
Aus der Abteilung Klinisch-Experimentelle Chirurgie

Fachbereich klinische Medizin

der Universität des Saarlandes, Homburg/Saar

(Direktor: Prof. Dr. M.D. Menger)

Bestimmung der Expression von Adhäsionsmolekülen auf

Fibroblasten aus Granulationsgewebe regulär heilender und

chronischer Wunden mittels Fluoreszenz Aktiviertem Cell

Sorting

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultät 

der UNIVERSITÄT DES SAARLANDES

2006

vorgelegt von: Büsser Frank

geb. am: 1. Februar 1974 in Petingen



Meinen Eltern gewidmet.



 1. Zusammenfassung             1

1.1.Deutsch       1

1.2. Englisch       3

2. Einleitung           5

2.1. Sozio-Ökonomische Relevanz der Wundheilungsstörungen       5

2.2. Physiologische Wundheilung      7

2.3. Integrine   12

2.3.1. Funktion und Struktur der in der Arbeit untersuchten Adhäsionsmoleküle

2.3.1.1. β1-Integrinuntereinheit, CD29                  15

2.3.1.2. β3-Integrinuntereinheit, CD61                  16

2.3.1.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b                  16

2.3.1.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d                  17

2.3.1.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e                  18

2.3.1.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51                  19

2.3.1.7 Hyaluronsäure-Rezeptor, CD44                  20

2.3.1.8 Bedeutung der Adhäsionsmoleküle in der Wundheilung                 21

2.4. Flow-cytometrie (FACS-Analyse)     23     

2.5. Eigene Fragestellung      25

3.Material & Methoden        26

3.1. Entwicklung der Methode

3.1.1. Patientenkollektiv    26

3.1.2. Gewinnung der Einzelzellsuspension    26

3.1.3. Zellzahl    28

3.1.4. Flow-cytometrische Analyse    28

3.1.4.1. Antikörpermarkierung                29

3.1.4.2. Flow-cytometrische Analyse                          29

3.1.4.3. Computergestützte Auswertung                 29

3.1.4.3.1. Anteil adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten            30

3.1.4.3.2. Mittlere Fluoreszenzintensität 32

3.1.5.Statistische Auswertung   33



3.2.  Anwendung der Methode zur Bestimmung der Expression von Adhäsions-

molekülen auf Fibroblasten aus humanem Granulationsgewebe

3.2.1. Patientenkollektiv: Klassifikation der Wunde  34

3.2.2. Gewinnung der Einzelzellsuspension  36

3.2.3. Zellzahl  37

3.2.4. Flow-Cytometrische Analyse  37

3.2.4.1. Antikörpermarkierung               37

3.2.4.2. Flow-cytometrische Analyse              38

3.2.4.3. Computergestützte Auswertung               38

3.2.4.3.1. Anteil adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten          38

3.2.4.3.2. Mittlere Fluoreszenzintensität                 38

3.2.5. Statistische Auswertung  38

4. Ergebnisse               39

4.1. Entwicklung der Methode

4.1.1. Verlauf  39

4.1.2. Gesamtzellzahl  41

4.1.3. Vitalität  42

4.1.4. Oberflächenantigene  43

4.1.5. Verhältnis der freigesetzten Zellpopulationen  44

4.1.5.1. Fibroblasten      44

4.1.5.2. Leukozyten      45

4.1.5.3  Endothelzellen      46

   4.1.5.4. Insgesamt zugeordnete Zellen          47 

4.1.6. Zusammenfassung        48

4.2. Anwendung der Methode zur Bestimmung der Expression von Adhäsions-

molekülen auf Fibroblasten aus humanem Granulationsgewebe

4.2.1. Zahl adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten  

4.2.1.1. β1-Integrinuntereinheit, CD29               49

4.2.1.2. β3-Integrinuntereinheit, CD61               50

4.2.1.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b               51

4.2.1.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d               52

4.2.1.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e               53



4.2.1.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51               54

4.2.1.7. Hyaluronsäurerezeptor, CD44               55

4.2.2. Mittlere Fluoreszenzintensität adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten

4.2.2.1. β1-Integrinuntereinheit, CD29               56

4.2.2.2. β3-Integrinuntereinheit, CD61               57

4.2.2.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b               58

4.2.2.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d               59

4.2.2.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e               60

4.2.2.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51               61

4.2.2.7. Hyaluronsäurerezeptor, CD44               62

4.2.3. Zusammenfassung  63

5. Diskussion               64

5.1. Entwicklung der Methode

5.1.1. Diskussion der Methode  64

5.2. Anwendung der Methode zur Bestimmung von Adhäsionsmolekülen auf Fibro-

blasten aus humanem Granulationsgewebe.

5.2.1. Interpretation der erhobenen Daten  67

5.2.1.1. Integrine               67

5.2.1.2. Hyaluronsäurerezeptor, CD44              72

5.2.2. Erweitertes Modell der gestörten Wundheilung  72

5.2.3. Konsequenzen für die Therapie chronischer Wunden 74

6. Literaturverzeichnis                 75

7. Danksagung             104

8. Lebenslauf             105



1. Zusammenfassung

1.1. Deutsch

Einführung:

Die Expression von Adhäsionsmolekülen ist eine grundlegende Voraussetzung für die

Zellmigration sowie für die Interaktion der Zellen untereinander und mit ihrer Matrix. Zell-

migration und Interaktion sind von besonderer Bedeutung bei Proliferationsvorgängen wie

z.B. der Bildung von Granulationsgewebe in der proliferativen Phase der Wundheilung.

Wesentliche Bestandteile der Interzellularsubstanz des Granulationsgewebes sind Hyaluron-

säure, Fibronektin, Vitronektin und Kollagen. Ihr Einfluß auf die Wundheilung besteht haupt-

sächlich in der Freisetzung von Signalpeptiden aus Makrophagen während der Inflamma-

tionsphase sowie in der Induktion der Kollagensynthese und extrazellulären Kollagenorganis-

ation während der Proliferationsphase. Die Hauptsyntheseleistung bei der Bildung von Gra-

nulationsgewebe wird von Fibroblasten erbracht, die mit Hilfe der Kommunikation zwischen

Interzellularsubstanz und den Zellen über Oberflächenrezeptoren und Adhäsionsmoleküle

geregelt wird.

Dennoch ist die Verteilung der Adhäsionsmoleküle in Abhängigkeit der Qualität des Hei-

lungsprozesses bisher ungeklärt. Daher war es Ziel unserer Studie das Expressionsmuster

von Adhäsionsmolekülen auf Fibroblasten des Granulationsgewebes von regelrecht hei-

lenden und chronischen Wunden zu bestimmen. Hierfür wurden die α2-, α4-, α5-, αv-, β1-

und β3-Integrinuntereinheiten, sowie das CD44 Antigen, das den wesentlichen Hyaluronsäur-

erezeptor repräsentiert, mittels der FACS-Analyse bestimmt.

Methodik:

An einer Gruppe von 8 Patienten wurde die Herstellung einer Einzelzellsuspension aus

Granulationsgewebe einer regelrecht heilenden Wunde optimiert. Verglichen wurden insge-

samt 7 verschiedene Kollagenaselösungen mit jeweils unterschiedlichen Anteilen an

Kollagenase I, II, III, und IV. Untersucht wurde der Verlauf der Zellfreisetzung, die Anzahl der

insgesamt freigesetzten Zellen, sowie deren Vitalität. Mit der FACS-Analyse wurde der Anteil

von Fibroblasten, Leukozyten, sowie Endothelzellen an den insgesamt freigesetzten Zellen

quantifiziert.

Anschließend wurde an zwei Patientengruppen (n=27) mit sekundär heilenden Wunden

die Verteilung der Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Fibroblastenoberfläche un-

tersucht. Die erste Gruppe (G1: n=15) beinhaltete Patienten mit regelrecht fortschreitender

Wundheilung und der Ausbildung von klinisch als gut beurteiltem Granulationsgewebe. Die

zweite Gruppe (G2: n=12) bestand aus Patienten mit seit mindestens 8 Wochen sta-
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gnierender Wundheilung und der Ausbildung von klinisch als schlecht beurteiltem Granu-

lationsgewebe. Zur Analyse der Verteilung von Adhäsionsmolekülen auf Fibroblasten im

Wundgewebe wurde ein Kollagenaseverdau durchgeführt (PBS/Kollagenase I, II, IV -Lösung

100 U/ml, 37°C, 30 min). 10 4 Zellen der gewonnenen Einzelzellsuspension wurden durch

“Double Labeling“ in der FACS-Analyse untersucht. Dazu erfolgte die Markierung der Fibro-

blasten durch einen spezifischen monoklonalen FITC-markierten AK, die der Adhäsionsmo-

leküle durch spezifische monoklonale PE gelabelte Antikörper. Verwendet wurde ein Becton

Dickinson FACS-Scan (Argonlaser 488 nm). Die computergestützte Auswertung beinhaltete

die Zahl der antigentragenden Fibroblasten und deren mittlere Fluoreszenzintensität, die ein

Maß der Dichte der Oberflächenantigene ist.

Ergebnisse:

Die α2-, α4-, α5- und β3-Integrinuntereinheiten waren in chronischen Wunden signifikant

häufiger repräsentiert. Die αv- und β1-Integrinuntereinheiten wurden in beiden Pati-

entengruppen vergleichbar häufig exprimiert. 

Die mittlere Fluoreszenzintensität, und damit die mittlere Integrindichte, lag in chronischen

Wunden bei allen untersuchten α- und β-Untereinheiten deutlich über der in regulär hei-

lenden Wunden.

Die Zahl der CD44-positiven Fibroblasten war unabhängig vom Heilungsverlauf einheitlich

hoch. Ihre mittlere Fluoreszenzintensität war in gut heilenden Wunden signifikant größer.

Schlußfolgerungen:

Die überdurchschnittliche Expression der α- und β-Integrineinheiten der verschiedenen

Rezeptoren in chronischen Wunden kann als Ausdruck eines Regelmechanismus interpre-

tiert werden, ausgelöst durch eine Degeneration der Zellmatrix. Diese entsteht möglicher-

weise durch die nachgewiesene erhöhte Aktivität von Metalloproteinasen in chronischen

Wunden. Der fehlende Proliferationsstimulus durch ungenügende Adhäsion, sowie die In-

duktion von Apoptose, die über nicht adäquat belegte Matrixrezeptoren ausgelöst werden

kann, können überdies zur Chronizität und der bekannt verminderten Zelldichte im Granu-

lationsgewebe chronischer Wunden beitragen.

Die hohe Präsenz der CD44 präsentierenden Fibroblasten könnte eine Erklärung für das

in experimentellen und klinischen Studien beobachtete positive Ansprechen auf Hyaluron-

säureauflagen in chronischen und normalen Wunden sein.
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1.2. Englisch

Expression of adhesion molecules on granulation tis sue fibroblasts from regularly 

healing wounds and chronic wounds determind by fluo rescence activated cell sorting.

Introduction:

The expression of adhesion molecules is a basic condition for cell migration and cell-cell

and cell-matrix interaction. Cell migration and cellular interaction are important for the

formation of granulation tissue in the proliferative phase of wound healing. Hyaluronan,

fibronectin, vitronectin and collagen are essential components in the extracellular matrix of

granulation tissue. Their main influence on wound healing consists in the liberation of signal

peptides from macrophages during the inflammatory phase, and the induction of the collagen

syntheses and organization during the proliferative phase. Fibroblasts migrating via adhesion

molecules from the wound margin into granulation tissue are mainly responsible for the

formation of granulation tissue.

Nonetheless, the distribution of surface receptors and its dependency on the quality of the

wound healing process has not been reported yet. Therefore, the aim of our study was to

investigate the expression pattern of adhesion molecules on granulation tissue fibroblasts in

regularly healing and chronic wounds. We determined the β1-, β3-, α2-, α4-, α5- and αv-

integrin subunits, as well as the CD44 antigen, which is a hyaluronan receptor, by means of

FACS-analysis.

Methods:

We optimized the digestion of granulation tissue into a single cell suspension in a group of

8 patients with regularly healing wounds. We compared collagenase typ I, II, III and IV in 7

different collagenase assays. We analyzed the cell liberation kinetics, the total amount of

liberated cells and their viability. The amount of fibroblasts, leukocytes and endothelial cells

was analyzed quantitatively by means of FACS.

Then we studied the distribution of adhesion molecule expression on the fibroblast surface

in granulation tissue of open healing wounds from 27 patients. The first group (G1: n=15)

included patients with regularly healing wounds and appropriate formation of granulation

tissue. The second group (G2: n=12) included patients with stagnation in wound healing for

at least 8 weeks and poor formation of granulation tissue. A single cell suspension was

obtained by collagenase digestion (PBS/collagenase I, II, IV 100U/ml, 37°C, 30 min). 10 4 of

the suspended cells were double labeled and studied by FACS-analysis. Fibroblasts were

labeled with a specific monoclonal FITC-antibody, adhesion molecules were labeled with spe-

cific PE antibodies. We used a Becton Dickinson FACS-Scan (argonlaser, 488 nm). The sta-
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tistical evaluation considered the number of antigen expressing fibroblasts and their mean

fluorescence intensity.

Results

The expression of α2-, α4-, α5- and β3-integrin subunits in chronic wounds was signifi-

cantly more pronounced than in regularly healing wounds. The expression of αv- and β1-in-

tegrin subunits were found similar in the two patient groups.

The mean fluorescence intensity and thus the mean integrin density, was significantly hig-

her in chronic wounds for all analysed integrin subunits.

The number of CD44 positive cells and their mean fluorescence was independent of the

healing progress of the wound.

Conclusion

The high expression of α- and β- integrin subunits in chronical wounds could be an

element of a feedback mechanism induced by the degeneration of the extracellular matrix.

This could be triggered by the high activity of metalloproteinases in chronic wounds. The loss

of a proliferation stimulus due to inefficient adhesion, and the induction of apoptosis due to in-

adequat matrix receptor binding, may contribute to the reduced cell density in granulation

tissue in chronic wounds.

The overall high expression of CD44 on fibroblasts may explain the benefical effect of

hyaluronan on wound healing in impaired and in regularly healing wounds, observed in expe-

rimental and clinical studies.
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2. Einleitung

2.1. Sozio-Ökonomische Relevanz der Wundheilungsstörungen

Wunden sind eine Unterbrechung der Kontinuität des Gewebes die der Körper in Abhän-

gigkeit der Defektgröße durch reparative Vorgänge in einem angemessenen Zeitraum wieder

zu verschließen vermag. Zeigt die Wunde allerdings keine Tendenz zur Heilung, oder heilt

sie nur langsam, spricht man von einer chronischen Wunde. Der Begriff der chronischen

Wunde ist nicht einheitlich definiert (FALANGA & EAGLSTEIN, 1987). Er schließt alle

Wunden ein, die nicht in einem regulären Zeitraum abheilen. So kommt es, daß verschie-

dene Autoren unterschiedliche Wunden als chronisch bezeichnen.

Chronischen Wunden können folgende pathophysiologischen Veränderungen als Ursa-

chen zugeteilt werden: Mangelnde Blutversorgung (z.B. arterielle Verschlusskrankheit), ge-

störter Blutabfluß und venöse Stauung (z.B. postthrombotisches Syndrom, chronisch venöse

Insuffizienz) oder metabolische Ursachen mit der Folge einer gestörten Infektabwehr (z.B.

Diabetes Mellitus).

Hautulzerationen, z.B. das klassische Ulcus cruris, sind das häufigste Erscheinungsbild

einer gestörten Wundheilung. Durch die oben aufgeführten Ursachen sind vor allem Men-

schen in der zweiten Lebenshälfte betroffen, und die Veränderung des demoskopischen Pro-

fils der Industrienationen hinsichtlich zunehmender Überalterung der Bevölkerung wird zu

einer weiteren deutlichen Zunahme chronischer Wunden führen. Nach Schätzungen von

KAHRMANN (1995) litten 1991 (nach Angaben der GKV) in Deutschland fast 2,5 Mio. Men-

schen an einem Ulcus. Unter diesen chronischen Wunden wurde bei 1,2 Mio. Patienten ein

Ulcus cruris venosum, bei 320.000 Patienten ein Ulcus cruris arteriosum, und bei 800.000

Patienten ein Dekubitalgeschwür diagnostiziert. Insgesamt mußten die Ulcus-Patienten fast

2,5 Mio. Tage arbeitsunfähig geschrieben und mehr als 1,6 Mio. Tage im Krankenhaus be-

handelt werden. Zahlen für das Vereinigte Königreich kommen zu ähnlichen Schätzungen,

alleine 24.000 Aufnahmen ins Krankenhaus sind durch diabetische Wunden an den Füssen

bedingt, die Kosten belaufen sich hierbei auf £17 Millionen (CURRIE et al., 1998). Offene

Wunden die durch venöse Insuffizienen bedingt sind kosten das Vereinigte Königreich ge-

schätzte £400Millionen (RUCKLEY, 1997). 

Daher wird die effiziente Wundbehandlung voraussichtlich eine immer stärkere wirtschaft-

liche Rolle spielen. Die Behandlung chronischer Wunden denen eine ursächlich nicht thera-

pierbare Grunderkrankung, wie arterielle Verschlusskrankheit oder posttrombotisches Syn-

drom, zugrunde liegt basiert auch heute noch fast ausschließlich auf Erfahrungswerten die

nur unzureichend wissenschaftlich überprüft wurden. Insbesondere die Einfühung einer

modernen Wundbehandlung, wie der occlusiven Wundtherapie, und der fast täglich hierzu
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neu erscheinenden Produkten mit Variationen von Behandlungsleitlinien tragen vielmehr zur

Verwirrung als zu einer sicher nachgewiesenen Reduktion der Behandlungskosten bei.

Für eine effiziente Wundbehandlung ist eine Klassifikation der Wunde eine grundlegene

Voraussetzung. Hierzu dienen die ätiologschen Pathomechanismen wie oben aufgeführt, die

im Hinblick einer zielgerichteten Diagnostik, auf die Behebung des ursächlichen Geschehens

abzielt, z. B. revaskularisierende Maßnahmen bei arterieller Verschlusskrankheit oder För-

derung des venösen Abflusses bei chronisch venöser Insuffizienz, bzw. Normalisierung des

Stoffwechsels bei Diabetes Mellitus. Darüber hinaus ist für die lokale Therapie chronischer

Wundheilugsstörungen keine Definiton und Klassifikation der Wunde vorhanden, die entspre-

chend der bekannten Wundheilungsphasen eine phasengerechte Wundbehandlung zuläßt.

Wie verschieden die Einschätzung insbesonderer chronischer Wunden und die daraus

resultierende therapeutische Konsequenz ist, zeigt eine Umfrage aus dem Jahre 1994 der

Abteilung für Unfallchirurgie Universitätskliniken Homburg/Saar, ärztlicher Direktor Prof. W.

Mutschler, bei der bundesweit anhand eines Fragebogens und Abbildungen von Wunden um

eine Klassifikation mitsamt Behandlungsvorschlag gebeten wurde. Hier zeigte sich, daß im

allgemeinen die Einschätzung einer Wunde stark von den klinischen Erfahrungen des Be-

handelnden abhing, und sich nicht an definierbaren Kriterien orientierte. Mit der Folge, daß

ein breites Spektrum verschiedener therapeutischer Maßnahmen für ein und dieselbe Wunde

vorgeschlagen wurden.

Makroskopisch sind Veränderungen die eine Klassifizierung zulassen mit den derzeit zur

Verfügung stehenden Mitteln nicht erkennbar. In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von

Forschungsarbeiten unternommen um auf histologischem oder molekularbiologischem Ge-

biet Veränderungen zu definieren. Bisher sind jedoch nur unzureichend umsetzbare Ergeb-

nisse erzielt worden, die Charakteristika klassifizieren anhand derer man eine definierte

Therapie begründen könnte. Hinzu kommt, daß Untersuchungen die im standardisierten

Modell am Versuchstier eine signifikante Verbesserung der Wundheilung erziehlen zum

einen nur schwer auf den Menschen übertragbar sind, zum anderen daran scheitern, daß es

bisher nicht möglich ist ein chronisches Wundmodell am Tier zu simulieren. 
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2.2. Physiologische Wundheilung

Jede Wundheilung, unabhängig von der Art der Wunde, verläuft in 3 verschiedenen Pha-

sen, die sich zeitlich überlappen und nicht voneinander zu trennen sind (SCHILLING, 1976,

CHODOROWSKA & ROGUS-SKORUPSKA, 2004). Diese Phaseneinteilung beruht auf mor-

phologischen Beobachtungen und versucht nicht die Komplexität der funktionellen Vorgänge

widerzuspiegeln. Es gibt drei Grundphasen:

•••• Hämostase und Inflammation

•••• Proliferation

•••• Reifung und Remodelling

- Hämostase und Inflammation

Die hämostatisch - inflammatorische Phase ist essentiel für die Heilung. Sie setzt mit dem

Moment der Verletzung ein und dauert etwa drei Tage.

Durch die Verletzung der Gefäße werden die Thrombozyten interstitieller Matrix ausge-

setzt. Es kommt zur Thrombozytenaggregation und der Aktivierung des intrinsichen Teils der

Gerinnungskaskade. Der Kontakt zwischen Thrombozyten und Kollagen, sowie Fibronektin,

Thrombin und deren Abbauprodukten, führt zur Freisetzung von Zytokinen und Wachstums-

faktoren aus den α-Granula der Plättchen. Unter anderem werden PDGF (Platelet Derived

Growth Factor) (HELDIN & WESTERMARK, 1999), TGF-β (Transforming Growth Factor-β)

(ASSOIAN et al., 1983; COWIN et al., 2001), PAF (Platelet-Activating Factor), Fibronektin

und Serotonin sezerniert (WAHL et al., 1992; GREENHALGH, 1996). Das gebildete Fib-

rinnetz dient einwandernden neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Fibroblasten und

Endothelzellen als Gerüst bei der Migration in die provisorische Matrix der Wunde

(KURKINEN et al., 1980). In Abbildung 1 ist die zeitliche Abfolge der Migration der wichtigs-

ten Zellen in das Wundgebiet dargestellt.

Die Entzündungsreaktion beginnt mit dem Einwandern von neutrophilen Granulozyten in

das Wundgebiet. Die erhöhte Permeabilität der weitgestellten Gefäße, bedingt durch die Ent-

zündung und die Freisetzung von Prostaglandinen, beschleunigt zusammen mit einem Kon-

zentrationsgradienten chemotaktischer und mitogener Substanzen, wie Komplement Fakto-

ren, Interleukin-1, Interleukin-8, TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), TGF-β, bFGF, platelet

factor 4 und verschiedenen bakteriellen Produkten, die Migration der Neutrophilen

(TONNESEN et al., 1984; BEVILACQUA et al. , 1985; GAMBLE et al. , 1985; POHLMANN et

al. , 1986; RENNEKAMPFF et al., 2000; THEORET et al, 2001 & 2002). Es folgen Monozy-
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ten die sich in Makrophagen differenzieren und, wie die Neutrophilen, Bakterien, Fremdkör-

per und avitales Gewebe phagozytieren.

Darüber hinaus nehmen Makrophagen bei der Wundheilung eine gesonderte Stellung ein,

ohne ihr regulierendes Eingreifen ist eine Wundheilung nicht möglich. Durch die initiale Fak-

torenfreisetzung aus den aggregierten Thrombozyten, aber auch die Phagozytose von

Fibronektin werden sie aktiviert und nehmen dann starken Einfluß auf das physiologische De-

bridement, die Matrix Synthese und die Angiogenese (BEEZHOLD et al., 1992).

Zum einen zerstören sie phagozytierte Bakterien, sezernieren aber auch Proteinasen, die

für das Debridement der Wunde notwendig sind, und Zytokine, die die Proliferation und

Migration von Fibroblasten und Endothelzellen stimulieren. 

Weiterhin präsentieren Makrophagen die Antigene den Lymphozyten und stimulieren sie

mittels Zytokinen zu immunkompetenten Zellen. Diese Lymphozyten sezernieren ihrerseits

Lymphokine (POLVERINI et al., 1977; WAHL et al., 1992) wie Interferon-γ, das seinerseits

wieder die Makrophagen beeinflußt, TNF-α und IL-1 zu produzieren (WAHL et al., 1992).

Dies scheint einer der Mechanismen zu sein, die dafür sorgen, daß Zytokine länger im

Wundmilieu verbleiben, und zeigt gleichzeitig die Komplexität der physiologischen Wundhei-

lung.

8

Abb. 1: Die Infiltration der verschiedenen Zellen während des 
Wundheilungsprozesses im zeitlichen Verlauf. Makrophagen und Neutrophile 
sind während der Entzündungsphase aktiv, während Lymphozyten und 
Fibroblasten in der frühen Proliferationsphase infiltrieren (Witte et al., 1997).



Die Aktivierung der Makrophagen führt gleichzeitig zur Freisetzung von Zytokinen, die die

Angiogenese stimulieren (POLVERINI et al., 1977) und die Migration der ruhenden Fibro-

blasten aus dem angrenzenden Gewebe induzieren (RAPPOLEE et al., 1988, EHRLICH &

KRUMMEL, 1996; SERINI & GABIANI, 1996). Von besonderer Bedeutung scheint hier der

von Makrophagen sezernierte bFGF (basic fibroblast growth factor) zu sein, welcher in die

Proliferation, Differenzierung und Migration von Keratinozyten, das Recruitment von in-

flammatorischen Zellen, so wie in die Neovaskularisation des Granulationsgewebes während

der Wundheilung eingreift (KIBE et al., 2000). Auch verändern Zytokine den Phenotyp der

Fibroblasten im Wundgewebe. Diese zeigen eine verstärkte Kollagensynthese und Kontrakti-

on, aber eine verminderte Proliferation im Vergleich zu ruhenden Fibroblasten der Dermis

(REGAN et al., 1991). Allerdings wird der Phänotyp des Fibroblasten auch direkt durch die

umgebende Matrix beeinflußt. So verändert die Adhäsion an Fibronektin das Expressionmus-

ter für Kollagen Typ I, Kollagenase, Stromelysin und TIMP (Tissue Inhibitor of Metallo-Prote-

inases) (COLIGE et al., 1992; DHAWAN & FARMER, 1990).

– Proliferation

Hauptmerkmal dieser Phase ist die Zellproliferation mit dem Ziel der Gefäßneubildung und

der Defektauffüllung durch Granulationsgewebe.

Die Gefäßneubildung geht von intakten Blutgefäßen am Wundrand aus. Die Stimulation

durch Wachstumsfaktoren (POLVERINI et al., 1977; WAHL et al., 1992) versetzt die Endo-

thelzellen in die Lage ihre Basalmembran abzubauen, sich zu mobilisieren und in das Fib-

rinnetz einzuwandern. Diese einsprießenden Gefäßknospen vereinigen sich zu Gefäß-

schlingen und teilen sich immer weiter auf, bis sie auf ein größeres Gefäß treffen, in das sie

einmünden können.VEGF (vascular endothelial growthfactor) ist ein Schlüssel-Molekül in der

Angioneogenese und der Bildung von Granulationsgewebe, wie Untersuchungen von HOW-

DIESHELL et al. (2001) zeigen. 

In zeitlicher Abhängigkeit von der Gefäßneubildung beginnt auch die Defektauffüllung mit

neuem Gewebe. Der Aufbau dieses Gewebes, seit 1895 von Billroth als Granulationsgewebe

bezeichnet, wird maßgeblich von Fibroblasten initiiert. Sie produzieren zum einen Kollagen,

das außerhalb der Zelle zu Fasern ausreift und dem Gewebe seine Festigkeit gibt, zum

anderen aber auch Proteoglykane als gallertige Grundsubstanz des extrazellulären Raums.

Die Fibroblasten stammen vorwiegend aus dem ortsständigen Gewebe und werden durch

Chemotaxis angelockt (EHRLICH & KRUMMEL, 1996; SERINI & GABIANI, 1996) um sich im

Wundgebiet zu vermehren. Hauptverantwortlich hierfür sind vor allem Zytokine und Wachs-

tumsfaktoren von Thrombozyten und Makrophagen, wie PDGF und EGF, die im Fibrinnetz

gelagert sind. Gleichzeitig werden autokrine Mechanismen in den mesenchymalen Zellen
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gestartet, die die Proliferation mit aufrecht erhalten und die Fibroblasten zur Synthese ver-

schiedener Bestandteile der Matrix befähigen.

Diese Synthese ist ein weiterer komplexer Vorgang während der Wundheilung. Es zeigt

sich nämlich, daß die Synthese verschiedener Matrixproteine einem genauen zeitlichen

Verlauf folgt. Initial besteht die Matrix hauptsächlich aus Fibrin und Fibronektin, das von

Makrophagen gebildet wird (KURKINEN et al., 1980) und während der Blutgerinnung ausfällt.

Ein weiteres früh exprimiertes Protein ist das Thrombospondin 1 (REED et al., 1993), das

auch das Einwandern von Zellen begünstigt. Als nächstes erscheinen Gykosaminoglykane,

Proteoglykane und SPARC (secreted protein acidic rich in cysteine) welche die weitere Matri-

xanlagerung und das Remodelling unterstützen (BENTLEY, 1967; BARBUL & REGAN, 1993;

REED et al., 1993). Am Anfang hat das Granulationsgewebe einen erhöhten Anteil Kollagen

III (30%) der am Ende der Vernarbung auf die in der Dermis üblichen Werte zurückfällt (10%)

(BAILEY et al., 1975; MILLER, 1976; EHRLICH & KRUMMEL, 1996). Gleichzeitig nimmt der

Gehalt an Kollagen I ständig zu und gibt der entstehenden Narbe die nötige Stabilität. Der

zeitliche Verlauf der Wundmatrix Deposition wird in der Abbildung 2 wiedergegeben. 
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Abb. 2: Die verschiedenen Wundmatrixkomponenten im zeitlichen Verlauf. Zu 
Beginn sind Fibronektin und Kollagen Typ III die Hauptbestandteile des frühen 
Granulationsgewebes. Kollagen I stellt später den Hauptanteil, entsprechend 
nimmt auch die Festigkeit der entstehendend Narbe zu (Wound breaking 
strength) (Clark, 1993; Clore et al., 1979; Doillon et al., 1985; Gay et al., 1978; 
Levenson et al., 1965).



- Remodelling

Mit dem wachsendem Anteil an Kollagen I im Granulationsgewebe beginnt das

Remodelling. Während dieser Phase kommt es zur Wundkontraktion und das zellreiche Gra-

nulationsgewebe bildet sich in ein faserreiches und zellarmes Narbengewebe um. Zur Ent-

stehung der Wundkontraktion gibt es zwei unterschiedliche Theorien. Die eine geht davon

aus, daß eine spezielle Zelle, der Myofibroblast, für die Kontraktion verantwortlich ist (DARBY

et al., 1990; DESMOULIERE et al, 2005), die andere davon, daß Zellen die sich in dem

Kollagengerüst fortbewegen durch eine gleichzeitige Reorganisation ihres Zytoskeletts und

Quervernetzung der Matrix dafür verantwortlich sind (EHRLICH, 1988; DIEGELMANN &

EVANS, 2004). Wahrscheinlich spielen beide Theorien eine Rolle.

Die Annäherung der Wundränder aneinander reduziert die Defektfläche und somit die Flä-

che, die mit neuem Epithel bedeckt werden muß. Hierzu ist die Bildung von Granulations-

gewebe eine imperative Voraussetzung, denn zum einen gehen vom Granulationsgewebe

chemotaktische Signale zur Auswanderung der Randepithelien aus, zum anderen benötigen

die Epithelzellen die gebildete Interzellularmatrix als Gleitfläche für ihre Migration, sowie als

Medium für ihre Fixation. Die Stimuli die zur Epithelzellproliferation führen sind noch nicht hin-

reichend bekannt (CLARK, 1996), aber Makrophagen und die Epithelzellen selbst (ANSEL et

al., 1993) scheinen eine wichtige Quelle für Zytokine und Wachstumsfaktoren zu sein, die pa-

ra- und autokrine Regelkreise bilden. Die starke Durchblutung des Granulationsgewebes ge-

währleistet dabei die Bereitstellung der Nährstoffe für den erhöhten Stoffwechsel der in

Migration und Proliferation begriffenen Epithelien.

Unter dem Epithel wird das Granulationsgewebe immer wasser- und gefäßärmer, festigt

sich durch die vermehrte Einlage von Kollagen I, bis es nach etwa 3 Monaten seine maximale

Festigkeit, mit etwa 80% gegenüber normaler Haut (LEVENSON et al., 1965) erlangt und

sich zu Narbengewebe umbildet. Neutrophile und Fibroblasten starten das Programm zur

Apoptose, werden durch die Makrophagen phagozytiert, die über Lymphbahnen das Wund-

gebiet verlassen (BELLIGAN et al., 1996, MOODLEY et al., 2003) und Antigene aus den

Wundgebiet dem Immunsystem präsentieren. Mit der Herstellung einer weißen Narbe ist die

Wundheilung abgeschlossen.
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Abb. 3: Struktur der Integrinuntereinheiten 
am Beispiel des Fibronektinrezeptors (VLA-
5). (Alberts et al., 1989)

2.3. Integrine

Die Adhäsion von Zellen an einem Sub-

strat geschieht mit Hilfe spezifischer, biolo-

gisch regulierter Moleküle, die in verschie-

dene Molekülfamilien klassifiziert werden

können. Eine wesentliche Klasse von Adhä-

sionsmolekülen wird unter dem Begriff In-

tegrine zusammengefaßt. Sie sind insbeson-

dere für Zell-Zell und Zell-Substrat Adhäsion

und Kommunikation von Bedeutung. Ihre

wichtigsten Funktionen übernehmen sie in

der Embryogenese, im Immunsystem, der

Tumorinvasion und Metastasierung und in

der Wundheilung (BUCK & HORWITZ,

1987).

Beim Menschen besteht die Familie der

Integrine aus mehr als 20 nicht-kovalent ge-

bundenen αβ-Heterodimeren (RUOSLAHTI,

1987; HYNES, 1987). Jeder Zelltyp, außer

Erythrozyten, exprimiert ein oder mehrere In-

tegrine auf seiner Oberfläche (HEMLER,

1990). Zur Zeit sind 14 α-Untereinheiten und

8 β-Untereinheiten identifiziert worden (siehe

Tab.1). Dies ergibt eine große Zahl theore-

tisch möglicher Integrine. In der Realität ist

es allerdings so, daß nicht jede α-Unter-

einheit sich mit jeder β-Untereinheit ver-

binden kann. Nur einige α-Untereinheiten,

wie α4, α6, αv, sind bekannt, sich mit unter-

schiedlichen β-Untereinheiten verbinden zu

können und verschiedene Funktionen zu

übernehmen (BUCK et al., 1986). 
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Untereinheiten Liganden Bindungs-
stellen

CD Nomenkla-
tur

β1 α1 Kollagen I, IV, Laminin CD49a/CD29
α2 Kollagen I, IV, Laminin DGEAf Cd49b/CD29
α3 Laminin, Kollagen I, Fibronektin, Epiligrina RGDg CD49c/CD29
α4 V-CAM-1, Fibronektin EILDVh CD49d/CD29
α5 Fibronektin RGD CD49e/CD29
α6 Laminin CD49f/CD29
α7 Laminin
α8 unbekannt
αv Vitronektin, Fibronektinb RGD CD51/CD29
αE unbekannt

β2 αL ICAM-1, -2, -3, CD11a/CD18
αM iC3b, ICAM-1, Fibronektin, Factor X CD11b/CD18
αX Fibrinogen, iC3 GPRP CD11c/CD18

β3 αIIb Fibrinogen, Fibronektin, vWF, Vitronektin,
Thrombospondin

RGD,
KQAGDV

CD41/CD61

αv Vitronektin, Fibrinogen, vWF, Thrombospondin,
Fibronektin, Osteopontin, Kollagen

RGD CD51/CD61

β4 α6 Laminin und Basement Membrane Protein vermu
tetc

CD49f/CD?

β5 αv Vitronektin, Fibronektin RGD CD51/CD?

β6 αv Fibronektind RGD

β7 α4 VCAM-1,Fibronektin, MAdCAM-1e EILDV
αIEL unbekannt

β8 αv unbekannt

Tab.1: Die gängigen bekannten Integrinuntereinheiten von Wirbeltieren. Klassifiziert werden
verschiedene Integrinfamilien, die durch eine bestimmte β-Einheit charakterisiert werden.
Einige α-Einheiten können mit verschiedenen β-Einheiten interagieren. Jeder αβ-Rezeptor
bindet an einen oder mehrere spezifische Liganden. Das Bindungsverhalten der Rezeptoren
ist abhängig von der Umgebung und seinem Aktivierungszustand. Für die Rezeptoren mit be-
kannter Bindungssequenz sind die Bindungsstellen angegeben, für die unbekannten ist si-
cher, daß sie nicht an eine RGD Sequenz binden1. a Carter et al., 1991; b Bodary et al., 1990;
Vogel et al., 1990; c Lotz et al., 1990; Sonnenberg et al., 1990; d Busk et al., 1992; e Ruegg et
al., 1992; Chan et al., 1992; f Staatz et al., 1991; g Wayner et al, 1988; Hynes et al., 1989; Eli-
ces et al., 1991

Die α-Integrinuntereinheiten haben extrazelluläre Domänen die eine Länge von 950-1100

Aminosäuren erreichen. Auf der Basis struktureller Unterschiede werden sie in drei verschie-

dene Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe - αIIb, α5, α6, αv und α3 - hat vier Bindungs-

stellen für divalente Kationen und eine membrannahe Spaltung der Proteinkette (DIAMOND
1 Einstelliger Aminosäure-Code
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& SPRINGER, 1994). Die Mitglieder der zweiten Gruppe - αM, αL, αX, α1 und α2 - haben

alle drei Bindungsstellen für divalente Kationen, sind nicht gespalten, haben aber eine in-

serierte Domäne (I-Domäne) die eine Länge von 180-200 Aminosäuren hat (DIAMOND &

SPRINGER, 1994). Diese I-Domäne ist homolog zu einigen anderen Domänen, die im von

Willebrand Faktor und in Regulationsproteinen des Komplement Systems, Faktor B und C2,

gefunden wurden. Zudem konnte gezeigt werde, daß dieses Insert eine Bindungstelle für di-

valente Kationen enthält und in der Erkennung von Liganden mitwirkt (DIAMOND &

SPRINGER, 1994; BILSLAND, 1994). Die α4-Untereinheit ist das einzige Mitglied der dritten

Gruppe. Sie hat drei Bindungsstellen für divalente Kationen, keine I-Domäne und hat eine

membranferne Spaltung ihrer Proteinkette (TAKADA & HEMLER, 1989).

Die zytoplasmatischen Anteile der α-Untereinheiten sind kurz mit einer Länge von 15-77

Aminosäuren. Ihre Sequenz ist untereinander unterschiedlich, ist zwischen den unterschied-

lichen Spezies aber hochgradig konserviert (SASTRY, 1993). Eine membrannahe Amino-

säure Sequenz - GFFKR - allerdings ist in allen zytoplasmatischen Domänen der α-Unter-

einheiten vorhanden und wirkt nach bisherigen Erkenntnissen an der Signaltransduktion oder

der Assoziation der α- und β-Einheiten mit (SASTRY, 1993).

Die β-Integrinuntereinheiten haben extrazelluläre Domänen die 675-700 Aminosäuren ent-

halten, eine hydrophobe transmembranäre Region und einen zytoplasmatischen Abschnitt

der, abgesehen von der β4-Integrineinheit (1000 Aminosäuren), relativ kurz ist (40-60 Amino-

säuren) (DIAMOND & SPRINGER, 1994). Die zytoplasmatischen Anteile der β1, β2, β3, β6

und β7 Untereinheit sind sehr ähnlich in einer Region, deren Veränderung die Liganden-

bindung der β2-Integrinfamilie beinträchtigt (HIBBS, 1991). Alle β-Untereinheiten haben

einen zysteinreichen Abschnitt in der carboxy-terminalen Hälfte der extrazellulären Region,

der innere Disulfidbrücken enthält und zur Rigidität der Moleküle beiträgt. 

Die verschiedenen Integrine sind in der Lage unterschiedliche Liganden zu binden. Diese

können Teile der die Zelle umgebenden Matrix sein, Plasmaproteine die an Verletzungs-

stellen deponiert wurden oder Oberflächenproteine anderer Zellen. Dabei können verschie-

dene Integrine mehrere Liganden binden, aber auch Liganden können an verschiedene In-

tegrine binden. Die Bindung erfolgt über spezfische Aminosäuresequenzen, die bekannten

sind in der Tabelle 1 aufgelistet. Weiterhin verbinden die Intergrine im Sinne fokaler Adhä-

sionsaggregate den Extrazellulärraum mit dem Zytoskelett ( BURRIDGE et al., 1988)
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2.3.1. Funktion und Struktur der in der Arbeit untersuchten Adhäsionsmoleküle

2.3.1.1 β1-Integrinuntereinheit, CD29

CD29 ist ein transmembranäres Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 130 kDa

(PIGOTT & POWER, 1993). Das Oberflächenmolekül, das identisch mit der β1-Untereinheit

der VLA Integrine (VLA = Very Late Activated) ist, ist ubiquitär auf allen Zellen repräsentiert.

Diese Untereinheit verbindet sich mit verschiedenen α-Untereinheiten und bildet so eine Fa-

milie heterodimerer Rezeptoren, VLA-Integrine, die mit verschiedenen Matrix Proteinen inter-

agieren können. Hinzu kommt die Verbindung der intrazellulären Region zum Zytoskelett,

über die mechanische Kräfte auf die Matrix übertragen werden können (FELSENFELD et al.,

1996; LAUFFENBURGER & HORWITZ, 1996). Da die zytoplasmatische Domäne der β1-Un-

tereinheit einen Locus zur Tyrosinphosphorylierung aufweist, scheint sie zusätzlich In-

formationen aus der Matrix in das Zellinnere weiterzugeben (TAMKUN et al., 1986; KORN-

BERG et al., 1991, 1992).

In der intakten Haut ist die β1-Untereinheit sehr stark exprimiert, was als Hinweis auf die

vielfältigen physiologischen Funktionen, die dieses Molekül wahrnimmt, gewertet werden

kann. Durch blockieren der β1-Untereinheit mit monoklonalen Antikörpern konnte gezeigt

werden, daß die Adhäsion der Fibroblasten gestört, ihre Migration vollständig inhibiert

(TAKADA et al., 1987) und die Kontraktion von Kollagengels signifikant verlangsamt wird

(LANGHOLZ et al., 1995). Allerdings ist es schwer, Aussagen über zelluläre Fähigkeiten nur

anhand der β1 Expression zu treffen, da diese Untereinheit sich mit einer Vielzahl verschie-

dener α-Untereinheiten bindet und so unterschiedliche Funktionen erfüllt. Im weiteren Verlauf

sei vor allem auf das α3β1 Integrin hingewiesen, das nachgewiesenermassen in die Ex-

pression der Metalloproteinase 9 eingreift, und damit die Migration von Zellen durch die

Extrazellularmatrix beeinflusst (IYER et al., 2005).

Eine weitere Besonderheit der β1-Untereinheit ist die scheinbare Überexpression, sodaß,

wie in Untersuchungen von Gebauer et al. (1996) gezeigt werden konnte, eine Stimulation

der Expression von β1 durch TNFα, im Gegensatz zu anderen Integrinuntereinheiten, nicht

mehr möglich ist. Die diskutierte biologische Konsequenz dieser Überexpression ist eine

rasche Verfügbarkeit der Einheiten und damit eine schnelle Anpassungsfähigkeit der Zelle an

veränderte Bedingungen. Die Zelle braucht nur die entsprechenden α-Untereinheiten zu syn-

thetisieren.
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2.3.1.2. β3-Untereinheit, CD61

Die β3-Kette hat ein Molekulargewicht von 87 kDa (PIGOT & POWER, 1993) und ist

Bestandteil des Vitronektinrezeptors. Sie bindet als αvβ3-Integrin an verschiedene Antigene

wie Vitronektin (PYTELA, 1985; CHERESH & SPIRO, 1987), Fibrinogen, von Willebrand Fak-

tor (vWF), Thrombospondin, Fibronektin, Osteopontin und Kollagen (ALBELDA & BUCK,

1990; GAILIT & CLARK, 1996). Auch auf Endothelzellen im Granulationsgewebe wird sie ex-

primiert (BROOKS et al., 1994). Durch Blockade des Vitronektinrezeptors konnte die Migrati-

on glatter Muskelzellen in vitro gehemmt werden (STEFANSSON & LAWRENCE, 1996).

Auch die Integrin-Matrix Interaktionen konnten nachweislich inhibiert werden durch die Blo-

ckade von αvβ3 Integrinen (SLEPIAN et al., 1998).

2.3.1.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b

Aus in vitro Experimenten ist bekannt, daß hauptsächlich das α2β1 Integrin (VLA-2) für

die Migration von Zellen verantwortlich ist. So konnte an Melanomzellen nachgewiesen

werden, daß ihre Fähigkeit zur Invasion stark mit der gesteigerten Expression der VLA-2 In-

tegrine korreliert (ETOH et al., 1993; BYERS et al., 1992). Mit monoklonalen Antikörpern die

gegen die α2- und β1-Ketten gerichtet waren war es möglich, die Migration humaner Kerati-

nozyten und Fibroblasten dosisabhängig zu inhibieren (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al.,

1992). Auch die Wundkontraktion scheint maßgeblich von diesem Integrin abhängig zu sein.

Verschiedene Gruppen konnten durch das Hinzufügen eines gegen α2 gerichteten An-

tikörpers die Kontraktion eines Kollagengels durch Fibroblasten vermindern (KOZLOWSKA

et al., 1993; LANGHOLZ et al., 1995). Die Gruppe um KOZLOWSKA et al. (1993) konnte

auch beweisen, daß Fibroblasten während dem Prozeß der Kontraktion vermehrt die α2 und

β1 Untereinheiten exprimieren.

Außerdem greift das α2β1 Integrin in die Regulation verschiedener Gene ein. MAUCH et

al. (1988, 1989) fiel auf, daß die Synthese von Kollagen und Kollagenase in einem

dreidimensionalen Kollagengel anders reguliert wird als in einer Zellrasenkultur. LANGHOLZ

(1993) konnte beweisen, daß α2β1 für die Regulation der Kollagenase verantwortlich ist,

während die Synthese des Kollagens durch α1β2 geregelt wird.
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2.3.1.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d

Die Heterodimere aus der α4-Untereinheit und der β1-Untereinheit (α4β1) bilden zu-

sammen das VLA-4 Integrin (VLA = Very Late Activated), das zuerst von HEMLER et al.

(1987) als predominanter Proteinkomplex auf multiplen T-lymphoblastoiden Zellen be-

schrieben wurde. Die primäre Struktur der α4-Kette unterscheidet sich wesentlich von der

aller anderen Integrine. Die α-Untereinheiten lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, entwe-

der enthalten sie in ihrer N-termialen Hälfte eine I-Domäne bestehend aus ungefähr 200 Ami-

nosäuren (TAKADA et al., 1989), oder über Disulfid-Brücken sind am C-termialen Ende leich-

te Ketten gebunden (PONCZ et al., 1987; FITZGERALD et al., 1987; UZAN et al., 1988). Die

α4-Untereinheit hat weder eine I-Domäne noch die typische Disulfid-gebundene leichte Kette.

Vielmehr kann sie nahe der Mitte ihrer Sequenz gespalten sein und Fragmente von 80

bzw.70 kDa präsentieren (TAKADA & HEMLER, 1989), die nicht kovalent gebunden zu-

sammen bleiben und mit der β1-Untereinheit das funktionelle Integrin bilden. Bisher sind drei

verschiedene VLA-4 Integrine beschrieben.

Auch in der Funktion unterscheidet sich das VLA-4 Integrin stark von anderen Integrinen.

Es ist das einzige Integrin das sowohl Zell-Matrix als auch Zell-Zell Adhäsion vermitteln kann.

Das Anbinden an Zellen über VCAM-1 ist vor allem bei Lymphozyten nachgewiesen (ELICES

et al., 1990). Es erlaubt ihnen die Adhärenz an TNF-α aktivierten Kapillarendothelien und die

anschließende Diapedese ins Interstitium, weshalb es zu Anfang auch als “lymphocyte ho-

ming receptor“ bezeichnet wurde. Mit einer unterschiedlichen Bindungsstelle (ELICES et al.,

1990) tritt es über Fibronektin mit der Zellmatrix in Interaktion. Hierfür benutzt es allerdings

nicht die von Integrinen häufig verwendete RGD-Sequenz sondern die CS-1 Sequenz

(EILDV-Sequenz) eines alternativ gesplicten Fibronektins (WAYNER et al., 1989). Auffallend

ist, daß das α4β1 Integrin besser an Fibronektin Fragmente bindet als an natives Fibronektin.

Die Bindung an intaktes Fibronektin ist vornehmlich dem α5β1-Integrin (klassischer Fibronek-

tinrezeptor) vorbehalten, während α4β1 an teilweise abgebautes Fibronektin bindet, auch

wenn dieses die RGD-Sequenz nicht mehr enthält (FN-40 Fragment) und somit nicht von

dem klassichen Fibronektinrezeptor α5β1 erkannt wird. Es wird diskutiert, daß VLA-4 von Be-

deutung bei der Kommunikation zwischen Matrix und Zelle ist, und weniger direkt die Migrati-

on und Adhäsion der Zellen in intaktem Gewebe fördert. Bei Verletzungen des Gewebes

scheint α4β1 allerdings essentiell für die zielgerichtete Protrusion von Lamellipodien ins

Wundgebiet.
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2.3.1.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e

Zusammen mit der β1 Kette bildet die α5 Untereinheit einen Rezeptor der vornehmlich an

Fibronektin bindet. Sie besteht aus einer leichten und einer schweren Kette, die ein Moleku-

largewicht von 25 kDa bzw. 135 kDa haben (PIGOTT & POWER, 1993). Diese zwei Ketten

sind über eine Disulfidbrücke verbunden. Der Fibronektinrezeptor gilt als Schlüsselmolekül

der Zellmigration in der Wundmatrix (LARJAVA et al., 1993). Zusammen mit den αvβ-Dime-

ren ist er in vitro für die Adhäsion und die Migration der Fibroblasten auf Fibronektin verant-

wortlich (MARSHALL, 1995). Außerdem ist dieses Integrin zuständig für den Zusammenbau

der Fibronektinmatrix. Anti-α5β1 Antikörper blockieren die Formation von Fibrillen (AKIYAMA

et al., 1989) und Antikörper gegen die Zellbindungsstellen des Fibronektins oder

Fibronektinfragmente verhindern die Bildung der Matrix in vitro (MCDONALD et al., 1987)

Auch in die Regulation verschiedener Gene greift α5β1 ein. Verschiedene seiner Liganden

induzieren bei Fibroblasten die Transkription der Gene für Kollagenase und Stromelysin

(Werb et al., 1989).

Im Gegensatz zu normalem Hautgewebe ist im Granulationsgewebe viel neu gebildetes

Fibronektin enthalten in dem die Fibroblasten eingebettet sind und interagieren (GRINNELL

et al., 1981; CLARK 1990). Die Expression des VLA-5 Integrins auf Fibroblasten des Granu-

lationgewebes ist im Vergleich zu ruhenden dermalen Fibroblasten in der Proliferationsphase

der Wunde deutlich verstärkt. Eine wichtige Bedeutung kommt dem α5β1 Integrin in der Pha-

se des Remodelling zu, da es aktiv an der Phagocytose von Fibronektin mitwirkt (ZHAO et

al., 1999). Auch die Interaktion zwischen Integrin und Zytoskelett wird durch VLA-5 Integrine

bewerkstelligt, wie experimentelle Arbeiten (HYNES, 1992; LaFLAMME et al., 1992;

SCHWARTZ, 1995) beweisen. Hier wurde nachgewiesen, daß die β1 Untereinheit über

Proteine wie Talin, α-Actin und Vinculin an das Aktin-Zytoskelett bindet (LUNA & HITT,

1992). Nachdem die Rezeptoren an der Zelloberfläche an ihren Liganden gebunden haben,

verändert sich die diffuse Verteilung des Rezeptors über die Zellmembran zugunsten von

Aggregaten, die fokalen Bindungszentren auf der Zelloberfläche entsprechen (LUNA & HITT,

1992). STEMME et al. (1992) konnten außerdem das α5β1 Integrin mit der Adhäsion ak-

tivierter T-Lymphozyten an Fibroblasten in Zusammenhang bringen, da anti-VLA-5 Antikörper

die Adhäsion signifikant beeinträchtigte.
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2.3.1.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51

Die αv Kette in Kombination mit der β3 Kette ist als Vitronektinrezeptor bekannt

(WAYNER et al., 1991). Sie ist für die Angiogenese (BROOKS et al., 1994a) sowie für

migrierende Keratinozyten (LARJAVA et al., 1993) von Bedeutung. Es konnte in vitro gezeigt

werden, daß die αv-Untereinheit für die Adhäsion der Fibroblasten auf Vitronektin verant-

wortlich ist (GAILIT & CLARK, 1996).

In Kombination mit α5β1 spielt αvβ1 in vitro eine Rolle bei der Ausbreitung d.h. Migration

von Fibroblasten auf Fibronektin (MARSHALL et al., 1995).

αv bildet die alpha-Kette des Vitronektinrezeptors, welcher ein Mitglied der β3-Integrinfa-

milie der Zytoadhäsine ist. Die αv Untereinheit kann sich mit mehreren verschiedenen β-Un-

tereinheiten, wie β1, β3, β5 und β6 verbinden (CHERESH et al., 1989; FREED et al., 1989;

BODARY & MCLEAN, 1990; KRISANSEN et al, 1990; SMITH et al., 1990; VOGEL et al.,

1990). Einige dieser Rezeptoren binden über RGD-Sequenzen an Vitronektin (CHERESH et

al., 1989; BODARY & MCLEAN, 1990), αvβ3 allerdings erkennt neben Vitronektin verschie-

dene andere RGD-enthaltende Liganden, wie Fibrinogen und von Willebrand Faktor

(CHERESH & SPIRO, 1987; SMITH et al., 1990; CHARO et al., 1990). Zusätzlich sind diese

Rezeptoren nicht nur für die Zell-Matrix Interaktion von Bedeutung, sondern auch während

der Blutgerinnung (CAGNONI et al., 1993). Mit immunhistologischen Methoden ist dieses

Oberflächenmolekül in relativ hoher Konzentration in der Epidermis und auf dem Endothel

großer Gefäße nachweisbar (ALBELDA, 1991). PONCE et al. (2001) konnte die Bedeutung

von α5β1 und αvβ3 Integrinen in der Angiogenese durch Blockade ihrer Rezeptoren nach-

weisen. Das αvβ3 Integrin kann zusätzlich die Matrixmetalloproteinasen Kapillarendothelien,

auf denen Vitronektinrezeptoren zunächst nicht nachweisbar sind, präsentieren sie sobald

eine Beschädigung oder eine Entzündung auftritt. Diskutiert wird der Einfluß von Zytokinen,

unter anderem auch TNF-α. Dieser Effekt konnte auch von GEBAUER et al. (1996) für Fibro-

blasten in Kultur nachgewiesen werden. So führte die Inkubation von Fibroblasten in einem

TNF-α haltigen Milieu zu einer starken Induktion der Expression von αv Untereinheiten. Zu-

sätzlich konnten die Autoren zeigen, daß Fibroblasten die aus Granulationsgewebe regulär

heilender Wunden in der Phase der Proliferation gezüchtet wurden, die αv-Untereinheit ver-

stärkt exprimieren. Allerdings ist auch bekannt, daβ eine übersteigerte Expression von α5β1

zur Entwicklung chronischer Wunden beiträgt (HÄKKINEN et al., 2004). Diese Daten lassen

darauf schließen, daß auch dem Vitronektinrezeptor eine entscheidende Bedeutung in der

Wundheilung zukommt.
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2.3.1.7. Hyaluronsäurerezeptor, CD44

Der Hyaloronsäurerezeptor ist ein weit verbreiteter Oberflächenrezeptor, der stark glyco-

siliert ist und ein Molekulargewicht zwischen 85 und 160 kDa aufweist (PIGOTT & POWER,

1993). Die große Schwankungsbreite des Molekulargewichtes kommt durch alternatives Spli-

cing, verschiedene Glycosilierungen (GOLDSTEIN et al., 1989), und durch die Verbindung

mit Chondroitinsulfat (JALKANEN et al., 1988) und Heparansulfat (BROWN et al., 1991;

TANAKA et al., 1993) zustande. Mindestens 12 verschiedene Formen des CD44 Rezeptors

sind bisher bekannt und könnten ein Grund für seine unterschiedlichen Funktionen sein

(SCREATON et al., 1992). Dies erklärt auch seine Bindungseigenschaften mit Chon-

droitinsulfat (ARUFFO et al., 1990), Fibronektin (JALKANEN & JALKANEN, 1992; ROMARIS

et al., 1995), Laminin (JALKANEN & JALKANEN, 1992), und Kollagen (CARTER & WAY-

NER, 1988; LOKESHWAR & BOURGIGNON, 1991; FAASSEN et al., 1992; JALKANEN &

JALKANEN, 1992; ROMARIS et al., 1995), die vom Grade der Glycosilierung abhängig sind.

Experimentelle Studien zeigten, daß CD44 nicht nur Adhäsionsmolekül für Substrat ist, son-

dern auch als Ankerplatz für einen weiteren CD44 Rezeptor und andere Adhäsionsmoleküle

benachbarter Zellen dient (SHIMIZU et al., 1989). Für Hyaluronsäure und im besonderen

langkettige Hyaluronsäure-Moleküle hat er allerdings eine hohe Affinität, so daß sie seinen

Hauptliganden darstellen (NAOR, 1997; PEACH et al., 1993; ARUFFO et al., 1990).

In allen hyaluronsäurereichen Geweben herrscht eine starke Migrationsaktivität der Zellen

(TOOLE, 1997; KNUDSON & TOOLE, 1988; OKSALA et al., 1995; TOOLE et al., 1979; SY

et al., 1991; THOMAS et al., 1992). Da Hyaluronsäure eine Umgebung mit einem geringen

Widerstand für migrierende Zellen bietet, scheint dem CD44-Rezeptor dabei eine besondere

Bedeutung beschieden zu sein. Der direkte Nachweis, daß CD44 in die Migration der Zellen

eingreift, gelang BIRCH et al. (1991) anhand einer Untersuchung von zwei unterschiedlichen

Melanomzellklonen. Nur die Zellen mit einer starken CD44 Expression waren in vitro in der

Lage zu wandern (FRIEDL et al., 1997). Desweiteren hilft CD44 beim Remodelling der in-

terstitiellen Matrix, indem er z.B. Hyaluronsäure bindet und via Endozytose in die Zelle auf-

nimmt, wo sie abgebaut wird (UNDERHILL et al., 1992, 1993; HUA et al., 1993; CULTY et

al., 1992). Je nach Art der Aktivierung des vorhandenen CD44 Rezeptors, kann er auch die

Zusammensetzung der perizellularen Matrix verändern (YEVDOKIMOVA et al., 2005).

Während der Wundheilung ist es vorstellbar, daß CD44 in der frühen Phase für die Ak-

tivierung der Lymphozyten zuständig ist, die Migration aus dem umliegenden Gewebe in die

Fibrinmatrix des Wundgebietes ermöglicht (CLARK et al., 2004) und im Granulationsgewebe

selbst dann zunehmend an der Interaktion zwischen Zellen und Matrix beteiligt ist. So konnte

bereits nachgewiesen werden, daß Fibroblasten aus Granulationsgewebe an Tag 3 nach

Wundsetzung signifikant mehr CD44 exprimieren als ruhende Fibroblasten (GEBAUER et al.,

1996; PETRI et al., 1997). Auch scheint CD44 die Kontraktion hyaluronsäurehaltiger

Kollagengels durch Fibroblasten entscheidend zu beeinflussen (TRAVIS et al., 2001).
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2.3.1.8. Bedeutung der Adhäsionsmoleküle in der Wundheilung

Um die komplexe Physiologie der Wundheilung besser zu verstehen, ist es notwendig die

Interaktionen zwischen den Zellen einerseits, sowie zwischen Zellen und Interzellularmatrix

andererseits zu untersuchen. Besonders wichtig erscheinen hier die unterschiedliche Ex-

pression von Adhäsionsmolekülen auf Fibroblasten (CLARK, 1991; KATZ et al., 1991). Heute

weiß man, daß Adhäsionsmoleküle nicht nur als Rezeptoren fungieren, sondern ent-

scheidend in die intrazelluläre Signaltransduktion eingreifen. So konnte gezeigt werden, daß

einige Adhäsionsmoleküle durch spezifische Verbindungsproteine direkt mit dem Zytoskelett

dieser Zelle verbunden sind und dessen Funktion sogar beeinflussen können. (CHEN et al.,

1985). Zusammen bilden diese spezialisierte Strukturen, die als fokale Kontakte oder auch

als Adhäsions-Plaques bekannt sind. Diese verbinden die Plasmamembran mittels der In-

tegrine mit dem Aktin-Zytoskelett (LUNA & HITT, 1992). Diese Erkenntnisse sind auch für die

Wundheilung von Bedeutung, da die Migration der Zellen in das Granulationsgewebe eng mit

einer Restrukturierung des Zytoskeletts verbunden ist und für die in der Wundheilung auftre-

tende Wundkontraktion eine Kraftübertragung von der Zelle auf die Matrix erforderlich ist. Für

die Migration konnte bereits gezeigt werden, daß die Integrin-Zytoskelett Interaktionen dyna-

misch und streng reguliert verlaufen (SCHMIDT et al., 1993). Integrine werden schnell zu den

Lamellipoden der Zellen transportiert, wo sie sich an das Substrat binden und Makroaggrega-

te bilden. Diese heften sich an das Zytoskelett, das eine zentripedale Kraft auf sie ausübt und

so die Zelle nach vorne zieht. An dem der Bewegungsrichtung der Zelle abgewendeten Ende

der Zelle fiel eine erhöhte Deformabilität der Zellmembran auf, da sich hier das Zytoskelett

von den Integrinen löste. Für das Abtrennen der Zelle vom Substrat, gibt es zwei Möglichkei-

ten, die aufgegebene Zytoskelett-Integrin Interaktion senkt die Affinität zum Substrat, oder

die Integrine werden aus der Zellmembran herausgerissen (SCHMIDT et al., 1993;

PALECEK, 1996; REGEN & HORWITZ, 1992).

Hinzu kommt, daß ein Zusammenhang zwischen der Art des Liganden und der Regulation

der Synthese von Matrix Proteinen diskutiert wird. In experimentellen Untersuchungen

(MAUCH et al, 1988; MAUCH et al., 1989; KOZLOWSKA et al., 1993) zeigte sich, daß

kultivierte Fibroblasten in einem dreidimensionalen Kollagengel einen in vivo-ähnlichen Phe-

notyp aufweisen, mit einer reduzierten Kollagensynthese und einer verstärkten Expression

von Kollagenase sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene. Die verminderte Kollagen

Synthese wird durch das α1β2 Integrin geregelt, wohingegen die vermehrte Expression der

Kollagenase der Regulation durch das α2β2 Integrin zugeschrieben wird (LANGHOLTZ et

al., 1995). Zu der sehr feinen Regulation der Proteinsynthese über Zell-Zell Kontakt oder Zell-

Matrix Kontakt gibt es bisher nur einige Theorien. Es scheint jedoch klar zu sein, daß sie die

zytoplasmatische Domäne der Integrine mit Aktivierung verschiedener Proteinkinasen

beinhaltet. Einge davon phosphorylieren ihrerseits DNA-bindende Proteine, die direkt und
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spezifisch in die Genexpression eingreifen können (SCHWARTZ, 1995). ECKES et al. (1993)

konnte beweisen, daß es während einer Kollagenmatrix-Fibroblasten Interaktion zu einer si-

gnifikant verminderten Stabilität der Kollagen Typ 1 mRNA kommt und so die Kollagen

Translation vermindert wird. 

Während den verschiedenen Phasen der Wundheilung kommen den Adhäsionsmolekülen

der Fibroblasten auch unterschiedliche Aufgaben zu. Anfänglich ist ihre Hauptaufgabe, eine

schnelle Migration der Fibroblasten in die provisorische Matrix der Wunde zu ermöglichen. Im

Laufe der Heilung greifen sie in die Regulation der Expression von Matrixproteinen und deren

extrazelluläre Organisation, insbesondere die der Kollagene, ein. AKIYAMA et al. (1989)

konnten beweisen, daß monoklonale Antikörper, die gegen die α5 und β1 Untereinheiten der

VLA Integrine gerichtet sind, perizellulär eine verminderte Fibronektin Ablagerung bewirken.

CD44 reguliert die Synthese von Hyaluronsäure unterschiedlich abhängig ob die Fibroblasten

in chronischen Wunden von Diabetikern oder in akuten Wunden gesunder Personen leben

(YEVDOKIMOVA et al., 2005).

Die Wundkontraktion die, im Vergleich zu vielen Versuchstieren, beim Menschen eher

eine untergeordnete Bedeutung hat, wird im wesentlichen von Integrinen beeinflußt. SCHIRO

et al. (1991) konnte zeigen, daß das α2β2 Integrin direkt an der Kontraktion und Re-

organisation von Kollagenmatrix beteiligt ist. So ist nach der Blockierung von α2β2 durch

monoklonale Antikörper die Kontraktion eines Kollagengels fast vollständig inhibiert

(LANGHOLZ et al., 1993). Auch der CD44 Rezeptor hat Einfluss, eine Blockierung durch

monoklonale Antikörper vermindert die Kontraktion von Kollagen-Hyaluronsäurehaltigen Gels

(TRAVIS et al., 2001).

Alle diese in vitro Daten legen den Schluß nahe, daß der Expression von Adhäsionsmole-

külen eine entscheidende Bedeutung in der Regulation der Wundheilung zukommt und, daß

eine Störung unweigerlich zu einem inadäquaten Defektverschluß führt. 
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2.4. Flow-Cytometrie (FACS-Analyse)

Die Flow-Cytometrie ist eine direkte technische Weiterentwickelung der Mikroskopie. Ihre

Wurzeln liegen im 18. Jahrhundert und der Entwicklung verschiedener Farbstoffe

(DARZYNKIEWICZ, 1994). Für die Flow-Cytometrie wurden 1938 erste entscheidene Er-

kentnisse durch die Arbeit von CASPERSON & SCHULTZ (1938) gewonnen. Sie konnten

eine Verdopplung der DNA Menge während der Zellteilung mittels der Absorption von ultra-

violettem und sichtbarem Licht nachweisen. Ein weiterer Schritt zu modernen flow-cytome-

trischen Messungen waren die Berichte von COONS & KAPLAN (1950), die die Verwendung

von fluoreszierenden Antikörpern zum Nachweis von zellulären Antigenen propagierten. Seit-

dem ist Fluorescein der gängigste Farbstoff für die quantitative Immunfluoreszenz und die

Routineuntersuchungen am Flow-Cytometer in der Hämatologie und der Immunologie.

1956 konnte COULTER (1956) dann den Durchbruch für die maschinellen Flow-Cytome-

trie erreichen, indem er einen Apparat baute in dem Blutzellen einzeln durch eine schmale

Öffnung gesaugt und durch Änderungen der elektrischen Impedanz an der Öffnung detektiert

wurden. Dies war der Vorläufer der heutigen Flow-Cytometer die ungefähr zeitgleich in den

USA und Europa entwickelt wurden. Ein wesentlicher Faktor für die Verbesserung der

Technik war die Entdeckung, daß Krebszellen höhere DNA Dichten als normale Zellen

haben, was im Flow-Cytometer gemessen werden konnte. Die Möglichkeit der Bestimmung

verschiedener Zellpopulationen, vor allem in der Immunologie, mittels immunofluores-

zierender Antikörper, und die rasante Entwicklung der Computertechnologie, beschleunigten

die Einführung dieser Technik in die klinische Routine. Zuerst wurden vor allem die Licht-

streuungen der Zellen gemessen und deren Gehalt an DNA mittels stoichiometrischen Fär-

bungen (DAPI [4’, 6-diamidino-2-phenylindole-2HCl] , PI [Propidium-Jodid]) bestimmt. Seit-

dem ist die Zahl der Anwendungen der Flow-Cytometrie rasant gestiegen. 

Heutige Flow-Cytometer unterscheiden sich in der eigentlichen Technik nur unwesentlich

von älteren Modellen. Das neuartige ist die Computerkontrolle. Sie erlaubt eine real-time Vi-

sualisierung der Daten, sowie deren Speicherung in ihrer ursprünglichen Reihenfolge, um

sie später auszuwerten. Auch die Messung selbst, die früher der Intervention des Menschen

bedurfte, konnte automatisiert werden und somit Fehlerquellen reduziert werden. Herzstück

des Gerätes ist die Meßkammer, in der die Zellsuspension innerhalb einer coaxial

verlaufenden externen Flüssigkeit (sheat fluid) in einen laminären Fluß gezwungen wird. Da-

durch werden die Zellen hydrodynamisch in das Zentrum der Meßkammer verlagert. Heute

werden Laser als Lichtquelle verwendet. Die neue Generation der Geräte hat den Vorteil

Lichtstreuung, Absorption und Fluoreszenz gleichzeitig messen zu können. Gängige

Messungen sind die Intensität des Vorwärtsstreulichtes (180°) sowie des Seitwärtsstreulich-

tes (90°), die mit der Größe und der internen Struktur der Zel len korrelieren. Die Fluoreszenz

emission im Winkel von 90° zum einfallenden Licht wird über e in optisches System be-
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stehend aus Linsen, Filtern und Spiegeln gemessen. Die Fluoreszenzintensitäten von bis zu

fünf verschiedenen Farben können simultan gemessen werden. Die gemessenen Lichtsi-

gnale werden zu elektrischen Signalen konvertiert, die für die Auswertung verstärkt werden.

Alle analogen Parameter werden in digitale Signale umgewandelt und computergestützt sta-

tistisch ausgewertet.

Die erhobenen Daten werden digital gespeichert, können aber auch zeitgleich mit der

Messung analysiert werden. Hierbei werden Fenster (Gates) über die Abbildungen gelegt,

um bestimmte Zellpopulationen quantitativ bestimmen zu können. Auch eine Isolation einzel-

ner Zellpopulationen ist mit diesem System möglich. Man bestimmt ein Gate für die zu iso-

lierende Zellpopulation, der Computer teilt den Flüssigkeitsstrom in einzelne Tropfen die je-

weils eine Zelle enthalten. Gehört die Zelle zu der zu isolierenden Population wird der

Tropfen elektrisch geladen und in einen separaten Zellkollektor umgeleitet. Bis zu 5000

Zellen pro Sekunde können mit dieser Methode isoliert werden, wobei ein Reinheitsgrad von

99% erreicht werden kann. Diese Zellen können dann kultiviert oder Funktionsanalysen un-

terzogen werden.

Die gängigsten Routine Untersuchungen am Flow-Cytometer sind auch heute noch die

Bestimmung des DNA Gehaltes und verschiedener Oberflächenantigene in der Hämoto-Im-

munlogie. Allgemein kann das Flow-Cytometer allerdings Messungen jeder zellulären

Komponente schnell, genau und quantitativ durchführen, sofern geeignete Farbstoffe bzw.

geeignete Antikörper zur Verfügung stehen. Zusätzlich können Parameter wie Streulicht,

Autofluoreszenz oder Absorption ermittelt werden. Das Hauptpotential der Flow-Cytometrie

liegt allerdings in der simultanen Auswertung verschiedener Parameter als Mehrkoordinaten-

korrelation. Dank immer leistungsstärkeren Rechnern und einer zunehmenden Zahl ver-

schiedenfarbiger fluoreszierender Farbstoffe ist es derzeit möglich, zusätzlich zu den Streu-

lichtdaten, fünf und mehr verschiedene Fluoreszenzintensitäten simultan zu messen. Dies er-

scheint insbesondere von großem Intersesse bei der Untersuchung verschiedener Kom-

partimente einzelner Zellen. So ist es möglich gleichzeitig die DNA, die RNA, verschiedene

spezifische zytoplasmatische Proteine und Oberflächenstrukturen von Tausenden von Zellen

innerhalb weniger Sekunden darzustellen. In Anbetracht dieser beeindruckenden Zahl an

Möglichkeiten, schien es uns sinnvoll eine Methode zur flow-cytometrischen Analyse von

Granulationsgewebe zu entwickeln.
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2.5. Eigene Fragestellung

Der Arbeit liegt die zentrale Fragestellung zugrunde, ob sich die gestörte Wundheilung, im

Sinne einer chronischen Wunde, von der regulären physiologischen Wundheilung auf zel-

lulärer Ebene differenzieren läßt. Aufgrund der entscheidenden Bedeutung von Integrinen

und anderen Adhäsionsmolekülen im Rahmen der physiologischen Wundheilung war die

Arbeitshypothese, daß in der Expression dieser Moleküle Veränderungen in chronischen

Wunden im Vergleich zu regulär heilenden Wunden vorliegen. Die an der Zelloberfläche lo-

kalisierten Strukturen lassen sich durch Antikörper markieren und im Rahmen eines fluo-

reszenz-aktivierten cell sortings analysieren. Bisher sind jedoch keine Methoden etabliert, die

eine solche Analyse an nativem Granulationsgewebe möglich machen. Somit war eine weite-

re Fragestellung dieser Arbeit, ob eine Analyse von nativem Granulationsgewebe und der auf

den Zellen präsentierten Oberflächenantigene quantitativ mittels flow-cytometrischer

Techniken möglich ist. Hierbei ist die Untersuchung von nativem Granulationsgewebe von

zentralem Interesse, da dies eine zeitnahe Klassifizierung der Wunden ermöglicht.
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3. Material und Methoden

3.1. Entwicklung der Methode

Zentrale Aufgabe bei der FACS-Analyse von solidem Gewebe ist die Herstellung einer

Einzelzellsuspension. Bei der Untersuchung von Zellkulturen wird durch Zusatz von Trypsin

eine Einzelzellsuspension mit weitgehend unveränderten Oberflächenantigenen hergestellt.

Wesentlich schwieriger ist dieser Prozeß bei solidem Gewebe. Vergleichbare Untersuc-

hungen wurden bereits an Tumorgewebe und arteriosklerotisch verändertem aortalem Ge-

webe mittels Kollagenaseverdau durchgeführt (Mattsson et al., 1991). Dieser Kollagenase-

verdau muß in seiner Zusammensetzung und Dosierung dem untersuchten Gewebe ange-

passt werden, um die Zellen zu lösen, jedoch zu vermeiden, daß bestimmte Oberflä-

cheneigenschaften verloren gehen.

3.1.1. Patientenkollektiv

Um die Wirkung verschiedener Kollagenaselösungen auf dieselbe Probe überprüfen zu

können, brauchten wir 120-180 mg Gewebe. Diese Gewebemengen werden bei der regulä-

ren operativen Wundbehandlung, z.B. durch Hauttransplantation oder Sekudärnähte von der

Oberfläche einer gut granulierenden Wunde abgetragen. Dadurch war es nicht erforderlich

eine gut heilende Wunde umfangreich zu biobsieren und Risiken für den Patienten zu provo-

zieren. Das Granulationsgewebe der zur Behandlung anstehenden Wunde wurde von zwei

unabhängigen Beobachtern als Gewebe einer regelrecht heilenden Wunde klassifiziert. Die

entsprechenden Gewebe wurden vor der Entnahme fotodokumentiert.

Insgesamt untersuchten wir Granulationsgewebe aus 8 verschiedenen Defektwunden mit

regulärem Heilungsverlauf.

3.1.2. Gewinnung der Einzelzellsuspension

Das biopsierte Gewebe wurde mehrmals in physiologischer NaCl Lösung gewaschen, um

es von Erythrozyten zu befreien. Anschließend wurde es fein zerkleinert und das Feuchtge-

wicht auf einer analytischen Waage bestimmt, nachdem die Probe während drei Minuten auf

Laborsaugpapier gelegen hatte. Dokumentiert wurde das Gewicht nach einminütiger Ge-

wichtskonstanz. Das Gewebe wurde dann in 7 etwa gleich große Portionen unterteilt

(Abweichung des Gewichtes der einzelnen Proben untereinander < 2mg).

Die gewonnene Biopsie wurde mechanisch zerkleinert und in 20-25 Milligramm schwere

Portionen geteilt. Insgesamt untersuchten wir 7 verschiedene enzymatische Verdaulösungen

(Tab. 2) 
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Die zerkleinerten Gewebestücke wurden 40 Minuten bei 37°C u nter ständigem Rühren in

3ml Kollagenaselösung behandelt. Nach jeweils 10 Minuten wurde der bereits gelöste Zell-

überstand abpipettiert, durch ein 100µm Netz gefiltert und auf Eis gelagert. Bei dieser Tem-

peratur werden die Kollagenasen inaktiviert, was einen weiteren Verdau der vorliegenden

Einzelzellen verhindert. Die nach 4 Verdauungszyklen a 10 Minuten gewonnenen Ein-

zelzellsuspensionen wurden einzeln analysiert. Hierzu wurden die verschiedenen Ein-

zelzellsuspensionen zentrifugiert (1200Upm, 4°C, 8min.) , in 5ml PBS-Lösung gewaschen und

abermals zentrifugiert. Neben den Untersuchungen mit einer festen Kollagenaselösung

wurde mit der Lösung 6 ein sequentieller Verdau untersucht, bei der während der ersten 20

Minuten Kollagenase 4 verwendet wurde, das weitere noch nicht verdaute Gewebe während

der anschließenden 20 Minuten mit Kollagenase 1 behandelt wurde. Auch hier wurden die 10

Minuten Fraktionen getrennt voneinander untersucht.
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Lösungs Nr. Collagenase Hersteller Dauer Units* / ml
Lösung 1 1 Sigma, Product

No. C-9891

40 min. 100

Lösung 2 2 Sigma, Product

No. C-6995

40 min. 100

Lösung 3 4 Sigma, Product

No. C-5138

40 min. 100

Lösung 4 2 und 4 Sigma, Product

No. C-6995

No. C-5138

40 min. 100

Lösung 5 1, 2 und 4 Sigma, Product

No. C-9891

No. C-6995

No. C-5138

40 min. 100

Lösung 6 4

1

Sigma, Product

No. C-5138

No. C-9891

20 min.

20 min.

100

100
Lösung 7 3 Sigma, Product

No. C-0255

40 min. 100

Tab. 2 Auflistung der verwendeten Kollagenasen, ihrer Konzentration sowie der
Einwirkzeit. Der pH der Lösungen lag bei 7,42. (*Collagen digestion: One unit
liberates peptides from collagen equivalent in ninhydrin color to 1.0 micromole of
leucine in 5 hours at ph 7,4 at 37°C in presence of  calcium ions)



3.1.3. Zellzahl

Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellsuspensionen in 1 ml PBS resuspendiert. In ein

Teströhrchen, das 50µl einer 0.4%igen Trypanblaulösung enthielt, fügten wir 30µl PBS und

20µl der Zellsuspension zu. Nach 5-10 Minuten wurden die Zellen in einer Neubauer Zähl-

kammer ausgezählt. Jedes Quadrat der Zählkammer hat ein Volumen von 10-4 cm3. So kann

die entsprechende Zellzahl pro ml mit Hilfe folgender Gleichung berechnet werden (bei 10

ausgezählten Quadraten) :

Da die Zellen in 1 ml resuspendiert wurden, ist dieser Wert identisch mit der absoluten

Menge an freigesetzten Zellen.

Da Trypanblau nur von toten Zellen aufgenommen wird, läßt sich der Prozentsatz vitaler

Zellen mit der folgenden Formel bestimmen:

Mit dieser Methode bestimmten wir jeweils die Zellzahl der 10 Minuten Fraktionen der

einzelnen Kollagenaselösungen (Lösung 1 bis Lösung 7), womit eine Dynamik der

Zellfreisetzung jeder einzelnen Lösung ermittelt werden konnte.

3.1.4. Flow-Cytometrische Analyse

Bei der von uns angewandten Zweifarbenfluoreszenzanalyse können mit der Darstellung

Fluoreszenz 1 (FITC: Fluorescein-Isothiocyanat = Grün) gegen Fluoreszenz 2 (PE: Phycoer-

ythrin = Rot-Orange) prinzipiell vier verschiedene Populationen differenziert werden. Folgen-

de Zellpopulationen können quantitativ bestimmt werden: ungefärbte Zellen, nur grün, nur rot

und doppelt gefärbte Zellen. 
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3.1.4.1. Antikörpermarkierung

Um die verschiedenen Zellen und deren Oberflächenantigene im FACS-Gerät identifi-

zieren zu können, müssen diese mit spezifischen Antikörpern markiert werden. Wir wendeten

die Methode des “double labeling“ (Zweifarbenfluoreszenzanalyse) an, bei der die

Zellsuspensionen mit zwei verschiedenfarbigen Antikörpern (FITC [grün], PE [rot]) markiert

werden. Wählt man diese Antikörper so aus, daß der eine eine Zellpopulation markiert, wäh-

rend der andere ein Adhäsionsmolekül kennzeichnet, ist es möglich die Zellen dieser Popu-

lation, die dieses Antigen tragen, zu identifizieren. Folgende Antikörper wurden benutzt:

Wir versetzten jeweils 106 Zellen, suspendiert in 100µl PBS (Phosphat Buffered Saline),

mit 10µl der jeweiligen Antikörperlösung. Die Inkubation erfolgte während 30 Minuten bei 4°C

in absoluter Dunkelheit. Danach wurden die Zellen gewaschen (Zentrifuge: 1200 U/min,

6min, 4°C), und zur Analyse in 200 µl PBS resuspendiert.

3.1.4.2. Flow-Cytometrische Analyse

Die Analyse der Zellsuspension erfolgte mit Hilfe eines FACScanTM von Becton & Dickin-

son (Argonlaser 488nm). Die Kalibrierung wurde mit fluoreszierenden Latexbeads

(CaliBRITETM) der Firma Becton & Dickinson durchgeführt. Die erfaßten Daten wurden so ge-

speichert, daß die Möglichkeit einer späteren Korrelation aller gemessener Daten möglich ist.

3.1.4.3. Computergestützte Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Einzeldaten wurde mit dem WinMDI Version

2.7 Programm (Windows Multiple Document Interface; Flow-Cytometry Application) durchge-

führt. 
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Assay FITC-Markierung PE-Markierung
Antikörperspezifität Klon Hersteller Antikörperspezifität Klon Hersteller

1
2 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova
3 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova β1 (CD29) [2] TDM29 CBL
4 Leukozyten-AK

(CD45)

2D1 Becton

Dickinson
5 Endothel-AK (CD34) 581 Immunotech

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Assays, einschließlich der Antikörper, der Klone, sowie
der Hersteller.Assay 1 enstpricht der Leerprobe. (CBL: Cymbus Biotechnoloy LTD) ([1]
SAALBACH, 1996, 1997; [2] HEMLER, 1990).



3.1.4.3.1. Anteil adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten

In unserer Analyse wurden die Fibroblasten einheitlich mit FITC konjugierten Antikörpern

(grün) markiert, die jeweils untersuchten Oberflächenantigene waren mit PE konjugierten An-

tikörpern (rot) dargestellt. Fibroblasten, die das zu untersuchende Oberflächenantigen

präsentierten, waren grün-rot doppelmarkiert. Diese Ergebnisse wurden in einer korrelierten

Zweiparameterdarstellung (Dotplot) dargestellt. Zur Auswertung dieser Darstellung müssen

Bereiche definiert werden denen bestimmte Zellpopulationen entsprechen (Gating). 

In der Auswertung einer unmar-

kierten Probe im Vorwärts-Seitwärts-

Streulicht werden Erythrozyten und

Zellfragmente über Gate 1 ausge-

schloßen (R1). Die X-Achse zeigt die

lineare Auftragung des Vorwärts-

streulichtes (FSC: forward scatter),

die Y-Achse die des 90°-Seitwärtss-

treulichtes (SSC: sideward scatter).

Die rot dargestellten Zellen werden

aufgrund von ihrer Größe und Granu-

larität als Erythrozyten identifiziert und

von der Messung ausgeschloßen

(Abb. 4).

In Gate 2 werden in der Fluo-

reszenzlicht Darstellung alle nicht

markierten Zellen ausgeschloßen

(R2). Die X-Achse zeigt die logarhyth-

mische Auftragung der FITC--

Intensität, die Y-Achse die der PE-In-

tensität. In der Probe befinden sich

nur unmarkierte Zellen. Anhand der

Eigenfluoreszenz der Zellen werden

mit dem Fenster R2 die Grenzen für

die FITC-Intensität gelegt (Abb. 5).

Die innerhalb der Region R2

liegenden Zellen werden als FITC-ne-

gativ aus der Messung ausge-

schloßen, da wir nur Fibroblasten aus-

werten (FITC-markiert)
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Abb.:5. Eine unmarkierte Probe dient dazu die 
Region R2 festzulegen, in der alle nicht 
markierten Zellen dargestellt werden.

Abb.:4. Eine unmarkierte Probe diente dazu, 
Zellfragmente und Erythrozyten, die innerhalb 
der definierten Region R1 liegen, aus- 
zuschließen.



Anhand der Untersuchung einer

ausschließlich für Fibroblasten mar-

kierten Probe (grün) wird der Bereich

definiert in dem sich nur Fibroblasten

befinden (R3). Im nächsten Schritt

wird eine ausschließlich mit Fibro-

blasten-Antikörper (FITC) markierte

Probe analysiert. In dem Fenster R3

werden alle Zellen die mit dem FITC-

Antikörper reagiert haben ausgezählt.

Das Fenster wird knapp an die

Obergrenze der PE-Eigenfluoreszenz

geführt, sodaß bei der Messung nur

FITC-positve und PE-negative Zellen

gemessen werden. In unserem Fall

alle Fibroblasten die keine Integrinun-

tereinheit tragen (Abb. 6).

In dem nun verbliebenen vierten

Bereich (R4), der sich aus der Ge-

samtfläche abzüglich der Gates 2 und

3 ergibt, liegen alle doppelt gefärbten

Fibroblasten (grün-rot). Dies sind

Fibroblasten, die das zu untersuc-

hende Oberflächenantigen exprimie-

ren (Abb. 7).

In vergleichbarer Weise gingen wir

auch bei der Darstellung der separat

markierten Gesamtleukozyten und

Endothelzellen vor. Oberhalb der Re-

gion 3 wird ein weiteres Fenster, R4,

gelegt das alle Zellen einschließt, die

sowohl eine FITC-Fluoreszenz, als

auch eine PE-Fluoreszenz haben. In

unserem Fall wären dies die Fibro-

blasten, die eine bestimme Integrin-

untereinheit exprimieren.
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Abb.:7. In der Region R4 zeigen sich alle 
doppelt markierten Fibroblasten.

Abb.:6. In der Region R3 befinden sich nur 
FITC-markierte Fibroblasten



3.1.4.3.2. Mittlere Fluoreszenzintensität

Weiterhin bestimmten wir die mittlere Fluoreszenzintensität, die ein Maß für die durch-

schnittliche Dichte der Oberflächenantigene auf den Zellen ist. Hierzu wurde die Intensität der

Fluoreszenz mittels elektrischer Schaltungen gemessen und quantifiziert. Der Detektor

erzeugt ein elektrisches Signal proportional zur Fluoreszenzintensität. Ein Verstärker pro-

zessiert dieses Signal durch Multiplikation mit einem logarithmischen Faktor. Dieses ge-

messene und verstärkte Signal wird zu einem Analog-Digital-Wandler gesendet. Dieser

wandelt die Pulshöhe, die analog zur Fluoreszenzintensität ist, in ein digitales, computerge-

rechtes Signal um. Diese Signale wurden zur Auswertung als Histogramm dargestellt,

anhand dessen wir die mittlere Intensität computergestützt ermitteln konnten. (Abb. 8 + 9).

Abb. 8: Dargestellt ist die Verteilung nativer unmarkierter Fibroblasten. Die X-Achse gibt
die Fluoreszenzintensität für FITC (links) und PE (rechts) an.

Abb. 9: Dargestellt ist die Verteilung nativer Fibroblasten. Auf der linken Seite sind die Fluo-
reszenzintensitäten FITC-markierter Fibroblasten dargestellt, rechts die Fluoreszenzinten-
sitäten der entsprechenden PE-markierten ß1-Integrinuntereinheiten (CD29). Anhand der
korrelierten Zweiparameter Darstellung wurden alle Erythrozyten und Nicht-Fibroblasten  aus
der Messung ausgeschloßen (wie auf S.37 beschrieben). In den Histogrammen wurden nur
Fibroblasten ausgewertet. Im oberen Bild ist eine unmarkierte Probe wiedergegeben. Die X-
Achse entspricht der Darstellung der Intensität der Fluoreszenz 1 (FL1, FITC), bzw. der Fluo-
reszenz 2 (FL2, PE). Die Y-Achse gibt die Zahl der gemessene Impulse wieder. In den un-
teren Histogrammen wird eine mit Fibroblasten-Antikörpern und CD29-Antikörpern doppelt-
markierte Probe dargestellt. Die X-Achse gibt die Fluoreszenzintensität für Fibroblasten (blau
dargestellt) und für die ß1-Integrinuntereinheit (CD29, lila dargestellt). Durch Interpolation
einer Gauß'schen Normalverteilung läßt sich computergestützt die mittlere Fluo-
reszenzintensität berechnen. Die Analyse dieser Daten ist im Auswertungsprogramm WinM-
DI® implementiert.
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3.1.5. Statistische Auswertung

Im ersten Teil der Arbeit, bei der Etablierung der Methode wurden die Ergebnisse der ein-

zelnen Kollagenaselösungen mit einer One Way ANOVA auf ihre Signifikanz überprüft. War

keine Normalverteilung gegeben wurde eine ANOVA on Ranks durchgeführt. Bei gegebener

Signifikanz wurden die Einzelvergleiche nach der post-hoc Dunnett's Methode durchgeführt,

hierbei der x-Fehler entsprechend der multiplen Vergleiche nach B-ferroni korrigiert. 
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3.2. Anwendung der Methode zur Bestimmung der Expression von Adhäsions-

molekülen auf Fibroblasten aus humanem Granulationsgewebe

3.2.1. Patientenkollektiv: Klassifikation der Wunde:

Die Untersuchungen wurden an humanem Granulationsgewebe durchgeführt. Dabei

wurden zwei Gruppen: 1. Patienten mit regelrechtem Heilungsverlauf, 2. Patienten mit

chronischen Wunden untersucht. Die Differenzierung erfolgte anhand anamnestischer Daten

und anhand des klinischen Befundes. Dieser wurde von zwei getrennten Untersuchern de-

finiert.

Die erste Gruppe (G1; n=15) beinhaltete Patienten mit sekundär heilenden Wunden, de-

ren Heilungsverlauf regelrecht verlief. Begleiterkrankungen die für eine ursächliche Wund-

heilungsstörung bekannt sind lagen bei keinem dieser Patienten vor. Wie in den Untersu-

chungen zur Etablierung der Methode (S. 33) handelte es sich um Defektwunden nach

Trauma die zum operativen Wundverschluß durch Hauttransplantation, Sekundärnaht oder

Lappendeckung anstanden. Das Gewebe wurde perioperativ gewonnen. Die zweite Gruppe

(G2; n=12) beinhaltete Patienten die aus der Anamnese mindestens seit 8 Wochen eine sta-

gnierende Wundheilung, d.h. keine Verkleinerung der Wundfläche hatten. Wie in Tabelle 3

dargestellt lag bei diesen Patienten mindestens eine der oben als ursächlich für Wundhei-

lungsstörungen bekannten Erkrankungen vor (Einleitung S. 5).
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Abb. 10: Gutheilende Wunde mit regel-
rechtem Granulationsgewebe eine Wo-
che nach Weichteilverletzung mit an-
schließendem Débridement und sekund-
ärer Wundheilung.

Abb. 11: 9 Wochen alte schlechtheilende
Wunde bei bestehender pAVK Grad IIa
nach Fontaine zum Zeitpunkt der ambul-
anten Vorstellung. Nachdem Fibrinbeläge
und Nekrosen entfernt wurden, wurde das
bei der Auffrischung der Wundfläche ge-
wonnene Granulationsgewebe zur Unter-
suchung gebracht.



Ausschlußkriterien waren manifester Infekt, maligne Erkrankungen, Chemotherapie, Ste-

roidtherapie, Autoimmunerkrankungen, Kollagenosen, systemische Bindegewebserkrankun-

gen, rheumatoide Erkrankungen.

Patient

Alter des Pa-

tienten (Jahre)

und Geschlecht

Alter der

Wunde

(Wochen)

Enstehungsursache

1 52 m 2 Chirurgisch, Dekubitussanierung
2 68 m

1

Sek. Wundheilung nach chirurgischer In-

tervention, 
3 22 w 4 Z.n. Appendektomie, sek. Wundheilung
4 17 m 1 Exzision Sinus pieonidalis, sek. Wundheilung
5 62 m

1,5

Exzision Lymphfistel li.Leiste, sek. Wundhei-

lung
6 58 w 2 Exzision Perianalabzess, sek. Wundheilung
7 67 m 2,5 Sek. Wundheilung nach Unfall
8 40 m 3 Sek. Wundheilung nach Fersenverletzung
9 68 m 5 Sek. Wundheilung nach Wundehiszienz

10 37 m

2

Sek. Wundheilung nach Calcaneus osteoyn-

these
11 76 w

2

Sek. Wundheilung nach Hämatomausräu-

mung
12 43 w 1 Sek. Wundheilung nach Bursitis
13 53 w 2 Sek. Wundheilung nach Unfall
14 67 m 2 Sek. Wundheilung nach FK-Exzision

15

73 m

2

Sek. Wundheilung nach Acetabulumfraktur

und Drucknekrose
Tab. 4.1: Auflistung der Begleiterkrankungen der Patienten der Gruppe 1  (G1). 
m = männlich, w = weiblich

Die zur Analyse notwendige Menge an Granulationsgewebe von 20-40 mg wurde im

Rahmen des üblichen chirurgischen Wunddebridements (Anfrischen der Wundoberfläche zur

Verbesserung der Granulationsgewebebildung) in der interdisziplinär-chirurgischen Wundam-

bulanz entnommen. Das dabei abgetragene Granulationsgewebe wurde zur Untersuchung

verwendet, so daß eine spezielle Biopsie der Patienten nicht erforderlich war.

In beiden Gruppen wurde ausschließlich Granulationsgewebe analysiert. Das bei Gruppe

2 häufig auftretende avitale Gewebe am Wundgrund, sowie Nekrosen am Wundrand wurde

nicht verwendet.
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Vor dem Wunddebridement wurde den Patienten erklärt, wozu das gewonnene Granu-

lationsgewebe bei unserer Untersuchung verwendet wird. Nur bei Einverständiss der Pati-

enten wurden die Proben anonymisiert und zur weiteren Untersuchung verwendet. Den Pati-

enten wurde erklärt, dass ein Nutzen für Ihre eigene Therapie von unseren Untersuchungen

nicht zu erwarten ist.

3.2.2. Gewinnung der Einzelzellsuspension

Das biopsierte Gewebe wurde mehrmals in physiologischer NaCl Lösung gewaschen, um

es von Erythrozyten zu befreien. Anschließend wurde es fein zerkleinert und das Feuchtge-

wicht auf einer analytischen Waage bestimmt, nachdem die Probe während drei Minuten auf

Laborsaugpapier gelegen hatte. Dokumentiert wurde das Gewicht nach einminütiger Ge-

wichtskonstanz.

Die gewonnene Biopsie wurde mechanisch zerkleinert. Die zerkleinerten Gewebestücke

wurden 40 Minuten bei 37°C unter ständigem Rühren in 3ml Koll agenaselösung behandelt.

Verwendet wurde Lösung 6 die zu gleichen Teilen aus Kollagenase 1,2 und 4 mit einer Ge-

samtaktivität von 100 U/ml bestand. Nach jeweils 10 Minuten wurde der bereits gelöste Zell-

überstand abpipettiert, durch ein 100µm Netz gefiltert und auf Eis gelagert. Bei dieser Tem-

peratur werden die Kollagenasen inaktiviert, was einen weiteren Verdau der vorliegenden

Einzelzellen verhindert. Die Einzelzell-Suspension wurde zentrifugiert (1200Upm, 4°C,

8min.), in 5ml PBS-Lösung gewaschen und abermals zentrifugiert und resuspendiert.
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Patient

Alter des Pa-

tienten (Jahre)

und Geschlecht

Alter der

Wunde

(Monate)

Begleiterkrankungen

1 69 m 4 DM Typ2
2 71 m 7 AVK, CVI
3 63 w 25 CVI, PTS
4 79 w 10 AVK, CVI
5 75 w 3 AVK, DM Typ2
6 65 m 4 AVK, CVI
7 61m 3 AVK, DM Typ2
8 70 w 4 AVK, DM Typ2
9 59 w 6 DM Typ2, CVI

10 57m 15 AVK, CVI
11 60 m 13 CVI, AVK
12 63 m 7 Raucher, AVK, DM Typ2

Tab. 4.2: Auflistung der Begleiterkrankungen der Patienten der Gruppe 2  (G2).
m = männlich, w = weiblich, DM = Diabetes Mellitus; AVK = arterielle Ver-
schlußkrankheit; CVI = chronisch venöse Insuffizienz



3.2.3. Zellzahl

Um die Antikörper im Überschuß dosieren zu können, wurde die Zellzahl bestimmt. Hierzu

benutzten wir, wie im ersten Teil beschrieben (S. 35), die Trypanblau Färbung und zählten in

einer Neubauer Zählkammer die Zellen aus.

3.2.4. Flow-Cytometrische Analyse 

3.2.4.1. Antikörpermarkierung 

106 Zellen wurden in 100µl PBS resuspendiert und mit 10µl der jeweiligen Antikörperlö-

sung versetzt. Die Inkubation erfolgte während 30 Minuten bei 4°C und absoluter Dunkelheit.

Danach wurden die Zellen gewaschen (Zentrifuge: 1200 U/min, 6min, 4°C), und zur Analyse

iin 200µl PBS resuspendiert. Folgende Ansätze wurden benutzt:
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Probe FITC-Labelling PE-Labelling
Antikörperspezifität Klon Hersteller Antikörperspezifität Klon Hersteller

1
2 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova
3 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova β1 (D29) [3] TDM29, CBL
4 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova β3 (CD61) PM 6/13, CBL
5 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova α2 (CD49b) [4,5] AK7, CBL
6 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova α4 (CD49d) [6] BU49, CBL
7 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova α5 (CD49e) [7] SAM-1, CBL
8 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova αv (CD51) [8,9] 13C2, CBL
9 Fibroblasten-AK [1] AS02 dianova HA-Rezeptor

(CD44) [2]

F10-44-2, CBL

Tab.5: Auflistung der verwendeten Antikörper, der Klone, sowie der Hersteller (CBL: Cymbus
Biotechnoloy LTD). Probe 1 ist die Leerprobe die zur Bestimmung der Autofluoreszenz
diente. Probe 2 ist die Fibroblasten-markierte Probe, die uns erlaubte das Gate für FITC-po-
sitive Zellen zu erstellen. Probe 3-9 dienten der Quantifizierung der doppeltmarkierten Zellen 
(FITC ⇒ Fibroblasten; PE ⇒ Adhäsionsmoleküle)
[1] SAALBACH et.al., 1996, 1997; [2] GOLDSTEIN & BUTCHER, 1990; [3] HEMLER, 1990;
[4] FAVALORO et al., 1990; [5] MAZUROV et al., 1991; [6] Leukocyte typing VI (1997) Ox-
ford University Press; [7] VELDE, 1988; [8] [9] Leukocyte typing IV (1989) Oxford University
Press



3.2.4.2.Flow-Cytometrische Analyse

Die Analyse der Zellsuspension erfolgte, wie im ersten Teil beschrieben (Seite 31), mit Hil-

fe eines FACScanTM von Becton & Dickinson (Argonlaser 488nm). Die Kalibrierung wurde mit

fluoreszierenden Latexbeads (CaliBRITETM) der Firma Becton & Dickinson durchgeführt.

3.2.4.3. Computergestützte Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem WinMDI Version 2.7 Programm (Windows

Multiple Document Interface; Flow-Cytometry Application) durchgeführt. 

3.2.4.3.1. Anteil adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten

Für jeden einzelnen Zweitantikörper (PE = rot markiert auf FITC = grün markierten Fibro-

blasten) wurde zum einen der Anteil der positiven Zellen, zum anderen die mittlere Fluo-

reszenzintensität bestimmt. Die anhand der Leerproben festgelegten Gates wurden wie oben

beschrieben (S. 30; Abb. 4-7) angelegt.

3.2.4.3.2. Mittlere Fluoreszenzintensität

Zusätzlich bestimmten wir auch hier die mittlere Fluoreszenzintensität der Fibroblasten um

Aussagen über die mittlere Dichte der präsentierten Adhäsionsmoleküle treffen zu können.

Die computergestützte Auswertung erfolgte für alle untersuchten Adhäsionsmoleküle nach

der in Teil 1 beschriebenen Methode. (S. 31; Abb. 8-9).

3.2.5. Statistische Auswertung

Im zweiten Teil der Untersuchung, dem Vergleich der Adhäsionsmolekülverteilung in

chronischen und regulär heilenden Wunden wurde der Student's t-Test verwendet. Bei

fehlender Normalverteilung der Werte wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test angewandt.

Die Daten sind als Mittewert mit SEM (Standard Error of the Mean) dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Entwicklung der Methode

Bei der Analyse des regulär heilenden Granulationsgewebes wurden die Lösungen 1-7

zum Aufschluß der Gewebes herangezogen. Die Auswertung erfolgte zum einen unter Be-

rücksichtigung der insgesamt feigesetzten Zellen, zum anderen unter Berücksichtigung der

im Verlauf von 10 Minuten freigesetzten Zellen bei einer maximalen Versuchsdauer von 40

Minuten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt. Hierbei sind die Mittelwerte aller Pati-

entenproben (n=8) wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Lö-

sungen besteht nicht. Durch den unterschiedlichen Wassergehalt der einzelnen Proben war

es nicht möglich, auch bei Einsetzen gleicher Gewebemengen, einen repräsentativen Mittel-

wert der Zellen pro Gewebegewicht zu erzielen. Die absoluten Werte hatten zwischen den

einzelnen Patienten eine erhebliche Schwankungsbreite.

4.1.1 Verlauf 

Die Dokumentation des Verlaufs des Kollagenaseverdaus zeigt, daß alle Enzymlösungen,

außer Kollagenase 1, 95% der während eines 40 minütigen Verdaus gewonnenen Zellen in-

nerhalb von 30 Minuten freisetzten (Tab. 6).

Da das Feuchtgewicht, wie in Material und Methoden beschrieben, nicht zuverlässig zu

bestimmen war, konnten wir die Zahl der pro Milligramm Gewebe freigesetzten Zellen nicht

direkt miteinander vergleichen. Deshalb benutzen wir die Werte der Kollagenase 1 Lösung

bei jedem einzelnen Patienten als Referenzwert, und drückten die Ergebnisse der anderen

Lösungen in Relation zu diesem aus. Damit werden die Patienten auch untereinander ver-

gleichbar. Die prozentualen Angaben zum Verlauf werden so bestätigt und es zeigt sich in

39

Nr. Kollagenase Lösung Nach 10 Min.

Verdau

Nach 20 Min.

Verdau

Nach 30 Min.

Verdau

Nach 40 Min.

Verdau
1  Kollagenase 1 58,2% 22,1% 12,7% 6,97%
2  Kollagenase 2 56,1% 29,1% 10,4% 4,35%
3  Kollagenase 4 62,4% 20,8% 11,9% 4,87%
4  Kollagenase 2+4 63,9% 24,4% 7,80% 3,90%
5  Kollagenase 1+2+4 59,3% 23,7% 12,0% 4,79%
6  Kollagenase 4-1 57,6% 22,7% 16,7% 3,03%

Tab. 6: Anteil der in 10 Minutenschritten freigesetzten Zellen an den insgesamt nach
40 Minuten freigesetzten Zellen, aufgelistet für sechs verschiedene Kollagenaselö-
sungen. (Alle Werte sind Mittelwerte aus 8 verschiedenen Versuchen). Kollagenase-
Mischungen sind durch die Addition (+) wiedergegeben, der sequentielle Verdau
durch den Bindestrich (-).



der graphischen Darstellung eine stetige Abnahme der freigesetzten Zellen (Abb. 12). Eine

Signifikanz im Verlauf besteht nicht.

Abb. 12: Zeitlicher Verlauf des Verdaus für sechs verschiedene Kollagenaselösungen. Lö-
sung 1-6 sind entsprechend der Tabelle 6, Seite 42, numeriert. (Alle Werte sind relative
Mittelwerte, Referenzwert sind die insgesamt mit Kollagenase 1 freigesetzten Zellen)
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4.1.2. Gesamtzellzahl

Um die Werte der innerhalb von 40 Minuten freigesetzten Zellen miteinander vergleichen

zu können, haben wir den Wert der freigesetzten Zellen pro Milligramm Gewebe des

Kollagenase 1 Verdaus als Referenzwert benutzt und die Ergiebigkeit der anderen Lösungen

im Vergleich zu diesem bestimmt. Diese relativen Werte der 8 Patienten haben wir gemittelt

und die verschiedenen Kollagenaselösungen untereinander verglichen. Es stellte sich her-

aus, daß die Kollagenaselösungen die nur Kollagenase 2, 4 oder 2 + 4 enthalten, weniger

Zellen freisetzen als eine reine Kollagenase 1 Lösung. Der sequentielle Verdau mit Kollagen-

ase 4 und 1, sowie der Verdau mit der Lösung mit Kollagenase 1, 2 und 4 ermöglichte signi-

fikant mehr Zellen in Suspension zu versetzen als der Referenzverdau. (Abb.13).
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Abb. 13: Relative Ergiebigkeit der einzelnen Kollagenaselösungen. Die Lösung mit
Kollagenase 1+2+4 konnten signifikant mehr Zellen freisetzen als die übrigen Lö-
sungen. (Mittelwert ± SEM, One way ANOVA on ranks, Einzelvergleiche nach
Dunetts Test, * p<0,05 vs. Referenzlösung).
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4.1.3. Vitalität

Mit Hilfe der Trypanblau-Färbung bestimmten wir die Vitalität der in Suspension vorliegenden

Zellen. Mit allen verwendeten Kollagenaselösungen konnten wir hohe Überlebensraten der

Zellen erzielen die über 98% lagen. Nur beim Aufschluß mit der reinen Kollagenase 1 Lösung

konnten lediglich 84,5% der Zellen als vital nachgewiesen werden. Es besteht zwischen ein-

zelnen Lösungen eine Signifikanz, festgestellt mit One way ANOVA on ranks, paarweise Ein-

zelvergleiche nach Student-Newman-Keuls Test. Einzelvergleiche nach Dunnett's Test mit

der später verwendeten Lösung 5 als Kontrollgruppe ergaben die in der Tabelle 7 darge-

stellte Signifikanz gegenüber Lösung 1, Lösung 4 und Lösung 6.
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Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3 Lösung 4 Lösung 5 Lösung 6
Viablität 84,5 98,8 98,9 98,2 98,7 97,3

SEM 5,00 0,19 0,17 0,15 0,14 0,35
Signif. P<0,05 P<0,05 P<0,05

Tab. 7: Prozentualer Anteil überlebender Zellen an den insgesamt freigesetzten Zellen, auf-
gelistet für die verschiedenen Kollagenaselösungen. Mittelwert ± SEM = Standard Error of the
Mean; Signif. = Signifikanz nach Dunnett's Test; p<0,05 vs Lösung 5



4.1.4. Oberflächenantigene

Grundlegende Voraussetzung einer Analyse ist es die Zellen aus ihrem Gewebeverband

freizusetzen, ohne dabei wesentliche Oberflächenantigene zu verändern.

Als repräsentatives Oberflächenantigen wurde die Menge vorhandener CD29 Antigene

(β1-Integrinuntereinheit) auf Fibroblasten mittels der mittleren Fluoreszenzintensität be-

stimmt. Die mittlere Fluoreszenzintensität ist eine relative Angabe der Leuchtstärke bezogen

auf eine Kalibrierungslösung. Hierbei zeigen sich die Ergebnisse die mit den verschiedenen

Lösungen 1-6 erzielt wurden bei insgesamt hoher Dichte der β1-Integrinuntereinheit nicht si-

gnifikant unterschiedlich (ANOVA on ranks, p = 0,509). Die Ergebnisse sind in Abbildung 14

dargestellt.
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Abb. 14: Mittlere Fluoreszenzaktivität der CD29 Antigene auf Fibroblasten (ANOVA on 
ranks, p= 0,509) L= Lösung



4.1.5. Verhältnis der freigesetzten Zellpopulationen

Um die Effizienz der Kollagenaselösungen 1-6 zu evaluieren, bestimmten wir die üblicher-

weise im Granulationsgewebe vorhandenen zellulären Hauptbestandteile des Granulations-

gewebes: Fibroblasten, Leukozyten und Endothelzellen.

4.1.5.1. Fibroblasten

Der Anteil der Fibroblasten an den insgesamt mit FACS detektierten Zellen war für die ein-

zelnen Kollagenaselösungen 1-6 nicht signifikant unterschiedlich (ANOVA on ranks, p =

0,287). Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt.

Abb. 15: Prozentualer Anteil der Fibroblasten an den insgesamt detektierten Zellen.
L = Lösung. Mittelwert ± SEM, ANOVA on ranks, p= 0,287
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4.1.5.2. Leukozyten

Der Anteil der Leukozyten an den insgesamt mit FACS detektierten Zellen war für die einzel-

nen Kollagenaselösungen 1-6 signifikant unterschiedlich. Es besteht zwischen einzelnen Lö-

sungen eine Signifikanz, festgestellt mit ANOVA on ranks, paarweisen Einzelvergleiche nach

Student-Newman-Keuls Test. Einzelvergleiche nach Dunnett's Test mit der später verwende-

ten Lösung 5 als Kontrollgruppe ergaben die in der Abbildung 16 dargestellte Signifikanz

gegenüber Lösung 2 und Lösung 4.

Abb. 16: Prozentualer Anteil der Leukozyten an den insgesamt detektierten Zellen. L = Lö-
sung, Mittelwert ± SEM, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls Test * p< 0,05 vs. L5
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4.1.5.3. Endothelzellen

Der Anteil der Endothelzellen an den insgesamt mit FACS detektierten Zellen war für die ein-

zelnen Kollagenaselösungen 1-6 signifikant unterschiedlich. Es besteht zwischen einzelnen

Lösungen eine Signifikanz, festgestellt mit ANOVA on ranks, paarweisen Einzelvergleiche

nach Tukey Test und Student-Newman-Keuls Test. Einzelvergleiche nach Tukey Test und

Dunnett's Methode mit der später verwendeten Lösung 5 als Kontrollgruppe ergaben die in

der Abbildung 17 dargestellte Signifikanz

Abb. 17: Prozentualer Anteil der Endothelzellen an den insgesamt detektierten Zellen. L =
Lösung. Mittelwert ± SEM, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls Test * p< 0,05 vs.
L5
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4.1.5.4. Insgesamt zugeordnete Zellen

Insgesamt konnten die mit den einzelnen Lösungen gewonnenen Zellen unterschiedlich

gut zugeordnet werden. Mit Lösung 3 und Lösung 5 konnten insgesamt ca. 95 % der mit

FACS detektierten Zellen zugeordnet werden. Alle anderen Lösungen blieben unter einer

Quote von 90 % zurück. Es besteht zwischen einzelnen Lösungen eine Signifikanz, festge-

stellt mit ANOVA on ranks, paarweisen Einzelvergleichen nach Student-Newman-Keuls Test.

Einzelvergleiche nach Dunnett's Test mit der später verwendeten Lösung 5 als Kontroll-

gruppe ergaben die in der Abbildung 18 dargestellte Signifikanz gegenüber Lösung 1 und Lö-

sung 4.

Abb. 18: Prozentualer Anteil der zugeordneten Zellen bezogen auf die insgesamt detek-

tierten Zellen. L = Lösung. Mittelwert ± SEM, ANOVA on ranks, Einzelvergleiche nach

Dunnett's Test * p< 0,05 vs. L5
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4.1.6. Zusammenfassung

Insgesamt konnte mit jeder Kollagenaselösung ein suffizienter Verdau mit vergleichbarer

Kinetik des Granulationsgewebes herbeigeführt werden. Es konnte nicht bewiesen werden,

daß eine einzelne Lösung signifikant mehr vitale Zellen pro Milligramm Gewebe freisetzt.

Beim Vergleich der relativen Zahlen (S.47) konnte allerdings eine sigifikant besseres Ab-

schneiden der Lösung 5 gegenüber allen anderen Lösungen bewiesen werden. Auch bei der

Beurteilung der Oberflächenrezeptoren konnte kein besonderer Unterschied zwischen den

Lösungen bestimmt werden. Bei der Evaluierung der einzelnen nachgewiesenen Zellpopu-

lationen konnte nur für die Endothelzellen (S.49) eine eindeutige Signifikanz bei der Lösung 5

gegenüber allen anderen Lösungen festgestellt werden.
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4.2. Anwendung der Methode zur Bestimmung der Expression von Adhäsions-

molekülen auf Fibroblasten aus humanem Granulationsgewebe

4.2.1. Anteil der adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten

4.2.1.1. β1-Integrinuntereinheit, CD29

Der prozentuale Anteil der β1-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich kein höherer Anteil an β1-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in Abbildung

19 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 19: Prozentualer Anteil der ß1-positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden
(CW, n=12). Mittelwert ± SEM, p>0,05 vs. RW
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4.2.1.2. β3-Integrinuntereinheit, CD61

Der prozentuale Anteil der β3-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab einen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich ein deutlich höherer Anteil an β3-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 20 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem t-Test überprüft.

Abb. 20: Prozentualer Anteil der ß3-positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden
(CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. RW
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4.2.1.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b

Der prozentuale Anteil der α2-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab einen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich ein deutlich höherer Anteil an α2-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 21 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 21: Prozentualer Anteil der α2-positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden
(CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. RW
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4.2.1.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d

Der prozentuale Anteil der α4-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab einen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich ein deutlich höherer Anteil an α4-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 22 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 22: Prozentualer Anteil der α4-positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden (CW,
n=12). Mittelwert ± SEM,  *p<0,05 vs. RW
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4.2.1.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e

Der prozentuale Anteil der α5-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab einen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich ein deutlich höherer Anteil an α5-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 23 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 23: Prozentualer Anteil der α5-positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden
(CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. RW
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4.2.1.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51

Der prozentuale Anteil der αv-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen Fibro-

blasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich kein höherer Anteil an αv-positiven Fibroblasten. Die Ergebnisse sind in Abbildung

24 dargestellt. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 24: Prozentualer Anteil der αv−positiven Zellen von allen gemessenen Fibroblasten
im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen Wunden
(CW, n=12). Mittelwert ± SEM, p>0,05 vs. RW 
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4.2.1.7. Hyaluronsäurerezeptor, CD44 

Der prozentuale Anteil der CD44-positiven Fibroblasten an den insgesamt gemessenen

Fibroblasten der verschiedenen Granuationsgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied

zwischen chronischem und regulär heilendem Granulationsgewebe. In chronischen Wunden

findet sich kein höherer Anteil an CD44-positiven Fibroblasten. Im Gegenteil, die Zahl der

Fibroblasten mit CD44 Expression war gegenüber den Fibroblasten aus regulär heilenden

Wunden geringfügig erniedrigt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt. Die Signifi-

kanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 25: Prozentualer Anteil der CD44−positiven Zellen von allen gemessenen Fibro-
blasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden (RW, n=15) und chronischen
Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, p>0,05 vs. RW 
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4.2.2. Mittlere Fluoreszenzintensität adhäsionsmolekülexprimierender Fibroblasten

4.2.2.1. β1-Integrinuntereinheit, CD29

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine deutliche Dichtezunahme der β1-Integrinuntereinheiten

auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt.

Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft

Abb.26: Mittlere Fluoreszenzaktivität der β1-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW
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4.2.2.2. β3-Integrinuntereinheit, CD61

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine signifikante Dichtezunahme der β3-Integrinuntereinhei-

ten auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 darge-

stellt. Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 27: Mittlere Fluoreszenzaktivität der β3-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW
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4.2.2.3. α2-Integrinuntereinheit, CD49b

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine deutliche Dichtezunahme der α2-Integrinuntereinheiten

auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt.

Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 28: Mittlere Fluoreszenzaktivität der α2-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW
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4.2.2.4. α4-Integrinuntereinheit, CD49d

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine deutliche Dichtezunahme der α4-Integrinuntereinheiten

auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt.

Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 29: Mittlere Fluoreszenzaktivität der α4-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW
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4.2.2.5. α5-Integrinuntereinheit, CD49e

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine deutliche Dichtezunahme der α5-Integrinuntereinheiten

auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt.

Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U- Test überprüft.

Abb. 30: Mittlere Fluoreszenzaktivität der α5-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW
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4.2.2.6. αv-Integrinuntereinheit, CD51

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine deutliche Dichtezunahme der αv-Integrinuntereinheiten

auf Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestellt.

Die Signifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 31: Mittlere Fluoreszenzaktivität der αv-positiven Fibroblasten von allen gemessenen
Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW, n=15) und
chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW 
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4.2.2.7. Hyaluronsäurerezeptor, CD44

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz, die ein Maß für die durchschnittliche Antigen-

dichte auf den Zellen ist, zeigte eine signifikante Abnahme der Dichte der CD44 Antigene auf

Fibroblasten in chronischen Wunden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 dargestellt. Die Si-

gnifikanz wurde mit Mann-Whitney U-Test überprüft.

Abb. 32: Mittlere Fluoreszenzaktivität der CD44-positiven Fibroblasten von allen ge-
messenen Fibroblasten im Granulationsgewebe von regulär heilenden Wunden (RW,
n=15) und chronischen Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW 
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4.2.3. Zusammenfassung

Abb. 33: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils der antigenpositiven
Fibroblasten an den insgesamt gemessene Fibroblasten. In chronischen Wunden konnte ein
signifikant höherer Anteil an α2-, α4-, α5-und β3- positiven Fibroblasten festgestellt werden.
Hellgraue Säulen = regulär heilende Wunden (RW, n=15); dunkelgraue Säulen = chronische
Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs RW 

Abb. 34: Zusammenfassende Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensität als Maβ für die
durchschnittliche Antigendichte auf den Zellen, zeigte eine deutliche Zunahme der Dichte für
die α2-, α4-, α5- und β3- Integrinuntereinheiten, jedoch eine deutliche Abnahme der Dichte
für den CD44 Hyaluronsäurerezeptor. Hellgraue Säulen = regulär heilende Wunden (RW,
n=15); dunkelgraue Säulen = chronische Wunden (CW, n=12). Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs
RW 
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5. Diskussion: 

Die objektivierbare Analyse einer gestörten Wundheilung als Grundlage der Etablierung einer

neuen phasengerechten Wundtherapie ist weiterhin ein nicht gelöstes Problem in der Be-

handlung. Wissenschaftliche Analysen die zur Klassifizierung von Wundheilung angewendet

werden beziehen die Methoden der histologischen Aufarbeitung von Gewebe, die Analyse

vorhandener Wachstumsfaktoren und die in vitro Untersuchung von Gewebebiopsien ein.

Versuche, den Verlauf der Wundheilung zu erfassen, werden auch mit Hilfe der computerge-

stützten Morphometrie unternommen. Bisher hat noch keine der Methoden eine schlüssige

und objektive Klassifizierung chronischer Wunden hervorgebracht. Hinzu kommt, daß alle

histologischen Untersuchungen, Bestimmungen von Wachstumsfaktoren und in vitro Analy-

sen von Zellkulturen nur mit einer erheblichen zeitlichen Verzögerung durchzuführen sind.

Wesentliche zu fordernde Kriterien einer Analysemethode für die klinische Pati-

entenversorgung sind zum einen, die zeitnahe Durchführbarkeit um aktuelle Therapieent-

scheidungen treffen zu können, zum anderen muß der Einsatz und Aufwand der technischen

Mittel vertretbar sein. Bisher besteht keine solche Analysemöglichkeit. Die von uns ausge-

wählte Methode des Fluoreszenz-aktivierten cell sortings ist im Rahmen der Hämato-Onkolo-

gie eine diagnostische Routinemethode, die an vielen Kliniken angewandt wird. Weiterhin be-

trägt die Zeitspanne zwischen Gewebeentnahme und Analyse ungefähr 90 Minuten, sodaß

zeitnahe Entscheidungen gefällt werden können.

5.1. Entwicklung der Methode

5.1.1. Diskussion der Methode

Die erste Frage, die sich im Rahmen dieser Untersuchungen gestellt hat, war, ob durch

Flow-Cytometrie eine Analyse des Granulationsgewebes möglich ist. Hierzu mußte das Ge-

webe in eine Einzelzellsuspension überführt werden, ohne die Expression der Oberflächen-

antigene zu beinflussen. Ein zeitnaher Aufschluß des Gewebes ist nicht nur erforderlich um

patientenorientierte Entscheidungen zu treffen, sondern auch deshalb, weil sich die Expressi-

on der Oberflächenantigene auf den Zellen rasch verändern kann. Diese Tatsache wird bei

vielen Untersuchungen nicht berücksichtigt, die humanes Granulationsgewebe in vitro über-

tragen und durch die Veränderung des Milieus eine veränderte Oberflächenantigenstruktur

erzeugen.

Der Gewebeaufschluß sollte zeitnah durchführbar sein, da XU & CLARK (1996) nach-

weisen konnten, daß Integrine in Abhängigkeit des gebundenen Substrates exprimiert

werden. Weitere Arbeitsgruppen (TODD et al., 1984; BAINTON et al., 1987; BORREGAARD
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et al., 1987; MILLER et al., 1987) beschreiben die Veränderung der Anzahl der präsentierten

Oberflächenantigene, sowie eine schnelle Regulation der adhäsiven Fähigkeiten der

präsentierten Integrine (WRIGHT & MEYER, 1986; BUYON et al., 1988; LO et al., 1993).

Diese Verschiebung im Präsentationsmuster der Adhäsionsmoleküle kann bei der Analyse

nativer Zellen nicht toleriert werden und kann nur umgangen werden, wenn der äußere Reiz,

wie z.B. der Verlust der Adhäsion, in seiner zeitlichen Dauer beschränkt bleibt und der Meta-

bolismus der Zellen durch die Analyse Technik möglichst gering beeinflusst wird.

Eine weitere Gefahr beim prolongierten Kontakt der Zellen mit Kollagenasen ist der enzy-

matische Abbau der Oberflächenantigene und damit der Verlust der Bindungsstellen für die

farbstoffmarkierten Antikörper. Bei Integrinen geht man davon aus, daß sie durch ihre globu-

läre Struktur (CARREL et al., 1985; NERMUT, 1988) relativ resistent gegen den Abbau durch

Enzyme sind (GEBAUER et al., 1996). Genaue Studien wie lange sie Kollagenase-Exposition

tolerieren gibt es bisher jedoch nicht. Wie in unseren Untersuchungen der einzelnen

Kollagenaselösungen zur mittleren Fluoreszenzintensität des ubiquitär vorkommenden CD29

Oberflächenantigens gezeigt wird, bestehen bei insgesamt hoher Antigendichte keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den einzelnen Lösungen.

Eine Besonderheit des Kollagenaseverdaus ist die Anwendung von Kollagenase 3, die zu

einer Provokation der Autofluoreszenz von Zellen führt die letztlich eine Auswertung im Flow-

Cytometer unmöglich macht. 

Ein weiteres kritisches Kriterium bei der Herstellung einer Einzelzellsuspension ist die Vi-

talität der Zellen, da durch die Kollagenasebehandlung auch die Zellmembran geschädigt

werden kann. Durch die geschädigte Zellmembran dringt Trypanblau in die Zellen ein, d.h. vi-

tale Zellen sind in der Lage Trypanblau auszuschließen. Die Kollagenaselösungen 1-6 waren

dabei nicht signifnikant unterschiedlich wobei die Lösung 1 am unteren Rand der Toleranz-

grenze lag.

Die Effizienz der Kollagenaselösungen wurde durch die Verhältnisse der freigesetzten

Zellpopulationen überprüft. Hierbei zeigte sich, daß bei den Endothelzellen die Kollagenase-

lösung 5 (Kollagenase 1 + 2+ 4) signifikant bessere Ergebnisse erzielt. Insgesamt konnte bei

der Addition der Mittelwerte ungefähr 96% aller detektierten Zellen zugeordnet werden. 

Insbesondere unter Berücksichtigung der Freisetzung von Endothelzellen, sowie der ho-

hen Zahl an Zellen die zuzuordenen waren, haben wir uns für die Kollagenaselösung 5

(Kollagenase 1 + 2+ 4) entschieden, um die Untersuchungen durchzuführen. Auch wenn die

Lösung 5 den anderen Lösungen nicht immer überlegen war, so war sie insgesamt doch

jene, die die effektivste Zellfreisetzung bewirkte. Außerdem wurde in Voruntersuchungen be-

reits beschrieben, daß mit Kollagenase 2 und 4 (RODBELL, 1964; SEGLEN, 1976) ein

schonender Aufschluß empfindlicher Gewebe möglich ist. 
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5.2. Anwendung der Methode zur Bestimmung von Adhäsionsmolekülen auf Fibro-

blasten aus humanem Granulationsgewebe

Die Wundheilung wird bestimmt durch die Kommunikation und Kooperation zwischen orts-

ansässigen Zellen in dem die Wunde umgebenden Gewebe, wie Fibroblasten, und zirku-

lierenden Abwehrzellen, wie Makrophagen, Granulozyten, Lymphozyten. Diese Kommunika-

tion kann über Signalstoffe erfolgen oder aber durch direkten Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakt

übermittelt werden. Adhäsionsmoleküle sind die molekulare Basis für Zell-Zell und Zell-Matrix

Interaktionen und bestimmen den Verlauf der Wundheilung. In der ersten Phase der Wund-

heilung entsteht eine provisorische Wundmatrix vornehmlich aus Fibrin, Fibronektin und

Thrombozyten. Die Thrombozyten werden durch den Kontakt mit der Interzellularsubstanz

aktiviert und setzen verschiedene Zytokine und biologisch aktive Mediatoren frei. Diese Zyto-

kine aktivieren ruhende Fibroblasten, Endothelzellen und Abwehrzellen und bedingen so die

Einwanderung dieser Zellen aus dem umliegenden Bindegewebe in das Gra-

nulationsgewebe. Man stellt sich vor, daß diese Aktivierung eng im Zusammenhang mit der

Hochregulation verschiedener Adhäsionsmoleküle auf der Zelloberfläche steht, die der Migra-

tion und Adhäsion der Zellen vorausgeht. Aus in vitro Experimenten weiß man, daß Zytokine

die Expression der Adhäsionsmoleküle modulieren (ROTHLEIN et al., 1989; BARKER et al.,

1990; SANTALA & HEINO, 1991; WANG et al., 2005). Die typischen Inflammations-

mediatoren IL-1, TNF-α und IFNγ konnten als sehr potente Regulatoren der Expression von

Adhäsionsmolekülen bestimmt werden (DUSTIN et al., 1986; ROTHLEIN et al., 1989;

BARKER et al., 1990; LEIR et al., 2003). In vivo sind die Regulationsmechanismen allerdings

um einiges komplizierter, da einige der Zytokine sowohl synergistisch als auch antagonistisch

wirken und ein sehr komplexes Netz aus Inhibition und Stimulation spinnen, welches für das

tatsächliche Expressionsmuster der Adhäsionsmoleküle verantwortlich ist.

Bisher wurde dieses Expressionsmuster nur an kultivierten Fibroblasten in vitro untersucht

(GEBAUER et al., 1996; PETRI et al., 1997). Dies wirft einige grundsätzliche Probleme auf,

da alleine schon das Züchten der Zellen in Kulturschalen die Expression der Adhä-

sionsmoleküle verändert. Die Zellen müssen sich über künstliche Oberflächen hinwegbe-

wegen, die so im Gewebe nicht vorkommen. Dies führt dazu, daß Zellen mit einem bestimm-

ten Expressionsmuster der Adhäsionsmoleküle einen selektiven Vorteil haben, und damit in

der Kultur eine Subpopulation dominant heranwächst. Deshalb war es unser Bestreben eine

Methode zu entwickeln, die es erlaubt das tatsächliche Expressionsmuster nativer Fibro-

blasten als Hauptbestandteil des Granulatiosgewebes zu bestimmen. 
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5.2.1 Interpretation der erhobenen Daten

5.2.1.1. Integrine

Integrine nehmen während der Wundheilung eine zentrale Rolle in der Kette der Abläufe

ein, und, obschon dies in der Literatur allgemein anerkannt wird, gibt es bis jetzt nur wenige

Veröffentlichungen, die Integrine auf Zellen des Granulationsgewebes bestimmt haben. Dies

geschah dann auch meist qualitativ anhand des histologischen Schnittes und erlaubte keinen

Rückschluß auf die Quantität der exprimierten Integrine (LARJAVA et al., 1993). GEBAUER

et al. (1996) untersuchten Fibroblasten aus humanem Granulationsgewebe regulär heilender

Wunden auf verschiedene migrationsspezifische Integrine und konnten eine vermehrte Ex-

pression der Integrinuntereinheiten α2, α4, α5 und αv während der Proliferationsphase der

Wundheilung im Vergleich zu dermalen Fibroblasten nachweisen (PETRI et al., 1997). Diese

Untersuchung zeigt, daß Integrine situationsabhängig reguliert werden und in der Wundhei-

lung von Bedeutung sind. Allerdings unterliegt die Untersuchung mehreren Einschränkungen:

Es wurden nur Fibroblasten untersucht, die selbständig aus dem Granulationsgewebe aus-

wanderten, somit ist eine Mengenangabe der integrinexprimierenden Zellen des gesamten

Granulationsgewebes nicht möglich, da keine repräsentative Population untersucht wurde.

Weiterhin wurden Fibroblasten der 4. und 5. in vitro Zellpassage untersucht. Es kann daher

kaum auf den Zustand nativer Fibroblasten im Granulationsgewebe rückgeschlossen werden

und die Ergebnisse müssen deshalb als nicht repräsentativ für natives Gewebe betrachtet

werden. 

Granulationsgewebe chronischer Wunden wurde bisher nahezu ausschließlich am Tier-

modell untersucht. Bei humanen Wunden haben die Untersuchungen sich nahezu aus-

schließlich auf Wundsekret und dessen Inhaltsstoffe bezogen. Die zellulären Komponenten

in chronischen Wunden, deren Verhältnisse zueinander, und deren Phenotyp sind im wesent-

lichen am Patienten noch nicht untersucht worden.

In einer ersten Untersuchung konnten wir bereits mit der Methode der FACS-Analyse das

Verhältnis der Zellpopulationen in chronischen und regulär heilenden Wunden beschreiben

(KOSCHNICK et al., 1998; BUSSER et al.,1998). In dieser Arbeit haben wir eine ähnliche

Technik mit anderen monoklonalen Antikörpern angewandt um die Präsentation von In-

tegrinen auf Fibroblasten in chronischen und regulär heilenden Defektwunden zu verglei-

chen. In dieser Untersuchung ist es uns nun gelungen, Oberflächenmerkmale nativer Fibro-

blasten, sowohl aus regulär heilenden als auch aus chronischen Wunden quantitativ zu be-

stimmen. Es stellte sich heraus, daß alle von uns untersuchten α-Untereinheiten in

chronischen Wunden vermehrt exprimiert wurden. Der Anteil positiver Zellen war bei allen α-

Untereinheiten, außer αv, signifikant erhöht.
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In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, daß die Integrinuntereinheiten ß1 und αv auf

gleich vielen Fibroblasten aus chronischen und regulär heilenden Wunden nachgewiesen

werden konnte. Für alle übrigen Integrinuntereinheiten (ß3, α2, α4, α5) stellte sich heraus,

daß in chronischen Wunden eine signifikant größere Anzahl Fibroblasten diese präsentiert.

Es ist jedoch festzustellen, daß auch die mittlere Fluoreszenzintensität für die ß1 und αv In-

tegrinuntereinheit in chronischen Wunden erhöht ist. Aus der Literatur bekannte Ergebnisse

zur ß1 Untereinheit zeigt, daß diese im allgemeinen im Überschuß vorliegt (GEBAUER et al.

1996), was im Hinblick auf eine rasche Verfügbarkeit der ß1 Untereinheit interpretiert wurde.

Unsere Untersuchungen zeigen allerdings im Gegensatz dazu, daß eine erhöhte Dichte der

ß1 Untereinheit auf Fibroblasten chronischer Wunden gefunden werden kann.

Grundsätzlich bestehen drei Erklärungsmöglichkeiten für die vermehrte Rezeptor-

präsentation in chronischen Wunden:

Der Fibroblast produziert mehr Integrine

Die Adhäsionsstellen werden fehlbesetzt

Die Integrine werde langsamer abgebaut

Alle drei Möglichkeiten scheinen bei der chronischen Wundheilung von Bedeutung zu

sein.

1. Die erste Feststellung hätte grundlegende Auswirkungen auf das Verständnis der

Wundheilung, bedeutet dies doch, daß Fibroblasten im Granulationsgewebe in der Lage

sind, auf äußere Reize zu reagieren. Früher ging man davon aus, daß die durch die Begleit-

erkrankungen bedingte Mangelversorgung im Wundgebiet eine Reaktion der Fibroblasten,

die die Synthese neuer Proteine voraussetzt, verhindern oder doch zumindest einschränken

würde. Diese Theorie hat sich mittlerweile als nicht vollständig zutreffend erwiesen, da auch

andere Gruppen nachweisen konnten, daß in chronischen Wunden eine gesteigerte Syn-

these von funktionstüchtigen Proteinen in Form von sezernierten Proteasen, möglich ist

(BULLEN et al., 1995; YAGER et al., 1996). Unsere Studien zeigen, daß die Präsentation

von Integrinen in großer Zahl unabhängig von der Schwere der Begleiterkrankungen möglich

ist. Der Fibroblast in chronischen Wunden besitzt einen, im Bezug auf heilende Wunden,

veränderten Phenotyp. Inwieweit diese Veränderung ein Teil eines selbständig ablaufenden

Wundheilungsprogramms ist, müssen weitere Untersuchungen zeigen. ANDERSON et al.

(1995) vertritt die These, daß die Anoxie, die bei der Gewebeverletzung auftritt, ausschlag-

gebend für den Beginn eines Wundheilungsprogramms im Fibroblasten ist, der den Metabo-

lismus auf Glycolyse umstellt und durch eine vermehrte Sekretion von Proteasen und Nu-

kleasen zum Wunddebridement beiträgt. Die vermehrte Expression von Integrinen auf der

Oberfläche der Fibroblasten könnte Teil dieses oder eines ähnlichen Programmes sein.
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Außerdem könnte es eine Reaktion der Zelle im Sinne eines positiven Regelmechanismus

auf einen vermehrten Abbau der Rezeptoren durch Proteasen sein.

GEBAUER et al. (1996) hat gezeigt, daß auch in regulär heilenden Wunden die Integrine

im Vergleich zu ruhenden Fibroblasten vorübergehend vermehrt exprimiert werden.

Allerdings ist dies nur ein temporärer Effekt, der mit dem Fortschreiten der Heilung

verschwindet. Desweiteren kann dies auch lediglich Ausdruck der Versuchsanordnung sein,

bei der der Untersucher Zellen in eine Kulturschale übertragen hat und dadurch eine grund-

sätzliche Veränderung des Integrinmusters provoziert hat. Die Menge an exprimierten In-

tegrinen, die wir in chronischen Wunden beobachten konnten, lag deutlich über der in hei-

lenden Wunden. 

Die vermehrte Expression von Integrinen könnte unter physiologischen Bedingungen da-

durch Zustande kommen, daß Fibroblasten die in der provisorischen Wundmatrix vor-

handenen Bestandteile, wie Fibrin, Fibronektin, Kollagen u.a., erkennen und auf den Reiz

von Zytokinen hin die Produktion der korrespondierenden Integrine steigern. Ein vergleich-

barer Effekt wurde in vitro für migrierende Fibroblasten nachgewiesen (XU & CLARK, 1996).

Die Gruppe um XU & CLARK (1996) konnte zeigen, daß eine Stimulation der Fibroblasten

mit PDGF die Expression der Integrine in Abhängigkeit der Matrix reguliert. So wurde in

Anwesenheit von Kollagen und PDGF vermehrt die α2-Untereinheit exprimiert, in fibronektin-

reichen Gels wurde bei gleichbleibender Stimulation die Synthese von α5-Untereinheiten in-

duziert. In der provisorischen Wundmatrix sind alle Liganden der von uns untersuchten Un-

tereinheiten vorhanden und die Stimulation durch das von Thrombozyten sezernierte PDGF

könnte zu einer initialen vermehrten Expression der Integrin-Untereinheiten als Voraus-

setzung einer regulären Wundheilung führen. In chronischen Wunden scheint die Expression

allerdings noch verstärkt, was durch die bekannte persistierende Inflammation in der

chronischer Wunde mit einem Anstieg von unter anderem TNF-α erklärt werden kann. 

TNF-α ist ein Mediator von dem bekannt ist, in vitro eine vermehrte Expression der α-Un-

tereinheiten zu verursachen (SANTALA & HEINO, 1991; GEBAUER et al., 1996). Schon seit

einiger Zeit wird diskutiert, daß ein bedeutender Mechanismus der verzögerten Wundheilung

eine persistierende Entzündungsreaktion im Wundgebiet ist (SHEKHTER et al.,1984). Dar-

aus könnte eine anhaltende Stimulation der Fibroblasten durch TNF-α resultieren, die auch

die vermehrte Expression der α-Integrinuntereinheit erklären würde. Allerdings konnte dieser

Effekt nicht für die β1-Untereinheit nachgewiesen werden, da deren Expression in vitro durch

TNF-α nicht stimulierbar war. Andere Reize müssen also die Zellen veranlassen auch die β1-

Kette zu synthetisieren bzw. zu externalisieren. Für α6β1, ein in unserer Arbeit nicht unter-

suchtes Integrin, konnte eine selektive Hochregulation durch Interleukin-1α bei Pankreascar-

cinom-Zellen nachgewiesen werden (SAWAI et al., 2005)

2. Neben anderen Zytokinen, deren Effekt auf die Integrine noch untersucht werden muß,

kann aber auch die Matrix direkt die Präsentation der Integrine regeln (GAILIT & CLARK,
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1994). So ist es vorstellbar, daß Fibroblasten im Granulationsgewebe nur ungenügend adhe-

rieren und migrieren können und deshalb immer mehr Integrine produzieren um diesen

Nachteil auszugleichen. Diese Insuffizienz der Zellmatrix in chronischen Wunden wurde in

verschiedenen Untersuchungen belegt. GRINNELL et all. (1992) konnte im Wundsekret

chronischer Wunden hohe Konzentrationen von Fragmenten der Matrixproteine Fibronektin

und Vitronektin nachweisen, die die Zelladhesion nicht mehr unterstützen sondern diese viel-

mehr noch verhindern, indem sie die Rezeptoren belegen und ihren ursprünglichen Liganden

gegenüber unerreichbar machen. Diese relative Matrixinsuffizienz ließe sich durch die in

chronischen Wunden vermehrt vorhandenen Proteasen (BULLEN et al., 1995; YAGER et al.,

1996; VAALAMO et al., 1996) erklären. Der Verlust der fibrillären Struktur wichtiger Matrix

Komponenten wie Fibronektin, Vitronektin, Hyaluronsäure und Kollagen III führt dazu, daß In-

tegrine zwar an die Fragmente binden, die Zelle aber ihren Kraftvektor nicht auf die Umge-

bung anwenden kann, um sich im Raum weiterzubewegen. Um dieses Phänomen zu errei-

chen braucht nur ein kleiner Teil der Matrix angedaut zu werden, da die freigesetzten Frag-

mente die Integrine belegen und sie für die Bindung an noch intakten Matrixstrukturen nutz-

los machen (GRINNELL et al., 1992). Schon seit längerem ist bekannt, daß man die Ad-

häsion und Migration mit Proteinfragmenten, die die jeweiligen Bindungsstellen aufweisen,

verhindern kann (CHARO et al., 1990; DIAMONDS & SPRINGER, 1994)

3. Eine andere Möglichkeit die erhöhte Präsenz von Integrinen auf den Fibroblasten zu

erklären ist deren verminderter Abbau. Es stellte sich heraus, daß Fibroblasten, im Gegen-

satz zu neutrophilen Granulozyten, bei der Migration einen großen Teil ihrer β1-Integrine ver-

lieren. REGEN & HORWITZ (1992) beobacheten Integrinaggregate auf migrierenden

Hühnerfibroblasten. Dabei bemerkten sie, daß an der der Migratonsrichtung abgewandten

Oberfläche der Zellen die Integrine zum einen in Vesikeln ins Zellinnere transportiert wurden,

zum anderen aber ein Teil der β1- und α5- Integrinuntereinheiten auf dem Substrat zurück-

blieb. Mit verbesserten Untersuchungsmethoden konnte die Gruppe um PALECEK et al.

(1996) nachweisen, daß 81 ± 15 % der Integrine aus den Makroaggregaten aus der Zelle ge-

löst werden und an den Komponenten der Zellmatrix haften bleiben. Phänomene wie die vor-

her beschriebene Vesikelbildung oder die Diffusion der Integrine in der Zellmembran wurden

ebenfalls beobachtet; der weitaus größte Teil der Integrine ging allerdings bei der Migration

verloren. Dieser Verlust wichtiger Zelleigenschaften scheint ökonomisch wenig sinnvoll, und

wurde in dieser Art auch nur bei langsam migrierenden Zellen, z.B. Fibroblasten, beobachtet,

die in Ruhe residente Zellen des Gewebes sind. Zellen die öfters auf die Migration ange-

wiesen sind, wie Granulozyten oder Keratinozyten, zeigen eine koordiniertere Bewegung bei

der Migration und man kann davon ausgehen, daß diese Zellen andere Mechanismen zur

Ablösung vom Substrat einsetzen. Für Fibroblasten jedoch ist der Verlust ihrer Adhäsions-

aggregate wahrscheinlich ein physiologischer Prozeß. In vivo Untersuchungen von

migrierenden Fibroblasten in der Kornea haben ergeben, daß Teile der Zellmembran an der
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der Migrationsrichtung abgewandten Seite der Fibroblasten zurückgelassen wurden (HAY,

1985). Für unsere Untersuchung würde das bedeuten, daß wir in chronischen Wunden signi-

fikant mehr Integrinuntereinheiten nachweisen konnten, weil die Fibroblasten aufgrund einer

eingeschränkten Migration weniger Integrinaggregate in die Zellmatrix abgegeben haben. 

Da Integrine nicht nur bei der Migration und Adhäsion der Zellen von Bedeutung sind, son-

dern auch an zytoplasmatisch interzellulären Kommunikation beteiligt sind, hat eine Ver-

änderung ihrer Zahl Konsequenzen für das Verhalten der Fibroblasten. WERB et al. (1989)

konnten nachweisen, daß die Bindung von Fibronektin- bzw. Vitronektin-Fragmenten an ihre

jeweiligen Rezeptoren (α5β1 bzw. αvβ1) zu einer Sekretion von Proteasen (Kollagenase und

Stromelysin) führt. Intaktes Fibronektin /Vitronektin hatte diese Potenz nicht. Ähnliches gilt für

die Hyaluronsäure, Hyaluron-oligosaccharide induzieren die Transkription von Metallo-

proteasen (FIEBER et al., 2004). Wie die Fibroblasten diese Information an das Zellinnere

weiterleiten, ist bisher nicht in allen Einzelheiten geklärt. Allerdings werden verschiedene Se-

cond Messenger Kaskaden als wahrscheinlich angesehen (SCHWARTZ, 1995). Somit hätte

die Verdopplung der Integrine auf der Zelloberfläche einen exponentiellen Anstieg der Zel-

lantwort zur Folge, in diesem speziellen Fall also eine drastische Steigerung der

Proteasensekretion. Diese Proteasen könnten dann die Matrix soweit verdauen, daß eine Ad-

häsion der Zellen nicht mehr möglich ist und damit eine Reduktion der Integrindichte

erschwert wird. Somit scheint die erhöhte Integrinpräsentation einen sich selbst unterhal-

tenden Proteasenfluß zu induzieren, der für die chronische Wunde bereits beschrieben ist.

Integrine greifen zusätzlich auch in den Zell-Zyklus ein. Die Replikation von normalerweise

adhärenten Zellen, wie Fibroblasten und Endothelzellen, braucht die Bindung an ein solides

Substrat (FOLKMAN & MOSCONA, 1978; STOKER et al., 1968). Die Apoptose, ein weiterer

Parameter der mit dem Zellwachstum zusammenhängt, kann auch durch Integrine induziert

werden. Zellen die ohne Kontakt zur extrazellulären Matrix in Suspension bleiben, starten das

genetische Programm zum Zelltod (MEREDITH et al., 1993; FRISCH & FRANCIS, 1994).

Obschon MEREDITH et al. (1993) in ihrer Studie zeigen konnten, daß Fibroblasten relativ

resistent gegenüber diesem Reiz sind, stellte sich heraus, daß Endothelzellen sehr empfind-

lich reagieren. Dies könnte sich in einer verminderten Neoangionese in chronischen Wunden

niederschlagen. BROOKS et al. (1994a, b) konnten dies in einem in vivo Modell für αvβ3 In-

tegrin nachweisen. Interessanterweise ist die Sekretion von matrixabbauenden Proteasen ein

früher Schritt der Apoptose in der Regression verschiedener Organe (RENNIE et al., 1984;

SHIMADA et al., 1985; TALHOUK et al., 1992). An der Maus konnte die Blockade der Metal-

loproteinasen einen Abbau der Matrix und damit die Apoptose bei der Involution der Brust-

drüse verhindern. Andererseits war ein Steigerung der Proteasenproduktion ausreichend, um

die Apoptose zu induzieren (STREULI et al., 1991; TALHOUK et al., 1992). Dies könnte die

geringere Zelldichte in chronischen Wunden erklären.
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5.2.1.2. Hyaluronsäurerezeptor, CD44

Im Gegensatz zu den Untersuchungen der Integrine ist der Hyaluronsäurerezeptor sowohl in

regulär heilenden als auch in chronischen Wunden maximal präsentiert. Auf nahezu allen

Fibroblasten ließ sich eine hohe Dichte der Hyaluronsäurerezeptoren nachweisen. Die

erhobenen Ergebnisse passen zu Untersuchungen am Tiermodell, bei denen sowohl bei re-

gulärer als auch bei gestörter Wundheilung durch lokale Therapie einer Defektwunde mit

einer Hyaluronsäureauflage ein positiver Effekt nachgewiesen werden konnte

(SIEBENSCHUH et al. 1998). 

Die Dichte der CD44 Rezeptoren auf Fibroblasten chronischer und regulär heilender

Wunden war in regulär heilenden Wunden signifikant höher.

Auch wenn diese Beobachtung den bei den Integrinen festgestellten Ergebnissen ent-

gegengesetzt erscheint, läßt sie sich ähnlich erklären. Wenn die Matrix durch in loco produ-

zierte Metalloproteinasen in ihrer fibrillären Struktur zerstört wird, übernehmen CD44 Rezep-

toren ihre Aufgabe bei der Wiederaufnahme (UNDERHILL et al., 1993; HUA et al., 1993;

CULTY et al., 1992) eines Teils der Hyaluronsäure in die Zelle und ihrem Abbau. Die In-

ternalisation der Rezeptoren führt dazu, daß sie in der Flow-Cytometrie nicht zu entdecken

sind. 

5.2.2. Erweitertes Model der gestörten Wundheilung

Chronische Wunden sind definitionsgemäß sekundär heilende Wunden die, trotz kausaler

und sachgerechter Therapie, innerhalb von 6 Wochen keine Tendenz zur Heilung zeigen.

Wie in der Einleitung beschrieben, können mehere Grunderkrankungen (S. 5) als ursächlich

für eine gestörte Wundheilung angesehen werden. Zur Zeit bestehen verschiedene Hypo-

thesen zur Pathophysiologie chronischer Wunden, die anhand der eben diskutierten Ergeb-

nisse ergänzt werden können.

Das Versagen der Muskelpumpe bei der venösen Insuffizienz führt zu einer Druck-

erhöhung bis in die Kapillaren der Endstrombahn im Sinne einer Rückwärtsdekompensation.

Dies führt zu einer verschlechterten Stoffwechselsituation und Ödemen. Am Rande von ve-

nösen Ulcerationen wurden perivaskuläre Fibrinablagerungen beschrieben, die BROWSE &

BURNAND (1982) für eine verminderte Diffusion von Sauerstoff und anderen Nährstoffen in

die Dermis verantwortlich machten, und damit eine Anoxie des Gewebes als Ursache der Ul-

ceration postulierten. Experimentell konnte bewiesen werden, daß eine venöse Hypertension

zur Leckage von Fibrinogen in das Gewebe führt (BURNAND et al., 1982). Auch eine Gewe-

behypoxie konnte von den meisten Untersuchungen festgestellt werden (HOPKINS et al.,

1983; PARTSCH, 1984; FALANGA et al., 1987), wurde aber nicht mit jeder Untersuchungs-

methode bestätigt (DODD & GAYLARD, 1985). Das schärfste Argument gegen diese Hypo-

these ist, daß die Fibrinbarriere diskontinuierlich ist (PARDES et al., 1990) und daß venöse

Ulcerationen auch heilen ohne daß die Ablagerungen verschwinden (FALANGA et al., 1992). 
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Weiterhin führt die venöse Hypertension zur Schädigung der Endothelzellen, Leukozyten

bleiben haften und werden aktiviert. Die Aktivierung der Leukozyten mit der anschließenden

Freisetzung von Entzündungsmediatoren führt zu der beobachteten gesteigerten kapillären

Permeabilität, die ihren Beitrag zur Gewebeschädigung leistet (SCOTT et al., 1991).

In jedem Fall kommt es zu einem Austritt von Fibrinogen und anderen Makromolekülen in

das perivaskuläre Gewebe. FALANGA & EAGLESTEIN (1993) behaupten, daß diese Prote-

ine Wachstumsfaktoren oder andere homeostatisch wirksame Substanzen binden und somit

der Gewebereparatur entziehen. Im Gewebe um die Kapillaren konnten vor allem Fibrinogen

und α2-Makroglobulin nachgewiesen werden (HIGLEY et. al, 1992), wobei letzteres als

Bindungsprotein für Wachstumsfaktoren, einschließlich TGF-β bekannt ist (DANIELPOUR et

al.,1990). Ein weiterer Hinweis liefert die Beobachtung, daß Wundflüssigkeit aus venösen Ul-

cera die Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen, sowie Keratinozyten in vitro nicht zu

stimulieren vermag (BUCALO et al.,1989). Mit Wundflüssigkeit akuter Wunden (KATZ et al.,

1991) wird jedoch eine Stimulation der Proliferation erreicht.

Die Ursache des Ulcus cruris arteriosum stellt überwiegend die Arteriosklerosis obliterans

der großen und mittleren Gefäße dar. Die Plaques stenosieren die Gefäße und führen damit

zu einer Mangeldurchblutung die vom Grad der Kollateralisierung abhängig ist. Hinzu kommt,

daß Fibrinablagerungen um die Kapillaren herum beschrieben wurden (BALSLEV et

al.,1992), die ähnliche Konsequenzen wie bei venösen Ulcerationen haben.

Beim Diabetiker bedingen mechanische Traumata und metabolische Störungen die ver-

zögerte Wundheilung. Ablagerungen um die Kapillaren sind bei dieser Stoffwechselkrankheit

schon seit längerem beschrieben, sodaß die Hypoxie im Wundgewebe einerseits durch die

beschleunigte Arteriosklerose (CARRICO et al., 1984), andererseits durch die verlängerte

und erschwerte Diffusionsstrecke auf Kapillarebene bedingt ist. GOODSON & HUNT (1977)

haben am Tiermodel bewiesen, daß die Kollagensynthese bei diabetischen Tieren signifikant

vermindert ist, sowie weniger Zellen im Granulationsgewebe zu finden sind. Weitere Untersu-

chungen (GOODSON & HUNT, 1978; FAHEY et al., 1991) zeigten, daß Insulin nicht direkt in

die Kollagensynthese eingreift, sondern in der inflammatorischen Phase eine Ereigniskaska-

de beeinflußt, an deren Ende eine adäquate Kollagensynthese steht. 

Anhand unserer Untersuchungen muß allerdings noch ein neuer Aspekt mit diesen Hypo-

thesen verflochten werden. So kommt es infolge der in chronischen Wunden herrschenden

anoxischen Bedingungen zu einer Sekretion von Proteasen, wie sie in regulär heilenden

Wunden physiologischerweise nur in der Anfangsphase vorkommen (ANDERSON et al.,

1995). Diese andauernde Proteasensekretion verdaut die den Fibroblasten umgebende Ma-

trix und setzt Fibronektin und Vitronektin-Fragmente frei, die in der Wundflüssigkeit

chronischer Wunden in hohen Dosen nachgewiesen wurden (GRINNEL et al., 1992). FUKAI

et al. (1991) konnte zeigen, daß ein 21kDa und ein 110kDa Fragment des Fibronektins

eigentlich chemotaktisch aktiv sind. Hohe Konzentrationen des 21kDa Fragments inhibieren
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allerdings die chemotaktischen Eigenschaften sowohl des 21kDa als auch des 110kDa Frag-

mentes. Ausserdem bedingt die Anoxie eine Veränderung der Zusammenstellung der  Wund-

matrix, so wird die Synthese von Hyaluronsäure durch Laktat gesteuert, das in anoxischen

Geweben vermehrt anfällt (STERN et al., 2002).

Die Matrixfragmente belegen außerdem die Bindungsstellen der Integrine, die normaler-

weise für die Migration der Fibroblasten in das Wundgebiet nötig sind und deren Expression

initial durch Faktoren wie TNF-α hochreguliert wird. Diese können nicht mehr an dem Gerüst

der Matrix entlang migrieren.

α5β1 und αvβ3 Integrine, die nur Fragmente ihrer eigentlichen Liganden gebunden haben,

stimulieren die Sekretion von Stromelysin und Kollagenase (WERB et al., 1989). Genauso

wurde dies für den CD44 Hyaluronrezeptor nachgewiesen, seine Belegung mit Hyaluron-

Fragmenten führt zur Sekretion von Metalloproteasen (FIEBER et al., 2004). Dies führt dazu,

daß sich ein sich selbst unterhaltender Kreis schließt, der eine andauernde autolytische Ak-

tivität der Fibroblasten zu Folge hat.

Auch die verminderte Zelldichte in chronischen Wunden läßt sich erklären. Um sich teilen

zu können brauchen sie ein festes Substrat (FOLKMAN & MOSCONA, 1978; STOKER et al.,

1968); finden sie dies nicht, leiten sie die Apoptose ein (MEREDITH et al., 1993; FRISCH &

FRANCIS, 1994). Dies vermindert vor allem die Angiogenese (BROOKS et al., 1994a, b) in

chronischen Wunden, was eine verminderte Perfusion des Granulationsgewebes nach sich

zieht und somit die Wundheilung verzögert.

5.2.3. Konsequenzen in der Therapie schlecht heilender Wunden.

Da die erhöhte Aktivität der Metalloproteasen nicht nur direkten Einfluß auf die me-

chanische Festigkeit des Granulationsgewebes hat, sondern mit den Abbauprodukten der

Matrix auch noch physiologische Abläufe stört, erscheint eine Inhibition der Matrixmetallop-

roteasen ein sinnvolles Therapiekonzept zu sein. Allerdings ist die wahllose Blockade der en-

zymatischen Aktivität nicht zu empfehlen, da sie auch physiologischerweise eine wichtige Be-

deutung bei der Migration der Zellen, oder bei der Angiogenese spielt. Versuche mit niedrig

dosiertem Doxicyclin, wie es in der Parodontosebehandlung angewandt wird, könnten bei

Problemwunden die entscheidenden Erkenntnisse liefern (TEKOPPELE et al, 1998).

Weiterhin erscheint es sinnvoll, in der lokalen Therapie die wichtigsten Matrixproteine an-

zubieten. Wundauflagen, die Hyaluronsäure, Fibronektin und Vitronektin enthalten, könnten

mit ihrer gelartigen Struktur den Zellen ein geeignetes Medium zur Proliferation bieten und

ein Durchbrechen des autolytischen Prozesses im Granulationsgewebe ermöglichen. Ver-

suche mit Hyaluronsäureauflagen an Mäusen konnten belegen, daß sowohl der Hei-

lungsverlauf akuter als auch chronischer Wunden signifikant verkürzt werden konnte. Am Pa-

tienten liegen noch keine aussagefähigen Studien vor.
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