MMP-13
signifikant sind (p < 0,05). MMP-8 wiede-
rum zeigt sich in dieser Probekohorte in
heilenden Wunden signifikant erhoht. Der
Ltissue inhibitor of metalloproteinase 1”
(TIMP-1) wiederum als Gegenspieler der
MMP zeigt sich in nicht-heilenden Wun-
den reduziert, in dieser Kohorte allerdings
nicht statistisch signifikant.

Proteomics

Die Analyse der Proteomdaten zeigt viel-
versprechende explorative Ansdtze. Insge-
samtkonnten tiber 2907 verschiedene Pro-
teine identifiziert werden, darunter rele-

vante Proteine des Regenerationsprozes-
ses: Treiber und Bausteine der Gewebere-
generation (z. B. Kollagen, Laminin und Ke-
ratin) und Proteine der Immunabwehr wie
antimikrobielle Peptide (z.B. a-Defensin),
Enzyme (z.B. Myeloperoxidase), Komple-
mentfaktoren oderImmunglobuline. Diese
und weitere relevante identifizierte Prote-
ine lassen erfolgreich einen tiefgreifenden
Blick in das Proteom kutaner Wunden mit-
tels Wundabstrichen werfen.

So kdnnen beispielsweise Subgruppie-
rungen wie akute und chronische Wun-
den anhand ihrer Proteinsignatur in einer
PCA erfolgreich voneinander differenziert
werden (@ Abb. 4a). Erste Untersuchun-
gen der differenziell exprimierten Prote-
ine (B Abb. 4b) ergaben 106 signifikante
differenziell abundante Proteine im Ver-
gleich zwischen akuten und chronischen
Wunden, wobei 10 signifikant reduziert
exprimiert (z.B. Filamin-C) und 96 signifi-
kant erhoht (z.B. Galectin-10, Neutrophil
Defensin 3) vorliegen. Diese Ergebnisse
ermdglichen Einblicke, welche Vorgange
in chronischen Wunden gestort sind und
welche potenziellen Biomarker fiir weiter-
fiilhrende Analysen selektiert werden kdn-
nen.

Metagenomics — Mikrobiom

Die Sequenzierung des Mikrobioms von
Wundabstrichen ermdglicht einen tiefen
Einblick in die Vielfalt und relative Haufig-



Tab.4 Mengen derextrahierten Gesamt-
DNA aus Wundabstrichproben

Probe | Qubit

Konzentration (ng/pl)

Uberstand Pellet
P003 7,12 0,22
PO11 10,40 518
P012 10,80 3,32
P020 63,20 110,00
P031 13,90 98,60
P078 20,40 25,80

keitderverschiedenen mikrobiellenTaxain
den jeweiligen Wundentitdten (@ Abb. 5).

Hervorzuhebenist hier die Verwendung
einer Sequenzierungsmethode, der Nano-
pore-Technologie, welche besonderslange
Read-Langen produziert. Im Gegensatz zu
Verfahren, die kurze Sequenzen erzeugen
(z.B. lllumina) oder auf einer rein kulturel-
len Differenzierung der Erreger beruhen,
ergibt sich hier ein sehr differenziertes Bild
des Mikrobioms. Konkret konnten hdufig
mit Wundinfektionen assoziierte Spezies
(Staphylokokken, Pseudomonaden, Strep-
tokokken) nachgewiesen werden. Dari-
ber zeigten einige Proben auch seltener
mit Wundinfektionen assoziierte Erreger
(Proteus, Klebsiella) sowie einige Anaero-
bier (Bacteroides, Anaerococcus, Finegol-
dia), deren Relevanz fiir die Stagnation der
Wundheilung, die Entwicklung von Wund-
infektionen und als Mitglieder mikrobieller
Gemeinschaften (Biofilm) zu diskutieren
sind.

Diskussion

Es existieren wenige bis keine validen
und erprobten diagnostischen Ansdtze
zur Analyse des komplexen chronischen
Wundmilieus oder Evaluation des Erfolgs
der Lokaltherapie. Dabei wurde das Po-
tenzial verschiedener Ansdtze bereits in
der Vergangenheit als Chance fiir indi-
viduelle und gezielt gesteuerte Therapie
postuliert und vielversprechende Arbeiten
dazu publiziert [10, 15, 17, 23].

Indieser Studie haben wir uns darauf fo-
kussiert, die Nutzbarkeit der lokalen Wund-
abstriche Gber ihr mikrobiologisch-diag-
nostisches Anwendungsgebiet hinaus zu
untersuchen. Der Wundabstrich ist dabei
ein bekanntes, zugangliches und einfach
anzuwendendes Werkzeug, das im medizi-

nischen Alltag allgegenwartig ist. Es ist fiir
Patientlnnen kostengiinstig und wenig in-
vasiv. Daher eignet es sich im Gegensatz
zu anderen Ansdtzen (z.B. Gewebebiop-
sie) hervorragend zur Probengewinnung
aus Wunden. Die Vision ist die Identifi-
kation biomolekularer Marker und Signa-
turen fiir die Diagnostik pathologischer
Prozesse in der Wundheilung sowie Ge-
winnung von therapeutischen Steuerpa-
rametern zur Objektivierung der Wund-
therapie. Friihere Studien und auch kom-
merzielle Ansétze (z.B. WOUNDCHEK™) ha-
ben ebenfalls erste Analysen der Inflam-
mation [13], des Proteoms [1, 5] und Mi-
krobioms [18] aus Wundabstrichen durch-
gefiihrt und vielversprechende Ergebnisse
demonstriert. Studien, die ebenfalls auf
Basis der Analyse des Wundmilieus aus
Wundexsudat gearbeitet haben, konnten
potenzielle Biomarker identifizieren, wel-
che Heilungstendenzen (z. B. MMP-13 oder
GM-CSF [,granulocyte-macrophage colo-
ny-stimulating factor”]; [17]) oder Wund-
infektionen anzeigen kénnten [15].
Hierauf aufbauend wurde das ,Wound-
BIOME“-Projekt initiiert, mit dem Ziel, das
Verstandnis des komplexen Wundmilieus
mittels der Analyse und Vereinigung der
beteiligten biologischen Ebenen (Proteom,
Mikrobiom, Transkriptom etc.) weiterzu-
entwickeln und robuste diagnostische
Parameter zu identifizieren, die zukiinftig
eine objektiv gesteuerte Lokaltherapie un-
terstiitzen konnen. Die Ergebnisse dieser
Studie stellen die erfolgreiche Erprobung
des standardisierten Abstrichprotokolls
zur Probengewinnung sowie die positi-
ven Ergebnisse der Machbarkeitsanalyse
dar (8 Abb. 1). Das Protokoll ist unkompli-
ziert und zeitsparend, nicht komplexer als
die mikrobiologische Abstrichentnahme
und bendtigt keinen Aufarbeitungspro-
zess des Anwenders. Die positiven und
hochwertigen Ergebnisse der Metage-
nomanalysen kénnen ein differenziertes
Bild der vorherrschenden mikrobiellen
Belastung generieren (@ Abb. 5). Glei-
ches gilt fur die Quantitdt und Qualitét
von isolierten Proteinen, wobei auch die
Ergebnisse der Proteomik zeigen wie
wertvoll solche Analysen zukiinftig fir die
Diagnostik und Therapiesteuerung sein
konnen (B Abb. 2). So kdnnen spezifische
Proteinsignaturen einzelner Wundentita-
ten differenziert werden und ermdglichen

ggf. unklare Entitdten und Grunderkran-
kungen besser und schneller zuzuordnen
ohne die Notwendigkeit einer Biopsie
(8 Abb. 4). Ebenso konnten solche Signa-
turen dazu beitragen in Mischulzerationen
vorherrschende pathologische Prozesse
herauszukristallisieren oder Biomarker
bzw. Markernetzwerke liefern, welche Sta-
dien des Heilungsprozesses anzeigen, um
einen Progress der Wunde zu monitoren.
Der bis dato am meisten erforschte Bereich
der Immunoassays zur Uberwachung pro-
oder antiinflammatorischer oder proteo-
lytischer Milieuverschiebungen konnte
auch in dieser Studie erfolgreich analy-
siert und dargestellt werden (@ Abb. 3).
Der Nachweis gleichwertiger Ergebnisse
unterstiitzt die Validitdt unseres Ansatzes.

Selbstverstandlich zeigen die Ergebnis-
se vorerst nur, dass die geplanten Ansdtze
an einer kleinen Probenkohorte (n=12)
nutzbare und valide Ergebnisse erzielen
konnen. Die geringe Probenzahl, die die-
sen Ergebnissen zugrunde liegt, muss als
Limitation beachtet werden. Auch sind die
Analysen aus Wundabstrichproben in vie-
len der beschriebenen methodischen Be-
reiche nur sehr wenig erforscht, so dass ge-
rade hinsichtlich Robustheit, Reproduzier-
barkeit und Validitat bestatigende Studien
folgen miissen. Die hier gezeigten Ergeb-
nisse differenzieller Analysen sind daher
initiale, explorative Ergebnisse, die es in
einen groferen Kontext zu setzen gilt.

Im néchsten Schritt werden die ge-
wonnenen Erkenntnisse auf die gesamte
Kohorte des ,Wound-BIOME"-Projekts (n=
120 Patientlnnen) zur Verifizierung erwei-
tert. Dabeiwerden die prasentierten Analy-
sen tiefergehend exploriert, um relevante
Marker zu identifizieren.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die
bioinformatische Vereinigung der jeweils
analysierten biologischen Ebenen in sog.
Multi-OMICS-Ansétzen, um nicht nur ein-
zelne Schichten zu betrachten, sondern zu
versuchen die komplexen Prozesse in ihrer
raumlich und zeitlich interagierenden Auf-
[6sung zu betrachten. Schlussendlich darf
auch die 6konomische Seite nicht auBer
Acht gelassen werden. Wéhrend die Pro-
benakquise insgesamt giinstig und wenig
komplex ist und OMICS-Analysen stetig
besser zugdnglich und giinstiger werden,
bleiben Einrichtungen, die die notwendi-
ge Expertise und Ressourcen haben, um
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komplexe Signaturen zu analysieren bisher
universitdren Zentren vorbehalten.
Hinsichtlich potenzieller Kosten fir
umfangreiche Analysen kénnen nur ein-
geschrankte Aussagen getroffen werden.
Dies hédngt héaufig von Probenmenge,
Komplexitdt der Analysen und fest eta-
blierter Pipelines ab. Automatisierte und
standardisierte Abldufe sowie weitere
Verbesserungen der Technologie kdnnen
hier zukiinftig Kosten reduzieren, wie es
auch im Falle des Humangenomprojekts
Uber die vergangenen Jahrzehnte der
Fall war. Aktuell kann je nach Einrich-
tung eine Proteomics-Analyse bereits fiir
Kosten unter 50€ pro Probe erfolgen.
Angesichts der Kosten fokussiert sich der
Anwendungsbereich daher natiirlich in
der nahen Zukunft vorrangig auf chro-

nisch Wunden, welche tatsachlich unter
optimaler Wundtherapie keine Heilungs-
tendenz zeigen. Es gilt daher zukiinftig
auch die Komplexitat der Analysen weiter
zu reduzieren und standardisierte Laboral-
gorithmen auf verschiedenen Plattformen
zu erproben, um die hier dargestellten
mdglichen Diagnostika alltagstauglich zu
machen.

Fazit fiir die Praxis

—~ Objektive und zielgerichtete Marker zur
Diagnostik und Therapiesteuerung fehlen
in der modernen Wundbehandlung.

= Abstrichproben eignen sich, um Proben
fiir komplexe biomolekulare Untersu-
chungen des Wundmilieus zu generieren.

- Die bisherigen Vorgehensweisen im klini-
schen Alltag miissen nur wenig angepasst

werden, um valide und wertvolle Proben
zu gewinnen.

Mit modernen Hochdurchsatzverfahren
(OMICS) kann ein tiefer Einblick in das
heterogene und komplexe Milieu chro-
nischer Wunden gewonnen werden, der
die Entwicklung fehlender diagnostischer
Werkzeuge liber Wundabstriche erméogli-
chen kann.

Das Potenzial des ,Wund-OMICS“-Ansat-
zes objektiver diagnostischer Steuerpa-
rameter fiir eine individualisierte Wund-
therapie zur Ergdnzung und Erweiterung
klinisch-praktischer Expertise statt eines
Trial-and-error-Ansatzes ist klar zu erken-
nen und die weiteren Studien im Rahmen
des ,Wound-BIOME”“-Projekts werden die-
ses Potenzial weiterverfolgen.
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management.

disease patterns in cutaneous wounds.

and targeted therapeutic interventions.

high-throughput methods.

Keywords

Diagnostics beyond bacteria - wound swabs for the analysis of
biomolecular disease patterns in chronic wounds

Background: Patient-specific therapeutic approaches are important in the care of
people with chronic wounds. The heterogeneity of underlying disease profiles as well
as the diversity of the wound microenvironment make generalizable approaches
difficult. While molecular analysis methods such as high-throughput methods (OMICS)
are increasingly widespread and more available, the analysis of objective biomolecular
disease patterns has largely not found its way into everyday diagnostics and therapy

Objectives: Evaluation of the use of wound swabs for the analysis of biomarkers and

Materials and methods: A sample cohort from the multicenter Wound-BIOME project
was analyzed. The project aims to investigate the local wound microenvironment of
different entities, healing tendencies, and regeneration stages on a biomolecular level.
To this end, a protocol for sample collection and handling suitable for everyday use was
developed and tested. Furthermore, feasibility analyses for multiplex immunoassay,
proteomics, and metagenome analyses (microbiome) were carried out.

Results: Despite heterogeneity between samples, sufficient amounts of protein and
microbial DNA with adequate quality could be extracted to analyze biomolecular
patterns. Initial analyses of descriptive protein signatures and microbial taxonomy
patterns show promising approaches for future individualized, objective diagnostics

Conclusions: Standardized wound swabs are generally well suited for obtaining
sample material for the analysis of the complex wound environment using various

Personalized medicine - Wound healing - Inmunoassay - Proteomics - Metagenomics
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Fortbildungstipp

Webinar-Reihe ,Hot Topics der Schmerzmedizin”

In der Webinar-Reihe ,Hot Topics der Schmerzmedizin“ beleuchten wir regelmafig aktu-

elle schmerzmedizinische Themen mit Expert*innen aus verschiedenen Fachgebieten. Als
Teilnehmer*innen konnen Sie mitdiskutieren, indem Sie lhre Fragen an die Expert*innen im
Chat stellen. Die Teilnahme an den Webinaren ist nach Registrierung kostenfrei. Informieren Sie
sich tiber die ndchsten Termine und melden Sie sich an.
www.springermedizin.de/webinare-schmerzmedizin/18592486

Folgende Themen stehen on demand fiir Sie bereit:

== Chronische Unterbauch- und Viszeralschmerzen

== Schulterschmerz gezielt managen

== Zu jung fiir chronische Schmerzen - (Kopf-)schmerz bei Kindern und Jugendlichen

== Das ABC der Tumorschmerztherapie in der Praxis

== \/olkskrankheit Riickenschmerz — Multimodale Therapieansatze und Pravention in der Praxis
== Nichtopiodanalgetika: Pharmakologie trifft Klinik

== Herausforderung chronische neuropathische Schmerzen - Diagnostik, Therapie, Pravention
== Cannabinoide in der Schmerztherapie - gezielt und verantwortungsvoll einsetzen

== Therapiespektrum bei Arthroseschmerz ausnutzen

== Achtsamkeit und Bewaltigung chronischer Schmerzen

== Schmerz bei rheumatischen Erkrankungen

== Kopfschmerzen und Migréne

= ua.

Die Webinar-Reihe ,Hot Topics der Schmerzmedizin” wird produziert von Springer Medizin und
der Deutschen Schmerzgesellschaft e.V.
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