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| EINLEITUNG

1 Anatomische und funktionelle Grundlagen der Haut

Mit einer durchschnittlichen Oberflache von etwa’2shdie Haut das grofte Organ des
menschlichen Kdrpers und aufgrund ihrer Multifunktionalitat von pivotaleleBeing
fur die Vitalitdt des gesamten Organismus. Aus diesem Grund sinel ateit chroni-
sche Verletzungen der Haut, die einen Integritatsverlust grol3eemleAzur Folge
haben, oft lebensbedrohlich - priméar begrindet durch den unkontrolliertenttArstri

Wasser und Elektrolyten

Nervenfasern

X DrusBneisgang (Schockgefahr), einer mas-

, siven Kontamination mit
Basalschicht

Epidermis | Hi \ SV I AS B} : .
P = | L a Taigdiass Mikroorganismen und der
Dermis W 4 : . .
‘ Gefahr einer systemischen
(Korium) ' ‘2| — Schweildriise y
- NS N\ BB \j Infektion (Sepsis). Darlber
Subkutis - LSS fa . y .
" o 1l hinaus schitzt die Haut
- Arterie
Haarfollikel

- durch ihre Melaninpigmen-

, tierung vor destruktiver
Abb. I.1: Schematischer Aufbau der Haut

(modifiziert nach http://www.br-online.de/wissen- UV-Strahlung und gewéhr-
bildung/collegeradio/medien/biologie/haut/bildarchiv/)

leistet durch ihre komplexe
Anatomie eine wirkungsvolle Protektion der darunter liegenden Gewabehemi-
schen und physikalischen Noxen. Sie ist zudem integraler Bestandtdihelenore-
gulation sowie der Immunabwehr, vermittelt als Sinnesorgan Ub&eizhle Sensoren
Druck-, Temperatur- und nozizeptive Reize und ist letztlich esdlefitr die Biosyn-
these von Colecalciferol (Vitamingpaus der Vorstufe 7-Dehydrocholesterol. Um dem
Anspruch von Schutz- und Sinnesfunktion gerecht zu werden, ist die Haut in- epider
male, dermale und subkutane Schichten gegliedert, die durch strekiumdllfunktio-

nelle Besonderheiten charakterisiert sind (Abb. 1.1).
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1.1 Die Epidermis

Die Epidermis reprasentiert als auf3erste Hautschicht das Kommgat, das mal3-
geblich fur die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion verantwortisthSie stellt ein
gefalRloses, horizontal geschichtetes Plattenepithel ektoder@eese dar und beher-
bergt neben Keratinozyten, die mit einem ca. 90%igen Anteil den doemnden Zell-
typ bilden, antigenprasentierendangerhansZellen, mechanosensoriscMerkelZel-
len und melaninproduzierende Melanozyten. Obwohl Haarfollikel und Driuseniefehr
in die Subkutis hineineinreichen, sind sie integraler BestaraieiEpidermis und von

epidermaler Abkunft.

=== I Stratum corneum <.
S 2,— =t - = ol Loricrin
- - Stratum granulosum Filaggrin
— v U (o)) —u.
‘-, ,a’ _’- ) g
wg!‘ sg
e I Stratum spinosum o Involucrin
u ‘"' q % Keratin 1
'"' = Keratin 10
= - ‘ = () = " -
()
tllo f E
£
' - Stratum basale E| Keratin 5
= Keratin 14
7 Basalmembran ]

EE Hemidesmosomen 8 “Adherens junction” €2 Desmosomem O Fokale Kontakte

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der epidermalen Schichtung

Die in der rechten Hélfte aufgefiihrten Substanzen sind spezifisch fir den jeweiligen Differenzierungs-
status der Zellen und werden daher als Differenzierungsmarker bezeichnet. ESC: Epidermale Stammzelle;
TAC: transient amplifying cell; PMC: post mitotic cell (modifiziert nach Fuchs und Raghhavan 2002)

Eine herausragende Eigenschaft der Epidermis ist ihre fasndergahigkeit zur
kontinuierlichen Reproduktion und Regeneration [Khavari und Rinn 2007]. Zellulare
Basis dieser Eigenschaft sind Keratinozyten der innersten epidar@ahicht, die als
Basalschicht bezeichnet wird (Abb. 1.2). Interfollikulare Aredilesser Basalschicht und
Bereiche der Haarbalgregion sowie der germinalen Haarfollékeibn beherbergen
Cluster aus adulten Stammzellklonen, die sich durch eine unbegrespatedBktions-
kapazitat auszeichnen [Mackenzie 1997; Tagloal. 2000; Macket al. 2005]. Es gibt
Studien, die darauf verweisen, dass eine einzige epidermale &den(ESC) genugt,
um die gesamte Korperoberflache eines Menschen mit einer ng@igerris zu be-
decken [Rochaet al. 1994]. Tochterzellen der ESC, die #&lansient amplifying cells

(TAC) bezeichnet werden, besitzen mit ca. 3-5 Teilungszyklen einelegres
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Teilungsvermdogen [Potten 1981; Jones und Watt 1993; &ireds1995]. Als weitere
Subpopulation basaler Keratinozyten gelten so gengogemitotic cellfPMC), die
wiederum als Tochterzellen der TAC kurz vor dem Eintritt in albi@sale Schichten
und der damit verbundenen terminalen Differenzierung stehen (Abb. 1.2) [Undes
Watt 1993; Rzepkat al.2005].

Ein weiteres Charakteristikum basaler Keratinozyten ist plezifisches Expressions-
muster an Zytokeratinen und Adhasionsproteinen (Integrinen). In Kdeatiehten
assoziierte Zytokeratine sind essentiell fur die Konstruktion géssKeletts, das Uber
interzellulare Ankerproteine (Desmosomen) mit dem KeratingkdéetNachbarzelle in
Konjugation steht und neben dem Aktinskelett maf3geblich fir die hohetiBejas
stabilitat des epidermalen Zellverbandes verantwortlicHGseen und Jones 1996;
Green und Gaudry 2000]. Ausschlie3lich in basalen Keratinozyten bestehen dies
Keratinfilamente aus den Zytokeratinen 5 und 14 (Abb. 1.2) [Nelson und Sun 2@83]
Integrine werden transmembranare, heterodimere Adhasionsproteinehbegedie
beispielsweise als Bestandteile der Hemidesmosomen der Veraglaer Zelle in der
Basalmembran dienen, aber auch als Rezeptoren auf extrazeRdée fungieren
[Katz und Yamada 1997; Miyamotet al 1998; Danen und Yamada 2001; Hynes
2002]. Typisch fur epidermale Stammzellen ist eine hohe Expressibtesdionf1-
Integrinen, die in enger Assoziation zur Stabilisierung der Startkoggartimente
steht [Jones und Watt 1993].

Aus ihrer hohen Reproduktionskapazitat ergibt sich die zentrale FurdeéioBasal-
schicht. Sie stellt das zellulare Reservoir dar, aus dentiKezgten kontinuierlich pas-
siv in das suprabasa&tratum spinosurand spéater in daStratum granulosumabwan-
dern®, um letztlich als tote Korneozyten Btratum corneundie &uf3ere Barriere zu de-
finieren. Mit dem Losen des Keratinozyten von der Basalmembrahdeirirreversible
Prozess der terminalen Differenzierung eingeleitet, der mit alesoluten Verlust der
Teilungsfahigkeit einhergeht [Watt 1989; Jenstral. 1999]. Terminale Differenzie-
rung und Teilungsaktivitat schlielen sich somit gegenseitig aus. Wahremifdeen-
zierungsprozesses durchlauft die Zelle auf ihrem Weg Stratum corneuncharakte-
ristische morphologische und biochemische Veranderungen, die anhand desiéxpre
spezifischer Differenzierungsmarker genau definierbar sind und agrgnmierten
Zelltod enden (Abb. 1.2) [Maruoket al. 1997]. Typisch fur Keratinozyten d&ratum
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spinosumist die beginnende horizontale Umorientierung ihrer ZellachseenEbe-
trachtlichen Teil ihrer Synthesekapazitat widmen spinale Zeléx Produktion der Zy-
tokeratine 1 und 10, der Verstarkung interzellularer desmosomatankérungen und
der Synthese von Hullproteinen wie Involucrin [Ecketral. 1993; Green und Simpson
2007]. Mit dem Ubergang inStratum granulosurnstoppen sie die Keratinsynthese zu-
gunsten der Produktion basischer Proteine wie zum Beispiel Filaguglirsezernieren
die in zahlreichen Granula eingeschlossenen lipophilen Proteine und lipiden
Interzellularraum. Sie beginnen mit dem Aufbau des so genanataified envelope
einer hochresistenten Hullstruktur aggregierter, quervernetzteatikfidamente und
hydrophober Proteine wie Loricrin und Periplakin, an deren Polymerisiemead/el-
zahl verschiedener Transglutaminasen beteiligt ist [Eakteant. 2005]. Diese Tatsache
und der parallel einsetzende proteolytische Abbau der Zellorgametingen den Ver-
lust der Zellvitalitat. DasStratum corneunstellt letztlich eine lipidversiegelte Barriere
aus final ausdifferenzierten und stark abgeflachten Zellfragmenten (Koreepdst .

Die Abgrenzung des epidermalen Kompartiments von der darunterliegendeans Der
wird durch die Basalmembran definiert, auf der basale KeratinoZitber Calcium-
abhangige Hemidesmosomen fest verankert sind (Abb. 1.2) [Green und 1B9&s
Borradori und Sonneberg 1999]. Diese Membran besteht aus einer diinnen §ticht
zieller Laminin V- und Kollagen IV-reicher Matrixbestandteile [pini996; Burgeson
und Christiano 1997].

1.2 Dermis und Subkutis

Das dermale Kompartiment, das auch Kisrium bezeichnet wird, begriindet als
fibroelastisches Gewebe die hohe Reil3festigkeit und Elastiatétiaut und dient der
Nahrstoffversorgung der aufliegenden Epidermis. Es ist zugleich Tdégereuronalen
Netzwerks und diverser sensorischer Rezeptoren. Entsprechend der mosghelogi
Charakteristika lasst sich die Dermis in das disifatum papillareund das proximale
Stratum reticularegliedern. Namensgebend fir ddsatum papillareist eine Vielzahl
papillarer Strukturen, durch die eine intensive Verzahnung mit déegeriden Epi-
dermis bei groRtmoglicher Kontaktflache geschaffen wird (Abb. 1.1). Rréxerender
Zelltyp dieser Schicht sind Fibroblasten, die nicht nur wegen ihrbaiglkgit zur
Synthese und Organisation der extrazellularen Matrix (ECM) vomissiser Bedeu-
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tung sind. Sie besitzen zudem aufgrund ihrer auto- und parakrinen |rdeeskinit
anderen Zelltypen der Haut eine entscheidende Funktion in der Regulatioolgafiysi
scher und pathophysiologischer Ereignisse [Werner und Smola 2001; Veéeraker
2007]. Neben Fibroblasten sind in diesem Zellverband residente dssidritZellen,
aber auch Makrophagen, neutrophile Granulozyten (Neutrophile) und Lymphozyten
existent [Nestle und Nickoloff 1995; Gonzales-Rarmbal. 1996; Lugovicet al. 2001].

Im Stratum papillarebesteht die umgebende Matrix aus tendenziell parallel ausge-
richteten Kollagenfaserbtindeln (Kollagen I und 1l1). Wesentlichtéicund mit Proteo-
glykanen und Glukosaminoglykanen angereichert ist das FasernetStdgam
reticulare, in das nur noch wenige Zellen eingebettet sind. Ohne scharfegdnier
schlief3t sich die subkutane Gewebeschicht an, deren zellulaie d8&s primér aus
Adipozyten zusammensetzt. Sie wird durchzogen von Nervenfasern, Lymmpkanal
und BlutgefaRen und dient als Energiespeicher, Warmebarriere und darkpfigs-

voll destruktive Impulse traumatischer Ereignisse.

2 Die kutane Wundheilung

Ein optimaler Heilungserfolg, definiert durch eine rasche und moglichighalgetreue
Regeneration der Integritat und Funktionalitat verletzter Had&greangt mafigeblich

von der Fahigkeit des Organismus ab, komplexe biologische und molekularsseroze
zum richtigen Zeitpunkt zu initiieren, mit hoher Prazision zu liegen, in ihrer Ab-

folge zu synchronisieren und zu terminieren. Von zentraler Bedeutung ftiedieng
kutaner Wunden sind dabei Proliferations- und Migrationsvorgédnge sowie Prozesse zum
Wiederaufbau der extrazellularen Matrix - kommuniziert und englisxy durch ein
multifokales Netzwerk aus Entziindungsmediatoren, Wachstumsfaktoren und Zyto-
kinen. In Abhangigkeit von der Art und Grol3e der Verletzung kénnen die Ajadés
Teilprozesses in ihrer Intensitat und Dauer variieren. BasgetVundschluss kleinerer,
oberflachlicher Schirfwunden hauptsachlich auf epidermaler MigrationPsoldiera-
tionsvorgange fur die Abheilung von Wunden, die bis in das dermale Kompartiment
reichen, von &quivalenter Bedeutung [Falanga 2005]. Reste von Haanfollikel
Drisengangen im Wundbett unterstiitzen dabei den Heilungsfortschriie éan Re-
servoir epidermaler Stammzellen darstellen. Im Gegensatp gersannten Vollhaut-

Wunden, die ausschlie3lich von den Wundrandern aus reepithelialisiertnywegsde
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heilen weniger tiefe Wunden zusatzlich ausgehend von epidermalen ,hct ispots
Wundinneren [Martin 1997; Falanga 2005tial. 2007].

Nach dem heutigen Wissensstand, der zum gro3en Teil auf den Erkesmtinéss
experimenteller Studien basiert, hat es sich als sinnvoll hestaligeden Prozess der
kutanen Wundheilung in vier sich Gberschneidende, interaktive Phasendermgliauf

die im Folgenden naher eingegangen wird (Abb. 1.3) [Falanga 2005].

Zeitachse Heilungsphasen Pradominierende Heilungsrelevante Prozesse
Zelltypen
Hamostase | | Thrombozyten ‘ Thrombozytenaggergation und
Bildung des Fibrinthrombus, S -degranulation,
Sekretion von Wachstumsfaktoren Sekretion proinflammatorischer Mediatoren,
und Zytokinen, chemotaktischer Zytokine und Wachstums-
SuraED i | Neutrophile Granulozyten folioren
Entziindung | Monozyten Selektin- und Integrin-vermittelte Transmigration
i Rekrutierung von Zellen und von Leukozyten (Diapedese),

Chemotaxis, I massive Sekretion von Zytokinen und Wachs-

Ti Phagozytose SR ‘ tumsfaktoren, Infektionsabwehr

age =
Migration und Proliferation Keratinozyten Lésen hemidesmosomaler und desmosomaler
Reepithelialisierung Fibroblasten Verankerungen, Reorganisation des Zytoskeletts
Fibroplasie Endothelzellen und der Integrinexpression, Zellmigration,
Angiogenese I Aufbau des Granulationsgewebes,
Aufbau der ECM Matrixdeposition
Wochen Remodellierung bbbl - ‘

bis Monate Umbau der ECM und Matrixriickbau und-modifizierung, Kontraktion,

Vernarbung Apoptose

Wundkontraktion

Abb. 1.3: Die vier Phasen der Wundheilung und die j  eweils pradominierenden Zelltypen sowie eine
Auswahl heilungsrelevanter Prozesse in Relation zur Z  eit
(modifiziert nach Falanga 2005)

2.1 Hamostase und Entziindung: provisorische Matrix, Inektions-
abwehr und Initiierung des Regenerationsprozesses

In Abhangigkeit von der Intensitat des traumatischen Ereignissesne kutane Ver-
letzung in der Regel von einer Schadigung des Gefalisystems undesiriderenden
Extravasation begleitet. Die im gesunden Organismus sofort eindetzHamostase
fuhrt zu einem temporaren Wundverschluss unter Ausbildung eines Gerinnungs
thrombus, der sich primar aus Thrombozyten zusammensetzt, die ircleiesdNetz-
werk aus Fibrin-, Fibronektin-, Vitronektin- und Thrombospondinfasern battgt

sind [Grinnellet al. 1981; Clarket al. 1982 und 1985; Martin 1997; Bornstein und Sage
2002]. Dieses Netzwerk stellt gleichzeitig die provisorischeriddiir in das Wund-
areal infiltrierende Immunzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und enddéhBrogeni-
torzellen dar [Clarlet al. 1982; Singer und Clark 1999].
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Als auslosendes chemotaktisches Moment gilt die massive Degranudtivierter
Wundthrombozyten, die zur Freisetzung potenter chemotaktischer Zytokineact\W
tumsfaktoren wie dentransforming growth facto(TGF)$1 und $2, demplatelet-
derived growth facto(PDGF) und denepidermal growth facto(EGF) fuhrt [Singer
und Clark 1999; Martin und Parkhurst 2004]. Begleitet und potenziert wesskidim-
munzellrekrutive Effekt durch ein wahres ,Feuerwerk® verschiegemdediatoren und
Quellen. Dazu zahlen beispielsweise bakterielle Antigene (Lipoplgaaide (LPS),
Formylmethionylpeptide) und Abbauprodukte diverser MatrixbestandtedieiFibri-
nopeptide A und B, die bei der Polymerisation von Fibrinogen entstehiandg=s005;
Laurenset al. 2006; Eminget al. 2007]. Auch Mastzellen reprasentieren durch die Frei-
setzung von Substanzen wie darmor necrosis facto(TNF)-o,, Histamin, Proteasen,
Leukotrienen und Interleukinen additive Quellen chemotaktischer Sigimaldief Re-
krutierung von Leukozyten [Noli und Miolo 2001; Weller al. 2006]. Die Expression
endothelialer Adhasionsproteine (P-, und E-Selekimeycellular adhesion molecule
(ICAM)-1 und -2,vascular cell adhesion moleculg CAM)) und diverser Integrine der
B2-Klasse vermittelt zudem die Transmigration von NeutrophilerdansGefal3system
in das Wundareal (Diapedesis) [Springer 1994; Muller 2003]. Auch iKergten des
Wundrandes sind zur Population chemotaktisch-aktiver Zellen zu zahleronnidirs
der Lage, die Prasenz immunologischer Zellen im Wundareal zflossen [Wetzler
et al 2000; Gillitzer und Goebler 2001; Gorenal. 2003a; Tokurat al.2008].

Als Konsequenz treffen bereits innerhalb weniger Minuten nacletZang Neutrophile
im Wundgewebe ein und kommen ihrer Funktion als erste Barriere ibaeshr infil-
trierender Bakterien sowie der Phagozytose von Zelltrimmern undxfvieedmenten
nach [Simpson und Ross 1972; Ematgal. 2007; Kimet al. 2008]. Von aquivalenter
Relevanz ist deren Sekretion verschiedener proinflammatorisghiekize (TNFe,
Interleukin (IL)-lo. und -1B, IL-6), Wachstumsfaktoren wie zum Beispsscular
endothelial growth factoVEGF) und Chemokinen wie IL-8 (Mausnacrophage
inflammatory protein(MIP)-2), interferon-inducible proteirlP)-10 und MIP-, die an
der Initiierung weiterer heilungsrelevanter Ereignisse bgtesind [Martin 1997;
Eminget al. 2007]. Es wurde sogar vermutet, dass IL-1 und BNFRalRgeblich fur die
initiale Aktivierung lokaler Keratinozyten und Fibroblasten verantiebrsind [Hubner
et al. 1996]. So konnte anhand der Keratinozytenzelllinie HaCaT gezeigt welakes,
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eine temporare Stimulation mit TNkeine deutliche Steigerung der Glukoseaufnahme
zur Folge hatte [Goreet al. 2006c].

Dennoch stellten mehrere Studien eine essentielle Funktion neldrophanulozyten
fur den kutanen Wundheilungsprozess in Frage, da nach NeutralisierungulieypKi-
len keine negative Beeinflussung des Heilungsprozesses in nichérbefiz \Wunden
festgestellt werden konnte und sogar von einer Beschleunigung der Reasibring
berichtetet wurde [Dovet al. 2003]. Dies bestatigt wiederum die enorme Komplexitat
des regulatorischen Netzwerks mit einer Vielzahl partiell recutedaund auf den
ersten Blick widersprichlicher Ereignisse, die ein umfasseN@estandnis des Ge-
samtprozesses erschweren. Unumestritten ist jedoch, dass Thrombazgterukozy-
ten sowie residente Zellen (Mastzellen, Keratinozyten, Fibravipsh dieser frihen
Phase einen Cocktail verschiedener Schlisselfaktoren bereitstigteals ,Kickstarter”
des Heilungsprozesses gilt [Martin 1997].

Die Infiltration neutrophiler Granulozyten endet bei AbwesenhagreWWundinfektion

in der Regel nach 2-3 Tagen. Monozyten emigrieren in das Wundarediprnmaassn

in Abhangigkeit zu den in ihrer Mikroumgebung existierenden Stimuli zwri@kéen
Makrophagen und stellen bald den pradominierenden Zelltyp in der finalen ddsse
Entziindungsprozesses dar. Rekrutiert werden sie zum Teil von denSalisanzen,
die auch auf Neutrophile chemotaktisch wirkten. Hinzu kommen spemfiMedia-
toren aus der Klasse der CC-Chemokine wie masocyte chemoattractant protein
(MCP)-1, MIP-X. und RANTES [(egulated upon activation, normal T-cell expressed
and secretey] aber auch Fibronektinfragmente und Thrombin [Postlethwaite und Kang
1976; Sherryet al. 1988; Kunkelet al. 1991; DiPietroet al. 1995b; Franlet al. 2000;
Wetzler 2000b]. Zu den Hauptquellen z&hlen neben Leukozyten selbst dis bere
wahnten Thrombozyten, aber auch Fibroblasten und Keratinozyten der hypeaiprolife
renden Epithelrander. Mehrere Arbeiten beschreiben Makrophagdre al&hrschein-
lich wichtigsten Zellen in der Regulation der Entziindungsreaktion, dierzuddrend
des Ubergangs von der Entziindungs- zur Reparaturphase eine zenttiale &ioseh-
men [Leibovich und Ross 1975; Singer und Clark 199@t lal. 2007] - wenngleich sie
auch in der Diskussion stehen, maf3geblich in die Pathophysiologie diabetaona-
heilungsstorungen involviert zu sein [Gorenal. 2007]. Ihr Beitrag zum erfolgreichen
Heilungsverlauf im stoffwechselgesunden Organismus ist dennoch gesictidoeruht
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neben der Phagozytose und Neutralisierung pathogener Mikroorganismen, nekrotische
Gewebes und apoptotischer Neutrophilen [Newetaad. 1982] auf der Sekretion wich-
tiger Mediatoren und Wachstumsfaktoren, die den Aufbau des Granulateisese
mafgeblich begriinden. Zu nennen sind hier beispielsweise VEGF, PDGFe, Td8F-
basic fibroblast growth facto(bFGF), derinsulin-like growth factor(IGF), chemo-
taktische Matrixbausteine wie Fibronektin, proinflammatorische Zg®kiie TNFer,

IL-1B und IL-6 sowie antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und TEBiPietro

1995; Martin 1997; Singer und Clark 1999; Falanga 1993 und 2005].

2.2 Migration, Proliferation und Matrixaufbau: essentielle Prozesse
einer erfolgreichen Reepithelialisierung und Bildumg des
Granulationsgewebes

Parallel zum Abklingen der Entziindungsreaktion erfolgt der flieRendegiigin die
nachste Heilungsphase, deren primares Ziel in der Fortfihrung deit8idvstler pro-
visorischen Wundmatrix durch ein strukturiertes Gewebe besIetgender Teilpro-
zess ist daher zunachst die Migration relevanter ZellelagnWundareal, wobei diese
maligeblich von der Fahigkeit der Zelle abhéangt, sich unter Modifiziehnag Phéno-
typs aus ihrem bisherigen Zellverband zu lI6sen, Matrixbestandtedegradieren und
letztlich aktiv entlang eines chemotaktischen Gradienten zu magri®es Weiteren
sind Proliferationsprozesse von grol3er Bedeutung, da es gilt, einem&aimiekt auf-
zufullen und ein entsprechendes Reservoir migrationsfahiger Zellerizbstellen.
Dermalen Fibroblasten kommt in dieser Heilungsphase die g&ufgabe zu, die
extrazellulare Matrix neu aufzubauen und das Einwachsen der Zallenterstutzen.
Dirigiert werden diese Prozesse durch verschiedene Mediatbeengeren Bereit-
stellung Wundmakrophagen eine zentrale Position einnehmen (vgl. Kap 2.1).
Besonders faszinierend und von hoher Relevanz fir einen raschen Heiioiggsind
Vorgange, die zur Reepithelialisierung fuhren. Das SchlieBen der Wunde eiarc
starkes Neoepithel ist dabei ausschlaggebend fur die KeimfreiéitWundbetts und
wirkt somit entscheidend einer Chronifizierung der Entzindungssituati@egsnt.
Bereits innerhalb weniger Stunden nach Verwundung erfahren basadraddkera-
tinozyten eine drastische Anderung ihrer Zellform und ihres Grunthoietamus. Als

Trigger stehen verschiedene Faktoren zur Diskussion, wie zuspi8eder Kontakt zu
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dermalen Matrixproteinen (Kollagen | und IIl), der Abriss von Zal-Kontakten oder
das Binden verschiedener Mediatoren an Rezeptoren der Zebaberf[Kirfel und
Herzog 2004]. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Zytokinditond
gene wie IL-6, EGF, TGlet, keratinocyte growth facto(KGF, syn: FGF-7), TGB1
und $$3, macrophage-stimulating proteifMSP) undhepatocyte growth factqHGF)

an der Induktion der Keratinozytenmigration potenziell beteiligt sindhjda et al.
1992; Werner 1998; Sanet al. 1999; Declineet al. 2003; Santoroet al. 2003;
Bandyopadhyagt al 2006; Liet al. 2006]. Dabei scheinen auf transkriptioneller Ebene
insbesondere die Faktorasignal transducer and activator of transcriptigTAT)-3,
activator protein (AP)-1, peroxisome proliferator-activated recept¢PPAR)B/5 und
small mothers against decapentaple(®MAD)-3 eine zentrale Rolle in der Initiierung,
aber auch Hemmung der Regulation migrationsrelevanter Gene einzungbeneet

al. 1999; Ashcroftet al. 1999; Liet al. 2003; Taret al. 2005; Tokumartet al. 2005a;
Nagaiet al. 2007]. Als Konsequenz verlagert sich der Phanotyp des Keratinozyten vom
stationaren, residenten Typus hin zur aktiv migrierenden Zelle [Orteinak 1981].
Dieser Ubergang wird definiert durch die Reorganisation des Zyttiskedie Auflo-
sung zahlreicher interzellularer Desmosomen sowie hemidesratesovierankerungen

in der Basalmembran, die Anderung der Zellpolaritat mit der Adisigj so genannter
Lamellipodia und die Synthese eines komplexen, multifunktionellen Integrinblesem
auf der Zelloberflache, das die Zelle befahigt, sowohl mit demisllatrixproteinen der
Wundrandbereiche (Kollagen 1) als auch mit Fasern des Fibrinthro(Riars, Fibro-
nektin, Vitronektin) zu interagieren [Krawczyk und Wilgram 1973; Gatibét al.
1978; Larjavaet al. 1993; Clarket al. 1996; Paladinet al. 1996; Kirfel und Herzog
2004; Santoro und Gaudino 2005]. Dabei separiert der migrierende Keratimozyt d
trockenen Wundschorf von dem darunterliegenden Gewebe und wandert, gefiihrt durch
das spezifische Spektrum transmembranérer Integrine, auf vi@anulationsgewebe
in Richtung Wundmitte [Singer und Clark 1999]. In diesem Kontext istielstigy zu
erwahnen, dass migrierende Keratinozyten nicht nach bekanntem Mustgfesen-
zieren, sondern Keratine synthetisieren, die flr basale Zellenhygisd (Zytokeratin 5
und 14) [Hertleet al. 1992; Pateét al. 2006].

Es gibt Studien, aus denen hervorgeht, dass neben basalen Keratinozitesu@a-

basale Zellen am Migrationsprozess partizipieren, indem sie Hacunterregulation
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ihrer Desmosomen Uber adhérente basale Zellen hinweg migrierap-{idgging“-
Theorie) [Garlick und Taichman 1994]. Andere Gruppen favorisieren dator
tread“- Variante, bei der davon ausgegangen wird, dass der aktivnangige flihrende
basale Keratinozyt, einer Zugmaschine gleich, basale Nachearzgiter Aufrechter-
haltung interzellularer Verankerungen nach sich zieht [fatal. 2006]. Unumstritten
bleibt jedoch die Tatsache, dass sich migrierende Zellen dazu &yst=mms proteo-
lytischer Enzyme bedienen missen, mit dessen Hilfe Bestandagilprovisorischen
Wundmatrix in Migrationsrichtung degradiert werden. Dazu z&hlen divitiatrix-
metalloproteinasen (MMP-1, -9 und 10) und die Plasmin-aktivierendemp8geasen
t-PA und u-PA, deren Expression in Wundrandkeratinozyten hochreguliekiastirf
1997; Parks 1999].

Nur wenige Stunden nach dem Migrationsstart durchlaufen epidermalen,Zdie
knapp hinter der fuhrenden neoepithelialen Zunge lokalisiert sind, einenvemass
Proliferationsschub und sichern somit unter Ausbildung des so gendryguterproli-
ferierenden EpithelfHE) die kontinuierliche Verfiigbarkeit des flr einen raschen
Wundschluss essentiellen Zelltyps [Matoltsy und Viziam 1970; Ganned Taichman
1994]. Als potenzielle Stimuli kommen primar potente WachstumsfaktorerK@F,
TGF-, EGF, heparin-bindingEGF (HB-EGF) aber auch inflammatorische Zytokine
wie IL-6 in Frage [Greenhalgh 1996; Martin 1997; Werner 1998; Satet M. 1999;
Kim et al 2001]. Durch den Wiederaufbau der Basalmembran sowie der Reorganisation
der epithelialen Schichtung differenzierender Keratinozyten wirdRé@pithelialisie-
rungsprozess nach erfolgtem Wundschluss terminiert.

In etwa vier Tage nach Verwundung beginnt der Aufbau des Granulationsgewdse
zunehmend die provisorische Wundmatrix ersetzt und sein granularésikusgsbild
einer Vielzahl neuer Blutkapillaren verdankt - mit der Einwandgrdermaler Fibro-
blasten und Endothelzellen aus dem angrenzenden Parenchym (Abb. 1.3) M8
Singer und Clark 1999]. Dabei war die Ursache dieser viertagigenZ_&nge Zeit un-
klar, zumal bereits wenige Stunden nach Verwundung ein deutlicher Rrtbifes-
schub in subkutanen Schichten zu beobachten ist. Offensichtlich be@amte#\ktiv-
ilerung epidermaler und mesenchymaler Zellen der Wundrandbemancheiner ini-
tialen, perivaskularen Ablagerung von Fibronektin durch hypertrophe Endokbelzel
[Clark et al. 1982b; McClairet al. 1996; Greiling und Clark 1997; Wernetral. 2007].
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Pradominierender Zelltyp dieses Heilungsabschnitts sind neben emaethelellen
dermale Fibroblasten, die aufgrund ihres profibrotischen Phanotyps mafRdeébhii
Synthese und Remodellierung der ECM verantwortlich sindefLal. 2007]. Voraus-
setzung fur die Migration in das Wundgewebe sowie die Substitutiqeraasorischen
Matrix ist erneut ein System proteolytischer Enzyme, das neben iRlasmallem
Kollagenase 1, Gelatinase A und B, Stromelysin 1 und Kollagenase 3{MN2P-3, -

9; -13) einschliel3t [Vaalamet al 1997; Madlener 1998]. Neben Wachstumsfaktoren
wie EGF, FGF-1, -2, -4, IGF-1 zahlen T@E-und PDGF zu den potentesten und wich-
tigsten Mediatoren der Fibroblastenproliferation, -migration, -diffeierung sowie der
ECM-Synthese im Granulationsgewebe. Dabei reprasentieren aktivieindmakro-
phagen zuséatzlich zu Keratinozyten, Endothelzellen und Fibroblasten selasntfiale
Quelle eines Grol3teils der genannten Faktoren [Mattal. 1997]. Initiator der Wund-
angiogenese sind in erster Linie hypoxische Verhaltnisse im Wundalieakine
Sekretionskaskade proangiogener Substanzen auslosen. Erneut treterieaktakeo-
phagen und auch Epithelzellen neben Endothelzellen als potenteste QueNedide
toren VEGF undacidic undbasicFGF (aFGF, bFGF) in Aktion. Darlber hinaus kennt
man inzwischen eine Vielzahl weiterer Substanzen wie Angiogedén Thrombo-
spondin, deren Wirkspektrum in der Synthese von bFGF und VEGF zu minden scheint
[Singer und Clark 1999]. Mit dem Ziel einer effizienten Nahrstofeegung des meta-
bolisch hochaktiven Wundgewebes kommt es dabei zur Generierung eineoriibern
malen Kapillardichte, die sich in Folge des Wundschlusses durch dgrapmierten
Zelltod (Apoptose) einiger Endothelzellen wieder normalisi@itdger und Clark 1999].
Dieser Vorgang ist bereits Bestandteil der finalen Remodellierungsphase

2.3  Remodellierung: Neuordnung der Matrix und Vernarbung

Die abschlieBende Heilungsphase, die bis zu ihrer Vollendung durclehusrenMona-

te beanspruchen kann, hat zum Ziel, die in vorangegangenen Phasen uberpabportio
aufgebaute Kapillar- und Zelldichte mittels Apoptose zu normeadis, die Wunde zu
kontrahieren und dem Gewebe unter Remodellierung der ECM eine n@xmaeha-
nische Belastbarkeit zu verschaffen (Substitution eines GroldteilsKollagen IlI-
Fasern durch massive Kollagen I-Fibrillen). Im Gegensatz zu embeyoéund-

heilung resultiert diese Phase im adulten Organismus dennoch iinveimarbung des



EINLEITUNG 13

ursprunglichen Wundareals [Sulliva al. 1995]. Verantwortlich dafir ist offensicht-

lich die Balance zwischen den Isoformen T@E-{32 und $3 [Shahet al. 1995;
O’Kane und Ferguson 1997]. Im Mittelpunkt dieser Heilungsphase stehen Eitmr@ut
blasten, von denen eine Subpopulation unter dem regulatorischen Einfluss vgh TGF-
und anderen Faktoren zu kontraktilen Myofibroblasten differenziert [Hinz 2@0&]
Tatsache, dass, verglichen mit Myofibroblasten, nur wenige Zellen des gesangen Sau
tierorganismus eine hohere Konzentration an Actinomyosin aufweisest §Li2007],
deutet eindrucksvoll auf ihre Aufgabe hin, die primar in einer effiereitontraktion

der Wunde besteht.

Wie bereits erwahnt stellen Vorgange, die zur Remodellierung deslakkals dienen,
einen langsamen, aber kontinuierlichen Gesamtprozess dar, dernselbsinehreren
Monaten noch fortbestehen kann, im adulten Organismus aber dennoch nie zur voll

standigen Regeneration des Ursprungszustands fuhrt.

3 Die Pathophysiologie chronischer Wunden

3.1 Gemeinsamkeiten in der Pathogenese chronischer Wund-
heilungsstérungen

Das vorangegangene Kapitel hatte das Ziel, die enorme Dynamik unpldsatdt des
Wundheilungsprozesses unter Einteilung in interagierende Heilungsphaserfacate
darzustellen und dabei die Relevanz eines jeden Teilprozkesmsszuarbeiten. Be-
trachtet man allein die Vielzahl der beteiligten Zeldgpund die Variabilitat regulato-
rischer Mechanismen, deren Zusammenspiel nur dann zu einem Heilalyy$iginft,
wenn es gelingt, jeden Teilschritt prazise zu koordinieren und Ubeyedasmte Wund-
areal zu synchronisieren, wird klar, dass ein solch komplexder®yail3erst sensibel
auf storende Faktoren reagieren kann. Aus diesem Grund existieren abilaer
Ebene vielfach ,,Absicherungen” in Form redundanter Mechanismen. So kouaeigtge
werden, dass beispielsweise der Knockout des Wachstumsfaktors, i@ Mausmo-

dell zwar zu Abnormalitdten des Phanotyps fuhrt, jedoch keinerfikagri negativen
Einfluss auf die Abheilung von Vollhautexzisionswunden und Schwanzamputationen
besitzt [Luettekeet al. 1993]. Ein kompensatorischer Effekt durch andere EGF-Rezep-
torliganden wurde in Folge postuliert. Dieselbe Hypothese kann zur Erkl&emg
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komplikationsfreien Abheilung von Inzisionswunden in KGF-Knockout-Mausen heran-
gezogen werden [Guet al. 1996], denn erst die Neutralisierung des KGF-Rezeptors
fuhrt zu gravierenden Stérungen der Reepithelialisierung [Wextnal. 1994]. Offen-
sichtlich kann das Fehlen eines einzelnen Faktors haufig duecKrduzreaktivitat/
Ligandenredundanz anderer Mediatoren zumindest partiell kompensidany&rose

und Werner 2004]. Wunden heilen daher in vielen Féallen ohne gréf3eren Zeitverzug ab.

Tab. I.1: Ubersicht verschiedener pathogener Faktor
stehung chronischer Wundheilungsstérungen fuhrt

en, deren Zusammentreffen héaufig zur Ent-

Pathogene Faktoren Ursachen und Folgen Literatur

Ischamie

Ischamie-Reperfusions-Traumata

Wundinfektion

Imbalance zwischen Proteinasen

und Proteinaseinhibitoren

Wachstumsfaktor-"trapping”

verfriihte Seneszenz von Fibro-

blasten und Keratinozyten

verursacht durch Mikro- und Makroangiopathien sowie wiederholte
Drucktraumata

fuhrt zur Mangelversorgung und Hypoxie im entsprechenden Ge-
webe, Gewebsnekrosen und insuffizienter Erregerabwehr

Membranschadigung, Expression endothelialer Adhasionsproteine
und Synthese proinflammatorischer Zytokine wahrend der ischami-
schen Phase

Leukozytenadh&sion, -aktivierung und -transmigration sowie Uber-
produktion reaktiver Sauerstoffspezies nach Reperfusion

beguinstigt durch Minderperfusion des Wundareals und defizitarer
Reepithelialisierung

kausaler Zusammenhang zu chronischem Entziindungsstatus mit
maoglicherweise gestérter Funktionalitat leukozytarer Zellen
Autokatalyse des Entziindungsgeschehens durch Pradominanz pro-
inflammatorischer Zytokine

exzessive Sekretion degenerativer MMP durch PMN

Pradominanz degenerativer MMP gegentiber physiologischen Inhi-
bitoren wie a1-Antiprotease, a2-Macroglobulin und TIMP

dadurch massive Degradation neuer Matrix, proteinogener Wachs-
tumsfaktoren (TGF-B, PDGF) und Fibronektin

mdgliches Zurlickhalten von Wachstumsfaktoren durch Binden an
Makromolekdile aus dem Blutplasma

vorzeitiges Altern relevanter Zelltypen mit nachteiliger Veranderung
ihres Phanotyps (Desensibilisierung gegenuber Wachstumsfaktoren
und Verlust der Fahigkeit zur Zellmigration)

McMahon & Grigg 1995
Kalani et al. 1999
Dinh & Veves 2005a/b

Peirce et al. 2000
Anaya-Prado et al. 2002
Toledo-Pereyra et al. 2004a/b

Bessman et al. 1986
Lipsky und Berendt 2000
Mustoe 2004

Edwards und Harding 2004
Falanga 2004 und 2005
Mustoe et al. 2006
Bjarnsholt et al. 2007

Bullen et al. 1995
Grinnell & Zhu 1996
Lobmann et al. 2002 & 2005

Falanga & Eaglstein 1993
Higley et al. 1995

Loot et al. 2002
Stojadinovic et al. 2005

MMP: Matrixmetalloproteinasen; TIMP: tissue inhibitors of MMP; PMN: Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

Analysiert man nun die Atiologie chronischer Wunden, die zu tiber 90% den 3-Haupt
formen Ulcus cruris Dekubitusund diabetische Ful3ulzeratiomuzuordnen sind, fallt

auf, dass es zur Chronifizierung der Heilungssituation in der Rewidhihehr des
Zusammentreffens mehrerer intrinsischer und extrinsischer Faliedanf, die zudem

oft in Assoziation zu einer Grunderkrankung stehen. Diskutiert werdeallean die in

Tab. I.1 aufgefuhrten Faktoren, deren Relevanz fur die Pathogenese demtgenan
Hauptformen chronischer Wundheilungsstérungen bestatigt werden koraléad&
2005; Mustoeet al. 2006; Cheret al.2007; Menkeet al. 2007].

Interessanterweise scheint eine massive Entziindungsreaktion, diedduiRersistenz

von Neutrophilen und mononukléaren Zellen begleitet wird, eine zentrale Komponente in

der Kausalkette eines gestorten Heilungsgeschehens darzusteltaef& al. 1995;
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Loots et al. 1998; Wetzleret al. 2000a; Goreret al. 2003a; Diegelmann 2003]. Als
maogliche Ursachen einer kontinuierlichen Rekrutierung und Aktivierung rdidien
gelten unter anderem wiederholte Drucktraumata, Ischamie-Remer$-Schaden so-
wie eine progressive bakterielle Kontamination des WundarealsTaigl I.1) [Robson
1997; Wallet al 2002; Edmondst al. 2004; Menkeet al. 2007; Bjarnsholet al. 2008].
Mehrere Gruppen berichten von einer positiven Korrelation zwischen legierzahl-
reduktion, dem Ruckgang der Entzindungsreaktion und einer deutlich verbesserten
Heilungsprognose [Trengowet al. 1999 und 2000; Mustoe 2004]. In anderen Arbeiten
wird auf potente antiangiogene Eigenschaften bakterieller Adh&sionsproges
Staphylococcus aureusnd deren Fahigkeit verwiesen, die humane Immunabwehr zu
inhibieren und somit das weitere Vordringen bakterieller Erregemurterstitzen
[Chavakiset al. 2002; Athanasopoulost al. 2006]. In der Konsequenz scheitern letzt-
lich viele Wunden oder Wundteilbereiche im Ubergang zur nachsten Heilungspiths
verfallen in einen abnormalen chronisch-entziindlichen Status [ebatks 1998]. Die
enorme Zahl aktivierter Neutrophilen fiihrt zu einem massiven Angtigtgolytischer
MMPs (vorwiegend MMP-8 und neutrophile Elastase), reaktiver Saffeastikale
(ROS) und proinflammatorischer Zytokine wie TNEF4L-1 und IL-6 im Wundareal
[Weiss 1989; Wetzleet al. 2000a; Diegelmann 2003; Lobmaenhal. 2002 und 2005
Wilaschek und Scharffetter-Kochanek 2005]. Letztere induzieren eipdgaren Syn-
theseschub degenerativer Proteinasen, involvieren und aktiviereoplaken, Fibro-
blasten, Keratinozyten und Endothelzellen und verantworten die Heruntatiegul
verschiedener Proteinaseinhibitoren (TIMP). Neben dem Uberpropogtoedbau
provisorischer und neuer Matrixbestandteile duRert sich das Whengalestruktiver
Enzymsysteme zusatzlich in der Degradation pivotaler Wachstumsfakiae z.B.
PDGF und VEGF [Grinnelét al. 1992; Franket al 1995; Wlaschelet al. 1997; Lauer

et al. 2000 und 2002; Rothkt al 2006]. Mit hoher Wahrscheinlichkeit liegt darin auch
die Ursache fur das Scheitern klinischer Studien mit topisch agapdéimirekombinanten
Wachstumsfaktoren, von denen nur rhPDGF-BB (Becaplermin, Re{)arere
Zulassung mit eingeschrankter Indikationsstellung erlangen konnte. Dennobh blei
anzumerken, dass Becaplermin noch weit von einem routinemafigen Em&aén
dardtherapieprotokollen entfernt ist [Benrettal 2003; Brenet al. 2006].
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Zusammenfassend kann postuliert werden, dass ein Grol3teil deriddesodin patho-
genen Entgleisungen physiologischer Mechanismen letztlich in einen anométo-

rischencirculus vitiosugniinden, der sich autokatalytisch selbst unterhélt.

3.2 Der diabetische Ful3ulkus

Diabetische Ulzerationen sind ein exzellentes Beispiel, umuaeigen, wie rasch
multiple physiologische und biochemische Defekte zu einem insuffiniddédungs-
verlauf fhren kdnnen. Sie verdeutlichen gleichzeitig, welche enormen geslicioéei
Risiken von chronischen Wunden ausgehen, in welchem MalRe selbst die Gesund-
heitssysteme der westlichen Staaten belastet werden und etiggwes ist, frihzeitig
praventiv zu agieren. Offensichtlich scheinen vor allem MalRBnhahmédprauention un-
terschatzt zu werden, wenn man bedenkt, dass ca. 2/3 der erwadbSeBérger tber-
gewichtig bis adipds sind [Yosipovitat al. 2007], obwohl ein klarer kausaler Zusam-
menhang zwischen einer Adipositas, dem metabolischen Syndrom und dehirgs
eines Typ lI-Diabetes seit Jahren bekannt ist [Eekel. 2005]. Dennoch verdeutlichen
mehrere Studien, in denen die weltweite Progredienz diabatistherationen unter-
sucht wird, dass es sich nicht ausschlieRlich um ein ProblemUtsrflussgesell-
schaft“ hochentwickelter Industriestaaten handelt und verweisenreustrk zuneh-
mende Zahl an Typ ll-Diabetikern in Entwicklungslandern [Wétdal. 2004; Boulton
2004; Boultoret al.2005].

Das weitaus grofRte Gesundheitsrisiko geht von einer Amputation derruBtdremi-
taten aus. Dabei stellen diabetische Ulzerationen mit bis zu 85Wadfigste Ursache
dieser finalen therapeutischen Mal3hahme dar [Boulton 2004]. Hochrechnugeleere
sogar, dass zwei der innerhalb einer Minute weltweit durchgefiArtgrutationen auf
diabetische Ulzerationen zurlickzufiihren sind und verdeutlichen die klirRetbeanz
der Erkrankung [Boultoret al. 2005]. Nicht selten existiert aufgrund massiver Infek-
tionen (Cellulitis, Osteomyelitis) keine alternative Therapimm, wenngleich die post-
operative 3-Jahresiuberlebenswahrscheinlichkeit selbst bei intensddizinischer Be-
treuung bei nur rund 55% liegt [Jeffcoate und Harding 2003].

Es wurde bereits angedeutet, dass dem diabetischen Ful3syndrom eifaktoridiie
Pathogenese zu Grunde liegt. Mittlerweile kennt man tber 100 physiologia&ie
ren, die in die Pathophysiologie diabetischer Ulzera involviert gneini und Tomic-
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Canic 2007]. Zum besseren Verstandnis der Kausalkette kann marzgiessst in
pradisponierende Faktoren einteilen, die eine Verletzung begunstigen uhd, stie

die Abheilung der bereits existenten Wunde kompromittieren. Von mRalevanz

fur die Entstehung diabetischer Wunden sind periphere sensorischeguabemoto-
rische und vasomotorische Neuropathien, deren Ursache im abnormaldiolidetas
(Hyperglykamie) der diabetischen Grunderkrankung liegt [Gresrad. 1999]. In der
Folge kommt es zu rezidivierenden traumatischen Ereignissen begdimde senso-
rische Desensibilisierung der unteren Extremitaten, zu gestoeguldtion der Blut-
zirkulation sowie motorisch bedingten Fehlstellungen und Fehlbelastungédfiide,

die zur Kallusbildung und dem typischen Wundbild fihren [Jeffcoate und Harding
2003; Boulton 2004]. Hinzu kommen atherosklerotische Makroangiopathien und
Stérungen der Mikrozirkulation struktureller und funktioneller Geneseindischami-
scher, trockener und rissiger Haut resultieren, deren Venigéz und Infektionsrisiko

in der Konsequenz enorm steigt [Schranet al. 2006; Korzon-Burakowska und
Edmonds 2006]. Nach Verletzung tragen mehrere sekundare, aber auch diafgben
fuhrten pradisponierenden Faktoren zur Chronifizierung der Heilungsverzodegung
Neben dem bereits erwéhnten hohen Infektionsrisiko, der fehlreguliéntzindungs-
situation [Lootset al. 1998; Wetzleret al. 2000a; Kampfeet al 2005; Goreret al
2003a und 2006b; Ochaat al. 2007] sowie der daraus abzuleitenden Konsequenzen
(vgl. Kap. 3.1) stehen mittlerweile unzahlige lokale und systemischéhdmosche und
zellulare Veranderungen im Verdacht, den Heilungsfortschritt ackigdren. So konnte
durch die systemische Neutralisierung von T&Enter Verwendung eines monoklona-
len Antikorpers (V1q) die Wundheilungssituation in diabetiscblefobM&usen deut-

lich verbessert werden [Goren al. 2006¢ und 2007]. Interessanterweise war dies mit
hoher Wahrscheinlichkeit primar auf eine Depletierung zirkuliereMitarozyten und
lokaler Wundmakrophagen zurtickzufiihren, die TdNRRembrangebunden exponierten
[Gorenet al. 2007]. Neben der deutlichen Reduktion der Entziindungsantwort konnte in
diesen Versuchen auch eine markante, lokale Hochregulation der Ir=epitorexpres-
sion im Wundgewebe bei unveranderter Persistenz des diabetiscmenyphaachge-
wiesen werden [Goreat al. 2006¢c und 2007]. Die Relevanz einer adaquaten, vitalen
Insulinsensitivitat vor allem fur Zellproliferation und Zelldifenzierung ist spatestens
seit dem Knockout des Insulinrezeptors bekannt [Wertheginat. 2001; Spravchikov
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et al. 2001; Thrastet al. 2006]. In diesem Kontext sind auch Vertreter der intrazellula-
rensuppressor of cytokine signaliif§OCS)-Familie interessant. So konnte fiir die Pro-
teine SOCS1, 3, 6 und 7 gezeigt werden, dass sie in Adipo- und Hepatozayjiee & iit-
stehung einer Insulinresistenz funktionell involviert sind [Emaneelél. 2001; Ruiet

al. 2002; Howard und Flier 2006; Liet al 2008]. Letztlich konnten mehrere Studien
aufzeigen, dass diabetische Wunden haufig durch eine gestoérte Verfligbadkieisuf-
fiziente Verteilung relevanter Wachstumsfaktoren wie VEGF, -BGid IGF-1 ge-
kennzeichnet sind, was in einer unzureichenden mitotischen, migcéemi und angio-
genen Aktivitdt entsprechender responsiver Zellen resultiert [Fetuak 1995; Bitar
und Labbad 1996; Blakytrst al. 2000; Laueket al. 2000; Stallmeyeet al. 2001].

4 Mechanismen zur Kontrolle der Entziindungsreaktion
im Wundheilungsprozess

Obwohl das Phanomen der Entziindung bereits vor Uber 3000 Jahren ersiédsls Er
nung fand und das Wissen uber zu Grunde liegende Mechanismen unter andelrem d
die fundamentalen Arbeiten von Rudolf Virchow oder Ilja Metchnikoffidig gestie-

gen ist, war lange unklar, welche Vorgange zur Auflésung einer Entziindungsantwort
fuhren [Henson 2005]. Erst innerhalb der letzten 30 Jahre gelangteurdan Erkennt-

nis, dass es sich dabei um ein Netzwerk aktiver Prozesse thaledsien Startsequenz
bereits wenige Stunden nach dem Ausbruch der Entziindung initiier{Serdan und
Savill 2005]. Zu diesem Netzwerk zahlt eine Vielzahl von Teilpraagssobei klar zu

sein scheint, dass deren priméres gemeinsames Ziel in eimgrgéeung der Zahl akti-
vierter proentzundlicher Leukozyten am Entzindungsort definiert ist. Vorgedrel-

neter Bedeutung fiir die Realisierung dieser Zielsetzung sind &abeesse, die zur
Reduktion von Vasodilatation und Gefal3permeabilitat, zur Herunterrieguldiemo-
taktischer Signale (IL-8/MIP-2, MIPel, MCP-1) und endothelialer Adh&sionsproteine
(E-/P-Selektinyvery late antigen(VLA)-1, ICAM-1, VCAM-1) sowie zur aktiven Eli-
minierung lokaler proinflammatorischer Zellen fihren [Ayalal. 2003; Henson 2005;
Lusteret al.2005]. An der Umsetzung dieser Kernprozesse sind wiederum verschiedene
Mechanismen beteiligt, wie zum Beispiel die Aktivierung immunsuppessi-Zellen,

die Veranderungen der Expression co-stimulatorischer (CD40) oder anisicliter Ad-

hasionsproteine (CD44, CD45), die allgemeine Herunterregulation depfRedichte



EINLEITUNG 19

infolge hoher Ligandenkonzentrationen, die Sekretion loslicher Zytokinreerepiae
IL-1RII und TNF-RI/II, der gesteuerte Zelltod (Apoptose) pranimatorischer Zell-
klassen sowie nicht zuletzt die Clearance apoptotischeerZalurch Phagozyten
[Greenhalgh 1998; Tedet al. 2002; Ayalaet al. 2003; Serhan und Savill 2005; Anwar
und Whyte 2007; Emingt al. 2007; Hartet al. 2008]. Als zentrale Mediatoren fur die
Initierung und Regulation dieser Mechanismen sind neben GlucocorticoidtthOl-
aminen und E-Prostaglandinen in erster Linie antiinflammatoriggtekine wie TGF-
B, IL-1-Rezeptorantagonist, IL-4 und IL-10 zu nennen. Von aquivalenter Relesiad
intrazellulare Mechanismen, die eine enge Kontrolle der Signattugktion relevanter
Zytokine in responsiven Zellen verantworten (SOCS-Proteine). 8ieégéichen somit,
das Ausmal3 der Transkription zytokinregulierter Gene sowie die pimetithe Pola-

risierung von Lymphozyten/ Leukozyten maf3geblich zu beeinflussen.

4.1  Das JAK-STAT-Paradigma und die Familie derSuppressor of
cytokine signaling (SOCS)

Es ist bekannt, dass Zytokine nicht nur fir die Initiierung der Wundheilumglesn
auch fur die Regulation weiterer fundamentaler biologischer Prozgsderoliferation,
Immunitat und Hamatopoese von essentieller Bedeutung sind [Krebs dod 20001,
O’Sullivanet al. 2007; Murray 2007]. Um dieser Funktionsbreite gerecht zu werden,
existieren sehr viele Zytokinrezeptorkombinationen, deren grof3te Unterdhippato-
poetische Rezeptoren der Klassen | und Il) schon allein ca. 4¢hiedlene Rezeptor-
varianten kennt [O”Sullivaet al. 2007]. Im Gegensatz zu den ca. 20 im humanen Ge-
nom bekannten Rezeptortyrosinkinasen (Insulin-, EGF-, VEGF-, PIK&i~Rezepto-

ren u.a.) besitzen hamatopoetische Rezeptoren keine intrinsischenKipaseaktivitat
[Robinsonet al 2000]. Anstelle dessen wird diese durch rezeptorassoziemtesKi-
nasen bereitgestellt (Abb. 1.4). Interessanterweise reduziardmcSignaltransduktion
trotz der Vielzahl hdmatopoetischer Rezeptoren dennoch auf rlandsKinasen
(JAK1-3 und TYK2), gefolgt von 7 STAT-Proteinen (STAT1-5a, 5b-6), wobei die
Mehrheit der Zytokinrezeptoren nur 3 der 10 mdglichen JAK-Kombinationen nutzt
[Murray 2007]. Wie es trotzdem nach Aktivierung identischer STAdr$kriptions-
faktoren zu einer zellspezifischen Transkription zytokinspezifisGene mit zum Teil

gegensatzlicher Funktionalitdt kommt, ist in der Literatur nuratamsise geklart.



EINLEITUNG 20

Moglicherweise spielen SOCS-Proteine aus der negativen Ruckkopplhiegsesder
JAK-STAT-Signalkaskade eine entscheidende Rolle, wie am BeigmeSOCS3 und
der Signaltransduktion nach IL-6 und IL-10-Stimulation in Makrophagen gezeigt
den konnte [Niemandt al 2003; Yasukawat al 2003; El Kasmet al 2006].
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der JAK-STAT-Sig  nalkaskade und deren Hemmung durch ne-
gative Ruckkopplung tber SOCS-Proteine

Die verschiedenen Angriffspunkte inhibitorischer SOCS-Proteine sind anhand von SOCS1 und SOCS3
schematisch aufgezeigt. Die Transkription der SOCS-Gene wie auch die weiterer Zytokin-regulierter
Zielgene wird Uber STAT-Proteine vermittelt. Neuere Arbeiten diskutieren die Notwendigkeit einer
Dimerisierung dieser STAT-Proteine fir ihre transkriptionelle Aktivitat (vgl. Text). JAK: Janus-Kinase;
STAT: signal transducer and activator of transcription; SOCS: suppressor of cytokine signaling

Einer Expression von SOCS-Proteinen geht jedoch im Gegensatz zu detutoest
primierten intrazellularen Inhibitoren des Zytokinsignalweges Pg8tein inhibitors
of activated STATsund SHP $H2-containing phosphatagesine Ligandenaktivierung
des transmembranaren Zytokinrezeptors voraus, die zur OligomeristeuRgzeptor-
untereinheiten fuhrt (Abb. 1.4) [Wormald und Hilton 2004]. In Folge transphosphory-
lieren sich assoziierte oder rekrutierte JAKs in Juxtapositioréchst selbst, um an-
schlieRend durch Phosphorylierung von Tyrosinresten an der zytoplasmatiszegn R
tordoméne Bindungsstellen fir Proteine zu generieren, dieSibdromology ZSH2)-
Domanen verfigen. Vertreter der STAT-Familie besitzen eotehe Doméne und
binden am Rezeptor, werden phosphoryliert und translozieren anschlie8éaiad-
bzw. Heterodimer oder mdglicherweise auch als Monomer in den #ellken die
Transkription zytokinregulierter Gene zu initieren [Murray 2007]. Urdederem

kommt es nun zur Induktion von Proteinen der SOCS-Familie, die dagk mheist
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pleiotropischen Aktionsradius’ zentraler Bestandteil der negativerkk@pplungs-
schleife sind. Die Familie umfasst 8 Mitglieder (SOCS1-7 daslcytokine-inducible
SH2-containing proteinCIS)), die sich alle durch eine zentrale SH2-Doméane aus-
zeichnen. Diese Domane wird aminoterminal durch eine Domanélearlaange und
Sequenz und C-terminal durch ein konserviertes Motiv flankiert, daS@{3S-Box
bekannt ist. Jede dieser Domanen ist offensichtlich in die Bloakad8ignaltransduk-
tion hamatopoetischer Rezeptoren involviert. So bindet beispiels®#6ES1 Uber die
SH2-Domane direkt an JAK2 und hemmt deren Tyrosinkinaseaktivité@tsalzeinlich
uber einekinase inhibitoring regiorfKIR) der N-terminalen Doméane [Kulei al. 2003;
Yoshimuraet al. 2007]. Dieser Mechanismus wird auch fir SOCS3 postuliert, wobei
ebenso gezeigt werden konnte, dass SOCS3 mit hoher Affinitat direke agpt80
Untereinheit eines Klasse I|-Rezeptors (Y759) bindet und somit Bilielestelle
moglicherweise kompetitiv hemmt [Kubet al. 2003]. Gesichert scheint dagegen die
Funktion der SOCS-Box, die das Elongin C bindet und nach Assoziationamgiix B,
Cullin-5 und RBX2 eine E3-Ubiquitinligase darstellt, die Uber den Nwireus/SH2-
Doméane gebundene Proteine der Signalkaskade polyubiquitinieren lasst §&tmnur
2004]. Derartig derivatisierte Proteine werden im Proteasomkomplex degradier
SOCS-Proteine werden in den meisten hematopoetischen Gewebé&nierkpiFir
SOCS3 konnten erhbhte mRNA-Expressionsspiegel in Lunge, Milz, Fetigevaber
auch im epidermalen Kompartiment gezeigt werden [&taal. 1997; Tollet-Egnelkt

al. 1999; Gorenet al. 2006a]. Die Expression ist transkriptionell eng reguliert, die
Proteine werden rasch proteosomal abgebaut und bedirfen keiner zusatzkthe
vierung durch Phosphorylierung. Dennoch verweisen Studien darauf, dass Phosphory-
lierungen stattfinden, wobei deren Funktionalitat teilweise gekladist[Cacalanet

al. 2001; Peraldet al.2001; Cheret al.2002; Peltolat al. 2004; Qasimet al. 2006].

4.2  SOCS-Proteine und deren Rolle in pathophysiologisem
Veranderungen

Die grol3e physiologische Relevanz einer effizienten Kontrolle deskidyezeptor-
signaltransduktion durch Proteine der SOCS-Familie konnte anhancdhiedester
Knockout-Mausmodelle eindrucksvoll belegt werden. Der Knockout von SOCS1 oder
SOCS3 ist perinatal bzw. bereits embryonal letal [Maeinal. 1999a/b; Robertst al.



EINLEITUNG 22

2001]. Der Verlust von SOCS2 resultiert in ausgepragtem Gigantisriulge abnor-
maler Resonanz auf das Wachstumshormon (GH) und IGF-1 [Metcalf2000]. Es
ist somit nicht verwunderlich, dass Proteine, die eine solche Selésgion einneh-
men, in die Pathogenese verschiedener entziindlicher und malignerkirigan invol-
viert sind. Besonders bedeutsam scheinen dabei pleiotrope Rezeptorbio&@Qds3-
vermittelte Insulin- und Leptinresistenz) sowie eine insuffizigkttenuierung exzessi-

ver STAT-Aktivierung bei chronischen Infektionskrankheiten sowie malider&nan-

kungen zu sein. In Tabelle Tab. 1.2 sind einige Beispiele zusammengefasst.

Tab. 1.2: Ubersicht einer Auswahl pathogener Veréand
kaskade im Kontext metaboblischer, entztindlicher und

maligner Erkrankungen

erungen in der JAK-STAT-SOCS-Signal-

Erkrankungen Fehlregulierte Signalkomponenten Literatur
Insulinresistenz SOCs1 Blockade von Bindungsstellen am Insulinrezeptor Emanuelli et al. 2001
o SOCS3 SOCS3-vermittelte Degradation von IRS1 und IRS2 Mooney et al. 2001
T = SOCS6 SOCS3-Uberexpression im Fettgewebe flihrt zu lokaler Insulin-  Rui et al. 2002
20 SOCS7 resistenz Banks et al. 2005
o= Shi et al. 2006
S0 |eptinresistenz SOCS3 spezifischer neuronaler SOCS3-knockout und SOCS3-Haplo- Bjorbaek et al. 1998
§ insuffizienz schiitzt vor HFD-induzierter Adipositas bei gleich- Howard et al. 2004
bleibender Insulinsensitivitat Mori H. et al. 2004
Atopisches Asthma SOCSs1 SOCSS3 reguliert und erhalt T,,2-vermittelte allergische Seki et al. 2003
Atopische Dermatitis ~ SOCS3 Reaktionen Arakawa et al. 2004
S Allergische SOCS5 SOCS3-Uberexpression in Hautlésionen von AD-Patienten  Sano et al. 2004
©  Konjunktivitis (AK) Korrelation zwischen SOCS3-Expression und Schwere- Ozaki et al. 2005
2 grad der Erkrankung bei Patienten mit AK Harada et al. 2006
< SOCS1-Genpolymorphismus bei Asthmapatienten
AE Psoriasis STAT3 konstitutive Aktivierung von STAT3 in Keratinozyten Sano et al. 2005
i
2 Morbus Crohn SOCS3 konstitutive Aktivierung von SOCS3/STAT3/STAT4 in Suzuki et al. 2001
© Colitis ulcerosa STAT3 intestinalen T-Zellen bei Morbus Crohn-Patienten Lovato et al. 2003
] STAT4 massive Aktivierung von STAT3 in Schleimhautbiopsien von
:§ Colitis ulcerosa-Patienten
i COPD STAT4 hohe STAT4-Aktivierung korreliert mit dem Grad der Atem- Di Stefano et al. 2004
wegsobstruktion
Rheumatoide Arthritis  STAT3 konstitutive Aktivierung von STAT3 in synovialen Fibroblasten Shouda et al. 2001
e EBV-Lymphom STAT1 konstitutive Aktivierung von STAT1 Weber-Nordt et al. 1996
[
2 2  Morbus Hodgkin SOCS1 Mutation im SOCS1-Gen fiihrt zu fehlregulierter STAT5-Akti- Melzner et al. 2005
Ep= STATS vierung Weniger et al. 2006
5c
g ® HcC SOCs1 CpG-Hypermethylierung im SOCS1 und SOCS3-Gen Yoshikawa et al. 2001
E SOCS3 Hepatozyten-spezifischer SOCS3-k.o. resultiert in STAT3-ver- Niwa et al. 2005

mitteltem Zellwachstum und HCV-induzierter Kanzerogenese
adenovirales SOCS3 unterdriickt HCC-Tumorzellproliferation

Ogata et al. 2006
Cui et al. 2008

IRS: Insulinrezeptorsubstrat; HFD: Hochfettdiat; AD: Atopische Dermatitis; COPD: Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung; EBV: Epstein-

Barr-Virus; HCC: Leberzellkarzinom; HCV: Hepatitis C-Virus

4.3  TGF-B als prototypisches antiinflammatorisches Zytokin m

Kontext der Wundheilung

Die TGFf -,Superfamilie” umfasst ein komplexes Spektrum pluripotenter Zggki
die entscheidend an der Aufrechterhaltung der Homdostase mitwirken undoar gr

Bedeutung fur Zellwachstum, Differenzierung, Entwicklung und eine effiei Wund-
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heilung sind. Zu ihr gehdren neben den in Saugetieren bekannten und zu 64-85%
homologen Isoformen TGE1, 32 undp3 die so genanntdmone morphigenic proteins
(BMPs), die mullerian inhibiting substanc€MIS), Nodal, Aktivine und Inhibine
[Massague 1990; O’Kanet al. 1997]. Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit unter-
scheiden sie sicim vivoteilweise deutlich in ihrer Funktionalitat.

Die erwahnten TGPB-Isoformen werden als Vorstufen sezerniert und bilden mit dem
S0 genanntefatency-associated proteif AP) und demlatent TGF$-binding protein
(LTBP) einen latenten Proteinkomplex, der als extrazellul&eservoir die konti-
nuierliche Verfugbarkeit des Zytokins im entsprechenden Gewebesickarstellt
[Miyazono et al 1991]. Erst nach proteolytischer Spaltung des Komplexes (u.a. durch
Plasmin, Thrombospondin-1) liegt der Wachstumsfaktor in freier undiedtér Form

vor. Er bindet nun entweder an makromolekulare Matrixbestandteile (Dg€&abro-
modulin) oder an den TGB-Rezeptor Ill, der das Zytokin schliel3lich den signaltrans-
duzierenden Rezeptortypen | und Il prasentiert [Werner und Grose 208d). dem
Binden an den resultierenden heteromeren Rezeptorkomplex erzietem GHf-
Isoformen ihre biologische Wirkung primar tber eine intrazelluBigmalkaskade, die
Uber aktivierende und inhibitorische SMAD-Proteine vermitteltdwDerynck et al
1998; Miyazono 2000].

Neben Thrombozyten und aktivierten Wundmakrophagen sind auch Neutrophite, Fib
blasten und Keratinozyten des Wundareals an der Synthese voi$ Déteiligt und
sorgen fur eine deutliche Induktion nach Verwundung [Sclenal 1993; Franlet al.
1996; Cowinet al 2001]. Es konnte zudem in verschiedenen Modellen gezeigt werden,
dass die Isoformen differenziell exprimiert werden. Wéahrend BGRknd $2 in der
Akutphase pradominieren, konnte erst in der Spatphase der Heilung eirgAdeti
TGF{33-Isoform detektiert werden, so dass eine Cross-Regulation dernsof1

und B3 postuliert wurde [Franlet al 1996; O'Kaneet al. 1997; Werner und Grose
2003]. Eine Storung dieser spezifischen Expressionskinetik bezlglich daitudta
einer Isoform, aber auch beziglich der Balance der Isoformen wmateder, wird daher
nicht nur als Ursache fir fibrotische Komplikationen und eine prominsarben-
bildung (TGFB1>TGF{33) diskutiert, sondern auch als Grund fir ein ineffizientes und
chronisches Heilungsgeschehen gewertet [Sclathal 1993; Shalet al. 1995; Frank

et al. 1996; Cowiret al 2001; Judet al 2002].
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In Kapitel 2 ist bereits detailliert auf die Schlisselfumiktvon TGFp fir alle Phasen
des Heilungsprozesses eingegangen worden. Im Kontext antiinflammatohsstiea-
nismen soll daher im Folgenden kurz auf die immunmodulatorischen Bigétescvon
TGF{f31 eingegangen werden. T@H- spielt wahrend des Heilungsprozesses eine
einzigartige Rolle in der Initiierung und Regulation der Immunabwehr,duash den
multifokal entzindlichen Phénotyp der TBE-Knockout-Maus eindrucksvoll bestatigt
werden konnte (der Knockout der Isoformf@Ehundp3 ist postnatal letal) [Kulkarret

al. 1993; Chrisket al 1994; Proetzett al 1995; Sanforat al 1997]. Die hohe antiin-
flammatorische Potenz dieses Zytokins beruht dabei auf einezatflammunsuppres-
siver Mechanismen. So hemmt T@Fbeispielsweise die Proliferation und IRN-
Sekretion aktivierter T-Zellen und vermittelt deren Apoptose [Mei@Bmperioet al
2000; Wabhlet al 2000; Sillettet al 2001]. Als chemotaktisches Zytokin rekrutiert es
Makrophagen, die das Wundareal von apoptotischen proinflammatorischen Leukozyten
befreien und hemmt zudem in Kombination mit Prostaglandin (PG)-E2 umdidet-
chenaktivierenden Faktor (PAF) Uber einen auto-/parakrinen Regedikeeyoduktion
proinflammatorischer Zytokine [Fada@t al 1998; Werneet al 2000]. Dennoch ist be-
kannt, dass die pluripotenten regulatorischen Effekte auf Immunzellehadis wider-
spruchlich erscheinen und teilweise massiv vom Zelltyp und derarBifzierungssta-
tus der betreffenden Zelle abhéngen [Ashcroft 1999; Ling und Robinson 2002]. So
Uberwiegt in der Initialphase einer Entzindung deutlich der proinflaonisehe Pha-
notyp des Zytokins (vgl. Kap. 2.1). Wundheilungsstudien mit P& Fterexprimieren-
den Mausen (unter einem Keratin 5-Promoter) resultiertenner &erzogerung der
Heilung, die in allen Phasen durch eine profunde Entziindung gekennzeichnetdwar u

bestétigen die proinflammatorische Potenz von BGfWanget al. 2006].
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5 Zielsetzung der Arbeit

Mit dem Ziel einer effizienten Regeneration des verlet@ewebes stellt der Prozess
der kutanen Wundheilung eine hochkomplexe Verkettung ineinander Ubergehender
Heilungsphasen dar. Dabei besitzt die akute Entziindungsphase eine beseddere B
tung fur die koordinierte Initiierung des Regenerationsprozesses fM&%87; Singer
und Clark 1999]. Im gesunden Organismus ist diese Phase in ihrer ddeplind zeitli-
chen Ausdehnung eng reguliert, um einer tberschieenden chronischen Entziindungs-
situation, die in Assoziation zu pathologisch veranderten Heilungsbedinguralgn st
[Loots et al. 1998; Wetzleet al. 2000a; Gorert al. 2003a; Kampfeet al. 2005], ent-
gegenzuwirken. Trotz der Erkenntnis, dass Proteine aus der Famibepeessor of
cytokine signalindSOCS) maligeblich an der intrazellularen Dampfung zytokinvermit-
telter proentzindlicher Signale beteiligt sind, existieren biskamge Studien, die sich
gezielt mit der Regulation dieser Proteine wahrend der kutanen Wiumghend deren
grundlegende Bedeutung fur den Heilungsprozess befassen. Besondersamteres
schien das Protein SOCS3 zu sein, das bereits als zentrakeiBan der Pathogenese
verschiedener entzindlich-pathologischer Veranderungen in der Haut etiskutrde
[Sekiet al.2003; Horiuchiet al. 2006].

Das Primarziel der Arbeit bestand somit in der Charaktewisgeder SOCS3-Expres-
sionskinetik wahrend des kutanen Heilungsprozesses unter Verwendusdgeings
etablierten Wundmodells. Dariiber hinaus sollten die im Wundareal dbxgezssion
dieses Proteins partizipierenden Zelltypen identifiziert werdenunter Umstanden er-
ste funktionelle Rlckschlisse ziehen zu kdnnen. Basis dieselemitiatersuchungen
sollten neben stoffwechselgesunden Mausen auch diabetisthteMause sein, deren
Wundheilungsprozess bereits gut charakterisiert ist und deutlichéeelaraum Wund-

bild chronisch-diabetischer Ulzerationen im humanen Organismus iatifé Inte-
gration dieses Defektmodells hatte somit zum Ziel, einergjefeende Beurteilung der
Rolle von SOCS3 unter einem pathophysiologischen Gesichtspunkt zu ermdglichen.
Daruiber hinaus verweisen Studien der letzten Jahre zunehmesideadeutlich erwei-
terte Funktionalitéat der SOCS-Proteine, die zusatzlich die Regulagenerativer Pro-
zesse einschlieldt. Verschiedene Untersuchungen konnten dabei aygsteigerte Be-

deutung von SOCS3 in der Hemmung STATS3-vermittelter Signalkaskaderisenw
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[Densonet al. 2003; Tokumariet al. 2005; Nagakt al. 2007], wobei bekannt ist, dass
STATS3 in die Transkription migrations- und proliferationsrelevantaredevolviert ist.
Daher sollte im zweiten Teil der Arbeit ein transgenesidzodell generiert und cha-
rakterisiert werden, in dem SOCS3 in Anlehnung an die Erkenntnissgeau®rsten
Teil dieser Arbeit im epidermalen Kompartiment tberexprimigird. Neben einer
umfassenden Beurteilung des Wundheilungsgeschehens in diesen Tierdar Ui
Untersuchung der Entzindungsreaktion einen Schwerpunkt bilden sollte, wareron Int
resse, detaillierte Erkenntnisse tber mogliche Auswirkungen derterh8OCS3-Ex-
pression auf das Verhalten der Wundrandkeratinozyten zu erlangenniisithung
der fur den raschen Heilungserfolg auf3erst bedeutenden Schlisselfunkteagnd<
zytenmigration und -proliferation sollten dabei sowwhVivo als auchn vitro im Fo-

kus der Analysen stehen.



[l MATERIAL UND METHODEN

1 Material

1.1 Chemikalien

Organische Ldosungsmittel und Sauren wurden Uber das Zentrallager deelégpder

Uniklinik Frankfurt bezogen. Alle weiteren, im Folgenden nicht aufgefuhrteent

kalien und Lésungen wurden von den Firmen Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen.

Acrylamid- /Bisacrylamidldsungen
Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz

Aprotinin

Aquatex, wassriges Eindeckmittel

Bovines Serumalbumin, Fraktion V

5-Brom-4-chloro-3-indoxyB-D-galactosid (X-Gal)

5-Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU)

Carbenicillin Dinatriumsalz

3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylamino]-propansulfat

(CHAPS)

[a-32P]CTP

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-GrofRenmarker
Einbettmedium flur Gefrierschnitte
Ethidiumbromid

Fibronektin (aus humaner Plazenta)
Geniticinsulfat (G418)

Glycin

Guanidinthiocyanat (GSCN)
Guanidinhydrochlorid

Roth; Karlsruhe
Gibco / Invitrogen; Karlsruhe
Roth; Karlsruhe
Sigma-Aldrich; Tainfhen
Roth; Karlsruhe
BioTrend; Kéln
Merck; Darmstadt
Roth; Karlsruhe
Roth; Karlsruhe
BD Biosciences Epep Heidelberg
Roth; Karlsruhe
Sigma-Aldrich; Taufkirchen

GE Healthcare Europe; Braunschweig
Sigma-Aldrich; Taufitien
Sigma-Aldrich; Taufldhen
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
MBI Fermentas; St. Leon-Rot
Leica Microsrsis; Nussloch
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Sigma-Aldridyfkirchen
Gibco / Invitrogen; Karléme
Merck; Darmstadt
Sigma-Aldrich; Taufkiech
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
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Hefeextrakt
Isopropylf$-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kollagen Typ IV (aus humaner Plazenta)
Leupeptin

Magermilchpulver

Maus IgG-Agarose

2-Mercaptoethanol

Mayers Hamatoxylin-Lésung

Mitomycin C

PageRuler™ Proteinstandard
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Nukleotidtriphosphate
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Oligonukleotide

Okadaséaure

Pepton

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid
Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsaure) (PIPES)
Ponceau S Losung

Triton X-100

tRNA

Tween 20

Spermidin

[a-32P]UTP

Gibco / Invitrogen; Karlsruhe
Roth; Karlsruhe
Sigma-AldriTaufkirchen
BioTrend; Kdln
Merck; Darmstadt
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
AppliChem; Darmstadt
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
MBI Fermentas; Stnikeat
AppliChem; Darmstadt
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Roche; Karlsruhe
Sigmiadrich; Taufkirchen
MWG Biotech; Ebersberg
BioTrend; Kéln
Roth GmbH; Karlsruhe
AppliChem; Darmstadt
Roche; Karlsruhe
ckteDarmstadt
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Roche; Karlsruhe
Sigma-Aldrich; Taufkirchen
Roche; Karlsruhe

GE Healthcare Europe; Braunschweig

1.2  Puffer und L6sungen

Zur Herstellung wassriger Puffer und Losungen wurde demineralgsléfasser (lonen-
austauscher; Millipore, Schwalbach) verwendet. Es wird im Folgende DDW be-

zeichnet, da dessen Leitfahigkeit der doppelt destillierten Wassergdahttspr

1.2.1 Allgemeine Puffer und Stammlésungen

139mM NacCl

2,7mM KCI

8,1mM NaHPOx2H,O
1,5mM KH,PO,

10x PBS-Puffer(pH7,4)
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10x TBE-Puffer

10x TAE-Puffer

10x TBST-Puffer (pH8)

1.2.2 DEPC Wasser

890mM Tris
890mM Borsaure
20mM NaEDTA

400mM Tris/HCI
10mM EDTA

100mM Tris/HCI
5% Tween 20 (v/v)
1,5M NacCl

Zur Herstellung RNase-freier Lésungen wurde DDW mit dem RNasb#or Diethyl-
pyrocarbonat (DEPC) (0,1% (v/v)) versetzt und tUber Nacht bei Raopetratur (RT)

geruhrt [Fedorcsak und Ehrenberg 1966]. Da selbst Spuren von DEPC Adenylreste

carboxymethylieren, wurden die Losungen anschliel3end autoklaviert undveonhat-

bendes DEPC quantitativ thermisch zersetzt.

1.3  Kits und sonstige Materialien

ABC Staining System

Accu-Check Aviva und Teststreifen
BAS-MP 2040S-Phoshoimaging-Platte
BCA Reagent Assay

BrdU in situ Detection Kit

DCS LabLine Antikdrperverdiinnungspuffer
Enhanced chemoluminiscense (ECL) detection kit
Griess-llosvays Reagenz auf Nitrit
Hybond™-N Plus Nylonmembran
Nitrozellulosemembran

Nick™ Columns

PVDF Membran

Quantikine® ELISA Kit

Maus- IL-18

Maus- MCP-1 (CCL-2)
Maus- MIP-2

Maus- TGFB1

Maus- TNFe

Santa-Cruz Biotechnologditsigelberg
Roche Deutsaiil@renzach-Wyhlen
Fuji; Straulaedh
Pierce Inc.; Rockford, IL, USA
BD Biosciences Europteidelberg
DCS; Hamngpbu
efsimam Pharmacia; Braunschweig
Merck; Darmstad
GE Healthcare Eur@vaunschweig
Schleicher & Schuell; Dasse
GE Healthcare Europe; Braunschweig
Millipore; Eschborn
R&D Systems; Wiesbaden
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Qiagen Plasmid Midi Kit

Rediprime || DNA labelling system
SigmaFAST™ 3,3'-Diaminobenzidin Tabletten
Spectra/Por® CE Dialysemembran MWCO: 3500
SuperFrost Plus® Objekttrager

Qiagen; Hilden
Amersham PhariaaBraunschweig
SigmalAdh; Taufkirchen
SpecEunope; DG Breda, NL
Menzel GlasbearbgjtBraunschweig

Tissue-Tek Cryomold® Einbettformen Sakura Findfekope; Zoeterwoude, NL

Whatman® 3MM-Papier

1.4 Enzyme

1.4.1  Ubersicht verwendeter Enzyme
Dispase Il
Pfu-DNA Polymerase
Proteinase K

Restriktionsenzyme

RNA Polymerase T3 und T7

RNase Aund T1

RNasin® Ribonukleaseinhibitor
Superscript 1l Reverse Transkriptase
T4-DNA Ligase

GoTaq®-DNA Polymerase

Millipore; Eschborn

Roche; Karlsruhe
Promega; Mannheim
Roche; Karlsruhe
Roche; Karlsruhe,
MBI Fermentas; St. Leon-Rot,
New England Biolabs; Frankfurt
Roche; Karlsruhe
Roche; Karlsruhe
Promega; Mannheim
Invitrogéarsruhe
Roche; Karlsruhe

Promega; Mannheim

1.4.2 Lo6sen und Vorinkubation lyophilisierter Enzyme

Proteinase K

Das Lyophilisat wurde zu einer Endkonzentration von 10mg/ml in DDW geligtio-

tiert und bei —20°C gelagert.

RNase A

Das Lyophilisat wurde zu einer Endkonzentration von 10mg/ml in RNagerPuf
[10mM Tris/HCI pH7,5; 15mMNacCl] gelost, fur 30min bei 95°C inkubiert, (idacht
auf RT abgekuhlt, abschliel3end aliquotiert und bei —20°C gelagert.
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1.5 Rekombinante und aufgereinigte Proteine
IL-1B Roche; Karlsruhe
IL-6 PeproTech; Frankfurt
IFN-y PeproTech; Frankfurt
TNF-a Roche; Karlsruhe
TGFa Roche; Karlsruhe
TGF$ Roche; Karlsruhe
1.6  AntikOrper
1.6.1 Primarantikdrper
Antikorper Ursprung Hersteller
anti- Loricrin K (polyklonal) Covance; Berkeley CA, USA
anti- SOCS3 Z (polyklonal) Santa Cruz Biotech; Heidelberg
anti-pSTAT3 K (monoklonal) New England Biolabs; Frankfurt
anti- STAT3 M (monoklonal) New England Biolabs; Frankfurt
anti-  -Aktin M (monoklonal) Sigma-Aldrich; Taufkirchen
anti- Ki-67 K (polyklonal) Dianova; Hamburg
anti-GR-1 R (monoklonal) PharMingen; Hamburg
anti- F4/80 R (monoklonal) AbD Serotec; Hamburg
anti- MCP-1(CCL2) Z (polyklonal) R&D Systems; Wiesbaden
anti- MIP-2 Z (polyklonal) Santa Cruz Biotech; Heidelberg
anti- COX-2 Z (polyklonal) Santa Cruz Biotech; Heidelberg
anti- BrdU R (monoklonal) AbD Serotec; Hamburg
anti-iNOS K (polyklonal) Santa Cruz Biotech; Heidelberg

anti- TGF-3(1,2,3)
anti- TGF-3(1,2,3)
anti- KLH

M (monoklonal)
K (polyklonal)
M (monoklonal)

R&D Systems; Wiesbaden
R&D Systems; Wiesbaden
R&D Systems; Wiesbaden

K... Kaninchen; Z...Ziege; R...Ratte; M...Maus

1.6.2 Sekundarantikorper
Antikorper Ursprung Konjugat Hersteller
anti-goat IgG K HRP Dianova; Hamburg
anti-mouse IgG K HRP Pierce Inc.;Rockford,USA
anti-rabbit IgG V4 HRP Dianova; Hamburg
anti-rat 1IgG K Biotin Dako; Hamburg

K...Kaninchen; Z...Ziege

1.7  Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden nach Vorgabe der Sedoendie

Firma MWG-Biotech aus Ebersberg bezogen.
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1.7.1 Keratin-10 RT-PCR Primer

mmKer10(+)
mmKer10(-)

5’- CAG CTA CGG CGG CGG AAG C -3
5- GGT GTC ACC TCC TCA ATAATC G -3

1.7.2 Klonierungsprimer fur pBKS(+)K5-SOCS3

mmSOCS3sal(fwd)

5°- ATAGACTA GTCGAC CTCCGTGCGC@ATG GTCACCCACA GCAAGTTTCCC -3

Sal KOZAK
mmSOCS3Elal(rev)

5- GAGCGCCGATCGAT TTA AAGTGGAGCATCATACTGATC CAGGAAC -3

Clal Stopp

1.7.3 Genotypisierungsprimer
pPBKS-K5(+)

mmSOCS3(-) (Il
1.8 Vektoren

1.8.1 Ausgangsvektoren
pBluescript Il KS (+)

5’- CAC TTA ATC ATT CAC AGC TCG -3’
5°- CAC CGC GCT CCA GTAGAA TCC’-3

Stratagene; Heidelberg

pBluescript 1l KS (+)ist ein Klonierungsvektor, der ein Ampicillinresistenz- und ein
lacZ’-Gen tragt. DasacZ’-Gen steht unter der Kontrolle dieg-Promotors und bein-
haltet die Klonierungsstellenultiple cloning sitg so dass das Einfligen des gewinsch-
ten DNA-Fragments eine Unterbrechung dieses Gens zur Folge hheiuimkubation
der Klone in Gegenwart von IPTG (Induktor) und X-Gal (Substrat) eiaa-B/eil3-

Selektion ermdglicht wird.

1.8.2 Rekombinante Plasmide
pBKS(+)K5

Amendtet al. 1998

pBKS(+)K5-SOCS3 (SOCS3: murin; Nukl.: 377-1054 ) cssion: NM_007707

pBKS(+)SOCS3 (murin; Nukl.: 383-660)
PBKS(+)SOCS3 (human; Nukl.: 541-780)
pBKS(+)GAPDH (human; Nukl.: 961-1070)
pBKS(+)GAPDH (murin; Nukl.: 937-1051)
PBKS(+)IL-1B (murin; Nukl.: 481-739)
pBKS(+)IFNy (murin; Nukl.: 248-497)
pBKS(+)Lipocalin (murin; Nukl.: 816-1481)

Accession: 388
Accession: AB804
Accession: 3137
Accession: RED9

Gragt al. 1986

Gragt al 1983
Garay-Raget al 1996
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pBKS(+)LysozymM (murin; Nukl.: 23-296) AccessidBiC002069.1
pBKS(+)INOS (murin; Nukl.: 3285-3574) Xiet al. 1992
pBKS(+)COX-2 (murin; Nukl.: 796-1063) Accession: ¥ED1
pBKS(+)TGFS1 (murin; Nukl.: 1735-1974) Accession: NM_011577
pBKS(+)TNF-o. (murin; Nukl.: 541-814) Penniczt al 1985
PBKS(+)GTPCH-1 (murin; Nukl.:624-839) Nomuehal. 1993
pBKS(+)MIP-2 (murin; Nukl.: 181-451) Tekamp-Olsehal 1990
pBKS(+)MCP-1 (murin; Nukl.: 580-1924) Rolliret al. 1988
pcmSOCS3 (murin; Nukl.: 377-1054) Accession: NM_1007

Der VektorpBKS(+)K5wurde freundlicherweise von Prof. M. Blessing aus Mainz zur

Verfiigung gestellt.

1.9 Bakterienstamme

Escherichia coliXL1 blue MRF’ Stratagene; Heidelberg

1.10 Priméarzellen und Zelllinien

HaCaT Humane adulte Keratinozyten
[Boukampet al 1988];
DKFZ; Heidelberg

pKC-tgS3" primére murine Keratinozyten; isoliert aus
nicht-transgenen Tieren der Mauslinien L3
und L13a (vgl. Kap. 3.2.3)

pKC-tgS3™) primére murine Keratinozyten:; isoliert aus
nicht-transgenen Tieren der Mauslinien L3
und L13a (vgl. Kap. 3.2.3)

1.11 Mauslinien

1.11.1 Knock-out Linien
C57BL/6Job/ob(BL6-0b/ob Charles River; Sulzfeld

1.11.2 Nicht-transgene Mauslinien
FVB/NHanHsd (FVB/N) Harlan Winkelmann; Borchen
C57BL/6JOlaHsd (BL6) Harlan Winkelmann; Borchen
BALB/cByJ (BALB) Charles River; Sulzfeld
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1.11.3 Transgene (TgN-SOCS3) Mauslinien

Linie (TgN-SOCS3 Lini€) Hintergrund Founder-ID Linién
FVB/N-TgN(K5S0OCS3)1928L3 FVB/N 1928 L3
FVB/N-TgN(K5SOCS3)1931L8 FVB/N 1931 L8
C57BL/6-TgN(K5S0CS3)1965L12 C57BL/6J 1965 L12
C57BL/6-TgN(K5S0CS3)1969L13a C57BL/6eJ 1969 L 13a

1.12 Gerate

ABI-Prism 310 Genetic Analyser
Axiovert 25-Mikroskop

Eppendorf Concentrator 5301
Eppendorf Thermomixer compact
Fuji FinePix F30 Digitalkamera
Gel dryer 583

GeneAmp 2400/9600 Thermocycler
HERAsafé Sterilbank

Heraeus Megafuge 1.0, Rotor 75750F
Inkubator Heraeus BBD 6220
Kulturschuttler Unitron Infors AG
Midget-Elektrophoresekammern
NanoDrop-Spektrophotometer
Nikon Eclipse E600-Mikroskop
Phosphoimager BAS 1500
Photometer-Uvikon'810P

Sunrise Mikrotiterplattenlesegerat
Trans-Blot SD Blotting-Kammer
Transsonic Digitals Ultraschallbad
TRI-CARB 2100 TRB-counter
UltraTurrax T10 basic

OMNI Tissue Homogenizer 115

1.13 Computersoftware

Digitale Bildverarbeitung und Bildbearbeitung
Radioisotopen-basierte Analyseverfahren

Textverarbeitung / Tabellenkalkulation

! Nach ILAR Journal VV34(4) 1992.

Applied Biosysteméeiterstadt
Carl Zeiss; Géttingen
Eppendorf; Wesseliredaif
Eppendorf; Wesseéredorf
Fujifilm Deutschlgridiisseldorf
Bio-Rad; Muinchen
Applied BiosysteWeijterstadt
Heraeus; Hanau
Heraeus; Hanau
Heraeus; Hanau
Bottmingen; Schiwe
Amersham Pharmacaischweig
Peqglab Biotechnoldgikgngen
Nikon; Dusseldorf
Raytest; Straubenhardt
Kontron Instruments; Netrfah
Tecan; Mannedachweiz
Bio-Rad; Munchen
Bender & Hobdiirich, Schweiz
Canberra-Packard; Dreieich
IKA; Staufen
BioLab Products; Goderis

AdadPeotoshop 5.0 Limited Edition
Tina 2.09¢g
Microsoftfioé 2003
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Plasmidkarten Clone Manager 7.01
Online-Datenbanken National Center for Biotechnglog
Information (NCBI)
URL: http://www.ncbi.nim.nih.gov
Sequenzalignments EMBL-European Bioinformaticsituntst
URL: http://www.ebi.ac.uk/

2 Bakterien

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurde dét.coli-Stamm XL1 blue MRF’ verwen-
det. Die Inkubation der Flussigkultur erfolgte bei 37°C unter aeroleeimBungen auf
einem Horizontalschittler (140U/min) in LB (engl. lysogeny brothgdMm [Bertani
2004].

LB -Medium: 1% (m/v) Trypton aus Casein
1% (m/v) Hefeextrakt
0,5% (m/v) NaCl

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden dem LB-Medium 15g/I Agarsaige
Eine Selektion ampicillinresistenter Bakterien erfolgte Uber dagsatz von 100ug/ml

Ampicillin (Flissigmedium) oder 100ug/ml Carbenicillin (Agarplatten).

2.1  Herstellung kompetenterE. coli-Zellen

Zur Herstellung kompetentdt.coli wurde auf die Rubidiumchlorid-Methode zurtick-
gegriffen [modifiziert nach Hanahan 1983]. Dazu sind zunachst 100ml| LdBeihemnit
200u! einer UbernachtkultuE(coli XL1 blue MRF’) angeimpft und bis zum Erreichen
einer optischen Dichte von Q&nm= 0,4-0,6 herangezogen worden (37°C, 140U/min).
Die Kultur wurde zentrifugiert (15min, 3800g, 4°C), in 100ml eisgekiiflteB I-Lo-
sung sorgfaltig resuspendiert und fur 45min auf Eis inkubiert. Durch erBeuntafu-
gation (15min, 3800g, 4°C) und Aufnahme des Pellets in 9ml eisgekihltet-TBB
sung ist die Bakteriensuspension weiter aufkonzentriert und anschligRerianin auf

Eis inkubiert worden. Zur Konservierung der generierten kompetenteenZelirde die

2 Die aus den Founder-Tieren hervorgegangenen LByji€n12 und 13a stammen aus eigener Zucht.
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Suspension abschliel3end aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefume: bei

-80°C gelagert.

TFB I-Losung (sterilfiltriert) TFB lI-L6sung (st#iltriert)
CaCb 10mM 75mM
Glycerol 15% (viv) 15% (v/iv)
Kaliumacetat 30mM pH 5,8 -
MnCl, 50mM -
RbCI 100mM 10mM
MOPS - 10mM pH 7,0

2.2 Transformation

Zur Transformation wurden 100ul einer Suspension kompetenter Zellen gmP.K)
langsam auf Eis aufgetaut, mit 2-10ng Plasmid-DNA oder 20ul eigagidmsansatzes
(vgl. Kap. 5.7.2) versetzt und fir 15min auf Eis inkubiert. Nach einemntigen
Hitzeschock bei 42°C folgte eine 10-minttige Inkubation auf Eis und nach Zugabe
500ul LB-Medium eine 45-minitige Erholungsphase der Zellen bei 37°C unter leichtem
Schutteln (500U/min). Der Transformationsansatz wurde abschlie3evidlimenver-
haltnis 1/5 zu 4/5 auf zwei selektive Agarplatten (LB-Carbdmilauf die zuvor
100l X-Gal (2% in DMF) und 40ul IPTG (100mM in DDW) ausgestnicheirden,
verteilt und ausplattiert. Nach Inkubation der Platten bei 37°C Nbeht erfolgte die
Selektion transformierter Bakterienkolonien anhand einer Blaufarbungicd trans-
formierten Bakterien, die sich fir Experimentatoren mit ausgeprByschromatopsie

oft erst nach weiteren 30-120min bei 4°C als zufriedenstellend sichtbarcinstei

3 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden sowohl adulte, humane HaCaT-Keratinozytauelsprimare,
murine Keratinozyten verwendet. Alle Zellen und Linien wurden inrdetlium unter
standardisierten Bedingungen bei 37°C in einer wassergesattigtersgtiare mit 5%
CO; kultiviert (Heraeus BDD 6220 Inkubator). Ein Mediumwechsel gtéolim Ab-
stand von 3 Tagen. Stimulationsversuche fanden in supplementfreiem Mieidnatm
statt. Waschschritte wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit D(ef. Dulbecco’s
phosphate buffered saline, Gdrei; Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Alle



MATERIAL UND METHODEN 37

zur Kultur von HaCaT-Zellen eingesetzten Medien und Puffer stamide Gibco/
Invitrogen, Karlsruhe. Medien und Puffer fur die Priméarzellkultuanmshten von
PromoCell, Heidelberg. Auf unterschiedliche Zusammensetzungen wiFblgenden
detailliert eingegangen. Alle zur Zellkultur verwendeten GefalRe wuibtler die Firma
Greiner Bio One, Frickenhausen bezogen.

3.1 HaCaT Keratinozyten

Bei der Zelllinie HaCaT (engl. human adult low calcium temjpeed handelt es sich
um adulte, immortalisierte, humane Keratinozyten, die aus dem Raatgenes
Melanoms isoliert wurden [Boukamngd al. 1988]. Trotz des transformierten Phanotyps
besitzen sie, abhangig von deGKonzentration des Mediums, eine uneingeschrénkte

Kapazitat zur Differenzierung.

3.1.1 Zellkulturmedien und Losungen
DMEM mit GlutaMax™ Dulbecco’s modified Eagle Medium
4,5¢g/l D-Glucose
29,23g/l L-Glutamin (GlutaMax™)
3,79/l NaHCQ
pH7,0

Vollmedium (DMEM+) DMEM mit GlutaMax™
10% (v/v) FCS (engl. fetal calf serum)
100U/ml Penicillin
100U/ml Streptomycin

Minimalmedium (DMEM-) Vollmedium ohne FCS
Einfriermedium 10% (v/v) DMSO

20% (v/iv) FCS

in DMEM
Trypsin/EDTA (TE) 0,05% (m/v) Trypsin

0,02% (m/v) EDTA

3.1.2 Stimulation

HaCaT Keratinozyten wurden bis zum Erreichen eines konfluenteragesils in Voll-
medium (DMEM+) kultiviert. Vor einem Stimulationsversuch wurd#a Zellen ge-
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waschen und fur 24h in Minimalmedium (DMEM-) inkubiert, um sie in ihrem Teilungs-
zyklus zu synchronisieren. Eine Stunde vor dem Versuch wurde das Medium erneut
gewechselt. Die Zugabe der Induktoren erfolgte dann direkt in dastelmrde

Medium der Kulturschalen.

3.1.3 Subkultivierung

Zur Subkultivierung wurde der konfluente Zellrasen zweifach gewaschen und fir
5-7min mit TE inkubiert. Der Vorgang wurde nach Abldsen der Zellen diucfabe
von DMEM+ gestoppt, so dass die Zellen im Anschluss in entsprech2alieahl in

die KulturgefalRe ausgelegt werden konnten.

3.1.4 Kryokonservierung

Der konfluente Zellrasen wurde trypsiniert (vgl. Kap. 3.1.3) und Uber Zentiibngat
(5min, 1000U/min; Heraeus Megafuge) sedimentiert. Nach Resuspender&ellen
in Einfriermedium konnte die Suspension in Cryo.s™-Réhrchen aliquotiert ngd la
sam auf -80°C heruntergekihlt werden. Die abschlieRende Lagerung earfdlgiesi-
gem Stickstoff. Das Auftauen der Zellsuspension erfolgte ztigegham auf 37°C tem-
perierten Wasserbad. Nach Aufnahme in DMEM+ wurden die Zefldfulturgefaie

ausgelegt und wie beschrieben kultiviert (vgl. Kap. 3.1.3).

3.2  Primére Keratinozyten

Um Zellkulturexperimente durchfihren zu kdnnen, die begriindete Rickschliisse auf
Veranderungen im transgenen Tier (TgN-SOCS3 Linien) zulassen, eiard¥erfahren
zur Isolierung und Kultivierung primarer Mauskeratinozyten etabllartallen Ver-
suchen mit Primarzellen dienten Keratinozyten aus nicht-transgessshwistertieren

desselben Wurfes als Kontrolle.
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3.2.1 Zellkulturmedien und Lésungen

Vollmedium (Keratinocyte Growth Medium (KGM)) 0,406/v) boviner Hypophysenextrakt
125ug/ml hs.rec. EGF
5ug/ml hs. Insulin
0,33mg/ml Hydrocortison
10pg/ml hs. Transferrin
0,39ug/ml Adrenalin
0,05mM C&"

Minimalmedium (Keratinocyte Basal Medium (KBM))-1GM ohne Hypophysenextrakt
Minimalmedium (Keratinocyte Basal Medium (KBM))-2GM ohne Hypophysenextrakt, EGF und

Insulin

Trypsin/EDTA (TE-II) 0,04% (m/v) Trypsin,
0,03% (m/v) EDTA

Trypsin-neutralisierende Lésung (TNS) 0,05% (m/mypBininhibitor
0,1% (m/v) bovines Serumalbumin

3.2.2 Beschichtung von Zellkulturgefalien

Fir eine erhdhte Viabilitat der Primarkulturen und eine verbesgaelharenz auf den
Polystyroloberflachen sind Kulturschalen und -flaschen mit Matrixprete (Kolla-

gen IV und Fibronektin) beschichtet worden.

Matrixprotein  Arbeitslésung Beschichtungsgrad Veamdeng
Fibronektin 50-200ug/ml in D-PBS 5ug/em Migrationsassay
Kollagen IV~ 25-100pg/ml in 0,05M HCI 2,5u9/ém Stimulationsversuche

Proliferationsassay

Dazu wurden in die Kulturgefal3e sterile Lésungen der aufgefuhrterixptateine
pipettiert. Die Konzentration der Arbeitsldsungen wurde so gewahltddasgolumen
die Oberflache der Kulturgefal3e bei vorgegebenem Beschichtungsgradndagidia-
deckte und Uber Nacht vollstandig evaporieren konnte. Am Folgetag sind digchesc

teten Schalen und Flaschen vor Verwendung 2-3fach gewaschen worden.
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3.2.3 Isolation primérer Keratinozyten

Fur die Isolation von Primarzellen wurden Wirfe ab einem Umiamgmindestens 7
neugeborenen Mausen mit einem Alter von 1-3 Tagen verwendet. Die Ménnseten

von Zuchtpaaren der TgN-SOCS3 Linien L3 und L13a mit je einem heterezgigst

genen Elternteil, so dass jeder Wurf aus transgenen und nicht-trandtgeaidmmen
bestand. Die Tétung der Neugeborenen erfolgte durch Dekapitationlswkioran-
Narkose (Baxter; Unterschleil3heim) und Desinfektion in 70% Ethani@.félgenden
Schritte sind unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt worden (HERAS#eilbank).

Nach Abtrennen der Extremitaten wurde die Haut abgezogen, von lberschissigem
Bindegewebe befreit und in quadratische Stlicke (5x5mm) gewiegealbetidNacht bei

4°C in einer Petrischale mit steriler Dispaseldosung (2,4U/nMybiert wurden. Die
Dispasebehandlung ermdoglichte aufgrund spezifischer proteolytischer aktarie
schonende Desintegration der Epidermis, die am Folgetag als intaktéunekdoerf
Zellrasen vom dermalen Kompartiment abgetrennt werden konntelePavarden
Schwanzteile zur Genotypisierung jedes Neugeborenen aufgearbeitet (vgl. Kap. 5.2.2).
Nach Kenntnis des Genotyps wurden die Epithelien gleichen Genstatus’ gepoolt und zur
Gewebedisaggregation fur 7min bei 37°C trypsiniert (TE-Il). Nach denoppsn der
Reaktion mit TNS erfolgte ein Abtrennen von Martixresten durchafdin (70um;
Falcon, Becton Dickinson Labware, USA), das Sedimentieren dernZalls dem
Filtrat durch Zentrifugation (2min, 210g) und vorsichtiges Resuspendieren desiRellets
Vollmedium (KGM). Abschlieend wurden dem Versuch und der Grundflache des

KulturgefalRes entsprechende Zellzahlen ausgelegt und kultiviert.

3.2.4 Stimulation

4x1@ Zellen wurden unmittelbar nach der Isolation in 6-well Plattesgelegt und bis
zum Erreichen eines zu 80-90% konfluenten Zellrasens in KGM kuttivien ein Aus-
differenzieren durch Kontaktinhibition zu minimieren. 24h vor der Stinaragrfolgte
nach einmaligem Waschen ein Mediumwechsel zu MinimalmediulBM{#). Die Zu-
gabe der Induktoren und Reagenzien erfolgte direkt in das UberstehedidenNder 6-

well Platten.
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3.2.5 Untersuchungen der Zellmigration

Zur Beurteilung der Migrationskapazitat wurde &oratch Assaylurchgefuhrt. Dazu
wurden 4x18primare Zellen in 6-well Platten ausgelegt, kultiviert und\iralogie zu
Stimulationsversuchen ab einer Konfluenz von 80-90% fur 24h auf KBM-1 gasetz

die Zellen in einer Ruhephase zu synchronisieren. Zur Inhibition digrdageration
erfolgte im Anschluss eine zweistiindige Inkubation mit MitomycinlGug/ml in
KBM-1). Unter Verwendung einer gelben Pipettenspitze ist eimigefer zellfreier

Spalt Uber den Durchmesser der Kulturschale gezogen worden. Naalteerne
Waschen der Kulturen und Wechseln des Mediums (KBM-1) erfolgthbdidend die
Zugabe der entsprechenden Induktoren. Zur Dokumentation wurden verschiedene
Abschnitte des Spalts zu definierten Zeitpunkten (1h, 4h, 8h, 24h, 48h nach Induktion)
fotografiert (Sony DXC-C33 3CCD; Berlin).

3.2.6  Untersuchungen der Zellproliferation

Als MaR fiir die proliferative Aktivitat der Priméarzellerurde die InkorporatioriH-
markierten Thymidins in die DNA gemessen. 4xZ@llen wurden in 24-well Platten
ausgelegt und bis zum Erreichen einer 40-60%igen Konfluenz kultiM&ch initialem
Hungern (KBM-2, 24h) wurden die Primarkulturen im Anschluss gewaschen und unter
Verwendung verschiedener Kulturmedien und Induktoren in Gegenwartnvetf
3H]-Thymidin inkubiert (0,5 Ci/500pl). Der Versuch wurde durch zweifadMaschen
mit eisgekihltem D-PBS gestoppt. Im Anschluss folgten eine 30-minitigddtion
mit 5% Trichloressigsaure (4°C), zwei weitere Waschschmit&% Trichloressigsaure
(4°C) und eine 30-mindtige Inkubation mit 500ul 1M NaOH (37°C), um die Zelien
lysieren. Die resultierenden Lysate wurden in Szintillationsrolmr¢tensferiert, durch
Zusatz von 250ul Eisessig neutralisiert und mit Szintillationgtikeg versetzt. Die
Quantifizierung abgegebener Strahlungsenergie erfolgte mittels TRBCALO0 TR

B—counter.

3.2.7 Bestimmung des Nitrit-Gehaltes nach Griess

Zur indirekten Ermittlung des Gehaltes an Stickstoffmonoxid (NQJealtkulturtiber-
standen ist auf die Konzentrationsbestimmung des OxidationsprodukitgsriNginer

modifizierten Reaktion nach Griess zurtckgegriffen worden [Get¢ah 1982; Pollock
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et al. 1991]. Grundprinzip der Methode ist die Bildung eines mesomeriestibdis
Diazoniumsalzes nach dem elekrophilen Angriff des Nitrosyl-KationsSaiokstoff
eines im Reagenz enthaltenen primaren aromatischen Amins. Ite\8ehritt erfolgt
die Kupplung an ein zweites aromatisches Amin unter Bildung eizesfdrbstoffes,
dessen Konzentration photometrisch erfasst wukgg € 540nm). Zur Messung wur-
den 50ul des Zellkulturiiberstandes in einer Mikrotiterplattedemt gleichen Volumen
Griess-llosway Reagenz versetzt und gemischt. Innerhalb von 20nde e konzen-
trationsabhangige Absorption bei 540nm unter Verwendung des Sunrisetitdikr
plattenlesegerates ermittelt. Eine Natriumnitrit-Eichré?&-40uM) diente zur Berech-
nung der Nitritkonzentration in den Proben, 50ul frischen Zellkulturmeslizur

Ermittlung der Eigenabsorption (Blindprobe).

4 Proteinchemische Methoden

4.1 Extraktion von Proteinen

4.1.1 Lysate aus eukaryontischen Zellen

Kultivierte Zellen (vgl. Kap. 3) wurden zur Herstellung eines Gégaoteinlysates un-
mittelbar vor der Lyse 2-fach mit eisgekihltem D-PBS gewasuhdmach restlosem
Abziehen des Waschpuffers mit einem entsprechenden Vofu@@®ul/57crf) an Ly-
sispuffer (siehe unten) versetzt. Das Lysat wurde in Eppendorf-Besgéfale tUber-
fuhrt und sonifiziert (4°C, 2x4min, Transsonic Ultraschallbad). Nach Abtrennen
verbliebener Zelltrimmer durch Zentrifugation (10min, 150009, 4°C) sind diegd.ysa
quantifiziert (vgl. Kap. 4.2) und bei -20°C gelagert worden.

Proteinlysispuffer: Pufferkomponenten Proteaseitdrién
137mM NaCl 10mM  NaF
20mM Tris/HCIpH8,0 1mM PMSF
5mM EDTA pH8,0 1mM DTT
10% (v/iv)  Glycerol 1mM Ng/O4

ad 100% DDW 5ug/ul - Leupeptin
- 5ug/ul - Aprotinin
50nM Okadaséaure

® Das Volumen wurde der Grundflache der Zellkultheden jeweils angepasst.
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4.1.2 Lysate aus murinem Gewebe

Tiefgefrorene murine Gewebestlicke wurden zunachst unter VerwendwesyHoch-
leistungshomogenisators (UltraTurrax, OMNI Tissue Homogenizeg)nem geeigne-

ten Volumen Proteinlysispuffer (vgl. Kap. 4.1.1) homogenisiert. Aus dem durchgehend
eisgekuhlten Homogenisat sind im Anschluss verbleibende GewebeueslteZentri-
fugation (15min, 15000g, 4°C) abgetrennt worden. Der opaleszierende Ubersiand ist
frische Reaktionsgefalie aliquotiert, der Proteingehalt quaeittfigrgl. Kap. 4.2) und

bei -80°C gelagert worden.

4.1.3 Wundlysate zur Bestimmung von TGFB1 mittels ELISA

Fur die Aufarbeitung der Gewebeproben zur Messung desplGEehaltes im Wund-
gewebe wurden die Protokolle von Moradtsal. 1991 und McDevitet al. 2001 leicht
modifiziert. Dazu wurden die einzelnen Wunden in tiefgefrorenemRd jiquiq) gewo-

gen und in Guanidinhydrochlorid-Lysispuffer (4M GuanidinHCI, 1M TrisHCI pH7,5,
10mM EDTA pH8, 0,5% (m/v) CHAPS; 10ul Puffer/mg Wunde) mittels Ularaax
unter Eiskiihlung homogenisiert und zentrifugiert (15min, 15000g, 4°C). Der Ulzkrstan

wurde in frische Reaktionsgefalie tberfuhrt und bei -80°C gelagert.

4.2  Quantifizierung von Proteinlysaten

Die Quantifizierung des Proteingehalts der unter Kap. 4.1.1 und 4.1.Z2edmltysate
erfolgte Uber die Bicinchoninsdure (BCA)-Methode [nach Sreithal. 1985] unter
Verwendung des BCA Reagent Assay Kit (vgl. Kap. 1.3). Die Methode basfeztner
kalorimetrischen Auswertung eines violetten Komplexes atisu@d BCA bei 560nm,
wobei C#* zuvor durch in Lésung befindliche Proteine zu @&duziert wird. Zur Mes-
sung wurden die Lysate mit DDW verdunnt (1:20, 1:40) und nach Anweisung des He

stellers unter Verwendung des Sunrise Mikrotiterplattenlesegeréatasssam.

4.3  Western Blot Analyse

Zur Analyse von Polypeptidmischungen sind Proteinlysate Uber diskontinuierliche
SDS-Gelelektrophorese [Laemmli 1970] aufgetrennt und auf PVDF-Merabrtrans-
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feriert worden. Die Detektion des gewlnschten Proteins erfolgteinologisch durch

Verwendung spezifischer Antikdrper. Folgende Puffer fanden Verwendung:

Pufferkomponente 4x Lade- 10x SDS Sammelgel- Trelkng Transfer-
puffer Laufpuffer puffer puffer puffer
Tris/HCI 0,25M 0,25M 0,5M 1,5M 25mM
pH6,8 pH8,3 pH6,8 pH8,8 pH8,3
SDS 8% (m/v) 1% (miv) 0,1% (m/v)  0,1% (m/v) -
2-Mercaptoethanol 3M - - - -
Bromphenolblau 0,01% (m/v) - - - -
Glycerol 40% (viv) 2,5M - - -
Glycin - - - - 192mM
Methanol - - - - 20% (v/v)

4.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Basis dieser Trenntechnik ist die Tatsache, dass Proteine in GegenwartSder&iu-
rieren und zu negativ-geladenen SDS-Protein-Komplexen aggregieren. dsenvar-
schiedener Proteine besitzen vergleichbare hydrodynamische Eigenscbaftiass die
Auftrennung im elektrischen Feld auf der GroRR3e des Proteins basiert.

Geeignete Mengen an Proteinlysat (25-120pg) wurden mit 4x Ladépgfeiinnt und
nach Denaturierung (95°C, 5min) auf ein diskontinuierliches PolyauigtGelsystem
geladen, bei dem die Trennkapazitat des Trenngels dem nachzuweiBestgénange-
passt wurde (8-15% Acrylamid). Die Auftrennung erfolgte in Midgektophorese-
kammern bei initial 80V, spater 150V Uber 1-2h. Als Gréfienstandard mv&el
PageRuler-Proteinmarker (vgl. Kap. 1.1) mitgefiihrt.

4.3.2 Transfer (Blotting) und Immundetektion

Der Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf éDE-Rlembran erfolgte
im so genannteeemi-dry-Verfahremunter Verwendung von Transferpuffer und Trans-
Blot SD Blottingkammern (Aufbau: zwei Lagen Whatmann-Papier, btam Gel,
zwei Lagen Whatmann-Papier). Die Membran musste zuvor in Metbaneltzt und in
Transferpuffer equilibriert werden. Der Transfer erfolgte @8mA/cnt iiber 75min.

Nach Kontrolle des Transfers mittels Ponceau S-Farbung ist eliebké&n zur Absatti-

* Zur Analyse des Makrophagen-Oberflachenantigen80Fdvurden die Proben in 4xPuffer ohne 2-
Mercaptoethanol aufgenommen (nicht-reduzierendergedgen).
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gung restlicher Proteinbindungsstellen fir 1h mit 5-10% (m/v) Magernml@xTBST
inkubiert worden. Nach kurzem Waschen erfolgte die Inkubation mit denérnti-
korper (in 5% (m/v) BSA, 1h/RT oder 16h/4°C), gefolgt von 3x10min Waschen in
TBST und der abschlielRenden Inkubation mit dem HRP-konjugierten Sekundaranti
korper (1:10 000 in 2,5% (m/v) Magermilch/TBST, 1h, RT). Nach erneutenciWas
(3x10min) mit 1XTBST ist die Membran nach Anweisung des Herstalerls5ml
ECL-Detektionslésung (vgl. Kap. 1.3) inkubiert worden. Ein Réntgenfilm (Ahzams
Hyperfilm) wurde exponiert und entwickelt (Amersham Hyperprocessor).

4.4  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Ein ELISA ist ein empfindliches immunologisches Verfahren zurifpelzen Quantifi-
zierung von Proteinen. In dieser Arbeit sind ausschlief3lich vohndgete ELISA-Sets
der Firma R&D Systems verwendet worden, bei denen, mit Ausnahniéée1-Be-

stimmung, nach Anweisung des Herstellers verfahren wurde. Die igfsside Quanti-

fizierung erfolgte Gber das Sunrise Mikrotiterplattenlesegeréat und desttems.

Probenaufbereitung fir TGF-B1-ELISA

Die Gewebeproben wurden wie in Kap. 4.1.3 beschrieben aufgearbeitet.eidase w
Vorgehen basierte auf dem Protokoll von McDewttal. 2001: 100ul Wundlysat
(ca. 10mg Protein) wurden auf 500p! mit 0,01M HCI aufgefiillt, in Spectfa/e&r
Dialyseschlauche (vgl. Kap. 1.3) (MWCO: 3500) tberfiihrt und tber Nacht bei 4°C ge
gen 2| 0,01M HCI dialysiert. Das Dialysat wurde lyophilisiert (Eppen@oricentrator
5301) und in 200ul RD5-26-Assay-Puffer (aus dem PEF=LISA-Kit) aufgenom-
men. 50ul einer equilibrierten 1:1 Suspension aus RD5-26 und muriner Immuiglobul
(Ig)G-Agarose wurden hinzugeflgt und tGber Nacht bei 4°C im Drehrad inkuloier
IgG-Bindeproteine aus der Losung zu binden, die sonst mit dem Assagneteri
wirden. Am Folgetag ist die Suspension zentrifugiert worden (10min, 2000/ Ivtit

50ul des klaren Uberstandes wurde dann verfahren, wie in den Anweisung@&GEdm
B1 ELISA beschrieben ist.
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4.5  Immunhistochemie (IHC)

4.5.1 Herstellung von Kryoschnitten

Die Wunden wurden entnommen wie in Kap. 7.3 beschrieben, auf eine PVDF-
Membran aufgelegt, Gber den gesamten Querschnitt vertikal halbiegnsctlieRend

auf Trockeneis eingebettet (Tissue-Tek Giel3formen (vgl. Kap. 1.3), Jubgtine-

dium (vgl. Kap. 1.1)). Zusatzlich zu Wundenpréparaten wurden Schwanzhautpraparate
erstellt. Aus den so gefertigten Biopsieblocken konnten unter Verwerdksgeica

CM 3050S Kryostats Schnitte mit 8um Préparatstarke erstellt werdee. \Rieden mit
Aceton vorfixiert (-20°C, 1min) und bei -80°C gelagert.

4.5.2 Peroxidasefarbung und Kerngegenfarbung

Immunhistochemische Farbungen verschiedener Zielproteine in den agtgiert
Kryoschnitten wurden unter Verwendung des entsprechenden ABC-StainingiSyste

(vgl. Kap. 1.3) durchgefuhrt. Folgendes Protokoll wurde verfolgt:
1) Auftauen der Praparate (RT, 1h oder 37°C, 20nnil) Fixieren in Aceton (-20°C,
10min)
2) Waschen in PBS (2x5min)

3) Inkubation in 1% (v/v) BD./PBS (RT, 10min) zur Inaktivierung der gewebestgeadi
Peroxidase

4) Waschen in PBS (2x5min)

5) Absattigen unspezifischer Proteinbindungsstedi@rch Inkubation miBlocking
Solutior? (1,5% (v/v)Blocking Serunin PBS) (RT, 1h, Feuchtkammer)

6) Inkubation mit dem Erstantikérper Btocking Solutior(4°C, 1h-16h, Feuchtkammer,
Verdinnungsfaktor des Antikorpers nach Herstellgfetiung und eigener Erfahrung)

7) Waschen in PBS (3x5min)

8) Inkubation mit dem Zweitantikorper (Biotin-komjiert) inBlocking Solutio(RT, 1h,
Feuchtkammer, 1:200)

9) Waschen in PBS (2x5min)

10) Inkubation mit Avidin/Biotin (Peroxidase-konjegt)-Komplex (RT, 30min,
Feuchtkammer)

11) Féarbung nach Zugabe von Peroxidasesubstratagl 1.3) unter dem Mikroskop

®> Inkubationen mit anti- BrdU und anti- GR-1 Antip@rn erfolgten in DCS LabLine (vgl. Kap 1.3).
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Alle Waschschritte erfolgten auf einer Horizontalwippe. Zellkesmgden mit Hama-
toxylinldsung gegengefarbt (2min), die Objekttrager 2x 2min in Leitungswgsse-

schen und die Praparate unter Verwendung von Aguatex eingedeckt.

4.5.3 Vorinkubation zur Detektion 5-Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU) -positiver
Zellen

Die Tiere wurden wie unter 7.3.1 beschrieben behandelt, getdtet und die Véimgken
bettet (vgl. Kap. 4.5.1). Zum Freilegen der inkorporierten BrdU-Nukleowndgele das
BrdU in situ Detection Kit (BD Biosciences) verwendet und nach dessen Anweisunge

verfahren.

5 Nukleinsauretechniken

51 Isolation von RNA

5.1.1 Préaparation aus eukaryontischen Zellen

Die Praparation von RNA aus kultivierten Zellen erfolgte durch LyseZeéden in
Gegenwart von stark denaturierenden Agenzien (Guanidinthiocyanat undée)ens-
folgt von einer klassischen Chloroform-Phenol-Extraktion und abschliel3etiderdE
fallung [Chomczynski und Sacchi 1987 und 2006]. Kultivierte Zellen (vgl. Kap. 3)
wurden zum Ende des Versuches 2-fach mit eisgekihltem D-PBSdaj@namd durch
Zugabe von 4°C-kaltem GSCN-Puffdysiert. Das Lysat wurde in Eppendorf-Reak-
tionsgefalie transferiert, 1/10Vol 2M NaOAc (pH 4,0), 1/3Vol 120ul GHed 1/1Vol
sauren Phenols (DEPC-DDW-gesattigt) hinzugefugt, intensiv gemisthtzentrifu-
giert (10min, 15000g, 4°C). Der wassrige Uberstand wurde mit 2,5Vol Ethaisetzte
gemischt und nach einstundiger Inkubation bei -20°C zentrifugiert (10min, 15000g).
Nach Losen des resultierenden RNA-Pellets in einem geeignetem¥iolan DEPC-
Wasser schloss sich ein zweiter Extraktionsschritt mit gleichem \éwiuPhenol/CHGI
(25:1, gesattigt mit 1M Tris/HCI pH 9,5) an. Die RNA wurde nach Zugah 1/10Vol

3M NaOAc (pH5,2) und 2,5Vol EtOH erneut gefallt (Inkubation -20°C tber Nacl#), da

® Das Volumen richtet sich nach Flache der Kultuasen. Die folgenden Volumenangaben beziehen sich
auf das jeweils verwendete Volumen an GSCN-Puffer.
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Pellet mit 70% EtOH gewaschen, angetrocknet und in einem geeigietamen
DEPC-DDW gelést (65°C, 5min). Nach Bestimmen der Konzentration (\agl. K.3)
wurde die Integritdt der RNA elektrophoretisch Uberprift (Agaroskédéb, 1XTAE)
(vgl. Kap. 5.4). Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

GSCN-Puffer 50% (m/v) Guanidinthiocyanat
0,7% (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,5% (m/v) Natriumlaurylsarkosin
15mM Natriumcitrat pH7,0

5.1.2 Praparation aus murinem Gewebe

Tiefgefrorene Gewebestlicke wurden zunachst in 4°C kaltem GSCb¥-Purfter
Verwendung des UltraTurrax homogenisiert. Das Homogenisat wurde fugiett
(10min, 15000g, 4°C). Mit dem Uberstand wurde in Analogie zu der unter 5.1.1 be-
schriebenen Vorgehensweise verfahren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

5.2 Isolation von DNA

5.2.1 Préaparation von Plasmid-DNA ausE. coli

Isolation in kleinem Mal3stab (Minipraparation)

Zur Isolation geringer Mengen Plasmid-DNA (5-20ug) wurde auf ein Rquioteoll

mit alkalischer Lyse zuriickgegriffen [Birnboim 1983]. Dazu wurden 4eiéktives
LB-Medium mit der entsprechenden Kolonie inokuliert und dber Nacht inkubie
(vgl. Kap. 2). Bakterien aus ca. 1,5ml der Kultur wurden sedimeKi@@sec, 15000q),

in 150ul Puffer | resuspendiert und anschliel3end nach Zugabe von 150l Purfiter 11
Invertieren des Reaktionsgefalies lysiert. Der folgende Newrahgjsschritt mit 150l
4°C-kaltem Puffer Il ergab nach mehrmaligem Invertieren eise Kiare Flissigkeit
mit weilRem Koprazipitat aus Kalium-SDS, Zelltrimmern, genomisBiNA und Pro-
teinen. Nach anschlieRender Zentrifugation (10min, 15000g, 4°C) wurde died?lasm
DNA aus dem Uberstand mit 2,5Vol Ethanol gefallt, pelletiert (15m&900g, 4°C)
und gewaschen (70% Ethanol). Das trockene Pellet wurde in 20-40u| &diy&hom-

men. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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Puffer | 50mM Tris/HCI pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0
100pg/ml RNase

Puffer Il 0,2M NaOH
1% (m/v) SDS

Puffer Il 3M KOAc pH 5,5

Isolation in praparativem Mal3stab (Midipraparation)
GroRRere Mengen Plasmid-DNA (>100ug) lie3en sich mit Hilfe @egen Plasmid
Midi Kit isolieren. Dazu wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

5.2.2 Préaparation genomischer DNA aus murinem Gewebe

Zur raschen Genotypisierung der TgN-SOCS3 Mauslinien mittes (Wgl. Kap. 5.6.2)
wurde genomische DNA uber ein einfaches Verfahren aus Gewebebiopsient i
(modifiziert nach G. Kublbeck, DKFZ Heidelberg und Tatsal. 1999). Dazu wurden

in der Regel Schwanzbiopsien (5mm) eingesetzt, die den Tieren 1shacgeler Ge-
burt vom Schwanzende abgetrennt wurden. Das Isolationsverfahren isetzpeteo-
lytischen Verdau der Biopsien in 500-750ul Proteinase K-Puffer untéitden Schut-
teln voraus (Eppendorf Thermomixer, 56°C, 550U/min). Nach 4-8h konnte das Lysa
mittels Zentrifugation (5min, 15000g) von unverdaulichen Resten (HaaneeWabge-
trennt werden. Zur Aufarbeitung fir die PCR wurde der Uberstanét dirié 0,6Vol
Isopropanol versetzt, die ausfallende DNA auf Schmelzpunktkapillauégespult, in
70%EtOH gewaschen, 5min getrocknet und in TE-Puffer (10mM Tris/HCI
1mM EDTA,; pHB8) geldst (65°C, Schitteln bei 1000U/min). Die Lagerungjgtef bei
4°C. Zur Genotypisierung mittels Southern Blot (vgl. Kap. 5.11) musste dashbBe
lysat aufgereinigt werden. Zunachst erfolgte eine Inkubation mit déohgieVolumen
einer Mischung aus Phenol/Chloroform/Isopentanol (25:24:1) im Drehrad (4°@))30m
an die sich ein Chloroform/Isopentanol-Schritt (25:1) anschloss. Dafilikkasund

Ldsen der DNA erfolgte dann wie oben beschrieben.
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Proteinase K-Puffer 5mM EDTA pH8,5
[Taltset al. 1999] 200mM NacCl
100mM Tris/HCI pH8,5
0,2% (m/v) SDS
100pg/ml Proteinase K

5.3  Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Quantifizierung von Nukleinsauren erfolgte photometrisch tber desivhg der
Extinktion (E) einer wassrigen Losung bBei 260nm (NanoDrop Spektrophotometer).
Mafgeblich fur den absorbierten Energiebetrag sire* Elektronentibergange mit-
einander in Konjugation stehendeiElektronensysteme und—w* Ubergange nicht-
bindender Elektronenpaare der Heterozyklen von Purin- und Pyrimidinbasen.if2abei
definiert, dass doppelstrangige DNA mit ¢ = 50pug/ml eine Extinktion von itzbes
Gleiches qilt fur RNA-L6sungen bei ¢ = 40ug/ml. Zur Abschatzung erhonteeir-
kontamination ist der Quotient augsg Ezso herangezogen wordeh(;xaromatischer

Aminosauren = 280nm). Er sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

5.4  Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Die Auftrennung von Nukleinsauremischungen erfolgte Uber Agarosegelelek&sphor
Dabei wurden dem angestrebten Trennungsgrad entsprechend Konzentratiod@i von
2,5% (m/v) Agarose in 1XTAE eingesetzt. Die angelegte Spannung betrug &¥L0V/
Vor dem Laden wurden die DNA- und RNA-Proben in 4x Ladepuffer verdinnt. In
einigen Fallen ist Agarose mit geringerem Schmelzpunkt (LMP-@sgdrund einer
Geliertemperatur von ca. 30°C verwendet worden. DNA-Fragmente konntetermus
Gel geschnitten ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet werden.

Zur Visualisierung der Banden ist der aufgekochten Agaroselésung Ethidimidbats
interkalierendes Agens zugefligt worden (0,1-0,5png/ml), dessen Eigenfluorbszens
Anregung & = 302nm) nach Interkalation massiv verstarkt wird. Als Standartedie

DNA-GroRenmarker-DNA/Eco1301, 100bp-LadderPlus).
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4x Ladepuffer 0,25% (m/v) Bromphenolblau
30% (v/v) Glycerol
40% (v/v) 10x TAE-Puffer
0,25% (m/v) Xylencyanol

5.5 Reverse Transkription (RT)

Zentrales Element dieser Methode ist die RNA-abhéangige DNARRobse (Reverse
Transkriptase), ein retrovirales Enzym, das RNA in den kompleémeamDNA-Strang
(cDNA) Uberschreibt [Baltimoret al. 1970, Temin und Mizutani 1970].

Es wurden 0,5ug Gesamt-RNA (max. 7ul) als Matrize vorgelegt un®ligd(dT)-Pri-
mer (0,5ug/ul) oder 1ul RandomHexamer-Primer (0,5ug/ul) hinzugeflgtAsatz
wurde fur 5min bei 65°C inkubiert und auf Eis heruntergekihlt. Nach Zugabateer u
aufgefiihrten Komponenten erfolgte die Transkription in einem Gesamtsolwon
20l bei 42°C uber 50min. Sie wurde beendet durch einen Inkubationssch&°Gei
fur 5min. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.

4ul 5XRT-Puffer

2ul 0,AM DTT

1pl RNasiff

4ul ANTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP,dTTP; je 2,5mM)
1pl SuperScript | ReverseTranskriptase (200U/pl)

5.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technologie basiert auf einem Verfahren, das seit 198% §bal. 1985] und
1987 [Mullis und Faloona 1987] in seinem Anwendungsspektrum kontinuierlich erwei-
tert wird. Es ermdglicht eine effizienie vitro Amplifikation bestimmter DNA-Sequen-
zen, definiert Gber zwei Oligonukleotide (Primer), die gegenlaufig@akalnplementa-

ren Strange anneliert sind. Zentrale Komponente sind thermostabfiePDlymerasen
(z.B. Pfu-Polymerase auByrococcus furiosysTagPolymerase au$hermus aquati-
cug. Das Verfahren beruht auf einer zyklischen Wiederholung folgender t&chr
Denaturierung der DNA, Annealing (Hybridisierung der Primer) und Eldomgyaaus-

gefuhrt in einem GenAmp Thermocycler:



MATERIAL UND METHODEN 52

Initiale Denaturierung 94°C, 10min

Denaturierung 94°C, 1min

Annealing 52-57°C, 1min

Elongation 72°C, 2minTagPolymerase); 74°C, 2mifP{u-Polymerase)
Finale Elongation 72°C, 2min

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen (vgl. Kap. 5.6.1 und 5.6.2):

RNA-Sonden Keratin-10/GAPDH  Genotypisierun

DNA 2ul cDNA 4ul cDNA 500ng gen. DNA
Primer-Mix (je 10pmol/ul) 4ul 4ul 2ul
dNTP-Mix (dATP, dCTP, Al 4l 2ul

dGTP, dTTP; je 2,5mM)

5x Polymerase-Puffer 10ul 10pl 5ul
DMSO - - 0,8ul
GoTad’ DNA-Polymerase 1U 1U 1U

DDW ad 50yl ad 50yl ad 25pl

5.6.1 PCR von RT Produkten

RNA-Sonden

Der erste Amplifikationsschritt erfolgte beinheaing= 52°C tber 30 ZyklenT@agPoly-
merase). Nach Aufreinigung Uber LMP-Agarose (vgl. Kap. 5.4) wurde dasikemph
weiteren 25 Zyklen reamplifizierPfu-Polymerase).

Semiquantitative Keratin-10 RT-PCR

Das PCR-Programm umfasste 30 Zykle@nkdaing= 56°C, TagPolymerase). 10ul des
50ul-PCR-Ansatzes wurden elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kap. 5.4) bglai¢h
erfolgte Uber GAPDH-Amplifikate (dineaing= 56°C, Tag-Polymerase, 23 Zyklen).

5.6.2 PCR zur Genotypisierung der TgN-SOCS3 Linien

Die PrimerpBKS-K5(+) und mmSOCS3(-) (lllwurden zur genomischen DNA (vgl.
Kap. 5.2.2) zugefugt (vgl. Kap. 1.7.9BKS-K5(+)war so konstruiert, dass er im bovi-
nen Zytokeratin-5-Promoter des transgenen Konstruktes hybridisiertit $ogaben
ausschlief3lich transgene DNA-Proben entsprechende Amplifikath 2&Zyklen bei
Tannealing= 57°C ist der gesamte PCR-Ansatz elektrophoretisch aufgetrennt nworde
(vgl. Kap. 5.4). Als Positivkontrolle wurden 1,5pg des PlasmpisS(+)K5-SOCS3
mitgefihrt.
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5.7  Modifizierung von DNA

5.7.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Restriktionsverdu)

Unter den bekannten Kategorien bakterieller Restriktionsendonukl@@Bgschneiden
ausschlie3lich Typ II-RE die DNA spezifisch an definierten &telDiese Fahigkeit
wurde zur Klonierung in analytischem und praparativem MafR3stab und zunu Akba
nomischer DNA beim Southern Blotting genutzt (vgl. Kap. 5.8 und 5.11). In Abhéan-
gigkeit vom Anwendungsbereich sind entsprechende Mengen DNA fir 1h bei 37°C m
dem jeweiligen Enzym in Gegenwart eines geeigneten Puffers nackisAmg des
Herstellers inkubiert worden. Genomische DNA ist mit hoheren Menigs Enzyms

und in Gegenwart von Spermidin Gber Nacht verdaut worden.

5.7.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die verwendete T4 DNA-Ligase gilt als Standardenzym fur dgation von DNA-
Fragmenten und ist in der Lage, mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit Wieni
kovalenter Phosphodiesterbindungen zwischen einer 5°-Phoshatgruppe und 3"-Hydro-
xylfunktion von Nukleinsduren zu katalysieren. Der Reaktionsansatz (2€stBnd aus
linearisierter Vektor-DNA (10-25ng), 2U T4 DNA-Ligase, 2ul 10x Ligatfuriger und

5ul bei 68°C geschmolzener LMP-Agarose mit dem gewinschten (ngeikap. 5.4).

Der Ansatz wurde Uber 3h bei RT oder 1h bei 37°C inkubiert.

5.8  Klonierung

5.8.1 Klonierung von RNA-Sonden

Um RNA-Sonden (200-350 Nukleotide) zu generieren, mussten die entsglexchen
cDNA-Sequenzen aus RNA-Lysaten erstellt und unter Verwendung dpreatitenden
Oligonukleotide amplifiziert werden. Die Amplifikate wurden tUbéniR-Agarose-Gel-
elektrophorese aufgereinigt und in den pBluescript Il (+) KS —Vekgaerti der zuvor
mit EcaRV linearisiert wurde. Nach Transformationkncoli wurde das rekombinante
Plasmid aufgereinigt, sequenziert und zur Generierun@musenseRNA mit Ecarl
oderHindlll linearisiert. Der folgende Phenol/CHEEXtraktionsschritt ergab ein linea-

risiertes Plasmid, das im RPA (vgl. Kap. 5.10) eingesetzt werden konnte.
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5.8.2 Klonierung von pBKS(+)K5-SOCS3

Das rekombinante PlasmpBKS(+)K5-SOCS3st Basis des TgN-SOCS3 Mausmo-
dells. Zur Generierung dieses Plasmides wurde das transgenaf®iidastrukt (Abb.
[11.4) unter Verwendung der Primer mmSOCS&8Kfwd) und mmSOCSZ:lal(rev)
(vgl. Kap. 1.7.1) aus dem VekiggcmSOCS3der die cDNA-Sequenz des murinen
SOCS3-0ORF enthielt und freundlicherweise von Itamar Goren (A@krrzur Verfi-
gung gestellt wurde, uber PCR amplifiziert{:;Eaing= 52°C, 30 ZyklenPfu-Polymera-
se). Das Amplikon wurde gelelektrophoretisch Uberprift und anschliefliesal und
Clal verdaut. Das resultierende Konstrukt wurde Uber LMP-Gelelektrepb@ufgerei-
nigt und in den ZielvektopBKS(+)K5 ligiert, der zuvor in analoger Verfahrensweise
mit Sal/Clal geschnitten und aufgereinigt wurde. Der resultierende VeBHKS(+)K5-

SOCS3wvurde inE.coli amplifiziert, isoliert und sequenziert.

5.9 Sequenzierung

Sequenzanalysen wurden leicht modifiziert nach dem Prinzip von F.rSargy&olle-

gen [Sangeet al. 1977] unter Zuhilfenahme eines Abi-Prism Sequenziergerates durch-
gefuhrt. Durch Verwendung verschiedenfarbig fluoreszierender 2°,3"-Didesoxynukleo-
tid-5"-Triphosphaten (ddNTPs) im dNTP-Mix kommt es zu Kettenabbriiater
Synthesereaktion und somit zu einer Population unterschiedlich langérFag-
mente, die sich kapillarelektrophoretisch ihrer Lange nach aufmmetassen. Die
Wellenlange des emittierten Lichtes (Fluoreszenz) ist dgiezifisch fir das jeweils
endstandige Nukleotid. Die zu sequenzierenden Proben sind nach Anweisung des
Herstellers aufgereinigt worden. Der Reaktionsansatz und dasPR&fRamm sind

unten aufgefiihrt. Die abschlielRende Auswertung der Sequenzspektrere éifi@gtlie

Software des Gerateherstellers (Abi Prism sequencing analysis).

Reaktionsansatz: PCR:

1pl Plasmid-DNA (250ng) Denaturierung 96°C, 10s
2ul BigDye™-Terminatormix Annealing 55°C, 5sec
1l Sequenzierprimer (1pmol) Elongation 60°C, 2mi

ad 10ul DDW Zyklenzahl 25
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5.10 RNase-Verdau Schutzanalyse (RPA)

Dieses Verfahren stellt eine sensitive Methode zur retatiyeantifizierung bestimmter
MRNA-Sequenzen aus RNA-Lysaten nach elektrophoretischer Auftrennuiap ear
Hybride dar. Letztere bestehen aus dem mRNA-Fragment und dem koenpéeen,
[**P]-markiertenantisenseTranskript (Sonde) und sind als Hybrid vor enzymatischem
Verdau geschutzt. Als interner Standard wurden jeweils GAPDH-Samitgefihrt.
Das Verfahren lasst sich in 3 Abschnitte gliedern. Folgende Puffer fandeendmg:

FLB80-Puffer FAB-Puffer RNase-Puffer
Formamid (deionisiert) 80% (v/Vv) 80% (v/Vv) -
EDTA pH8 1mM 1mM 5mM
PIPES pH6,4 - 40mM -
NaCl - 400mM -
NaOAc pH7 - - 300mM
Tris/HCI pH7,5 - 10mM
TBE (1x) 0,01% (viv) -
Bromphenolblau 0,05% (m/v) - -
Xylencyanol 0,05% (m/v) - -

5.10.1 Generierung und praparative Aufreinigung der antisense-Transkripte

Das, wie unter 5.8.1 beschrieben, generierte und linearisiegmiglgalt als Matrize
fur die initialein vitro-Transkription der jeweils benétigten einzelstrangigatisense

Sonde. Der Transkriptionsansatz stellte sich wie folgt dar:

1pl linearisierte Plasmid-DNA (1pg/ul)

1pl Nukleotide (ATP, CTP, GTP; 5mM)

2ul Transkriptionspuffer

0,4ul RNasin® (40U/ul)

1pl RNA-Polymerase (T3 oder T7)

2,5ul [a-32P]UTP (800Ci/mmol)

ad 10l DEPC-DDW Inkubation: 1h, 37°C

Nach Zugabe von 90ul DEPC-DDW und anschlielRender PhenoliEx@hktion ist

das markierte Transkript aus der wassrigen Phase nach Hinzuioge40ul 7,5M
NH4,OAc ethanolisch gefallt worden. Als Carrier dienten 20ug tRN@GU@/ul). Das

Pellet ist in 20ul FLB80-Puffer aufgenommen und gelelektrophoretis@ietaennt
worden (5% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 8M Harnstoff, 1XTBE; 250V, Ibip
radioaktiv-markierte Sonde konnte autoradiografisch detektiert S(BW 2040S-
Phosphoimaging-Platte, Phosphoimager BAS 1500, Tina 2.09g) und aus dem Gel elu-
iert werden (350ul; 0,1xTBE, 0,2% (m/v) SDS). Die Aktivitat des tésiavurde ge-
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messen (TRI-CARB3-Counter). Im Anschluss wurden die fir den folgenden Schritt

benotigten Sondenmischungen hergestellt.

5.10.2 Hybridisierung und RNase-Verdau

10-25ug Gesamt-RNA sind mit einem entsprechenden Volumen an Sondamygisc
versetzt (2,5cpm/Sonde je pg Gesamt-RNA) und nach Zugabe von NaOAz quH5,
prazipitiert worden. Das Pellet wurde in 30ul FAB-Hybridisierunggyuffufgenom-
men und sorgfaltig resuspendiert. AnschlieR3end folgten eine Inkubation beiiBBfC
15min zur Denaturierung und schlieBlich die Hybridisierung tber Nach25€l im
Wasserbad. Am Folgetag sind alle nicht hybridisierten einzelst@&mdriNA-Sequen-
zen durch den Zusatz von 300ul RNase-Puffer (mit 35ng/ml RNase A undpf20U/
RNase T; 30°C, 1h) hydrolytisch abgebaut worden. Die Reaktion wurde durch Inkuba-
tion mit 7ul 10% (m/v) SDS und 5ul Proteinase K (10ug/ul) (42°C, 15gesjoppt.
Die verbliebenen RNA-Hybride sind nach einem Extraktionsschritt3®dul basi-
schem Phenol/Chloroform ethanolisch geféllt worden. 20ug tRNA (10ug/phedie

erneut als Carrier. Die Pellets wurden in 25ul FLB80-Puffer aufgenommen.

5.10.3 Analytische Gelelektrophorese und Auswertung

Die Proben sind zunachst denaturiert (95°C, 5min) und im Anschluss adtsiih
amid/Harnstoff-Gel (vgl. Kap. 5.10.1) geladen worden. 1000cpm der freien Sonde
dienten als Ladekontrolle (erste Spur). Nach 90min bei 250V wurdeGele auf
Whatman 3MM-Papier fixiert, getrocknet (Biorad Gel dryer, 80°C, iBPmnd auto-

radiografisch ausgewertet.

5.11 Southern Blotting zur Genotypisierung der TgN-SOCS3.inien

Das von Edwin M. Southern 1975 entwickelte Verfahren [Southern 1975] ermdglicht
die Identifizierung eines spezifischen DNA-Fragments, das nbstiraphoretischer
Auftrennung auf eine Matrix transferiert und mit einer markieR&A-Sonde hybridi-

siert wird. Genomische DNA muss zunéchst enzymatisch verdaut werden.

Das zur Genotypisierung angewandte Prinzip basiert auf der TatsiasiseDNA-Kon-
strukte bei einer Pronukleusinjektion in der Regétead to ta#Orientierung multipel
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in das Genom integrieren. Wird dann genomische DNA des transgenen sorgsini
mit einem Restriktionsenzym inkubiert, flr das nur eine Schii&ste Transgen exis-
tiert, entstehen Fragmente, die der Gesamtlange des Konstrotgpeeehen (plus 5°-

Anfangs- und 3"-Endfragmente mit unbekannter Lange).

5.11.1 Restriktionsverdau und elektrophoretische Auftrennung der Fragmeate

Da fur BanHI nur eine Schnittstelle im Transgen existiert (Abb. 111.4), wardgig
genomische DNA aus murinen Schwanzbiopsien (vgl. Kap. 5.2.2) mit 50U dieses
Enzyms in Gegenwart von 3ul 0,1M Spermidin bei 37°C tber Nacht in einent 150u
Ansatz verdaut. Um einen quantitativen Verdau zu sichern, wurden antagolgeitere

25U BanHlI fur 2h hinzugefuigt. Der Ansatz wurde ethanolisch geféllt und aufgetren
(0,8% (m/v) Agarosegelelektrophorese, 4°C, 130V, 4,5h) (vgl. Kap. 5.4). Als Positiv-
kontrolle ist dasKpnl-Fragment aupBKS(+)K5-SOCS3ZADbD. 111.4) mitgefihrt wor-

den.

5.11.2 Transfer auf eine Nylonmembran (Blotting)

Vor dem Transfer (Blotting) der DNA-Fragmente aus dem &dl die Membran
(Amersham Hybond N+) ist das Gel zur Depurinierung und DenaturierurigiNgefur
30min in 0,25M HCI und fur 2x15min in 0,5M NaOH auf dem Schuttler inkubiert
worden. Nach abschlieBendem Neutralisieren des Gels (30min; 0,5KMHCFipH7,
1,5MNaCl) erfolgte das Blotten mit 20xSSC (3M NaCl, 300mM NaCitt4f,0) tber
Nacht (Kapillarblotverfahren). Abschlie3end ist die Membran nachcliéasin 2xSSC

fur 2h bei 80°C inkubiert worden, um adharente DNA kovalent an die Matrix zu binden.

5.11.3 Hybridisierung und Auswertung

Nachdem die DNA-Fragmente auf die Membran fixiert wurden, a@dadlge Hybridi-
sierung mit der DNA-Sonde. Diese ist unter Verwendung des RedipfifRandom
Prime Labeling System (vgl. Kap. 1.3) und Redive@®JdCTP (3000Ci/mmol) nach
dem Protokoll des Herstellers generiert worden [siehe audhbdfg und Vogelstein
1983]. Als Template dienten 20ng d8sl/Clal-Fragments aupBKS(+)K5-SOCS3
(Abb. 111.4), das aus einem LMP-Agarosegel ausgeschnitten wurdeAmsatz wurde
fraktioniert (Nick -Saulen, vgl. Kap. 1.3). Die zweite Fraktion enthielt die Sonde mit
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einer Aktivitdt von ca. 60kcpm/ul. Parallel zur Herstellung der Sasiddie Nylon-
membran Uber 4h bei 65°C in 80ml Hybridisierungspuffer (0,5MHR&,, 7%

(m/v) SDS, 1% (m/v) BSA, 1mM EDTA; pH7,2) equilibriert worden. Ansdbdied ist

der Puffer gegen 12,5ml frischen Hybridisierungspuffer ausgetauscht tinémiiber
10min bei 95°C denaturierten, markierten Sonde versetzt worden®¢pr1,0Inku-
bation Gber Nacht bei 65°C). Am Folgetag ist die Membran mit zueetien Stringenz

bis zu einer Restaktivitdt von 50-200IPS (Berthold LB 122 Handmonitiigbad)
gewaschen (Puffer 1 (2x SSC, 0,1% (m/v) SDS): 2x15min, 42°C + 30min, 65°C; Puf-
fer 2 (0,5% SSC, 1% (m/v) SDS): 2x30min, 65°C), in Haushaltsfolie einggschiand

abschlieRend autoradiografisch ausgewertet worden (Exponierung 16h).

6 Genotypisierung der TgN-SOCS3 Mauslinien

Die Genotypisierung von Tieren der Founder-Generation erfolgte inittiels
Southern-Blotting (vgl. Kap. 5.11) und PCR (vgl. Kap. 5.6.2) nach Isolation genomi
scher DNA aus den Schwanzbiopsien der Mause (vgl. Kap. 5.2.2). Tierectidolna
genden Generationen wurden mittels PCR genotypisiert.

7 Tierexperimentelle Methoden

7.1  Haltung und Zucht

Alle verwendeten Mauslinien (vgl. Kap. 1.11) wurden unter definierten Bedingungen
(21°C £ 2°C, Wasser und Futted libitum kunstlicher 12 h Tag-Nacht-Zyklus, 4-6
Tiere pro Ké&fig) in den Tierstallen der Zentralen Forschungséinng des Klinikums
gehalten. Die Zucht der TgN-SOCS3 Linien erfolgte in SPF-Bahateng (engl.
selective pathogen free). Alle Versuche wurden unter konventionefitaongsbedin-
gungen durchgefihrt. Um eine Adaptation der Tiere an eine verandettedsébrm

zu gewabhrleisten, wurde eine Karenz von 5 Tagen eingehalten.

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den deuts@henschutzricht-
linien durchgefiuhrt und sind vom Regierungsprasidium des Bundeslandes Hesse
Darmstadt genehmigt (Akt.Z.: V54-19¢20/15-F95/21).
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7.2 Glukosetoleranztest

Zur Diagnose eines moglichen gestérten GlukosestoffwechselsninTghd-SOCS3
Linien wurde ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt. Dazu wurden die ZugrErmitt-

lung des basalen Blutzuckerspiegels zundchst Gber 12h gehungert, um anmsthliel3e
0,5ml einer sterilen Glukoselésung mit definiertem Glukosegehalt ¢lgbKorperge-
wicht) intraperitonealzu applizieren. Vor der Applikation und zu festgelegten Zeit-
punkten nach der Applikation konnte der Blutzuckerspiegel tber eine Punktion der
lateralen Schwanzvene unter Verwendung eines handelsiblichen Blutzaskge-
rates (Accu-Check Aviva) ermittelt werden. Nicht-transgene I&eistertiere dienten

als Kontrolle.

7.3  Wundheilungsstudien

Studien zur Beurteilung der Wundheilung sind mit adulten weiblichen und nidemlic
Tieren im Alter von 8-12 Wochen und einem durchschnittlichen Gewight21+2g
(FVBI/N, BL6, BALB, TgN-SOCS3 Linien) bzw. 50+2g (BL&b/ob durchgefiihrt wor-
den. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn anasthesiert (Ketamin 80m/legin
10mg/kg in D-PBS) und im Bereich des Rulckens vollstandig rasiert. Diesihfektion

der Ruckenhaut mit 70% EtOH wurden 6 Vollhautexzisionswunden einscthields
panniculus carnosus definierter symmetrischer Anordnung gesetzt (5mm Durchmes-
ser, 4mm Abstand). Zu definierten Zeitpunkten (1, 3, 5, 7, 13 Tage nach Verngiindu
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation nach initialer Isoflnelarkose getotet
und jede Wunde einschlie3lich des Wundrandes (2-3mm), des Granulatiehsgew
und des Schorfes entnommen. Hautbiopsien in vergleichbarer Gréf3e d&isclen-
haut unverletzter Tiere dienten als Kontrolle.

Die entnommenen Gewebeproben wurden gepoolt und zur Isolation von RNA
(n = 3 Wunden/Tier) und Protein (n =2 Wunden/Tier) in flussigem Stickstftje-
froren. Jeweils eine Wunde des Tieres wurde zur Anfertigung dggscher Praparate
eingebettet (vgl. Kap. 4.5.1). Zur statistischen Auswertung wurden fur jslgounkt

vier individuelle Wundserien generiert.
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7.3.1 Studien nach Applikation von 5-Bromo-2’-desoxyuridin

Zur Identifizierung proliferierender Wundareale ist Versuchstiedas synthetische
Nukleosid 5-Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU) appliziert worden. Aufgrund strukieme
Analogie zu Thymidin wird es in sich replizierenden Zellen in dieADNkorporiert
und ist anschlielend immunhistochemisch detektierbar [de E&aidl987].

Die Tiere wurden verwundet wie in Kap. 7.3 beschrieben. Am 5. Tag nad&taing
ist jeder Maus 1ml einer sterilen BrdU-Lésung (1mg/ml in D-PB8aperitoneal inji-
ziert worden. Noch am selben Tag (6h nach BrdU-Injektion) wurden dre §etotet,
die Wunden entnommen, eingebettet und tiefgefroren (-80°C) (vgl. Kap. 4.5.3).

7.3.2  Studien mit neutralisierendem Antikorper (aTGF-B1, 32, B3)

Die Tiere wurden verletzt wie in Kap. 7.3 beschrieben. Beginnend 6h vMede&un-
dung wurden taglich um 7.00Uhr 500ul einer sterilen Losung eines pan-sexfis
anti-TGF$-Antikorpers (2mg/kg Korpergewicht, Klon 1D11) bis einschliel3lich Tag 4
nach Verwundung intraperitoneal appliziert. Kontrollgruppen erhielten rcemtti-
schem Schema 500ul eines irrelevanten Kontrollantikdrpers Hesskotyps (mAB
anti-KLH; 2mg/kg Kérpergewicht; Klon 11711.11). Am 5. Tag nach Verletzung wur-
den die Tiere getotet, die Wunden fotografiert (Fuji F30) und wiehbehen entnom-

men.

7.3.3 Studien nach Leptinsubstitution inob/ob-Mausen

Ab dem Tag der Verwundung simth/obVersuchstieren 0,5ml einer Losung aus muri-
nem rekombinantem Leptin (2ug/g Kérpergewicht in PBS; CalbiochemSBdeln) fur
13 Tage i.p. appliziert worden. Tiere adr/obKontrollgruppe erhielten 0,5ml PBS.

7.4  Praparation von Dermis und Epidermis

Die Tiere wurden getdtet wie in Kap. 7.3 beschrieben. Nach dem nhtiedes
Schwanzes wurde die Schwanzhaut abgezogen und fir 30min bei 37°C in 2M NaBr-
Losung inkubiert. Im Anschluss konnte die Epidermis als intakter Geveeband von

der Dermis abgetrennt werden. Die Lagerung der Gewebeproben erfolgte bei -80°C.



[l ERGEBNISSE

1 SOCS3 im Prozess der Wundheilung

Zur initialen Charakterisierung des SOCS3-Proteins im Kontexkutanen Wundhei-

lung ist zunachst dessen Expressionskinetik im Heilungsverlauf abfAmBnd Pro-
teinniveau untersucht worden. Im Anschluss sind in immunhistocheemdearbungen
unter Verwendung spezifischer Antikrper SOCS3-exprimierende ZelleWurmdge-
webe lokalisiert worden. Als Basismodell dienten dazu stoffwégpbsende Mause der
Inzuchtstamme C57BL/6 und Balb/c. Das Alter der Versuchstiereenaud 12 Wo-

chen £ 5 Tage festgelegt. Im Wundheilungsexperiment wurden in den Riuckeeréer T

6 Vollhaut-Exzisionswunden gesetzt (inklusive &asniculus carnosgsNach 1, 3, 5,

7 und 13 Tagen wurden die Tiere getdtet und jede Wunde einschlief3lich des Wund-
randes (2-3mm), des Granulationsgewebes und des Schorfes entnommepsiauatbi

in vergleichbarer GroR3e aus der Ruckenhaut unverletzter Tieremliaist Kontrolle fur
unverletzte Haut. Die enthommenen Gewebeproben wurden nach definiettemaSc
zur Isolation von RNA (n =12 Wunden; je 3 Wunden von 4 Tieren) und Protein
(n = 8 Wunden; je 2 Wunden von 4 Tieren) vereinigt. Aus der 6. Wunde wurden histo-
logische Praparate zur Herstellung von Gefrierschnitten anggfetie dazu vor dem

Einbetten vertikal halbiert wurde.

1.1 SOCS3 istin der akuten Entziindungsphase eines noaten
Heilungsprozesses induziert

Nachdem sich bereits unverletzte Kontrollhaut durch eine basaleedSiqgm von
SOCS3 auszeichnete, konnte nach Verletzung sowohl auf mRNA- alsuauelhotein-
ebene eine deutliche Induktion der SOCS3-Expression im Wundgewebe detedtie
den (Abb. 111.1). Dabei fiel auf, dass sich die mMRNA-Expression d@rsehiedlichen
Maus-Hintergrundstamme in ihrer Amplitude, aber nicht in ihrer kKinenterschied.
Die Proteinexpression folgte ohne zeitlichen Verzug der mRNA-Kinktteressanter-
weise wurde der maximale Expressionsspiegel bereits nach seér Keit (Tag 1 nach

Verwundung) erreicht. Mit zunehmendem Heilungsfortschritt sank digrelSsion
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wieder, um nach Abschluss der Reepithelialisierungs- und Remodellierusgsgéa

basalen Expression zu entsprechen.
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Abb. 111.1: Regulation der SOCS3-Expression im Heil — ungsprozess gesunder Wildtyp-Mause
Stoffwechselgesunde adulte Tiere der Stdmme C57BL/6 und Balb/c wurden verletzt. Aus entnommenen
Wunden wurden Gesamt-RNA- und Gesamtproteinlysate sowie Gefrierschnitte (8um) erstellt. () In einer
RNase-Verdauschutzanalyse sind SOCS3-mRNA-Spiegel in unverletzter Haut (Ktrl) und Wunden der
Heilungstage 1-13 (d1-d13) ermittelt worden (aus je 15ug Gesamt-RNA). Die obere Abbildung zeigt eine
reprasentative Balb/c-Serie. Jeder Zeitwert entspricht Wunden (n=12) aus 4 individuellen Tieren. Als
GroRBenmarker diente 1kcpm der Sonde, zur Ladekontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Die signalfreie
tRNA-Spur demonstriert die Spezifitat der Sonden. Der untere Teil zeigt eine statistische Auswertung der
Mittelwerte + SD aus 36 Wunden pro Zeitpunkt (je 3 Wunden aus 12 individuellen Tieren), erhoben aus
Balb/c- und C57BL/6-Tieren, dargestellt als ein Vielfaches der Kontrollhautspiegel. * p<0,05; ** p<0,01
(ungepaarter t-Test). (b) Im Immunoblot (50ug Gesamtprotein, 12% SDS-Gel) und in histologischen Tag 5-
Wundschnitten (unten) konnte das SOCS3-Protein nachgewiesen werden. Jeder Zeitwert im Immunoblot
entspricht je 2 Wunden aus 4 Tieren (n=8) Eine Ponceau S-Farbung diente zur Ladekontrolle. Pfeile im
reprasentativen histologischen Wundschnitt verweisen auf stark immunpositive Signale. G: Granulations-
gewebe; HE: hyperproliferierendes Epithel

Immunhistochemische Untersuchungen in Tag 5-Wunden zeigten deutlich, dess neb

einer grofRen Zahl immunpositiver Zellen im Granulationsgewebe \am dleratino-
zyten des hyperproliferierenden Epithels (HE) zur Population SOCS3veemnder

Zellen zahlten. Interessanterweise beschréankte sich die &aptession im HE auf

eine dem Wundinneren zugewandten Untergruppe an Keratinozyten, die uranittel

hinter der fihrenden Epithelzunge lokalisiert war.
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1.2  Lokalisierung der SOCS3-Expression im Wundgewebe

Mit dem Ziel, die funktionelle Bedeutung einer Induktion der SOCS3-Expredsr

die allgemeine Keratinozytenphysiologie zu klaren, konnte anhand verschistiriker
SOCS3-uberexprimierender HaCaT-Zelllinien gezeigt werders, dizs Protein mit den
Teilprozessen Keratinozytendifferenzierung und -proliferation ieiert [Gorenet al
2006a]. Die Hohe der SOCS3-Spiegel stand deutlich in negativer Kametair Proli-
ferationsaktivitdt der Zellen bei gleichzeitig gesteigeEgpression der Differenzie-
rungsmarker Keratin 1, Keratin 10 und Loricrin.

Somit lag nahe, dim vitro aufgezeigte funktionelle Verknipfung zwischen SOCS3 und
der Zellproliferationin vivo zu Uberprifen. Histologische Wundpraparate aus der Akut-
phase des Regenerationsprozesses (Heilungstage 3, 5 und 7) sind inoclaimisich
erneut gegen SOCSS3 und zusatzlich gegen den Proliferationsmarker K geor-
den, der in der teilungsaktiven Zellpopulation des Zellverbandes/fBAGbergang)
exprimiert wird [Gerdeset al. 1983 und 1984]. Dazu sind Serien-Gefrierschnitte mit
einer Schnittstarke von 8um herangezogen worden, um Aussagen zurndlatied-
sierung positiv gefarbter Zellen zueinander treffen zu kbnnen.

In Ubereinstimmung mit der in Kapitel 1.1 beschriebenen Beobachtung konnten z
allen untersuchten Zeitpunkten neoepidermale Keratinozyten der Wundralsder
SOCS3-exprimierende Zellen identifiziert werden, wobei ernilit mlle epidermalen
Zellen positiv gefarbt waren. Als auf3erordentlich interessatitest sich anschliel3end
die Ergebnisse der Ki67-Farbung direkt benachbarter Serienschnateshgior allem

in Praparaten aus Wunden des 5. Heilungstages, in denen das HE deantfendr
besonders charakteristisch ausgepragt war, war deutlich zu erkedassrsich die Ex-
pressionen von SOCS3 und Ki67 gegenseitig ausschlossen. Wahrend eine nlém Wu
inneren zugewandte Unterpopulation suprabasaler Keratinozyten desniipositiv
gegen SOCS3 gefarbt werden konnte, waren es innerhalb des epidermalparti
ments ausschlief3lich Zellen im wundaul3eren Teil des HE und Ikeesalenozyten, die
eine Ki67-Expression zeigten. Auch in benachbarten Gefrierschnitterader3rund 7
nach Verletzung wurde deutlich, dass eine Kolokalisierung einerSSOGnd Ki67-
Expression in Keratinozyten ausgeschlossen werden konnte. Die Erksardns vor-
hergehenden Zellkulturversuchen sind somit fiir die Heilungssituatidner bestatigt

worden.



ERGEBNISSE 64

Abb. 111.2: Lokalisierung SOCS3- und Ki67-positiver ~ Zellen am Wundrand normal heilender Wunden
Stoffwechselgesunde adulte Tiere der Stdmme C57BL/6 und Balb/c wurden verletzt. Aus entnommenen
Wunden der Tage 3, 5 und 7 nach Verletzung wurden Serien-Gefrierschnitte (8um) erstellt. Direkt
benachbarte Schnitte sind unter Verwendung spezifischer Antikérper immunhistochemisch gegen SOCS3
(linke Halfte) und Ki67 (rechte Halfte) gefarbt worden. Dargestellt ist eine Auswahl reprasentativer
Praparate aus C57BL/6-Tieren. Pfeile kennzeichnen stark immunpositiv-gefarbte Zellen. Die Zellkerne
wurden mit Hamatoxylin-Losung gegengefarbt. E: Epidermis; HE: hyperproliferierendes Epithel; G:
Granulationsgewebe
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1.3  Verstarkte und verlangerte SOCS3-Expression bei dizetisch-
gestortem Heilungsverlauf

Im nachsten Schritt sollte die Regulation von SOCS3 in Wunden iicliet Mause
untersucht werden, um mogliche Unterschiede zum stoffwechselgesunelerzuTi
charakterisieren. Als Tiermodell wurde auf den etablierten CBBib/obStamm
zurlckgegriffen, dessen diabetischer Phanotyp aus einem homozygoten \&slabt d
Gens und damit des von ihm kodierten Leptins resultiert. Eine ausgepdigositas
und ein daraus resultierender Typ lI-Diabetes sind Folgen der Letiedef[Coleman
1978; Zhanget al 1994].

In einer Vielzahl verschiedener Arbeiten konnte gezeigt werden, d@adsch der
Situation beim humanen Typ lI-Diabetes die Wundheilung im diabetisiibvelty und
ob/obMausmodell drastisch gestort ist und von einer massiven Entziundungtdieglei
wird [Franket al. 2000; Ringet al. 2000; Wetzlert al. 2000a; Stallmeyeet al. 2001;
Gorenet al. 2003a; Kampfeet al. 2003 und 2005]. Interessanterweise fuhrte die Sub-
stitution des fehlenden Leptins in das/olbMaus gut sichtbar zu einem weitestgehend
normalisierten Wundheilungsgeschehen [Fran&l 2000; Ringet al. 2000]. Der Blut-
zuckerspiegel sank, das Gewicht der Tiere konnte reduziert nverde histologische
Untersuchungen der Wundmorphologie ergaben entgegen der Situation in PBS-behan-
delten Tieren gut ausgebildete, starke Neoepithelien.

Unter Ausnutzung dieses Wissens wurden Tiere des C57Bb/6-Stammes in Ana-
logie zu der in Kapitel 1.1 aufgefiihrten Verfahrensweise verleateDwurden 2 Ver-
suchsgruppen definiert: die erste Gruppe erhielt beginnend mit derdefagerwun-
dung bis zum 13. Tag nach Verwundung einmal taglich 500ul einer Lésungkans-
binantem murinem Leptin (2ug/g Korpergewicht in PBS) intraperilofigrn) appli-
ziert. Einer zweiten Gruppe wurden nach gleichem Schema 500ul PBS i.p. verabreicht
Wie erwartet zeigten Tiere der PBS-Kontrollgruppe massideuSgen im Heilungs-
verlauf, wogegen die Wunden Leptin-behandelter Tiere deutlich bessienh@ie
Analyse der SOCS3-mRNA-Expression ergab in der PBS-Kontrollgruppekhqines-
sionsspiegel bis in spate Phasen des Heilungsverlaufes. Intézess#se fuhrte die
Leptinsubstitution nicht nur zu einer deutlich beschleunigten Wundheilung, reonde
auch zu einer signifikant verminderten SOCS3-mRNA-Expression in den Wiuege
tin-behandelter Mause (Abb. 111.3a).
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Abb. 111.3: SOCS3 und Ki67-Expression in diabetisch  -gestorter Wundheilung an Tag 13

Zwei Versuchsgruppen adulter diabetischer ob/ob-Mause wurden verletzt. Eine Gruppe erhielt einmal
taglich 500ul einer Leptin-Injektion (2ug/g Kérpergewicht in PBS) iber 13 Tage, die zweite nach gleichem
Schema 500ul PBS. Aus Wunden des 13. Tages (d13) nach Verletzung wurden Gesamt-RNA-Lysate und
Gefrierschnitte (8um) erstellt. () In einer RNase-Verdauschutzanalyse sind SOCS3-mRNA-Spiegel im
Wundgewebe ermittelt worden (aus je 15ug Gesamt-RNA). Jeder Wert in der linken Abbildung entspricht 4
Wunden (n=4). Aufgezeigt sind jeweils 3 Leptin-behandelte Tiere (Lept #1 - Lept #3) und 3 Kontrolltiere
(PBS #1 - PBS #3). Als GroRenmarker diente 1kcpm der Sonde, zur Ladekontrolle wurde GAPDH
hybridisiert. Die rechte Halfte zeigt eine statistische Auswertung der Mittelwerte £+ SEM aus je 12 Wunden
(je 3 Wunden aus 4 individuellen Tieren). ** p<0,01 (ungepaarter t-Test); PSL: photon stimulated luminis-
cense. (b) Histologische Préparate aus Tag 13-Wunden beider Versuchsgruppen wurden immunhisto-
chemisch gefarbt (benachbarte Serienschnitte) und Kerne mit Hamatoxylin-Lésung gegengefarbt. Pfeile
verweisen auf stark immunpositive Signale. G: Granulationsgewebe; NE: Neoepithel

Die sich anschlieRende immunhistochemische Analyse der Tag 13-Wuwitlerde
zellularen Quellen der SOCS3-Expression aufdecken. Wahrend in Wundem-khept
handelter Tiere weder im Granulationsgewebe, noch in der Neoepide@QiS3-im-
munpositive Signale detektierbar waren, konnten in heilungsdefizienterd&h aus
Tieren der Kontrollgruppe, die noch immer nicht vollstandig reelmdisert waren, in

der Tat Keratinozyten der atrophischen Wundréander als die Hauptgeel8OCS3-

Expression identifiziert werden (Abb. I11.3b oben). In Analogie zu deabchtungen
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in stoffwechselgesunden Tieren des C57BL/6-Hintergrundes erwigderKeratino-
zyten der SOCS3-exprimierenden Fraktion erneut als teilungsinakiisscAlie3lich
SOCS3-negative Keratinozyten zeigten immunpositive Signale fulPdaiferations-
marker Ki67 (Abb. I11.3b unten) und unterstiitzten den Verdacht emgsdten Verbin-
dung zwischen einer erweiterten Prasenz des inhibitorischen Pi8@@S3 und Hei-
lungsverzégerungen in Wunden diabetischer Tiere, deren Wunden mafgeblich durch

eine pathologisch veranderte Reepithelialisierungskapazitat chiésigktesind.

2 SOCS3-Uberexpression im transgenen Mausmodell

Der Wundheilungsverlauf in insulinresistenten, Leptin-defizierdbfobMausen ist
massiv gestort [Frangt al. 2000; Ringet al. 2000; Goreret al. 2003a und 2006a] und
neben einer deutlich verlangerten Entzindungssituation durch eine ktersséd
verlangerte SOCS3-Expression im atrophischen Neoepithel heilurgiedefr Wunden
charakterisiert (vgl. Kap. 1.3). Um den Verdacht einer moglichen fumddten Verbin-
dung zwischen der Fehlregulation der SOCS3-Expression und einesaragtstorten
Wundheilung zu untersuchen, wurde ein transgenes Mausmodell generiert, in dem
SOCS3 unter der Kontrolle eines bovinen Keratin 5-Promotors konstéxgrimiert
wird. Keratin 5-Filamente sind intrazellulare Strukturproteites epidermalen Zyto-
skeletts, die ausschlieflich in basalen Zellen der innersten epldar@chicht und in
follikularen Zellen exprimiert werden. Somit erfolgte die Uberesgian des Transgens
gerichtet und exklusiv im basalen Kompartiment sowie in epidemaz#en der Haar-
follikel [vgl. Lusteret al. 1998; Manret al. 2001; Gonzalez-Suaret al. 2001; Amendt
et al.2002].

2.1  Generierung der Founder-Generation

Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Mauslinien sind in é¢abpn mit dem
Max-Planck-Institut (MPI) fur Biochemie (Munchen/Martinsriad)den Laboratorien
von Prof. Reinhard Fassler durch Pronukleusinjektion generiert worderMiRroin-
jektion eines DNA-Konstruktes in den Vorkern befruchteter Eizelteht £in haufig
verwendetes Verfahren zur Erstellung genetisch modifizierteorna&use dar. Es wur-
de bereits 1974 beschrieben [Jaenisch und Mintz 1974]. Dennoch ist @3 eéest
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1980er Jahren erfolgreich gelungen, mit Hilfe dieser Methode tran3geneezu erstel-
len [Gordoret al. 1980; Brinsteet al. 1981; Wagneet al. 1981].

Basis des transgenen Konstruktes dieser Arbeit war pBKS(+)IK5re&kombinanter
Vektor, der von Prof. M. Blessing (Mainz) zur Verfligung gestellt und tseremehre-
ren Arbeiten erfolgreich verwendet wurde [Neufatgal. 2001; Amendtet al. 2002].
Dieser Vektor enthielt bereits die Promotorsequenz sovaeSgéce- und Polyadeny-
lierungssignal des bovinen Keratin 5-Gens. Das transgene Vorlaufetkandeste-
hend aus dem murinen SOCS3-ORF (engl. offenes Leseraster) undreiagertng in
5"-Richtung um eine KOZAK-Konsensussequenz (Abb. 111.4) [Kozak 1986 und 1987],
wurde UberSal und Clal-Schnittstellen hinter den Keratin 5-Promotor in den Vektor
ligiert. Das resultierende Plasmid wird pBKS(+)K5-SOCSBezeichnet.

Transkription |
Kpnl BamHlI Sall  Clal Kpnl
o Y Y Y Y Y 3
\ | \ —

Teil des Vektors Boviner Keratin 5-Promotor SOCS-3 Poly-A-Signal Teil des Vektors

pBKS(+) (5kb) Insert (1.8kb) pBKS(+)

(3.0 kb) (0.689kb)

Sall Clal
5 Y 3
‘ L 10bp

Teil des KOZAK SOCS-3 ORF Teil des

Keratin 5- (11bp) (678bp) Poly-A-

Promotors Signals

Abb. 111.4: Schematische Darstellung des transgenen Konstruktes in pBKS(+)K5-SOCS3

Der murine SOCS3-ORF wurde in 5-Richtung um eine KOZAK-Konsensussequenz erweitert und als
Vorlauferkonstrukt in pBKS(+)K5 ligiert. Aus dem resultierenden Plasmid pBKS(+)K5-SOCS3 wurde das
finale transgene Konstrukt Gber Kpnl-Restriktionsschnittstellen aus dem Vektor herausgetrennt und in Vor-
kerne fertilisierter Oozyten mikroinjiziert. Die Verwendung des Keratin 5-Promotors fuhrt zu einer starken
und gerichteten Expression des Transgens in Basalzellen des epidermalen Kompartimentes.

Nach dem Heraustrennen des transgenen KonstruktepBi(S(+)K5-SOCS3iber
Kpnl-Schnittstellen konnte daspnl-Fragment in den Laboratorien des Kooperations-
partners in Martinsried aufgereinigt und in den Pronukleus fegtilesi Oozyten der
Stamme C57BL/6 und FVB/N mikroinjiziert werden. Bei diesemfataien wird das
Transgen zufallig und meist multipel in die DNA des Vorkerns ineggrUberlebende
Embryonen wurden im 2-Zell-Stadium in scheinschwangere Ammenniriigppantiert
und ausgetragen. Insgesamt 55 potenziell transgene Tiere sind geboren Dasen.

erste Generation wird als Founder-Generation (engl. Grinder-Generatieithbet.
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2.2  Genotypisierung potenziell-transgener Tiere der Fonder-
Generation

Um eine Zucht transgener Linien aufbauen zu kdénnen, mussten die Fousrder-T
zunachst auf Transgenitat Uberprift werden. Dies erfolgte iniiiéélsnPolymerase-
Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung spezifischer Oligonukleotidesalkonstru-
iert waren, dass ausschlie3lich aus der DNA transgener Timifikate mit einer
Lange von 319bp resultierten. Die PCR-Ergebnisse wurden im Anschlussvienter
wendung der Southern Blot-Methodik unter Verwendung einer spezifiSéRemar-
kierten Sonde verifiziert (Matriz&al-Clal-Fragment aupBKS(+)K5-SOCS3

Die Integration des Transgens bei einer Pronukleusinjektion erfolghérweise als
head-to-tail concateme(engl. Kopf-zu-Ende Concatemer). Verdaut man nun geno-
mische DNA mit einem Restriktionsenzym, fur das nur eine Sehellé im Transgen
existiert BanHl), entstehen Fragmente, die der Gesamtlange des Transgeng-entspr
chen (hier: 7,5kb; vgl. Abb. 111.4) [Schneider und Wolf 2005].

a 3,0kb- E

0,5kb 4 ==

—<7,5kb

FVB/N-TgN C57BL/6-TgN

Abb. 111.5: Genotypisierung der Founder-Generation

Aus 55 Founder-Tieren sind die 14 aufgefuihrten Tiere als Transgen-positive Individuen ermittelt worden.
Die Signalstarke korreliert dabei mit der Zahl der integrierten Kopien des transgenen Konstruktes. Tiere
mit den Nummern 1924-1949 wurden im Stamm FVB/N generiert (FVB/N-TgN), Tiere der Nummern 1959-
1972 im Stamm C57BL/6 (C57BL/6-TgN). (a) PCR Analyse mit 500ng genomischer DNA. Positivkontrolle
(Pos. Kitrl): 1,5pg pBKS(+)K5-SOCS3. Negativkontrolle (Neg. Ktrl.): 500ng C57BL/6-WT-DNA. (b)
Southern Blot Analyse mit 7ug genomischer DNA. Verdaut wurde mit BamHI, hybridisiert mit einem ¥p.
markierten Transkript, fir dessen Synthese das Sall-Clal-Fragment aus pBKS(+)K5-SOCS3 als Matrize
diente. Proben der Founder, die zum Aufbau der verwendeten Linien genutzt wurden, sind markiert (Nr.
1928, 1941, 1965, 1969). Positivkontrolle: 1ng pBKS(+)K5-SOCS3, der zuvor mit Kpnl verdaut wurde.

In 14 von 55 getesteten Founder-Tieren konnte sowohl in der PCR als adeh in
Southern Blot Analyse das Transgen detektiert werden (Abb. 111.5).n\iEden positiv-
transgenen Tieren, die im Stamm FVB/N generiert wurden (Nr. 1929), konnten
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vier transgene Founder mit C57BL/6-Hintergrund ermittelt werden 1BI59-1972).
Letztere waren besonders wertvoll, da der C57BL/6-Inzuchtstammireepeell haufig
Verwendung findet, einer Generierung genetisch modifizierter Tiere Rioeukleus-
injektion jedoch nur mit geringer Effizienz zur Verfigung steht [Taket. 1991].

In den Ergebnissen beider Verfahren ist erkennbar, dass die demBaedsitat ent-
sprechende Zahl der Kopien des Transgens variiert. Dabei korchéelntensitat der
PCR-Amplikons mit dem Muster des Southern Blot. Die gro3te Zahigears Kopien
konnte im Genom des Tieres 1949 detektiert werden, die geringste Kaigiane
Genom des Tieres 1959, fur das zwar in der PCR ein klares ®idweanbar ist, die

Bedingungen des Southern Blot jedoch nicht sensitiv genug waren.

2.3  Etablierung und Phanotypisierung der transgenen Maslinien

Alle transgenen Founder wurden in die Tierstalle des Uniklinikumskkre Gberfihrt
und im Alter von 12 Wochen mit WT-M&ausen des gleichen genetischernrgiumees
verpaart, um den Inzuchtstatus aufrecht zu erhalten. Dabei istHededer als eigene
Linie behandelt worden. Die hemizygot-transgenen Nachkommen allem Luvaeen
fertil und entwickelten sich normal. Sie wiesen keine morphologmsélm@malien oder

atypischen Bewegungs- und Verhaltensmuster auf.

2.3.1 Expression des Transgens in der F1-Generation

Wie bereits erwahnt geschieht die Integration des TransgensbePeonukleusinjek-
tion zufallig, in variabler Kopienzahl und zum Teil an mehrerenghatiionsstellen
[Schneider und Wolf 2005]. Oft erfolgt sie nicht im Einzellstadium, sondereiner
spateren Phase der Embryogenese, so dass die Founder tendenzelégsciges Mo-
saik darstellen. Positions- und Silencingeffekte fihren dazu, daZshlieler integrier-
ten Kopien keinesfalls zwingend mit dem Expressionsspiegel des &renkgrreliert
und dass einige Founder das Transgen selbst nicht exprimieren calems$exil sind
[Rulicke und Hubscher 2000]. Bei Kenntnis dieser Tatsache ist es sahes von
untergeordneter Bedeutung, die genaue Kopienzahl zu kennen.

Das Mosaikproblem bedingt, dass eine Keimbahmtransmission oft dtsbidi Foun-
der-Tiere das Transgen nicht oder zumindest nicht im Verh@ésdMendelschen Ge-

setzes vererben. Erst Individuen der F1-Generation geben das Trarsgennales
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Mendelsches Gen weiter. Daher war es von pivotaler Bedeutung, mbyglelksTrans-
gen-positive Nachkommen der F1-Generation zu erhalten, um anschlief3efaaiti
biopsien den Expressionsspiegel zu ermitteln.

Zunachst wurden 188 Nachkommen der ersten Folgegeneration mittelgdRG&Hpi-
siert. AnschlieRend wurden aus dieser Generation 58 Transgengosili Transgen-
negative Geschwistertiere sowie zwei unabhangige WT-Tier8/(f\und C57BL/6)
biopsiert und aus den Gewebeproben ein Gesamtproteinlysat hergeselferiven-
dung eines spezifischen Antikorpers gegen SOCS3 ermdglichte im Immueilot
direkten Nachweis des Proteins. Wie erwartet befand sicB@QE@S3-Expression in ge-
sunder WT-Kontrollhaut und in der Haut nicht-transgener Geschwésteriahe an der
Detektionsgrenze. Es ist bekannt, dass die Expression der SOCiadPentg kontrol-
liert wird und daher basal sehr gering ausfallt (Abb. 111.6) [Krahd Hilton 2000;
Greenhalgh und Hilton 2001; Goren al 2006a]. Weiterhin zeigten nicht alle Trans-
gen-positiven Tiere eine Expression des Transgens; zudem vadigrtexpressions-
spiegel innerhalb eines Wurfes, was auf ein genetisches Mosatkadsgenen Eltern-
teils oder auf mehrere Integrationsstellen hinweisen kann.

Mit dem Ziel, eine Zucht individueller transgener Linien aufzubadeén.eine unter-
schiedliche, aber fur die zu untersuchende Fragestellung geeigretession des
Transgens aufweisen, konnten zwei Tiere mit einem FVB/N-Hintecg¢Nr. 4 und 22)
und zwei Tiere mit einem C57BL/6-Hintergrund (Nr. 37 und 48) aug&bk werden,
die zur Erzeugung hemizygot-transgener Nachfahren mit WT-Tierenalekagl gene-

tischen Hintergrundes verpaart wurden.
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Spur Probe Genotyp Founder Hintergrund Linie Spur Probe Genotyp Founder Hintergrund Linie
1 Ktrl.-Haut wt FVB/N 15  F39 - 1936 FVB/N L5
2 M19 - 1928 FVB/N L3 16 M32 + 1936 FVB/N L5
3 M17 # 1928 FVB/N L3 17  M34 * 1936 FVB/N L5
4 M21 + 1928 FVB/N L3 18 F36 + 1936 FVB/N L5
5 F23 + 1928 FVB/N L3 19 F37 + 1936 FVB/N L5
6 F24 + 1928 FVB/N L3 20 F38 + 1936 FVB/N L5
7 M53 - 1941 FVB/N L7 21 F67 - 1931 FVB/N L8
8 M49 # 1941 FVB/N L7 22 Me1 * 1931 FVB/N L8
9 M50 + 1941 FVB/N L7 23 F66 + 1931 FVB/N L8
10 M51 + 1941 FVB/N L7 24 M76 - 1949 FVB/N L10
11 M52 + 1941 FVB/N L7 25 M77 + 1949 FVB/N L10
12 M54 + 1941 FVB/N L7 26 F82 + 1949 FVB/N L10
13 F56 + 1941 FVB/N L7 27 F57 + 1941 FVB/N L7
14 Positivkontrolle HEKmSOCS3 28 Positivkontrolle HEKmSOCS3
Spur Probe Genotyp Founder Hintergrund Linie Spur Probe Genotyp Founder Hintergrund Linie
29 Kitrl.-Haut wt C57BL6 43 M92 + 1965 C57BL6  L12
30 M85 * 1959 C57BL6  L11 44  M95 + 1965 C57BL6  L12
31 M86 + 1959 C57BL6  L11 45 M96 + 1965 C57BL6  L12
32 F88 + 1959 C57BL6  L11 46  M97 + 1965 C57BL6  L12
33 F89 # 1959 C57BL6  L11 47  F100 + 1965 C57BL6  L12
34 F90 + 1959 C57BL6  L11 48 F101 + 1965 C57BL6  L12
35 F149 + 1959 C57BL6  L11 49 F102 + 1965 C57BL6  L12
36 M106 - 1969 C57BL6 L13a 50 F104 + 1965 C57BL6  L12
37 M108 + 1969 C57BL6 L13a 51 F172 + 1969 C57BL6 L13a
38 F112 + 1969 C57BL6 L13a 52 F118 - 1972 C57BL6  L14
39 F113 + 1969 C57BL6 L13a 53 F123 + 1972 C57BL6  L14
40 F114 " 1969 C57BL6  L13a 54 Positivkontrolle HEKmSOCS3
41 F115 + 1969 C57BL6 L13a
42 Positivkontrolle HEKmSOCS3

Abb. 111.6: SOCS3-Proteinexpression in Tieren der F
Dargestellt sind Immunoblots aus Rickenhautbiopsien (3mm Durchmesser) der Wirfe, aus denen die in
der Arbeit verwendeten Mauslinien hervorgingen. Der Nachweis von SOCS3 erfolgte mittels Antikérper
aus 40pg Gesamtproteinlysat, das in einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt wurde. Proben aus negativ-
transgenen Geschwistertieren und unabhangiger WT-Kontrollhaut (Ktrl-Haut) zuchtfremder C57BL/6-Mau-
se dienten als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurden 2,5l Proteinlysat aus HEK-Zellen geladen, die
zuvor mit muriner SOCS3-cDNA transfiziert wurden (HEKmSOCS3). Proben aus Tieren, die zum Aufbau
der verwendeten Linien genutzt wurden, sind markiert (Nr.4, 22, 37, 48). wt: Wildtyp-Tier, ,+“: Transgen-
positiv, ,-“: Transgen-negativ

1-Generation
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2.3.2 Organspezifitdt der Transgenexpression

Das Konzept des transgenen Mausmodells basierte auf einer gendak@ression des
Transgens ausschlieflich in der Epidermis. Zur Verifizierung dmggmspezifischen
Expressionsstrategie wurden zunachst Tiere aus der F2-Genaraloerer Linien
getotet und verschiedene Organe entnommen, die zur Extraktion von RNARyatee
inlysat separat aufgearbeitet wurden. Unter Verwendung spezifiéeherarkierter an-
tisense-RNA Sonden und Antikdrper gegen SOCS3 konnten auch in der zwdifen Fo
generation hohe Expressionsspiegel des Transgens in Bauch- und Ruckenhaut Trans
gen-positiver Tiere sowohl auf mMRNA, als auch auf Proteinebene @etektrden
(Abb. 1.7 a/d). Die Haut Transgen-negativer Geschwistertiges \dagegen im Ver-
gleich nur marginale Spiegel an SOCS3 auf. Analoges galt fir di@n@mHerz, Niere,
Dunndarm, Skelettmuskulatur und Leber, in denen keine oder nur geringe iMenge
SOCS3-mRNA aufzeigbar waren (Abb. IIl.7 b). Die Existenz leichblater mRNA-
Spiegel in Milz und Lunge ist aus der Literatur bekannt und unabhéngigevofrans-
genitat des untersuchten Mausmodells [Staal. 1997].

Dass die hohen SOCS3-Spiegel in der Haut nahezu ausschlia8lieimex Expression

im epidermalen Kompartiment zurtickzufihren waren, konnte bestatigemenach-
dem aus Schwanzhautbiopsien die Epidermis von der Dermis abgetegramatsaufge-
arbeitet und analysiert wurde (Abb. IIl.7 c/e). SOCS3-Signaléeirmalen Proben
resultieren aus einer nur unvollstandig moglichen praparativen Trennung &g

und Dermis.
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Abb. 111.7: Organspezifitat der Transgenexpression

Tiere aus der F2-Generation der Linien 8 (L8), 12 (L12) und 13a (L13a) wurden im Alter von 12 Wochen
getdtet. Verschiedene Organe wurden isoliert, aus Schwanzhautbiopsien wurde die Epidermis von der
Dermis separiert. Fir den Nachweis von SOCS3-mRNA (a-c) wurden jeweils 20pug Gesamt-RNA in einer
RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt. Als GroRenmarker diente jeweils 1kcpm der **P-markierten Son-
de (Sonde), zur Ladekontrolle wurde eine GAPDH-Sonde mitgefuhrt. (a) Ruckenhautlysate von drei Trans-
gen-negativen Tieren der Linie 13a (F208-M211) wurden gegen die Lysate dreier Transgen-positiver Ge-
schwistertiere (M212-M214) aufgetragen. (b) Lysate verschiedener Organe von einem Tier der Linien 3
und einem Vertreter der Linie 13a. (c) Lysate aus Epidermis und Dermis. Jede Spur repréasentiert dabei
die gepoolte Epidermis bzw. Dermis aus dem Schwanz von je vier adulten nicht-transgenen Tieren vom
Stamm C57BL/6 (wt) und je vier transgenen Geschwistertieren der Linien 8, 12 und 13a (n=4). (d+e) Zur
Analyse von SOCS3-Protein wurden jeweils 125pg Gesamtproteinlysat in einem 12%igen SDS-Gel
aufgetrennt und im Immunoblot analysiert. Als Positivkontrolle (Pos. Ktrl.) dienten 2,5ul HEK-Lysat. Eine
Ladekontrolle erfolgte Uber B-Aktin bzw. Ponceau S-Farbung. (d) Rickenhautlysate von drei nicht-transge-
nen (F208-M211) und drei transgenen Geschwistertieren (M212-M214) (Liniel3a). (e) Epidermis und Der-
mis aus je zwei nicht-transgenen (wt) und transgenen (tg) Geschwistertieren der Linien 3 und 13a.

2.3.3 Immunhistochemische Lokalisierung der Transgenexpression

Zur weiteren Uberprifung der zellspezifischen Expression des Transgeémsir Cha-
rakterisierung der Hautmorphologie wurden Gewebeschnitte aus neoRatekenhaut
und adulter Schwanzhaut angefertigt. Die Ruckenhaut von Neugeborenen und die

Schwanzhaut ausgewachsener Tiere sind vielschichtig und eignetasttabhbeson-
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ders zur Darstellung der Basalschicht in Abgrenzung von distaleaggsili[Hill et al.
1981; Macket al.2005].

Nach eingehender histologischer Bewertung der Morphologie adulter Schwanzha
(Hamatoxylinfarbung) konnten keine atypischen Verdnderungen in der Epiderchis
in Haarfollikeln transgener Tiere festgestellt werden. DikulZeen Strukturen des
Stratum basaleStratum spinosumand Stratum corneumvaren unauffallig und glichen
denen nicht-transgener Geschwistertiere. Auch die Anzahl und egeder Haar-
follikel waren in transgenen und nicht-transgenen Tieren vergleichbar (Abb. 111.8 a).
Nach immunhistochemischer Farbung mit einem SOCS3-spezifigatiddrper konn-
te die zellspezifische Expression bestatigt werden. SOCS3weogiillen waren ein-
deutig im basalen Kompartiment der interfollikularen Epidermis sowider distalen
aulBeren Wurzelscheide der Haarfollikel lokalisiert (Abb. 111.8).ble Transgenex-
pression erfolgte somit entsprechend der erwarteten Aktivitat desrk&fatomotors.

Abb. 111.8: Hautmorphologische Untersuchung und Lok alisierung SOCS3-exprimierender Zellen

Aus der Schwanzhaut adulter Tiere (ad) und der Riickenhaut neugeborener Tiere (neo) wurden Gefrier-
schnitte angefertigt (8um). Dargestellt ist eine Auswahl représentativer Praparate transgener Tiere (tg) und
nicht-transgener Geschwistertiere (wt). (a) Hamatoxylinfarbung. (b+c) Immunhistochemische Farbung von
SOCS3-Protein (Pfeile, braune Féarbung) und Kontrollfarbung ohne SOCS3-spezifischem Erstantikdrper
(MOCK), Zellkerne wurden mit Hamatoxylin-Losung gegengefarbt. e: Epidermis; h: Haarfollikel; d: Dermis



ERGEBNISSE 77

a Schwanzhaut (ad) wt Schwanzhaut (ad) tg

Hamatoxylin

SOCS3

C Schwanzhaut (ad) tg

V4
Y/
7

[,

SOCS3




ERGEBNISSE 78

2.3.4 Glukosetoleranztest

Als groldtes Organ des Koérpers ist die Haut nicht zuletzt duneh kbnstant hohe
proliferative Aktivitat erheblich am Gesamtmetabolismus degafismus beteiligt. Es
ist bekannt, dass SOCS3 mit Komponenten des Insulinsignalwegédsriateund als
potenter Mediator einer Insulinresistenz diskutiert wird §Boelli et al 2000 und
2001; Ruiet al. 2002; Uekiet al. 2004; Shiet al. 2004; Toriswet al. 2007]. Zur Charak-
terisierung des Phanotyps des generierten SOCS3-Uberexprimierendemaddalls
war es daher von Bedeutung, mdgliche Auswirkungen der Transgenexpression auf die
Glukose-Homoostase in einem Glukosetoleranztest zu untersuchen.

Fur diesen Test wurden transgene Tiere der Linien 3 und 12 und nicht-trarGge
schwistertiere im Alter von 12 Wochen initial Gber 12h gehungerthach Ermittlung
des basalen Blutzuckerspiegels 1,5mg Glukose pro Gramm Korpergewicit ajppli-
zieren. In direktem Anschluss wurde der Blutzuckerspiegel unteweénelung eines
handelslblichen Blutzuckermessgerates zu verschiedenen Zeitpunkteelte(/itb.
[11.9). Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb desselben genetischergidndes
keine signifikanten Unterschiede in der Regulation des Blutzuckgedpiewischen
nicht-transgenen und transgenen Tieren existieren, womit ein syskemEinfluss des
Transgens auf die Glukose-Homoostase fur das untersuchte Alter &lsssst
werden kann. Auffallig war, dass der Spiegel in Tieren mit C5@8lihtergrund im
Vergleich zu FVB/N-Tieren sein Maximum friher erreichte und sémm Richtung
Basalniveau zurickfiel.
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Abb. 111.9: Glukosetoleranztest

Nicht-transgene Tiere der Linien 3 (FVB/N wt; n=8) und 12 (C57BL/6 wt; n=7) und transgene Geschwis-
tertiere der Linie 3 (FVB/N-TgN-L3; n=3) und 12 (C57BL/6-TgN-L12; n=5) wurden Uber 12h gehungert.
Nach Ermittlung des basalen Blutzuckerspiegels tber Punktion der lateralen Schwanzvene sind jedem
Tier 500yl einer sterilen Glukoseldsung i.p. appliziert worden (1,5mg/g Kérpergewicht). Zu definierten Zeit-
punkten (20, 40, 60, 90 und 120min nach Applikation) ist der Blutzuckerspiegel erneut bestimmt worden.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. ** p<0,01 C57BL/6wt gegen FVB/N wt; # p<0,05 ## p<0,01 C57BL/6-
TgN-L12 gegen FVB/N-TgN-L3 (ungepaarter t-Test).
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3 Primare Keratinozyten

Bisher konnte gezeigt werden, dass das Konzept der gerichtetemsmegidischen
Expression des Transgens in dem generierten Mausmodell erfblgueigesetzt
werden konnte. Hohe SOCS3-Expressionsspiegel konnten detektiert und ldardgsl|
epidermalen Kompartiments zugeordnet werden. Zur Klarung der Frage eiaar
tatsachlich existenten Funktionalitat des transgenen Proteins und deitadllierten
Charakterisierung der exprimierenden Zellen wurde ein Verfahréhestamit dessen

Hilfe primare Keratinozyten aus Neugeborenen isoliert und kultiviert wurden.

3.1 Keratinozyten aus transgenen Tieren zeigen eine hel5OCS3-
Expression und eine vollstandige Blockierung der IL6
vermittelten STAT3 Phosphorylierung

Das SOCS3-Protein gehort zu einer Familie intrazellul&@gulatorischer Proteine des
Zytokinsignalwegs, die in einer klassischen negativen Rickkopplung$sdktenpo-
nenten deganus kinase-signal transducer and activator of transcrip(iAK-STAT)-
Signalwegs inhibieren und somit in der Lage sind, die Zytokin-veitsitBignaltrans-
duktion unter physiologischer Zielsetzung eng zu kontrollieren (vgl. Kap. 1.4.1).

Die Transkription Interleukin (IL)-6-regulierter Gene wird Uber deanskriptionsfak-
tor STAT3 vermittelt, der Gber Phosphorylierung am Tyrosinrest 70%iexktund als
Dimer in den Zellkern transloziert wird [Zhorgd al. 1994; Akira 1997]. Gleichzeitig
kommt es nach IL-6-Stimulation zu einer deutlichen Induktion de€SDEXxpression
in Keratinozyten, gefolgt von einer regulatorischen, SOCS3-verrnaittétthibition der
STAT3-Aktivierung im Sinne einer negativen Rickkopplung [Yamasakal. 2003;
Gorenet al. 2006a]. Die IL-6-vermittelte Phosphorylierung von STAT3 war somit ei
ideales Instrument zur Verifizierung der biologischen Funktionadiést Transgenpro-
duktes.

Primare Keratinozyten wurden aus nicht-transgenen und transgenen (Sestienen
isoliert und kultiviert. Unter Verwendung ein&P-markierteranti-sensenRNA-Sonde
und eines spezifischen Antikorpers konnten ausschlief3lich in tramsgeiien sowohl
auf mMRNA-Ebene als auch auf Proteinebene massiv erhdhte Exprgssigesan
SOCS3 detektiert werden (Abb. 111.10 a/b). Wie erwartet kanm & T-Keratinozyten
nach Stimulation mit IL-6 zu einer dosisabhangigen Induktion der STAT3Rbns
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lierung. Im Gegensatz dazu konnte in SOCSS3-Uberexprimierenden transgsieen Z
auch mit der hochsten Stimulationskonzentration keine detektierbaspliorylierung
von STAT3 induziert werden. Selbst in ruhenden transgenen Kontrollkelterie kein
aktiviertes STAT3 detektiert werden, was eindrucksvoll zeigis dfas in transgenen
Keratinozyten tberexprimierte SOCS3-Protein funktionell ist.

TR b L6
& & o Ktrl  5ng/ml 10ng/ml 20ng/ml
- 95 kDa LW e | ~pSTATS
ko 95 kDa
% . aw |=sSOCS3 = —— = = — — —|«sTAT3

[ @® |<carpH BT emem w»  em|<s50CS3

wt tg wt tg wt tg wt tg

Abb. 111.10: Expression von SOCS3 in priméren Kerat inozyten und vollstandige Blockade der IL-6-
vermittelten STAT-3-Aktivierung

Priméare Keratinozyten wurden aus 4 nicht-transgenen (wt) und 5 transgenen (tg) neugeborenen Mausen
eines Wurfes im Alter von 1-3 Tagen isoliert und kultiviert. (a) Aus kultivierten Keratinozyten wurde RNA
isoliert und 7pg MRNA in einer RNase-Verdauschutzanalyse mit einer spezifischen *P-markierten Sonde
hybridisiert. 1kcpm der Sonde fungierte als GréRenmarker. Hybridisierung mit einer GAPDH-Sonde diente
als Ladekontrolle. (b) Primare Keratinozyten wurden tber Nacht gehungert und fiir 20min mit murinem
rekombinantem IL-6 in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. 50pg Gesamtprotein wurden in
einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt. Im Immunoblot erfolgte der Nachweis von STAT3, pSTAT3(Y705)
und SOCS3. Nicht-stimulierte, ruhende Zellen dienten als Kontrolle (Ktrl; Zeitpunkt 0).

3.2  Invitro-Wundheilung: Hohe SOCS3-Expression ist assoziiert
mit verminderter Keratinozytenproliferation und gestérter
Zellmigration

Die Wiederherstellung der funktionellen Integritdt der Hawthneiner Verletzung ist

zur Aufrechterhaltung der Schutzfunktion von essentieller Bedeutung. Unzuigs-
wahrleisten, setzt nach dem provisorischen Wundverschluss dueh [€ibrinthrom-

bus um einige Stunden versetzt die Reepithelialisierungsphase bei.dbal die Qua-

litat der Neoepidermis und die Zeit, die flr einen vollstandigen Winhagss bendtigt
wird, malRgeblich von den Prozessen Keratinozytenmigration und -patibferabhan-

gig [Bennett und Schultz 1993; Martin 1997; Santoro und Gaudino 2005]. Eine Vielzahl
von Studien diskutieren STAT3 und SOCS3 als potentielle Mediatorderi Regula-

tion von Proliferation und Migration [Densaet al. 2003; Tokumarwet al. 2005a/b;
Sanoet al. 1999 und 2005; Quadrast al 2004; Horiuchiet al. 2005; Goreret al
2006a; Nagaet al. 2007]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die diabetisch-gestor-
te Wundheilung in Leptin-defizientemb/obMausen durch atrophische Neoepithelien
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charakterisiert ist, die bis in die Spatphase des Heilungspeszedsbliche Mengen an
SOCS3 exprimieren (vgl. Kap. 1.3) [Fraekal 2000; Goreret al. 2006a]. Zur Aufkla-

rung einer moglichen Verbindung wurden daimevitro-Analysen durchgefihrt, die die
Charakterisierung der Migrations- und Proliferationsaktivitat SOd&3exprimieren-

der Zellen zum Ziel hatten.

Zur Beurteilung der Migrationskapazitat wurde é&uoratch-Assaydurchgefihrt, bei
dem die Zahl der in einen zellfreien Spalt migrierenden Keragiten bestimmt wird,
nachdem der proliferative Einfluss durch Vorinkubation der ZellenMitbmycin C
ausgeschlossen wurde. Es wurden 3 Versuchsbedingungen definiert: Inkubsibdn in
medium (KGM), Inkubation in Supplement-reduziertem Minimalmed{®M-1) und
Inkubation in KBM-1 unter Zusatz des Zytokins IL-6, fir das ein induagke Einfluss

auf die Keratinozytenmigration gezeigt werden konnte [Niskidal. 1992]. Alle Be-
dingungen fiihrten einheitlich zu einem deutlichen sichtbaren Ergebnis (Abb. 111.11 a/b).
Entsprechend der Versuchsbedingung konnten im Durchschnitt zwischen 348 und 436
migrierende WT-Keratinozyten / nfmmit typischer Morphologie detektiert werden,
wobei ein induktiver Effekt durch Stimulation mit IL-6 nicht bestatigirden konnte.

Im Gegensatz dazu war die Migration SOCS3-uberexprimierendenakssiv beein-
trachtigt. Es konnten selbst unter Kultur in KGM im Durchschnitt maximal 155
migrierende Zellen / mfgezahlt werden. Unter Inkubation in KBM-1 konnten dage-
gen nur durchschnittlich 72 migrierende transgene Zellen7ermittelt werden, deren
Anzahl durch Zusatz von IL-6 nur marginal auf durchschnittlich 11Ce@élmn? ge-
steigert werden konnte. Ein erweiterter inhibitorischer Einftlless SOCS3-Proteins auf
Signalkaskaden, die zur Induktion von Zellmigration fihren, ist somit wahrsclheinlic
Zur Ermittlung der proliferativen Aktivitat der isolierten prirea Keratinozyten
wurden Proliferationsassays durchgefiihrt, bei denen die Inkorporatiomarkierten
Thymidins in die DNA als Malf3 fur die Teilungsaktivitat der 2algemessen wurde. Es
wurden 3 verschiedene Versuchsbedingungen definiert, die neben einer Inkufation i
Vollmedium die Inkubation in Supplement-freiem Medium (KBM-2) untasatz von

IL-6 und TGFew einschlossen. Die mitogene Potenz beider Stimuli ist beschrieben
[Greenhalgh 1996; Sato, Mt al. 1999; Kimet al. 2001]. Unter allen Bedingungen
konnte eine induzierte Zellproliferation detektiert werden (Adkl1ic). Interessanter-

weise zeigten in Vollmedium kultivierte Keratinozyten die hoch$&athstumsraten.
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Messungen aus Zellen, die in KBM-2 kultiviert wurden, wiesen im é@fyldazu - un-
beeinflusst von den zugesetzten Stimuli - geringere Wachstumsnaftewas sehr
wahrscheinlich auf das Fehlen essentieller Zusatze im Supmiéreien Medium

zurtckzufuhren ist.
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Abb. 111.11: Keratinozytenmigration und —proliferati ~ on

Priméare Keratinozyten wurden aus nlcht-transgenen (Wt) und transgenen (tg) neugeborenen Mausen im
Alter von 1-3 Tagen isoliert. (a) 4x10° Zellen wurden in 6-well Platten ausgelegt und ab Erreichen einer
80%igen Konfluenz fir 24h in KBM-1 gehungert. Nach 2-stundiger Vorinkubation mit Mitomycin C
(10pg/ml) wurden unter Verwendung einer sterilen Pipettenspitze ,in vitro-Wunden*“ gesetzt und die Zellen
unter den indizierten Bedingungen fir 24h kultiviert (Ktrl: Ausgangssituation 30min nach Ziehen des
zellfreien Spaltes; KGM: Vollmedium; KBM-1: Supplement-reduziertes Medium; IL-6: 10ng/ml in KBM-1).
Aufgefiihrt sind reprasentative Fotos aus 4 unabhangigen Versuchen. (b) Die Anzahl in den Spalt
migrierender Zellen aus drei unabhéngigen Versuchen wurde quantifiziert und auf die Flache von 1mm?
extrapoliert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n=3). Abk. siehe (a). ** p<0,01; *** p<0,001 (ungepaarter
t-Test). (c) 4x10° Zellen wurden in 24-well Platten ausgelegt bis zum Erreichen einer 40-60%igen
Konfluenz kultiviert und gehungert (KBM-2, 24h). Nach Zusatz *H-markierten Thymidins (0,5uCi/500pl/
well) wurden die Zellen wie indiziert fur 24h kultiviert (KGM: Vollmedium; IL-6: 10ng/ml in Supplement-
freiem Medium (KBM-2); TGF-a.: 30ng/ml in KBM-2). Eine Proliferation von 100% entspricht der emittierten
Strahlungsenergie aus in KGM kultivierten WT-Keratinozyten. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM unab-
hangiger Versuche (n=4). ** p<0,01; *** p<0,001 (ungepaarter t-Test).
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Insgesamt jedoch konnte unter allen Versuchsbedingungen eine drastisch@oReduk
der Proliferation SOCS3-uberexprimierender Keratinozyten ingleeh zu WT-Kera-
tinozyten um bis zu 43% beobachtet werden, was in Ubereinstimmung Raten aus
HaCaT-Zelllinien einen deutlich proliferationshemmenden Einflusa konstitutiv
Uberexprimiertem SOCS3 bestétigt [vgl. Goetmal. 2006a].

3.3  Hinweise auf eine funktionelle Verbindung zwischeisOCS3
und verfrihter Keratinozytendifferenzierung

Die Epidermis ist aus mehreren Schichten aufgebaut, dereréeelBésis Keratinozy-
ten darstellen. Um dem Anspruch einer Barriere- und Schutzfunktionhjeneaver-
den, sind die einzelnen Schichten durch strukturelle und funktionelle Bekeiteler
charakterisiert. Diese sind eng an den Prozess der termiAakdifferenzierung der
Keratinozyten geknpft, der sich neben dem Verlust an mitotischaritakdurch ein
differenzielles Expressionsmuster intrazellularer Struktugpmet auszeichnet, die als
Differenzierungsmarker bezeichnet werden [®aral. 1983; Fuchs 1990; Fuchs und
Raghavan 2002; Macét al. 2005]. Als innerste Schicht besitzt ausschlie3lich die aus
basalen Keratinozyten aufgebaute Lage epidermalen Stammzeltehara®d fungiert
gemeinsam mitransient amplifying cellals Reservoir fur den kontinuierlichen Rege-
nerierungsprozess der Epidermis. Keratinozyten $keatum spinosunund Stratum
granulosumverlieren die Fahigkeit zur Zellteilung und beginnen mit der zunehmende
Expression von Differenzierungsmarkern wie Keratin 1 und 10, Loricrin und Involu-
crin. Das aufier&tratum corneuniesteht letztlich aus toten und verhornten Zellfrag-
menten.

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen verfrihter, SOCS3-vermittalisdiffe-
renzierung von Keratinozyten in negativer Korrelation zur Prolifamaaktivitat konnte
bereits postuliert werden [Goren al 2006a]. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
eine konstitutive SOCS3-Expression in primaren murinen Keratinozyteeirgr
drastischen Reduktion der Proliferation fuhrt (vgl. Kap. 3.2). Begrindet domtiette
Mengen an aus Primarzellen isolierter RNA und nur wenig brauchéairelem Markt
verfluigbarer Antikdrper wurde auf die semi-quantitative RT-PCR-T&cturiickgegrif-
fen, um die Expression des Differenzierungsmarkers Keratin 1Qtivi&den priméren

Keratinozyten zu analysieren (Abb. 111.12). Dabei konnten in zwei héradpg vonein-
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ander isolierten Chargen an transgenen Keratinozyten erhohte Mamdg&ratin 10-
MRNA im Vergleich zu WT-Zellpopulationen aus nicht-transgenen Gestimiveren
detektiert werden. Unterstitzt wird dieses Ergebnis durch den \érgles morpholo-
gischen Erscheinungsbildes kultivierter Primarkeratinozyten. Werdese dib Errei-
chen eines konfluenten Zellrasens weiter kultiviert, weisen nigde mehr transgene
als nicht-transgene Zellen morphologische Veranderungen auf, die furfenesdiie-

rende Keratinozyten charakteristisch sind (Abb. 111.12 b).

a Exp #3 Exp #2

Abb. 111.12: Semiquantitative RT-PCR gegen Keratin 10 und Vergleich der Zellmorphologie

(a) Dargestellt sind Ergebnisse aus 2 unabhangig voneinander isolierten Chargen priméarer Keratinozyten
(Exp#2: Linie 13a; Exp#3: Linie 3). Primare Keratinozyten wurden aus nicht-transgenen (wt) und trans-
genen (tg) neugeborenen Mausen im Alter von 1-3 Tagen isoliert und ab Erreichen einer 80%igen
Konfluenz fir weitere 48h in KGM kultiviert. Gesamt-RNA wurde isoliert, jeweils 0,5ug wurden revers
transkribiert und Teilsequenzen der cDNA von Keratin 10 (30 Zyklen) und des transgenen Konstruktes
(TgN-SOCS3; 25 Zyklen) in einer PCR unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide amplifiziert.
GAPDH-cDNA diente als Kontrolle (23 Zyklen). Als GrolRenmarker diente ein 100bp-Marker. Die Auftren-
nung der PCR-Produkte erfolgte in 1,5%igen Agarosegelen. (b) Primére Keratinozyten wurden 48h nach
Erreichen einer 80%igen Konfluenz fotografiert. Pfeile zeigen morphologisch aufféllige Zellen.

Zusatzlich dazu sind immunhistochemische Farbungen gegen Ki67, ein in t@tings
ven Zellen exprimiertes Antigen [Gerdetsal. 1983 und 1984] und gegen den Differen-
zierungsmarker Loricrin in Schwanzhautpraparaten adulter Tregefertigt worden.
Obwohl in basalen Keratinozyten sowohl transgener als auch nicht-tnensgere
eine deutliche Ki67-Farbung erkennbar war (Abb. 111.13 a), gab esrinddut trans-
gener Tiere Bereiche, in der basale Keratinozyten eine starkenpositive Farbung
fur Loricrin aufwiesen, welches normalerweise Btratum corneunmexprimiert ist

(Abb. 111.13 b). Da sich diese Beobachtung jedoch nur auf Teilbereien&pidermis

erstreckte, lasst sich keine eindeutige Aussage ableiten.
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Abb. 111.13: Immunhistochemische Farbung gegen Ki67 und Loricrin

Aus der Schwanzhaut adulter transgener Tiere (tg; M212) und nicht-transgener Geschwistertiere (wt;
M211) der Linie 13a im Alter von 12 Wochen wurden Gefrierschnitte angefertigt (8um). (a) Ki67-positive
Zellen sind in der Basalschicht der Epidermis und in Zellen der distalen uBeren Wurzelscheide der
Haarfollikel lokalisiert (Braunfarbung; Pfeile). (b) Immunhistochemische Farbung gegen Loricrin. Teilberei-
che der transgenen Epidermis zeigen im Gegensatz zum nicht-transgenen Beispiel eine deutliche Farbung
der Basalschicht (Pfeile, Braunfarbung). Zellkerne wurde mit Hamatoxylin-Losung gegengefarbt. e: Epider-
mis; h: Haarfollikel; d: Dermis

Dennoch kann zusammengefasst werden, dass Erkenntnisse aus Versu&ia3si
uberexprimierenden HaCaT Keratinozyten [Goeeml 2006a] in transgenen primaren
Keratinozyten gestitzt werden konnten. Die Theorie einer funktionelldmyp¥atsio-
logischen Verknipfung zwischen erhdhter SOCS3-Expression und Verzégerungen im

Heilungsverlauf von Wunden diabetisclodrobMause, begriindet durch gestorte Kera-

tinozytenmigration und -proliferation, bleibt somit weiterhin bestehen.
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4 Wundheilungsstudien

Nach Erhebung den vitro-Daten war es von grof3em Interesse, die Wundheilungs-
situation im transgenen Mausmodell zu charakterisieren - besond@ssadziation zu

den Erkenntnissen aus heilungsdefizienten, diabetisabieb-und db/dbMausen.

Als Modell dienten hemizygot-transgene SOCS3-lUberexprimierende Ured nicht-
transgene Geschwistertiere der Linien 3, 8, 12 und 13a der Genardf@numd F3 so-

wie WT-Tiere des Stammes C57BL/6. In Analogie zu dem in KKhpit. beschriebenen
Versuchsdesign wurde das Alter der Versuchstiere auf 12 Wochenge5f@sigelegt.
Ebenso sind zur Charakterisierung der Wundheilung in den Ricken der6Twmig
haut-Exzisionswunden gesetzt und nach identischem Schema an den Tagen7i, 3, 5,
und 13 nach Verwundung entnommen worden. Hautbiopsien in vergleichbarer GroR3e
aus der Ruckenhaut unverletzter Tiere dienten erneut als Kontr@lenBhommenen
Gewebeproben wurden nach definiertem Schema zur Isolation von RNA (nun3 W
den/Tier) und Protein (n = 2 Wunden/Tier) gepoolt. Aus der 6. Wunde wursietohi
gische Praparate (Gefrierschnitte) angefertigt. Um die Bédlagen statistisch aus-
werten zu kénnen, wurden aus den Linien 13a (C57BL/6) und 3 (FVB/N) je 2awells
dige transgene Serien (Kontrollhaut bis Tag 13) generiert, aus demn l8n{FVB/N)

und 12 (C57BL/6) jeweils eine transgene Serie. Die Daten assnd&erien wurden mit
jeweils 2 Serien (C57BL/6 und FVB/N) nicht-transgener Geschwstersowie einer
C57BL/6-WT-Serie verglichen.

4.1  Wunden transgener Tiere heilen mit deutlicher Verzégrung

Wie bereits beschrieben, beschréankt sich die genetische Veranderugenerierten
Mausmodell expressionsbezogen ausschliel3lich auf das basale Kompaaiam&ipi-

dermis. Umso erstaunlicher war es, dass bereits funf Tage naleftz\Mieg in transge-

nen Tieren massive Unterschiede im Heilungsfortschritt im eiglzu nicht-trans-

genen Tieren sichtbar waren (Abb. Ill.14 a). Interessanterweise komwvischen den
verschiedenen Linien 3, 8, 12 und 13a keine ausgepragten Unterschiede festgestellt wer-
den. Die Wundoberflache aller transgenen Tiere war stark gerotetenrunddurch-
messer deutlich groRer als der nicht-transgener GeschwigteAmgffallig war zudem

ein nahezu transparentes Erscheinungsbild des Wundzentrums nach Entieshme
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Wundgewebes, was auf ein unterentwickeltes Granulationsgewebe hindalbet
sieben Tage nach Verwundung, als die Wunden nicht-transgener Tierel nahistan-

dig reepithelialisiert waren, betrug der Abstand der Neoepithelzurgesgener Wun-

den mit durchschnittlich 1,47mm noch immer fast 30% des urspringliciztes
Wunddurchmessers (Abb. 111.14 b). Dennoch kam es auch in transgenen Tienen, w
auch mit deutlicher Verzdgerung, bis zum Erreichen des 13. Tages ndetzMeg zur
vollstandigen Abheilung der Wunden. Eine Chronifizierung der Wundheilungsstérung

Uber diesen Zeitpunkt hinaus konnte nicht beobachtet werden.

a
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Abb. 111.14: Verzégerte Wundheilung in transgenen Ti  eren

In den Ricken nicht-transgener (wt) und transgener (tg) Tiere wurden 6 Exzisionswunden gesetzt. (a) Un-
mittelbar (d0) und am 5. Tag (d5) nach Verwundung wurde der Riicken représentativer Tiere der Linien 3
und 13a fotografiert. (b) Aus histologischen Préaparaten von Tag 7-Wunden verschiedener Tiere (mediane
Schnittebene) wurde der Abstand der Neoepithelien ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 5
Wunden (n=5). * p<0,05 (ungepaarter t-Test). (c) Uber RNase-Verdauschutzanalyse wurde aus 10ug Ge-
samt-RNA die Expression von SOCS3-mRNA in je einer transgenen (tg) und nicht-transgenen (wt) Serie
von Tieren der Linie 13a untersucht (jeder Zeitpunkt entspricht n=3 Wunden). Als GréRenmarker diente
1kcpm der Sonde, zur Ladekontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Ktrl: unverletzte Haut; d1-d13: Tage 1-13
nach Verletzung.

Unter Verwendung einef’P-markierten Sonde wurde die SOCS3-mRNA Expression
Uber den Heilungsverlauf analysiert (Abb. I11.14 c). In Analogie zu tsepeiblizierten

Daten [Gorenet al 2006a] konnte in nicht-transgenen Geschwistertieren bereits am
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ersten Heilungstag eine starke Induktion im Wundgewebe detek&edew; die in den
Folgetagen deutlich abfiel. Dagegen war, wie erwartet, das Wundgawetansgenen
Tier durch kontinuierlich hohe SOCS3-mRNA-Spiegel gekennzeichreeardden Ta-
gen 1 und 3 nach Verwundung dennoch sichtbar additiv induziert waren.

4.1.1 Die hyperproliferierenden Epithelien in Wunden transgener Tiee sind
deutlich reduziert

Zur weiterfihrenden Beurteilung der massiven Heilungsverzdgerung, danggénen
Tieren beobachtet werden konnte, wurden zunachst histologischerd®eages Wund-
gewebes zu verschiedenen Zeitpunkten des Heilungsverlaufes angddatbigitlag in
Kenntnis der generierten vitro-Daten das Hauptinteresse in der Qualitat der neoepi-
thelialen Wundrander. Es ist bekannt, dass Keratinozyten des Wundwardgs Stun-
den nach Verletzung einer Anderung ihres Phanotyps unterlaufen und mitgplatiddi
auf der provisorischen Matrix des Granulationsgewebes in das Wundigathdoe
[Ortonneet al. 1981; Paladinet al 1996]. Keratinozyten hinter den aktiv migrierenden
Zellen durchlaufen hingegen einen massiven Proliferationsschub und bildem gias s
nannte hyperproliferierende Epithel (HE) [Martin 1997; Singer undkQ899; Kirfel
und Herzog 2004; Santoro und Gaudino 2005]. Dieses stellt die zelluldsefidadie

in die Wunde migrierenden Keratinozyten dar und ist somit von fundateeii@edeu-
tung fur den Wundschluss.

In den angefertigten Wundschnitten konnten nach Gegenfarbung der histologischen P
parate drastische Unterschiede zwischen dem morphologischen Erschaildumghkt-
transgener und transgener Wunden festgestellt werden. In den Wundetmamsténer
Tiere war bereits 5 Tage nach Verwundung deutlich die Bildung desidiEbar, aus
dem heraus sich eine bereits tief in das Wundbett vordringende hetiefgt Zunge
gebildet hatte. In volligem Gegensatz dazu waren die Epithelzungen in Winadsn
gene Tiere nur marginal in den Wundraum eingedrungen und im Vergleaiklugstéro-
phisch (Abb. I11.16). Die Auszahlung der Keratinozytenzahl im HE (nmedi&achnitt-
ebene) bestétigte dies und ergab statistisch signifikante Unextecbeziglich der
durchschnittlichen Zellzahl in den Epithelrdndern (Abb. 111.15). Das lpypkferie-
rende Epithel in Wunden nicht-transgener Tiere setzte sich ttelMus einer 2,6-fach

hoheren Zellzahl als das transgener Tiere zusammen.
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Abb. 111.15: Vergleich der Zellzahlen in den hyperpr  oliferierenden Epithelien transgener und nicht-
transgener Tiere am fiinften Heilungstag

Gefrierschnitte (8pum) aus der medianen Schnittebene verschiedener reprasentativer Tag 5-Wunden (Linie
3, 12 und 13a) transgener und nicht-transgener Tiere wurden zur Ermittlung der Keratinozytenzahl im HE
(manuelle Auszahlung aus einer 40-fachen VergroRerung auf Papier) der Wundrander (n=6) herange-
zogen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *** p<0,001 (ungepaarter t-Test).

In der Konsequenz stellten sich auch 7 Tage nach Verwundung morphologischie Unte
schiede heraus. Wahrend nahezu alle Wunden nicht-transgener Tiete Jmdisteindig
reepithelialisiert waren, blieb ein erheblicher Bereich deerféche transgener Wun-
den ausschlief3lich mit Schorf bedeckt (siehe auch Abb. 111.14 b). Bierfden neoepi-
thelialen Zungen waren teilweise noch sehr weit voneinander entfernt.
Interessanterweise beschrankten sich die histologisch erkennbaterschiede zwi-
schen Wunden transgener Tiere und denen nicht-transgener Gestievestaif das
epidermale Kompartiment. Das Granulationsgewebe schien weitastigehieeeinflusst
und war vergleichbar gut ausgebildet. Allein der Prozess der Wundkbotr, der auf
eine gesteigerte Zahl kontraktiler Myofibroblasten zurltckzuflhrerDarby et al
1990; Martin 1997; Singer und Clark 1999; Hinz 2007], schien in Wunden nicht-

transgener Tiere im Vergleich zu transgenen Tieren bereigeleitet zu sein (Abb.
[11.16).

Abb. 111.16: Histologischer Wundquerschnitt an den Tagen 5 und 7 nach Verletzung

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Aus jeweils
einer Wunde wurden Gefrierschnitte (8uum) hergestellt und mit Hamatoxylin geféarbt. Dargestellt sind Auf-
nahmen repréasentativer Praparate, angefertigt aus einem der ersten zehn Schnitte nach dem Anschnei-
den des Blockes. Ubersichtsfotos der gesamten Wunde wurden nachtraglich aus mehreren Einzelbildern
zusammengesetzt. (a+b) Wundquerschnitte aus Tag 5-Wunden. Aufgefiihrt sind jeweils eine Ubersichts-
farbung und sechs Detailaufnahmen der hyperproliferierenden Epithelien. Die gestrichelte Linie kennzeich-
net jeweils die Epithelzungen. (c+d) Wundquerschnitte aus Tag 7-Wunden. Die gestrichelte Linie ver-
deutlicht die Neoepidermis bzw. Epithelzungen. S: Schorf, NE: Neoepithel, HE: hyperproliferierendes Epi-
thel, G: Granulationsgewebe.
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4.1.2 Neoepitheliale Wundrander transgener Tiere sind durch eine vermiderte
Zahl teilungsaktiver Zellen charakterisiert
Zur weiteren Charakterisierung wurden histologische Schnitte ags5TWunden
immunhistochemisch gegen den Proliferationsmarker Ki67 und den Differangs-
marker Loricrin gefarbt. Unterstitzend ist einigen Tieren gathstische Nukleosid 5-
Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU) appliziert worden, das aufgrund strukturélelogie
zu Thymidin in sich replizierenden Zellen als Basenderivat ilD#lé& eingebaut wird.
Es ist anschlieBend immunhistochemisch detektierbar [de Eaaial987].
Im Vergleich der BrdU- und Ki67-Farbung konnte gezeigt werden, dass klidi&a -
positiver Zellen deutlich Gberwiegt, diese jedoch in direktertRelau den in geringe-
rer Zahl positiv gegen BrdU gefarbten Zellen stand. Auffallig hingegem dass ob-
wohl auch in transgenen Wunden aktiv proliferierende basale und suprabelkaiem
HE detektierbar waren, die Anzahl gefarbter Zellen im HE diesdungsdefizienten
Wunden jedoch deutlich geringer war als in normal heilenden Wundentrainbgener
Geschwister (Abb. 111.17). Nach Auszahlung BrdU-positiver Zellen dé&s Kdnnte
diese Beobachtung als statistisch signifikant bestétigt werden (Abb. 111.17 c)
Wie zu erwarten konnte in der Parallelfarbung gegen Loricrin eintiateuAbtren-
nung proliferierender BrdU- und Ki67-positiver Keratinozyten von bereitditei®en-
zierenden Zellen beobachtet werden. Aus dem Vergleich LoricrinnmosiZellen
transgener sowie nicht-transgener Tiere gingen keine gravierenders¢hmnede hervor,
wenn auch in WT-Tieren die immunpositive Farbung in Keratinozytenlelistall-
schichten deutlich scharfer von darunterliegenden suprabasalen Laggreabgevar.
Die Verteilung Loricrin-positiver Keratinozyten schien in einigen, rabieht allen
Wunden transgener Tiere diffuser verteilt (Abb. 111.17 a). Redwibitoepithelien
verbunden mit deutlich verzégerter Reepithelialisierung der Wundergémaers Tiere
bestatigen letztlich die in der Zellkultur gewonnenen Ergebnissx gestorten Kera-

tinozytenproliferation und -migration.
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Abb. 111.17: Immunhistochemische Farbung gegen BrdU  , Ki67 und Loricrin in Tag 5-Wunden
Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3 und 13a wurden verletzt. Zur Visualisie-
rung proliferierender Zellen ist den Tieren 6h vor Entnahme der Wunden 1mg BrdU i.p. appliziert worden.
Aus den entnommenen Wunden wurden Gefrierschnitte (8um) hergestellt, die mit spezifischen Antikdrpern
gegen BrdU, Ki67 und Loricrin gefarbt wurden. Dargestellt sind représentative Préparate, angefertigt aus
einem der ersten 10 Schnitte nach dem Anschneiden des Blockes. (a) Serienschnitte zeigen die Abgren-
zung proliferierender von terminal differenzierenden Keratinozyten. (b) Eine zusétzliche Auswahl gegen
BrdU geférbter hyperproliferierender Epithelien (HE), aus denen neben weiteren Beispielen (n=8) die Zahl
BrdU- positiver Zellen des HE quantifiziert wurde (c). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. ** p<0,01
(ungepaarter t-Test).

4.2  Die verzogerte Wundheilung in der transgenen Maus is
charakterisiert durch eine verstarkte und verlangete
Entzindung

Der Prozess der Wundheilung stellt einen dynamischen Komplex mekoezertiert
ablaufender Heilungsphasen dar. Als einer der ersten Abschnitidaléi die akute

Entzindungsphase als potenter Initiator des Regenerationsprotéesdeeser Funk-
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tion gerecht zu werden, ist eine engmaschige Kontrolle des Entzindumgsg®xon
herausragender Bedeutung. Eine Fehlregulation dieser Entziindungsphasdt steht
Assoziation mit massiven Wundheilungsstdérungen. Es existiert eingakielon Stu-
dien, in denen besonders fur den diabetisch-gestérten Heilungsprazesdeatlich
UberschieRende und chronifizierte Entziindung beschrieben ist [ebods. 1998;
Wetzleret al. 2000a; Goreret al. 2003a; Kampfeet al. 2005]. In Kenntnis dieser Stu-
dien war es daher von grof3em Interesse, die Entziindungssituation inergemérans-

genen Mausmodell detailliert zu untersuchen.

4.2.1 Verstarkte und lang anhaltende Expression klassischer

proinflammatorischer Zytokine in Wunden transgener Tiere
Zur eingehenden Charakterisierung der Entzindungssituation im transgenenoMausm
dell sind zuné&chst die mMRNA-Spiegel der prototypischen proinflaomeehen Zytoki-
ne Interleukin (IL)-B und Tumornekrosefaktor (TNFe)-ermittelt worden. Neben einer
regulatorischen Beeinflussung der Immunreaktion im Wundareal sindFeh&saren in
verschiedene heilungsrelevante Prozesse involviert. Ihr Expressidasmvébrend des
Heilungsprozesses ist im Tiermodell und im Menschen gut chasa&téerals sekretori-
sche Quellen konnten neben residenten Zelltypen (u. a. Keratinozyteallerorneu-
trophile polymorphkernige Leukozyten (PMN) und Makrophagem)(Nientifiziert
werden, die in das Wundareal infiltrieren [Feikenhal. 1995; Hubneret al. 1996;
Grellneret al. 2000; Bryaret al. 2005].
In Korrelation mit bereits publizierten Daten [Hubmrgral. 1996; Wetzleet al. 2000a;
Gorenet al. 2003a; Bryaret al. 2005] konnte in nicht-transgenen Tieren der Linien 3,
12 und 13a im Wundgewebe eine massive Induktion der mRNA-Spiegel vghuhell
TNF-a in der Entzindungsphase detektiert werden (Abb. 111.18 a/d). Nach Abklingen
der initialen Entziindungsantwort sank, wie flr eine normale Heilungten erwartet,
der Spiegel bereits ab dem 5. Tag nach Verwundung in Richtung desmbiaspies-
sionsniveaus. Interessanterweise stellte sich die Situatiomundedefizienten transge-
nen Mausen dagegen deutlich anders dar. Die gestérte Wundheilung in deB-SOCS
Uberexprimierenden Mauslinien war charakterisiert durch einsivaarstarkte und bis
in spate Phasen des Heilungsverlaufes drastisch verlangerte mRNéssion der

untersuchten Zytokine. So konnte im Wundgewebe transgener Tiere iaghnalr
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Expressionskinetik in Wunden diabetiscdérdb undob/olbMéause fur die Tage 5 und

7 nach Verwundung signifikant erhohte mRNA-Spiegel fur fLebhd TNFe detektiert
werden (Abb. 111.18 b/e) [Wetzlest al. 2000a; Goreret al. 2003a)]. Mit Abschluss der
Wundheilung fielen auch im transgenen Tier die mRNA-Spiegel der suctgen
Zytokine. Am 13. Tag nach Verwundung war sowohl in nicht-transgenen als auch in
transgenen Wunden keine Expression mehr detektierbar.
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Abb. 111.18: Expression klassischer proinflammatori scher Zytokine im Wundgewebe

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Die Wunden
wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA- und Gesamtproteinlysat aufgearbeitet. (a+d)
Jeweils 10pug Gesamt-RNA wurden in einer RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt, um die Expressions-
kinetiken der Zytokine IL-1B und TNF-a Uber den Heilungsverlauf zu ermitteln. Dargestellt sind reprasen-
tative Serien der Linie 13a (n=3 Wunden/Zeitwert). Als GrélRenmarker diente 1kcpm der Sonde, zur Lade-
kontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Ktrl: unverletzte Haut; d1-d13: Tage 1-13 nach Verletzung. (b+e) Die
MRNA-Expression der Zytokine IL-13 und TNF-o wurde fir die Tage 5 (d5) und 7 (d7) nach Verwundung
statistisch ausgewertet. Jeder Zeitwert reprasentiert 12 Wunden (n=12) aus je 4 verschiedenen Tieren der
Linien 3, 12 und 13a. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. n.s. nicht signifikant, p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01
(ungepaarter t-Test). PSL: photon stimulated luminiscense (c+f) ELISA-Messung von IL-1p und TNF-a aus
50pg Gesamtprotein aus Tag 5 (d5)- und Tag 7 (d7)-Wunden. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 4
Wunden verschiedener Tiere (n=4). n.s. nicht signifikant, p>0,05

Im Anschluss an die mRNA-Analytik wurde die Proteinexpression vonplluid
TNF-o. an den Tagen 5 und 7 nach Verletzung untersucht. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die messbaren Proteinmengen in transgenen Wunden in Kesmtnis
massiv induzierten mRNA-Transkripte nicht vergleichbar induzientew, wenn auch

zumindest fur den 7. Tag nach Verletzung deutliche Unterschiede zwisicng-trans-

genen und transgenen Tieren fur beide Zytokine erkennbar waren (Abb. 111.18 c/f).
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4.2.2 Expression und Lokalisierung chemotaktischer Zytokine

Es ist bekannt, dass in das Wundgebiet infiltrierende PMN upgddéente Produzenten
proinflammatorischer Zytokine darstellen [DiPietro 1995; Hiulwtaal. 1996]. Aus den
Erkenntnissen weiteren vitro undin vivo Analysen in verschiedenen Mausmodellen
und im humanen Organismus weil3 man, dass Keratinozyten zur Populatiannm-
dulatorischer Zellen zu z&hlen sind, die mit hoher PotenSekrretion der auf Leuko-
zyten chemotaktisch-wirkenden Zytokine der CC- und CXC-Familien in dge Isind

(vgl. auch Abb. I11.29) [Wetzleet al. 2000a/b; Gillitzer und Goebeler 2001; Gomtn

al. 2003a; Benoiet al. 2004; Cataissort al. 2006; Tokuraet al. 2008]. Daher lag es
nahe, die Expression des auf PMN-chemotaktisch wirken@g@mophage inflammatory
protein (MIP)-2 (funktionell homolog zu humanem IL-8) und des primér auf Mono-
zyten wirkendemmonocyte chemoattractant proteiMCP)-1/CCL-2 inklusive der Lo-
kalisierung der entsprechenden sezernierenden Zellen zu ermitteln.

Zur Untersuchung der mRNA- und Proteinexpressionsspiegel wurden Wundgewebe
transgener und nicht-transgener Tiere der Linien 3, 8, 12 und 13a analpsieei
konnte in WT-Tieren eine starke und temporar eng kontrollierte InduktiorV\oiR-
1/CCL-2 mRNA detektiert werden (Abb. 111.19 a/b). In Wunden transgereze Twar
dagegen erneut die Tendenz zu verlangerter Expression erkennbar. SdviRrioltein-
niveau als auch auf mRNA-Ebene konnten in heilungsdefizienten Wunden noch am 5.
Tag nach Setzen der Wunden erh6hte Mengen an MCP-1/CCL-2 gemessan Werde

7. Tag nach Verwundung war im Mittel jedoch kein gravierender Untexdawischen
normal heilenden Wunden und denen transgener Tiere existent.

Wesentlich deutlicher zeigten sich jedoch Unterschiede in der Expmegon MIP-2/
CXCL-2 mRNA zwischen den verschiedenen Genotypen. Obwohl die Induktion der
MRNA in nicht-transgenen Tieren bis zum 7. Tag nach Verletzung debektiear,
konnten in transgenen Wunden fur die Tage 5 und 7 signifikant hbhere Mengen an
MIP-2/CXCL-2-Transkripten aufgezeigt werden. Ebenso waren diebaess MIP-2/
CXCL-2-Proteinkonzentrationen im heilungsdefizienten Wundgewebe tramsgiene

an den Tagen 5 und 7 nach Verwundung tendenziell héher als in normal heilende

Wunden nicht-transgener Tiere.
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Abb. 111.19: Expressionskinetik chemotaktischer Zyt  okine im Wundgewebe

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Die Wunden
wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA- und Gesamtproteinlysat aufgearbeitet. (a+d)
In einer RNase-Verdauschutzanalyse wurden 5pg (MIP-2/CXCL-2) bzw. 10pg (MCP-1/CCL-2) Gesamt-
RNA eingesetzt, um die Expressionskinetiken der Chemokine tber den Heilungsverlauf zu ermitteln. Dar-
gestellt sind reprasentative Serien der Linie 13a (n=3 Wunden/Zeitwert). Als GroRenmarker diente 1kcpm
der markierten Sonde, zur Ladekontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Ktrl: unverletzte Haut; d1-d13: Tage
1-13 nach Verletzung. (b+e) Die mRNA-Expression der Chemokine MCP-1/CCL-2 und MIP-2/CXCL-2
wurde fiir die Tage 5 (d5) und 7 (d7) nach Verwundung statistisch ausgewertet. Jeder Zeitwert reprasen-
tiert 12 Wunden (n=12) aus je 4 verschiedenen Tieren der Linien 3, 12 und 13a. Dargestellt sind Mittelwer-
te + SEM. n.s. nicht signifikant, p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01 (ungepaarter t-Test). PSL: photon stimulated
luminiscense (c+f) ELISA-Messungen aus 50pg Wundprotein (MCP-1/CCL-2) bzw. 12,5ug Wundprotein
(MIP-2/CXCL-2) aus Tag 5 (d5)- und Tag 7 (d7)-Wunden. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 5 Wun-
den verschiedener Tiere (n=5). n.s. nicht signifikant, p>0,05 (g) Die unter (c+f) dargestellten Proteinmen-
gen aus Tag 5-Wunden wurden auf die durchschnittliche Anzahl an Keratinozyten in den hyperproliferie-
renden Epithelrandern (Tag 5) transgener und nicht-transgener Mause projiziert, da Wundrandkeratino-
zyten in dieser Heilungsphase die sekretorischen Hauptquellen der Chemokine MCP-1/CCL-2 und MIP-
2/CXCL-2 im Wundareal darstellen. Dabei wurde der Mittelwert aus Wunden nicht-transgener Tiere auf
100 normiert, der Mittelwert aus transgenen Wunden entsprechend extrapoliert und mit dem Faktor 2,6
multipliziert, der sich aus dem Verhdltnis der Keratinozytenzahl im HE transgener und nicht-transgener
Tiere ergibt (vgl. Abb. 111.15).

Im Anschluss an die Analyse der Expressionskinetiken sind immunhistdiegisior-
bungen angefertigt worden. Zur Klarung der Frage, ob die Expression des mgmsge
Keratinozyten moglicherweise in Assoziation zur erhdhten Chemokinkoatientim
Wundareal zu betrachten ist, sind Tag 5-Wunden zur Analyse herangezogen worden.
Dabei konnte in Ubereinstimmung mit bereits publizierten Datenigjemerden, dass

neben infiltrierenden Makrophagen vor allem Keratinozyten des Wundrandegort

speziell Zellen des hyperproliferierenden Epithels als zeu@uellen von MCP-1/
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CCL-2 identifiziert werden konnten und somit maf3geblich an der Rekuagi weiterer
Monozyten/Makrophagen beteiligt waren (Abb. 111.20).

Die immunhistochemische Farbung gegen MIP-2/CXCL-2 stellte isitdressanter-
weise sowohl in Tag 5-Wunden transgener als auch nicht-transgeneretwas anders
dar, als bisher bekannt. Es konnten weniger die epidermalen deligiul}eren Haar-
wurzelscheide als potente zellulare Quellen des ChemokinMIREL-2 identifiziert
werden, sondern vielmehr - in Analogie zur Lokalisierung MCP-1/CCL-2hstiste-
render Zellen - Wundrandkeratinozyten sowie Zellen des HE.

Auffallig war weiterhin, dass sich, obwohl auch im Granulationspevenige immun-
positive Zellen lokalisiert waren, die Expressionsdichte der ©kema im HE wesent-
lich kompakter darstellte, womit Keratinozyten der Wundrander affetish die do-
minierende sekretorische Quelle wahrend dieser Heilungsphaselltars Daraus
ergibt wiederum sich eine interessante Schlussfolgerung, denn es ist zudemhzenbeac
dass trotz der deutlich reduzierten Neoepithelien sogar tendemiiwire Spiegel der
Chemokine MCP-1/CCL-2 und MIP-2/CXCL-2 im transgenen Wundgewebe gamesse
wurden als in den Wunden nicht-transgener Tiere. Angenommen, die kengyathe-
seleistung zur Bereitstellung dieser Chemokine lie3e sich aléiKexatinozyten des
HE reduzieren, ergéaben sich drastische Unterschiede in der Pvitdtiziivischen den
hypertrophen Epithelrdndern nicht-transgener Tiere und denen der athgphRand-
bereiche transgener Geschwister (Abb. 111.19 g). Daraus lieResietten, dass trans-
gene Keratinozytenn vivo deutlich grol3ere Mengen chemotaktischer Zytokine im
Wundareal bereitstellen als Zellen nicht-transgener Tiere oBb80CS3 als negativer
Regulator einer exzessiven proentztindlichen Signaltransduktion bekannt ide kénn
dies dennoch auf eine direkt oder indirekt vermittelte funktionellknigfung zwi-
schen der konstitutiven SOCS3-Expression einerseits und emesivo tendenziell

verstarkt-proentzindlichen Keratinozyten-Phanotyp andererseits zurtickzuféimen s
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Abb. 111.20: Lokalisierung MCP-1/CCL-2-positiver Ze llen im Wundareal 5 Tage nach Verletzung

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3 und 13a wurden verletzt. Fiinf Tage nach
Verletzung wurden aus den Wunden Gefrierschnitte (8um) hergestellt, um unter Verwendung eines
spezifischen Antikdrpers MCP-1/CCL-2-positive Zellen zu identifizieren. Zellkerne wurden zur besseren
Kontrastierung mit Hamatoxylin gegengefarbt. Dargestellt sind Ubersichts- (links) und Detailaufnahmen
(rechts) reprasentativer Praparate. Pfeile kennzeichnen immunpositive Zellen des hyperproliferierenden
Epithels und Zellen des Granulationsgewebes. HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe.
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Abb. 111.21: Lokalisierung MIP-2/CXCL-2-positiver Z  ellen im Wundgewebe 5 Tage nach Verletzung
Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3 und 13a wurden verletzt und 5 Tage nach
Verwundung getotet. Aus den Wunden wurden Gefrierschnitte (8um) hergestellt, um unter Verwendung
eines spezifischen Antikdrpers MIP-2/CXCL-2-positive Zellen zu identifizieren. Zellkerne wurden mit Ha-
matoxylin gegengefarbt. Dargestellt sind Ubersichts- (links) und Detailaufnahmen (rechts) reprasentativer
Schnitte. Pfeile kennzeichnen immunpositive Zellen des hyperproliferierenden Epithels und Zellen im Gra-
nulationsgewebe. HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe.
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4.2.3 Die verzdgerte Wundheilung in der transgenen Maus wird von einer
anhaltenden Prasenz infiltrierender Immunzellen begleitet
Die chemotaktischen Eigenschaften von MCP-1/CCL-2 und MIP-2/CXCL-2Nauf
trophile und Makrophagen sind fiir den Prozess der Wundheilung im mumaehu-
manen Organismus vielfach beschrieben [DiPietral. 1995; Engelhardéet al. 1998;
Cataissoret al. 2006]. Trotz der im Vergleich zur mRNA-Expression weniger drasti
schen Erhohung der Proteinspiegel der untersuchten Chemokine in dennvthamde
gener Tiere war es von Interesse, zu ermitteln, ob sich auclyesinge Erhdhung der
Verfugbarkeit dieser Mediatoren in einer verstarkten PrasenZ.eokozyten aul3ern
wirde. Zu diesem Zweck wurden die Immunzellpopulationen in den Wunden transge-
ner und nicht-transgener Tiere der Linien 3, 12 und 13a unter Ermittlungxgees-
sionskinetiken PMN-spezifischer Antigene (Lipocalin, GR-1) unckidphagen-spezi-
fischer Marker (Lysozym M, F4/80) analysiert, deren Spiegel aufgrun¢taestituti-
ven Expression ein Mal3 fur die Zahl der Immunzellen im Gewebeetlarbn An-
schluss wurden zur Verifizierung der generierten Daten histologiSenenschnitte
immunhistochemisch gegen die erwahnten Marker gefarbt.
Die Analyse ergab auf mMRNA-Niveau massiv induzierte Expressimggd@n Lipoca-
lin und Lysozym M, wobei sich diese in heilungsdefizienten Wunden tragisdéesre
der Tage 5 und 7 nach Verletzung drastisch von denen nicht-transgereeuiier-
schieden (Abb. I1l.22 a/b + e/f). Beide Marker waren in Wunden traesgEere ge-
genuber Wunden nicht-transgener Mause deutlich erhdht. Unter Verwenduifg spez
scher Antikérper gegen selektive Oberflachenantigene konnten diedadbéungen
auch auf Proteinebene bestatigt werden. Diese Daten unterstrkiah@me Uber die
physiologisch-relevante akute Entziindungsphase hinaus anhaltende Prasenirgen ne
philen Granulozyten und Makrophagen im Wundareal und weisen auf Paraiele
diabetisch-gestorten Heilungssituation hin [Weteleal. 2000a; Goremet al. 2003a].
In Ubereinstimmung mit den RNA- und Proteindaten konnte abschlieRend ratich i
munhistochemisch eine deutlich erhdhte Anzahl an Makrophagen und Neutrophilen i
Tag 7-Wunden transgener Tiere festgestellt werden (Abb. 111.22 d/h bbd IA.23).
Dabei fiel auf, dass Makrophagen aus den Randbereichen in das Grangéateins
eindrangen, wogegen neutrophile Granulozyten eher zentral unter depidésoes

und im Wundschorf lokalisiert waren.
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Abb. 111.22: Anhaltende Prasenz von Immunzellen in Wu  nden transgener Tiere (Seite 102)
Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Die Wunden
wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA- und Gesamtproteinlysat sowie zur Anfertigung
von Gefrierschnitten (8um) aufgearbeitet. (a+e) Jeweils 7ug (Lipocalin) bzw. 5pg Gesamt-RNA (Lysozym
M) wurden in einer RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt, um die Expressionskinetiken des fiir neutro-
phile Granulozyten-spezifischen Markers Lipocalin und des fir Monozyten/Makrophagen-spezifischen
Markers Lysozym M uber den Heilungsverlauf zu ermitteln. Dargestellt sind repréasentative Serien der Linie
13a (n=3 Wunden/Zeitwert). Als GréRenmarker diente jeweils 1kcpm der Sonde, zur Ladekontrolle wurde
GAPDH hybridisiert. Ktrl: unverletzte Haut; d1-d13: Tage 1-13 nach Verletzung. (b+f) Die mRNA-Expres-
sion der Immunzellmarker Lipocalin und Lysozym M wurde fiir die Tage 5 (d5) und 7 (d7) nach Verwun-
dung statistisch ausgewertet. Jeder Zeitwert reprasentiert 12 Wunden (n=12) aus 4 verschiedenen Tieren
der Linien 3, 12 und 13a. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. n.s. nicht signifikant; p>0,05; * p<0,05 (unge-
paarter t-Test). PSL: photon stimulated luminiscense (c+g) Jeweils 50ug (GR-1) bzw. je 25ug Gesamt-
protein (F4/80) wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt. Im Immunoblot erfolgte der Nachweis spezifischer
Immunzellmarker fur Neutrophile (GR-1) und Makrophagen (F4/80; Nachweis unter nicht-reduzierenden
Bedingungen). Eine Ponceau S-Farbung diente zur Ladekontrolle. Die direkte Ladekontrolle fur das F4/80-
Gel war aufgrund der nicht-reduzierenden Bedingungen technisch nicht realisierbar. Dargestellt sind
reprasentative Wundserien der Linie 13a (n=2 Wunden/Zeitwert). (d+h) In Gefrierschnitten aus Tag 7-
Wunden wurden neutrophile Granulozyten und Makrophagen Uber spezifische Antigene immunhistoche-
misch detektiert (PMN: GR-1, M¢: F4/80; Pfeile). Zellkerne wurden zur Kontrastierung mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Dargestellt sind reprasentative Ubersichtsaufnahmen, die aus mehreren Einzelfotos
zusammengefligt wurden. NE: Neoepithel, HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe, S:
Schorf.

Abb. 111.23: Lokalisierung von Immunzellen in Tag 7- Wunden (Seite 104)

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Die Wunden
wurden 7 Tage nach Verletzung entnommen und zur Anfertigung von Gefrierschnitten (8um) aufge-
arbeitet. Unter Verwendung zellspezifischer Antigene konnten (a) neutrophile Granulozyten (GR-1) und (b)
Makrophagen (F4/80) im Wundareal immunhistochemisch lokalisiert werden. Dargestellt sind je eine
reprasentative Ubersichtsaufnahme sowie Detailaufnahmen einer nicht-transgenen und transgenen
Wunde von Tieren der Linien 3 und 13a. Pfeile kennzeichnen immunpositiv geféarbte Zellen. NE: Neo-
epithel, HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe, S: Schorf.
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4.2.4 Verstéarkte und lang anhaltende Expression entziindungsrelevanter

Enzyme in Wunden transgener Tiere: Cyclooxygenase (COX)-2 und

induzierbare NO-Synthase (iINOS)
Die Entzindungsphase wird wahrend des Wundheilungsprozess durch ein dichtes
Netzwerk verschiedenster Mediatoren kommuniziert, in ihrem Auswatiolliert und
zeitlich terminiert [Martin 1997; Werner und Grose 2003; Bregaral. 2005]. Dabei
spielen neben typischen Signalproteinen auch andere Substanzklassen @n&droll
sind beispielsweise verschiedene Eicosanoide in die Regulation nmfimmscher Pro-
zesse involviert [Tilleyet al. 2001], wobei bekannt ist, dass das bei Entziindung massiv
induzierte Cyclooxygenase (COX)-2-Isoenzym eine zentrale RolleddreiSynthese
proinflammatorischer Prostaglandine einnimmt [Sneitfal. 1996; Leeet al. 2003]. In
Studien mit heilungsdefizienten, diabetisch&obMausen konnte gezeigt werden,
dass die chronische Entziindungssituation in Wunden dieser Tiere durchasitigche
Induktion der COX-2 gekennzeichnet war [Kampétral. 2005]. Als ein weiteres, in
entziindliche Prozesse involviertes Enzym ist die induzierbaresttitnonoxid (NO)-
Synthase (iINOS) bekannt [Bogdan 2001; Korhoatal. 2005]. In der inflammatori-
schen Phase der Wundheilung ist dieses Enzym deutlich hochreguliert. linrdeba
Wundareals gehdren neben aktivierten Makrophagen vor allem KeratinozgtétEde
zum Pool iINOS-synthetisierender Zellen [Fralal. 1998a/b und 2002].
Zur abschlieBenden Beurteilung der Entziindungssituation im transgenen Malismodel
sind daher die Expressionskinetiken dieser beiden Enzyme sowie die ievlalys
INOS- und COX-2-exprimierender Zellen untersucht worden. Dabei konrtteunier-
wartet in Ubereinstimmung mit den bisherigen Daten eine verl@ngegression von
COX-2 und iNOS in den Wunden transgener Tiere detektiert werden, ielkigiber
die aus normaler Wundheilung bekannte Expressionsdauer hinaus persjéiidrte
[11.24). Wahrend der COX-2 mRNA-Spiegel in den Wunden nicht-transgeres be-
reits an Tag 7 nach Verwundung auf das basale Expressionsniveau elyrttieth er
in Wunden transgener Tiere unverandert hoch und hob sich zum siebten stadung
signifikant vom Expressionsniveau normal heilender Wunden nicht-transgiene ab.
Diese mRNA-Daten konnten auf Proteinniveau bestatigt werden (Abb. 111.24 a-c).
Sehr &hnlich stellten sich die mMRNA-Expressionsspiegel der itldSdie in Wunden
transgener Tiere an den Tagen 5 und 7 nach Verwundung signifikant Gbepidgel S

nicht-transgener Wunden lagen (Abb. 111.24 d/e). In beiden Genotypen konrdge dab
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eine Koregulation zwischen der iINOS und der GTP-Cyclohydrolase @T)Pt
bestétigt werden, einem Enzym, dass fur déenoveSynthese des iINOS-Kofaktors
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (6-BMH essentiell ist und daher einer koregulatorischen
Expression unterliegt [Frankt al. 1998a]. Abschliel3end konnte auch fur die INOS
gezeigt werden, dass die Proteinkinetik dem mRNA-Expressionsmioggéer(Abb.
[11.24 ).
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Abb. 111.24: Regulation von COX-2 und iNOS im Heilu ngsverlauf transgener und nicht-transgener
Tiere

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. Die Wunden
wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA aufgearbeitet. (a+d) Jeweils 10ug (COX-2)
bzw. 15ug Gesamt-RNA (iNOS/GTP-CH1) wurden in einer RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt, um
die mRNA-Expressionskinetiken der indizierten Enzyme tber den Heilungsverlauf zu ermitteln. Dargestellt
sind reprasentative Serien der Linie 13a (n=3 Wunden/Zeitwert). Als GréRBenmarker diente jeweils 1kcpm
der Sonde, zur Ladekontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Ktrl: unverletzte Haut; d1-d13: Tage 1-13 nach
Verletzung. (b+e) Die mRNA-Expression von COX-2 und iNOS wurde fiir die Tage 5 (d5) und 7 (d7) nach
Verwundung statistisch ausgewertet. Jeder Zeitwert reprasentiert 12 Wunden (n=12), je 3 aus 4 verschie-
denen Tieren der Linien 3, 12 und 13a. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM. n.s. nicht signifikant, p>0,05;
* p<0,05; ** p<0,01 (ungepaarter t-Test). PSL: photon stimulated luminiscense (c+g) Jeweils 50ug Ge-
samtprotein wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt. Im Immunoblot erfolgte der Nachweis des COX-2- und
iINOS-Proteins. Eine Ponceau S-Férbung diente im COX-2-Immunoblot zur Ladekontrolle, im iNOS-Blot
wurden B-Aktin-Spiegel zur Ladekontrolle ermittelt. Dargestellt sind reprasentative Wundserien der Linie
13a (n=2 Wunden/Zeitwert).
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Immunhistochemische Farbungen von Tag 5-Wunden nicht-transgener und transgener
Tiere gegen COX-2 und INOS zeigten, dass neben infiltrierendéenZiei Granula-
tionsgewebe vor allem Keratinozyten des Wundrandes stark immunpodiérbtge
waren (Abb. 111.25 und Abb. 111.26). Dabei fiel in der Farbung gegen COX-2dads
wahrend im HE nicht-transgener Tiere primar suprabasale Zelletictegefarbt
waren, die Farbung in Wunden transgener Tiere wesentlich intensivemabiakalen
Zellen des hyperproliferierenden Epithels sichtbar war (Abb. Il REs ist besonders
interessant, da bekannt ist, dass das COX-2 Isoenzym in den epéeteDiifrenzie-
rungsprozess involviert ist [Evaes al. 1993; Neufanget al. 2001]. Im Gegensatz dazu
konnten in WT-Wunden primar proliferationsaktive basale Keratieozgbsitiv gegen
die induzierbare NO-Synthase gefarbt werden, wogegen im unterentwick&teans-
gener Wunden auch suprabasale Zellen anfarbbar waren (Abb. 111.26). Immtivepos
Signale im Granulationsgewebe sind vorwiegend auf infiltrierende dgakgen und
Neutrophile Granulozyten zurlickzufiihren, die als Hauptproduzenten der iINO$beka
sind [Franket al 1998a; Reichnest al 1999].

Abb. [I1.25: Lokalisierung COX-2 exprimierender Zel len im Wundgewebe nicht-transgener und
transgener Tiere 5 Tage nach Verwundung (Seite 108)

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3 und 13a wurden verletzt. Funf Tage nach
Verletzung wurden aus den Wunden Gefrierschnitte (8um) hergestellt, um unter Verwendung eines spezi-
fischen Antikdrpers COX-2-positive Zellen zu identifizieren. Zellkerne wurden zur besseren Kontrastierung
mit Hamatoxylin gegengefarbt. Dargestellt sind Aufnahmen der Wundréander (links) und Detailaufnahmen
(rechts) der HE reprasentativer Préaparate. Pfeile kennzeichnen immunpositive Zellen des hyperproliferie-
renden Epithels des Granulationsgewebes. HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe, S:
Schorf

Abb. 111.26: Lokalisierung iNOS-exprimierender Zell en in Tag 5-Wunden nicht-transgener und
transgener Tiere (Seite 109)

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3 und 13a wurden verletzt. Aus 5-Tage-
Wunden wurden Gefrierschnitte (8uum) hergestellt, in denen unter Verwendung eines spezifischen Antikor-
pers iINOS-exprimierende Zellen lokalisiert wurden. Zellkerne wurden zur besseren Kontrastierung mit Ha-
matoxylin gegengefarbt. Aufnahmen der Wundrénder sind links, Detailaufnahmen der HE auf der rechten
Seite dargestellt. Die aufgefiihrten Fotos zeigen reprasentative Praparate. Pfeile kennzeichnen immunpo-
sitive Zellen. HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granulationsgewebe
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4.3 Die Rolle des Transforming Growth Factor (TGF)$ in der
Wundheilung transgener Tiere

Eine Vielzahl physiologischer Substanzen und Mediatoren ist inniieedung und
Kontrolle der Entziindungsphase involviert. Einige erweisen sich als ¢ganandere
fungieren als Antagonisten der inflammatorischen Antwort. Dabei gehtdavon aus,
dass fur einen signifikanten Heilungsfortschritt die Wiederauflosiergakuten ent-
zundlichen Phase von essentieller Bedeutung ist. Mehrere Arbeiteaisenvauf einen
mdoglichen kausalen Zusammenhang zwischen einer chronischen Entzindumngssituat
und gestorter Wundheilung.

Zur Wiederauflosung der Entziindungsphase stehen mehrere Mechanismeis: der
kussion, wobei die Hemmung der Immunzellaktivierung und Herunterregulation de
Expression proinflammatorischer und chemotaktischer Zytokine durchskiasantiin-
flammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-10 und T@E-potente Strategien dar-
stellen [Fadolet al. 1998; Sato, Yet al. 1999; Ashcrofet al. 1999; Werneet al. 2000;
Williams et al. 2004; Murray 2006].

Interessanterweise werden der Isoform T@Fedoch auch proinflammatorische Ei-
genschaften zugeschrieben. So sezernieren unmittelbar nachvememdung Blut-
plattchen immense Mengen an TBE- das als potenter chemotaktischer Faktor Neu-
trophile Granulozyten, Makrophagen und Fibroblasten in das Wundareal relkuntiert
somit maRgeblich die Entziindungsphase initiiert [Wahdl. 1987, 1993; Wahl 1992,
1994]. Zudem scheint TGB1 in der Haut eine Sonderstellung einzunehmen, da in letz-
ter Zeit vermehrt Studien darauf hindeuten, dass in diesem Organ aimtaprma-
torische Effekte auftreten kbnnen [Let al. 2001; Liet al. 2004; Wanget al. 2006].
Unterstutzt werden diese Hypothesen durch altere Arbeiten. So legltwineispiels-
weise TGFB1-knock out-Mause einen multifokal-entziindlichen Phanotyp, der sich je-
doch nicht auf die Haut erstreckt [Shetlal. 1992; Kulkarniet al. 1993].

Unabhangig von den immunregulatorischen Eigenschaften ist die seleldiyendt
Wirkung auf verschiedene Zelltypen bekannt. T@EFqilt als starkes Mitogen flr
Fibroblasten, hemmt jedoch gleichzeitig deutlich die Proliferation Keratinozyten

und Endothelzellen. Sowohl in Wundheilungsstudien mit SMAD3-knock out-Tieren, als
auch in transgenen Mausen, die einen dominant-negativenfI@&ezeptor in der

Haut Uberexprimierten, konnte eine deutlich beschleunigte Reepitieliatig beob-
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achtet werden [Ashcroft al. 1999; Amendtet al. 2002]. Aus diesen Grinden war es
besonders in Bezug auf die Beobachtungen im generierten genetischzierelifi
Mausmodell interessant, die Expression dieses multifunktionellerh$tilansfaktors in

heilungsdefizienten Wunden transgener Mause zu charakterisieren.

4.3.1 Die Expression des klassischen antiinflammatorischen Zytokins Tsp1
ist in Wunden transgener Tiere deutlich hochreguliert und folgt der
veranderten Kinetik der Entziindungsreaktion
Zur Untersuchung der TGF1-Expressionskinetik sind in Analogie zu den in Kapitel
4.2 untersuchten Entzindungsparametern Gesamt-RNA- und Gesamtproteialysat
Wunden erstellt und analysiert worden. Neben der standardisiertédysérmer TGF-
B1-mRNA-Expression Uber den gesamten Wundheilungsverlauf stellte sidrmditt-
lung des Proteingehalts im Wundlysat als relativ komplex herausndgiichst quanti-
tativen Solubilisierung hydrophober Proteine sind die extrahierten ¥viungh&chst in
4M Guanidinhydrochlorid-Lysispuffer aufgearbeitet und anschlieend gegen 0,01M
HCL dialysiert worden. Dieser notwendige Schritt hatte jedoch auckalge, dass la-
tent gebundenes TGFE freigesetzt und aktiviert wurde. Weiterhin hat sich herausge
stellt, dass ein 20kDa IgG-Bindeprotein mit der ELISA-Messungferiert, so dass
das Dialysat zuné&chst hydrophilisiert, in ELISA-Puffer rekonstitwiad anschlie3end
mit IgG-Agarose inkubiert werden musste [McDevweittal. 2003]. Erst dann konnte die
Messung von TGB1 im Sandwich-ELISA erfolgen.
Die Ermittlung der mRNA-Kinetik verlief dagegen problemlos. Inlodier Koharenz
zur Entzindungsreaktion konnte eine rasche Induktion derpIGRRNA-Spiegel mit
einem Maximum am 3. Tag nach Verwundung in normal heilenden Wunden nicht-
transgener Tiere detektiert werden (Abb. 111.27 a/b). Interessaeise erfolgte die In-
duktion in transgenen Tieren deutlich schneller. Bereits am erstgmddch Verwun-
dung konnte verglichen mit nicht-transgenen Tieren ein 2,2-fach héherer Expsess
spiegel in Wunden transgener Tiere aufgezeigt werden. Bemerkenswamtweiterhin
die Uber einen groRen Zeitraum nahezu konstant hohen ExpressionsspieGéHat
MRNA in den Wunden heilungsdefizienter Tiere, die selbst am sidlsigmach Ver-
wundung gegentber Wunden nicht-transgener Tiere noch signifikant um den Faktor 2,1

erhoht waren. Wesentlich drastischer stellten sich die Expnsssiterschiede zwischen
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normal heilenden und heilungsdefizienten Tieren auf Proteinniveau daanBligsier-

ten Wunden transgener Tiere zeigten Uber den gesamten Heiluagswkltlich er-
hohte TGFB1-Spiegel, wobei jedoch hinzuzufiigen ist, dass es sich bei den in Abb.
[11.27¢c gezeigten Daten um jeweils nur eine Wundserie handel. §atistische Aus-
wertung war somit nicht moglich. Von zusatzlichen Tierversuchen zueri&eung
weiterer Serien an Guanidinhydrochlorid-Wundlysaten wurde aus ethisghisden
abgesehen. Weiterhin ist hinzuzufiigen, dass aufgrund der besonderen Probenaufarbei-
tung vor der Messung im ELISA keine Aussagen zum Anteil an frarmansomit akti-

vem TGFf1 am Gesamtgehalt der Wunde getroffen werden kdnnen. Dennoch stellte
sich die Frage, weshalb trotz derart erhéhter Mengen anplGhe verzogert heilen-

den Wunden SOCS3-uberexprimierender Mause durch eine so massiv erhohte und pe

sistente Entziindungssituation charakterisiert waren.
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Abb. 111.27: Regulation der TGF- B1-Expression im Verlauf der Wundheilung

Nicht-transgene Tiere (wt) und transgene Tiere (tg) der Linien 3, 12 und 13a wurden verletzt. (a+b) Die
Wunden wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA-Lysat aufgearbeitet. Jeweils 15ug
Gesamt-RNA wurden in einer RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt. In (a) ist eine reprasentative Serie
der Linie 13a dargestellt (n=3 Wunden/Zeitwert). Als GroRenmarker diente 1kcpm der Sonde, zur Lade-
kontrolle wurde GAPDH hybridisiert. Unter (b) wurde die Expressionskinetiken der untersuchten Linien
zusammengefasst und statistisch ausgewertet. Jeder Zeitwert entspricht 12 Wunden (n=12), je 3 Wunden
aus 4 Tieren. Der Graph setzt sich aus Mittelwerten + SEM zusammen. n.s. nicht signifikant, p>0,05; *
p<0,05 (ungepaarter t-Test). PSL: photon stimulated luminiscense (c) Die Wunden wurden enthommen,
gewogen und in 4M Guanidinhydrochlorid-Lysispuffer homogenisiert (10ul/mg Wundgewebe). Das Lysat
wurde dialysiert, hydrophilisiert und in RD5-26 ELISA-Puffer rekonstituiert. Nach Neutralisierung des IgG-
Bindeproteins wurden 50ul im ELISA eingesetzt. Jeder Messwert entspricht dem TGF-B1-Gehalt jeweils
einer Wunde eines nicht-transgenen (wt) oder transgenen (tg) Tieres der Linie 3. Ktrl: unverletzte Haut;
d1-d13: Tage 1-13 nach Verletzung.



ERGEBNISSE 113

4.3.2 Die Expression von TGFB1-mRNA in der Spatphase der diabetisch-
gestorten Wundheilung Leptin-defizienterob/ob-Mause
Bisher konnte gezeigt werden, dass die gezielte epidermale Ulessiopr des
Suppressor of cytokine signaligzu Wundheilungsstérungen fuhrt, die Parallelen zu
denen Leptin-defizienter, diabetisch#y/obMéause aufweisen. Charakteristisch fiir die
gestort ablaufende Heilung iwb/obMausmodell waren neben der UberschieRenden,
chronischen Entziindung deutlich erhéhte Expressionsspiegel an SOCS3atraden
phischen Neoepithelien vor allem in spaten Heilungsphasen (vgl. Kap. 1.3sl&zgbi
nur wenig Daten zur Expression von TGE-in heilungsdefizientem Wundgewebe
diabetischeiob/obMause existieren, war es von Interesse, die Expressiondsgiege
ses Zytokins vor allem in den Heilungsphasen zu untersuchen, in dengaithidiade
SOCS3-Expression deutlich erhoht ist (Tag 7 und Tag 13). Mdglicherestanden
auch in diesem Punkt Parallelen zur Situation im transgenen, SOC&34irbaieren-
den Mausmodell.
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Abb. 111.28: TGF- B1-mRNA Expression in Wunden diabetischer  ob/ob-M&use

WT-Tiere des Stammes C57BL/6J und zwei Versuchsgruppen Leptin-defizienter, diabetischer ob/ob-
Méause wurden verletzt. ob/ob-Mé&ausen einer Versuchsgruppe wurde einmal taglich (Tag O bis Tag 13)
rekombinantes murines Leptin (2ug/g Korpergewicht in 500ul PBS), der zweiten Kontrollgruppe PBS
appliziert. Die Wunden wurden entnommen und zur Herstellung von Gesamt-RNA-Lysat aufgearbeitet.
Jeweils 15ug Gesamt-RNA wurden in einer RNase-Verdauschutzanalyse eingesetzt, um die TGF-B1-
MRNA-Expression in Wunden der Heilungstage 7 und 13 zu untersuchen. Unverletzte Kontrollhaut (Ktrl)
diente als Bezugspunkt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Jeder Wert entspricht 9 Wunden
(Kontrollhaut, n=9) bzw. 15 Wunden (d7 und d13, n=15) aus 3 bzw. 5 unterschiedlichen Tieren. n.s. nicht
signifikant, p>0,05; ** p<0,01 (ungepaarter t-Test). PSL: photon stimulated luminiscense

Die Vermutung, dass auch chronisch-entziindeten Wunden diabetd@zbbiMause
der Heilungstage 7 und 13 erhdohte mRNA-Expressionsspiegel ar3T@bfweisen
wurden, konnte jedoch nicht bestatigt werden. Die ermittelten @wbsoMengen an

TGF{1-mRNA wiesen keine signifikanten Unterschiede zu normal heilenderdgv
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aus WT-Tieren auf, in denen die Entziindungsphase bereits abgeschlossernmar
gleich sie aufgrund des signifikant geringeren Basalspiegetsh/iolbMéausen noch
immer deutlich starker induziert waren (Abb. 111.28).

Moglicherweise waren die verfigbaren Mengen dieses immunregulaemigéaktors

in Wunden deob/obMéause dennoch zu gering und somit die Ursache fur eine ineffi-
ziente Kontrolle der massiven Entziindungsreaktion. Die Supplementierufehties

den Leptins durch intraperitoneale Applikation flhrte nicht nur zur émeveiten Tei-

len normalisierten Wundheilung mit kontrollierter Entzindungsphase [Feandd
2000; Ringet al 2000; Goreret al 2003a], sondern auch zu einer signifikanten Hoch-
regulation der TGB1-mRNA Expression (Abb. 111.28).

4.3.3 Isolierte primére Keratinozyten aus transgenen und nicht-transgene

Tieren reagieren auf externes TGH1
Es konnte gezeigt werden, dass Keratinozyten des Wundrandes malRgebkcSgn-
these proinflammatorischer Mediatoren und somit an der loitigeund Aufrechterhal-
tung der Entzindungsphase beteiligt sind (vgl. Kap. 4.2.2 - 4.2.4). Ebenso ist bekannt,
dass Keratinozyten zur Population T@Esynthetisierender Zellen im Wundareal zu
z&hlen sind [Schmie@t al. 1993; Franket al. 1996; Theoreet al 2002; Amjadet al.
2007]. Aktuelle Studien weisen sogar auf erhéhte P&FSyntheseraten in Zellen des
epidermalen Kompartiments chronischer, diabetischer Ulzeratibime[Galkowskaet
al. 2006].
Aus diesem Kontext heraus ergaben sich zwei Hypothesen, die zamuBdkder chro-
nischen Entzindungssituation in Wunden transgener Tiere aufgestellt wunden. E
seits kdnnte man ausgehend von einer gegenregulatorischen allgemeinesgtdachr
tion der TGFB1-Verfugbarkeit im Wundareal mit dem Ziel der Dampfung der Entzin-
dungsreaktion postulieren, dass die Empfindlichkeit genetisch verande@&S3-
Uberexprimierender Keratinozyten gegentber P&HFaerabgesetzt sein kdonnte - mit
der Folge einer Resistenz gegeniber dessen antientztindlichen Eadffensdknderer-
seits ware in Anbetracht der potenten chemotaktischen Eigdtescldas Wachstums-
faktors denkbar, dass eine unter Umstanden gesteigerted T-GFeisetzung aus trans-
genen Wundrandkeratinozyten an einer fortdauernden Rekrutierung inflansictaor

Immunzellen in Frage beteiligt sein kénnte.
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Zur Klarung dieser Fragestellung sind priméare Keratinozyten ansgenen Mausen
und nicht-transgenen Geschwistertieren der Linie 3 kultiviert unceimém Mix aus
wundheilungsrelevanten, proinflammatorischen Zytokinen @L{EN-y, TNF-o) sti-
muliert worden, um die Sekretion entzindlicher Mediatoren (MCP-1/CQUIR;2/
CXCL-2, NO) in den Zellkulturiiberstand zu induzieren. Dazu sind weschiedene
Versuchsbedingungen definiert worden. Neben der Stimulation mit Zytokinmiy (ZM
wurden parallel dazu Zellpopulationen mit einer Kombination aus ZM unB-fFG
neutralisierendem Antikorper beziehungsweise mit ZM und rekombinantempIG
stimuliert.

Durch die Zugabe von ZM konnte sowohl in WT-Zellen als auch in transgesrei-K
nozyten die Sekretion der drei untersuchten Entziindungsmediatoren indezehw
wobei die Konzentration an Stickstoffmonoxid (gemessen als Nitrit)Uberstand
SOCSS3-uberexprimierender Zellen gegentber WT-Zellen tendenzielliangonzen-
tration von MCP-1/CCL-2 signifikant erhéht waren (Abb. 111.29). Intsagderweise
konnte durch den Zusatz des neutralisierenden f-@Rtikorpers keine weitere Kon-
zentrationserhéhung der untersuchten Signalstoffe im Zellkulturiiberstaiudiart
werden. Dieser Fakt impliziert, dass die isolierten prim&edlien unter den gegebenen
Umstanden im Zeitraum von 24h wenn uberhaupt, dann nur geringe Mengen g TGF-
autokrin in das umgebende Medium sezerniert hatten. Die Hypothesge&steigerten
TGF{31-Sekretion transgener Keratinozyten konnte somittro nicht aufrechterhalten
werden.

Dennoch fuhrte der Zusatz von rekombinantem P&HA allen Fallen signifikant zur
Verringerung der ins Medium abgegebenen Mengen proentzindlicher Medi#torstof
Sowohl nicht-transgene als auch transgene Keratinozyten reagierteergieichbarer
Empfindlichkeit auf externes TGE1 mit einer Dampfung der inflammatorischen Ant-
wort auf die Stimulation mit ZM. Diesdn vitro Befund unterstiitzt somit den anti-

inflammatorischen Charakter désansforming growth factepl auf Keratinozyten.
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Abb. 111.29: Kultivierte primare Keratinozyten sezer  nieren NO, MCP-1/CCL-2 und MIP-2/CXCL-2 und
reagieren auf externes TGF- p1

Primare Keratinozyten wurden aus nicht-transgenen (wt) und transgenen (tg) neugeborenen Méausen im
Alter von 1-3 Tagen isoliert und kultiviert. Ab Erreichen einer 80%igen Konfluenz wurden die Zellen Uber
24h gehungert und anschlieRend stimuliert: (i) Zytokinmix (TNF-a 50ng/ml, IFN-y 20ng/ml, I1L-13 40ng/ml;
schwarze Balken), (ii) Zytokinmix plus neutralisierenden anti-TGF-1, B2 und B3-Antikérper (10pg/ml; ge-
streifte Balken), (i) Zytokinmix plus rekombinantes TGF-B1 (5ng/ml; wei3e Balken). Nach 24h wurde der
Zellkulturiiberstand abgenommen und die Zellen lysiert. AnschlieRend wurden im Uberstand die Konzen-
tration von (a) MCP-1/CCL-2 und (b) MIP-2/CXCL-2 (ELISA) sowie von (c) NO (gemessen als Nitrit im
Griess-Assay) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen.

n.s. nicht signifikant, p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001(ungepaarter t-Test)



ERGEBNISSE 117

4.3.4 Die Applikation eines neutralisierenden anti-TGFg Antikdrpers fuhrt
makroskopisch zu einer deutlich verbesserten Wundheilungssiation im
transgenen Tier 5 Tage nach Verwundung

Nachdem die Responsivitat sowohl nicht-transgener als auch tranggagnozyten

auf TGF$1 im Zellkulturexperiment aufgezeigt werden konnte, stellte sinbutrdie
Frage nach der Ursache der Ubermalig betonten inflammatorischeoridimt Wund-
areal transgener Tiere trotz hoher TEEFEXpressionsspiegel. Moglicherweise waren
die verfugbaren Mengen an T@R-fur eine effiziente Kontrolle der Entztindungsreak-
tion in der Wunde nicht ausreichend. Geringere Mengen hatten im Gegednuf je
auch zu einer weitaus dramatischeren Entzindungssituation fihren kénnererAnde
seits war der Gehalt tatsachlich frei verfligbaren Wachsaktast noch immer unklar,

so dass durchaus die Moglichkeit bestand, dass ein Grof3teil desimaig@ivebe ge-
messenen TGPB4 latent gebunden und somit inaktiv vorlag.

Zur Klarung dieser Fragestellungen sind nicht-transgene und transgéunse Mer
Linien 3 und 13a verwundet worden. Dabei wurde den Tieren beginnend mit dem Tag
der Verwundung ein neutralisierender monoklonaler AntikGrper gegen af@en
TGF{1, B2 undB3 einmal taglich i.p. appliziert (2mg/kg Koérpergewicht, Klon 1D11).
Ausgehend von einer hypothetisch hohen Verflugbarkeit an aktivempBIGR-der
Wunde, das die Entzindung jedoch nur begrenzt zu dampfen vermag, konnten in
diesem Versuch einerseits eine potenzierte Inflammation im Wumibgetwansgener
Tiere und andererseits atrophische Verdnderungen im Granulationsgeeranget
werden, die letztlich zu einer deutlich schlechteren Heilungsprogiibsen wrden.

Im Gegensatz dazu sollten die Effekte eher marginal ausfaleam der Giberwiegende
Teil an TGFB1 latent gebunden und somit inaktiv vorlag. Kontrolltieren beider Grup-
pen ist ein pharmakologisch irrelevanter, monoklonalenr-ig@trollantikorper (Ktrl-
IgG; Klon 11711.11) nach identischem Schema injiziert worden. Am 5. Tageeh
wundung wurden die Tiere getotet und die Wunden extrahiert.

In absolutem Gegensatz zu den Erwartungen konnte nach NeutralisieruhGrgnin
transgenen Mausen bereits nach 5 Heilungstagen makroskopisch eirhdearbiesser-

ter Heilungszustand festgestellt werden (Abb. 111.30). Entsprach dedhanotyp der
mit Ktrl-lgG behandelten transgenen Tiere erwartungsgemaf demi¢hde Wund-

bild unbehandelter transgener Tiere (vgl. Abb. Ill.14 a), war vor allensidbtbare



ERGEBNISSE 118

Wunddurchmesser anti-TGFbehandelter transgener Tiere durchaus mit dem normal
heilender nicht-transgener Tiere vergleichbar. Innerhalb desu¢lesgruppen nicht-
transgener Tiere waren die Unterschiede bis zum 5. Tag naclunveumg jedoch nur

marginal.

anti-TGF-p

Abb. [11.30: Die systemische Neutralisierung von TG F-B beschleunigt die Wundheilung im
transgenen Tier

In den Ricken transgener Tiere wurden 6 Exzisionswunden gesetzt. Dabei wurden 2 Versuchsgruppen
gebildet. Einer Gruppe ist taglich, beginnend mit dem Tag der Verwundung bis zum 4. Heilungstag, ein
neutralisierender, monoklonaler Antikdrper gegen TGF-B1, p2 und B3 i.p. appliziert worden (anti-TGF-

B; Klon 1D11; 2mg/kg Korpergewicht). Tieren der zweiten Gruppe wurde ein pharmakologisch irrelevanter
Kontrollantikérper desselben Isotyps injiziert (Ktrl-IlgG; Klon 11711.11; 2mg/kg Korpergewicht). Diese
Gruppe diente als Kontrollgruppe. Am 5. Tag nach Verwundung wurde der Rucken der Tiere fotografiert.

Zu sehen sind links je eine reprasentative Ubersichtsaufnahme aus beiden Gruppen (Linie 13a) und rechts
die vergroRerte Gegeniiberstellung.

Offensichtlich traf keine der eingangs erwahnten Vermutungen zath 8ier Deutlich-
keit der allein makroskopisch sichtbaren Effekte war vielmehr dausmugehen, dass
ein nicht unerheblicher Teil des gemessenen PG der Wunde in aktivierter Form
vorliegen sollte, wobei dessen Neutralisierung die Heilungssituatiomdestibis zum
5. Tag nach Verletzung deutlich verbessert. Uberwogen im lebenden Orgalesrius
lich doch die proinflammatorischen Eigenschaften des Wachstumsfadder konnte
diese Beobachtung mdglicherweise auf eine gesteigerte Reepslerlimigskapazitat
zuruckgefihrt werden, wie sie in einigen Studien mit dhnlichem Ansateits be-
schrieben ist [Ashcrofet al. 1999; Amendtet al. 2002]? Im nachsten Schritt sollte

daher die Wundmorphologie histologisch untersucht werden.
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4.3.5 Die Wunden Antikorper-behandelter transgener Tiere zeigen einen
geringeren Wunddurchmesser bei unverandert atrophischen epithialen
Wundrandern
Zur Untersuchung wundmorphologischer Veranderungen sind histologische Rraparat
angefertigt und zunachst mit Hamatoxylin-Lésung gefarbt worden. Dabei konnten
beziglich der neoepithelialen Wundrander entgegen der Vermutung keinecbietis
zwischen anti-TGH- und Kitrl-IgG -behandelten Tieren festgestellt werden. Wie aus
vorangegangenen Wundheilungsstudien mit transgenen SOCS3-Uberexprimierenden
Mausen hervorging (vgl. Abb. 111.16), konnten vdllig unabhangig von der Antikérper-
behandlung ausschlief3lich unterentwickelte epitheliale Wundréander beabaeiden
(Abb. 111.31). Dennoch waren die anti-TGFbehandelten Wunden im Querschnitt
deutlich starker kontrahiert, die fiuhrenden Epithelzungen waren ertspreaveniger

weit voneinander entfernt (Pfeile).
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Abb. 111.31: Histologischer Wundquerschnitt von Tag -5-Wunden transgener Tiere nach anti-TGF f-
und Kontroll-lgG-Behandlung

In den Ricken transgener Tiere zweier Versuchsgruppen wurden Exzisionswunden gesetzt. Einer Gruppe
ist téaglich, beginnend mit dem Tag der Verwundung bis zum 4. Heilungstag, ein neutralisierender, mono-
klonaler Antikdrper gegen TGF-B1, 2 und B3 i.p. appliziert worden (anti-TGF-B). Tiere der zweiten Gruppe
erhielten einen pharmakologisch-irrelevanten Kontrollantikdrper (Ktrl-lgG). Aus Tag 5-Wunden (d5) sind
histologische Préparate (8um) angefertigt und angefarbt worden (Hamatoxylin). Dargestellt sind Uber-
sichtsaufnahmen reprasentativer Wunden (Linie 13a, mediane Schnittebene), die aus mehreren Teilauf-
nahmen zusammengesetzt sind. Markierungen (orange) kennzeichnen die Epithelzungen, die Balken
verweisen auf den Abstand der epithelialen Wundrander. HE: hyperproliferierendes Epithel, G: Granula-
tionsgewebe, S: Schorf.

Diese Beobachtungen konnten durch immunhistochemische Farbung der Tag 5-Wunden
antikorperbehandelter transgener Tiere gegen den ProliferationsriaBkebestatigt
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werden (Abb. 111.32). In Analogie zu den in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Ergebniss
waren im epidermalen Kompartiment vor allem basale und einigelsasale Zellen
der dystrophischen HE und der Haarfollikel positiv gefarbt. Die Ahaad Verteilung
proliferierender Keratinozyten war dabei im transgenen Tier aatarsuchten Zeit-

punkt unabhangig von der Art der Antikorperbehandlung.

Abb. 111.32: Immunhistochemische Farbung gegen Ki67 in Tag 5-Wunden antikérperbehandelter
transgener Tiere

In den Rucken transgener Tiere zweier Versuchsgruppen wurden Exzisionswunden gesetzt. Einer Gruppe
ist téglich, beginnend mit dem Tag der Verwundung bis zum 4. Heilungstag, ein neutralisierender, mono-
klonaler Antikorper gegen TGF-B1, 2 und B3 i.p. appliziert worden (anti-TGF-B). Tiere der zweiten Gruppe
erhielten einen pharmakologisch-irrelevanten Kontrollantikérper (Ktrl-IlgG). Aus Tag 5-Wunden (d5) sind
histologische Praparate (8um) angefertigt und immunhistochemisch gegen den Proliferationsmarker Ki67
gefarbt worden. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin-Ldsung gegengefarbt. Pfeile kennzeichnen stark im-
munpositiv gefarbte Zellen. Dargestellt sind je zwei reprasentative Beispiele der Wundrandbereiche beider
Behandlungsgruppen (linke Seite) und vergréRerte Aufnahmen der HE (rechte Seite) (Linien 3 und 13a).
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4.3.6 Im Gegensatz zu nicht-transgenen Tieren bleibt die Entziinchgssituation

in Wunden transgener Tiere trotz TGF-Neutralisierung unverandert
Zur abschlieRenden Bewertung des Tierversuches und indirekten funktiodbken
prufung der biologischen Wirksamkeit des applizierten anti-B&¥rtikorpers ist die
Entziindungsreaktion im Wundareal analysiert worden. Wie bereits zu Rezgritapi-
tels 4.3 beschrieben werden die immunregulatorischen Eigenschaft€radsforming
growth factorf1l fur bestimmte Phasen der kutanen Wundheilung und deren Konse-
quenzen fur den Heilungserfolg kontrovers diskutiert. Obwohl die Zellkulfebaisse
aus Kapitel 4.3.3 deutlich auf einen entziindungsdampfenden Phénotyp des Wachstums-
faktors verwiesen, resultierte die systemische Neutralisiediggps Faktors in einem
verbesserten Heilungszustand von Wunden, deren Abheilung ohne immunologischen
Eingriff deutlich verzdgert und durch Gberschie3ende Entziindung charakterisiert ware
Zur Aufklarung der Entziindungssituation im durchgefiihrten Tierversuch sindnGesa
RNA-Wundlysate aus den Wunden erstellt und die mRNA-Expressionsispiesge-
wahlter entziindungsrelevanter Faktoren (f,.-MIP-2/CXCL-2, COX-2) analysiert
worden. Zusatzlich dazu sind immunhistochemische Farbungen gegen inspezzel
fische Antigene angefertigt worden, um das Ausmal infiltrieremeletrophiler Granu-
lozyten und Makrophagen beurteilen zu kénnen.
In Ubereinstimmung zu den Ergebnissen aus Kap. 4.2 waren innerhalb d&pngG-
trollgruppe die mRNA-Spiegel aller untersuchten Entziindungsmarker in dedeN
transgener Tiere deutlich erhoht. Sie unterschieden sich umatiéor 2-3 signifikant
von den Expressionsspiegeln nicht-transgener Vergleichstiere uniesemwauf die
pharmakologische Irrelevanz des injizierten jg@ntrollantikdrpers. Weiterhin konnte
In nicht-transgenen Mausen eine klare Steigerung der EntziindungsashivadrtNeu-
tralisierung der TGHB-Isoformen induziert werden. Die mRNA-Expression der Entzin-
dungsmarker IL-f, MIP-2/CXCL-2 und COX-2 war nach TGFNeutralisierung sig-
nifikant ernoht. Diese Daten sprechen erneut, wenn auch indirektngm allgemein
entziindungsdampfenden Phé&notyp der primar immunregulatorisch aktivefsIFGF-
Isoform und bestatigen somit das Ergebnis der aus Keratinozytenegeman vitro-
Daten (vgl. Abb. 111.29).
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Abb. 111.33: mMRNA-Expressionsspiegel ausgewahlter E  ntziindungsmarker in Tag 5-Wunden anti-

TGF-B und Krtl-lgG-behandelter Tiere

Nicht-transgene (wt) und transgene Tiere (tg) wurden verletzt (Linien 3 und 13a). Es wurden je 2 nicht-
transgene und 2 transgene Versuchsgruppen gebildet. Je einer Gruppe ist taglich ein neutralisierender,
monoklonaler Antikdrper gegen TGF-B1, B2 und B3 i.p. appliziert worden (anti-TGF-B). Tiere der jeweils
zweiten Gruppe erhielten einen pharmakologisch-irrelevanten Kontrollantikdrper (Ktrl-lgG) und bildeten die
Kontrollgruppe. Am 5. Tag nach Verletzung sind die Wunden extrahiert und RNA-Gesamtlysat erstellt
worden. Unter Verwendung spezifischer antisense-RNA-Sonden sind die mRNA-Expressionsspiegel der
Entzindungsmarker IL-1f (aus 10pg RNA), MIP-2/CXCL-2 (aus 5ug RNA) und COX-2 (aus 10pg RNA) in

den Wunden ermittelt worden. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 12 Wunden (n=12; je 3 aus 4
verschiedenen Tieren).

Wesentlich komplexer war dagegen die Interpretation der mRNarDdie aus Wun-
den SOCS3-lberexprimierender Tiere gewonnen wurden. Im Gegensataiatioisin
nicht-transgenen Tieren konnte in transgenen Tieren trotz Applkats TGH3-
neutralisierenden Antikorpers keine Steigerung der mRNA-SpigégelLf13, MIP-
2/CXCL-2 und COX-2 induziert werden. Die Entziindungssituation blieb abgesehen
von kleineren nicht signifikanten Schwankungen nahezu unbeeinflusst hochhewas t
retisch verschiedene Grinde haben konnte. Begrindet durch die Tatsachenelass i
halb der anti-TGHB-Gruppe die mRNA-Spiegel der untersuchten Entzindungsmarker
jedoch nahezu gleich hoch waren, ist nicht unwahrscheinlich, dasshedavei um
einen maximal erreichbaren Entziindungszustand handelt, der niohit peinzierbar
war. Wesentlich Uberraschender war jedoch insgesamt betrachfBatdache, dass in
heilungsdefizienten transgenen Mausen die Neutralisierung vonfTé&ifre deutliche
Verbesserung des Wundheilungszustands im untersuchten Zeitraum von fungbteil
tagen bedingte - und dies vdllig unbeeinflusst von einer nach wie assiven Ent-
zindung im Wundgewebe.

Abschliel3end konnte auch in immunhistochemischen Farbungen gegen die Inhmunzel
marker GR-1 (PMN) und F4/80 (M in Tag 5-Wunden transgener Tiere bestatigt

werden, dass die inflammatorische Antwort unabhangig vom injiziengkdkper ver-
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gleichbar war (Abb. 111.34). Die Zahl und Verteilung immunpositiv gegrltdellen
wies keine wesentlichen Unterschiede auf.

GR-1

F4/80

Abb. [11.34: Immunhistochemische Farbung gegen GR-1 und F4/80 in Tag 5-Wunden anti-TGF- f und
Krtl-IlgG behandelter transgener Tiere

In den Ricken transgener Tiere zweier Versuchsgruppen wurden Exzisionswunden gesetzt. Einer Gruppe
ist ein neutralisierender, monoklonaler Antikdrper gegen TGF-B1, 2 und B3 appliziert worden (anti-TGF-
B). Tiere der zweiten Gruppe erhielten einen pharmakologisch-irrelevanten Kontrollantikdrper (Ktrl-lgG).
Aus Tag 5-Wunden (d5) sind histologische Praparate (8um) angefertigt und immunhistochemisch (a)
gegen Marker Neutrophiler Granulozyten (GR-1) und (b) gegen das Makrophagenantigen F4/80 gefarbt
worden. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin-Losung gegengefarbt. Pfeile kennzeichnen stark immunpositiv
gefarbte Zellen. Dargestellt sind reprasentative Ubersichtsaufnahmen beider Behandlungsgruppen (Linie
13a), die aus mehreren Einzelaufnahmen zusammengesetzt wurden.



IV DISKUSSION

1 SOCS3 im Wundheilungsprozess stoffwechselgesunder
und diabetischer Mause

Es ist bekannt, dass die akute Entziindungsphase der ersten Heilungstagineebe
Funktion in der Abwehr pathogener Erreger eine unterstiitzende Rolle lmtderung
des Heilungsgeschehens und der Regulation von Zellmigration und -pradiferati
einnimmt [Martin 1997; Singer und Clark 1999]. Infiltrierende Leukozyten und gewebs-
standige Immunzellen sezernieren gemeinsam mit residentesn Z&lkeratinozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen) ein groRes Spektrum potenter Zytokine aodsWms-
faktoren und generieren somit die kommunikative Plattform fur kompidgezelluléare
Interaktionen und Regelkreise [Werner und Grose 2003; Park und Barbul 20@4; Mar
und Leibovich 2005; Emingt al 2007]. In der Vergangenheit konnte jedoch wieder-
holt aufgezeigt werden, dass ein Entgleisen der inflammatorisch&o/Armft in Asso-
ziation zu chronischen Wundheilungsstérungen steht [Ratnalr 1995; Lootset al.
1998; Wetzleret al. 2000a; Diegelmann 2003; Goret al. 2003a; Kampferet al.
2005]. Daher ricken neben Mechanismen, die den Influx und die lokale Ppésentz
zuindlicher Zellen regulieren [Wetzlet al. 2000a; Gillitzer und Goebeler 2001; Goren
et al 2003a], zunehmend Proteine aus der Familiesdppressor of cytokine signaling
(SOCS) in den Fokus der Pathogenese chronischer Heilungsstorungen pugl.4kKa
Mit der Entdeckung von SOCS1 im Jahr 1997 festigte sich das Wissen égePdote-
infamilie und bestatigt die Vermutung, dass Proteine der SO@#i&aufgrund ihrer
potenten inhibitorischen Eigenschaften innerhalb der negativen Rickkopphiegdesc
des Zytokinsignalwegs eine Schlisselposition in der intrazellulaomtrélle der Ent-
zundungsantwort einnehmen [Statr al. 1997; Endoet al 1997; Nakaet al 1997;
Kuboet al 2003; Wormald und Hilton 2004; Yoshimwtal. 2005 und 2007].

Die hohe Relevanz einer stringenten intrazellularen Kontrollekzytermittelter bio-
logischer Prozesse wird in einer Vielzahl verschiedener febdestétigt, in denen
Veranderungen der Expressionsspiegel von STAT3/ SOCS3 eng mit tHeplBetio-

logie entzindlicher Erkrankungen wigolitis ulcerosa Morbus Crohnoder rheuma-
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toider Arthritis in Verbindung gebracht werden (vgl. Kap. 1.4.2) [Suaikal 2001,
Shoudaet al 2001; Lovatoet al 2003]. Unterstiitzung finden diese Erkenntnisse in
Arbeiten, in denen eine wirkungsvolle Antagonisierung proinflammatorisShgral-
kaskaden durch die Applikation von homologem SOCS3 realisiert werden k&ante.
gelang es durch die periartikulare Injektion eines SOCS3-Adenagvitas” Schwere-
grad einer kollageninduzierten Arthritis im Mausmodell drakt®e senken [Shoudzt

al. 2001]. Die Applikation eines membrangangigen SOCS3-Derivates schignein
weiteren Tiermodell vor akutem Organversagen, das infolge einer Adeierten,
massiven Entzindungsreaktion letal gewesen waret [db2005].

Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass auch die Akutphase des Kitandn
heilungsprozesses von einer drastischen Induktion des regulatorisoteindP50OCS3
begleitet wird (Abb. 11.1). Diese steht klar in zeitlicher rikaation zur initialen Ent-
zundungsreaktion und ist daher mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Dangguhgr
flammation beteiligt, deren diskontinuierliche Terminierung eine gagefide Voraus-
setzung fur den Ubergang in die sich anschlieBende und bereits parajieiéte
Heilungsphase darstellt [Martin 1997; Singer und Clark 1999; Falanga 2005].
Entgegen der Annahme, dass vorwiegend infiltrierende Immunzellen iisZgtakin-
responsive Zellen fir die ausgepragte SOCS3-Induktion im Wundareatweitioh
seien, zeigten sich Keratinozytensubpopulationen der Wundrander ajsadiemi-
nierende SOCS3-exprimierende Zellpopulation in der Akutphase deunige{Abb.
[11.2). Unterstitzt wird diese Beobachtung durch mehienétro Studien, in denen di-
verse heilungsrelevante Mediatoren wie IL-6, Ik-ITNF-, IFN-y, TGF«, HGF, EGF
und NO eine Induktion von SOCS3 in primaren humanen und murinen Keraginozyt
und in Zellen der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT hervorripgfamasakiet al
2003; Tokumartet al 2005a; Goreret al 2006a]. Auch konnten in Hautbiopsien von
Patienten mit Atopischer Dermatitis erhdhte ExpressionsspiegeS5OCS3 in epider-
malen L&sionen nachgewiesen werden, was dariber hinaus die peskaliesale Ver-
bindung zwischen einer SOCS3-Fehlregulation im epidermalen Kompaittiund
pathologischen Veranderungen in der Haut bekraftigt [Horiethl 2006; Ekelundet

al. 2006]. Unter diesem Gesichtspunkt ist besonders interessant, dassnadiabe-
tisch-gestorten Heilungsverlauf Leptin-defizienwéfobMause erhéhte SOCS3-Spiegel

in Wundrandkeratinozyten sowie im atrophischen Neoepithel detektiert nviohs-
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ten, die im volligen Gegensatz zum Heilungsgeschehen stoffwechselge$ierddnis

in spate Heilungsphasen deutlich erhdht blieben (Abb. 111.3). Esksinbg dass chro-
nische Wundheilungsstoérungen in diabetisctiiefulb undob/obMausen von einer ver-
starkten und lang anhaltenden Entzindung begleitet werden, die durch eine Bdréht
sistenz Neutrophiler Granulozyten und Makrophagen charakterigi¢Wweszler et al
2000a; Kampfeet al. 2005; Goreret al. 2003a, 2006b und 2007]. Diese Immunzellen
reprasentieren im Wundareal die Hauptquelle proinflammatorigghiekine wie TNF-

a, IL-1B oder IL-6 [DiPietro 1995; Feikeet al. 1995; Hibneet al 1996]. Es ist daher
anzunehmen, dass zwischen einer erhéhten und verlangerten Prasenzimabeinéz
Mediatoren und der beobachteten erhéhten Expression von SOCS3 ein kausater Zus
menhang besteht, zumal die Substitution des fehlenden Leptins iobG#rMaus
neben einer deutlichen Verbesserung der Heilungssituation auch zD&mpfung der
Entzindungsreaktion fuhrte, die von einer Normalisierung der SOCS3sSkpram
Wundareal begleitet wurde [Fraek al 2000; Goreret al 2003a]. Letztlich verweisen
bereits die in der Initialphase dieser Arbeit erhobenen Dateeimeiferhohte Relevanz
dessuppressor of cytokine signalidgftir die Regulation der entztindlichen Akutphase
des Heilungsprozesses. Sie implizieren dartber hinaus eine mdgtibhissselposition
des Proteins in der Kausalkette pathogener Verdnderungen, die in dee @arani-
scher Wundheilungsstérungen von Bedeutung sein konnten. Inwiefern diesheatetli

Fall ist, soll in Kapitel IV .3 anhand weiterer Daten diskutiert werden.

2 Das transgene Mausmodell: organspezifische SOCS3-
Expression in basalen Keratinozyten

2.1  Transgene Mause als Modellsysteme der biomedizintsen
Forschung

In der vorliegenden Arbeit ist auf Basis der Pronukleusinjek&ahsiik erfolgreich ein
transgenes Mausmodell etabliert worden, das nachga@mof functiorPrinzip SOCS3
in basalen Keratinozyten Uberexprimiert. Zur Klonierung des transgeoesiruktes
wurde dabei auf einen Vektor zurtickgegriffen, der bereits die Proraqt@sz sowie
das Splice- und Polyadenylierungssignal des bovinen Zytokeratin 5-GenAbig
[11.4), wobei die Frage nach der biologischen Aktivitat des bovinen ieramotors
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im murinen Organismus bereits positiv beantwortet werden konnwaf@eeset al
1994; Ramirezt al 1994]. Darlber hinaus ist es mehrfach gelungen, unter Verwen-
dung dieser Expressionskassette transgene Mause zu generien, Bisis ahnlich
angelegter Wundheilungsstudien erfolgreich eingesetzt wurden [Maral 2001;
Amendtet al 2002; Riccet al. 2005].

Die verwendete Methodik der Pronukleusinjektion stellt zwar ldést&, aber dennoch
eine noch immer haufig eingesetzte Verfahrensweise dar, deregil& anteiner mehr

als 20-jahrigen Erfahrung und einem relativ geringen Klonierungsaufwagehli Ein
bedeutender Nachteil liegt jedoch in der unvorhersehbaren randoemsiet¢gration
des Transgens in variabler Kopienzahl, womit Positionseffekte awsituschliel3en
sind [Rulicke und Hubscher 2000; Wall 2001]. Um dennoch reproduzierbare [@aten g
nerieren zu kdénnen, sind insgesamt vier transgene Linien etablieteény wobei jede
Linie per definitionemauf ein eigenes Foundertier zuruckfuhrt (Abb. 111.6). Daruber
hinaus wurden zwei verschiedene Inzuchtstimme (FVB/N und C57BL/§¢ésische
Hintergrinde gewahlt, um die genetische Variabilitat innerhalb smddells zumin-
dest etwas zu streuen.

Auch wenn tierexperimentelle Studien mit genetisch modifizidvteasmodellen in der
biomedizinischen Forschung weit verbreitet sind, stellt sich grunddatdle Frage
nach der Ubertragbarkeit des verwendeten Modells auf dascletitkussierte humane
Krankheitsbild. Es ist bekannt, dass das Mausgenom aufgrund einer geviZgd
repetitiver Sequenzen ca. 10% kleiner als das humane Genfvursi et al 2002].
Dennoch konnten Wissenschaftler des Unternehn@aisra Genomicwor wenigen
Jahren eine beeindruckend hohe Ubereinstimmungsrate der Gene delsrtaasoms

16 und Chromosomen des humanen Genoms (3, 8, 12, 16, 21, 22) feststellerefMural
al. 2002]. Von 731 Genen des murinen Chromosoms 16 konnten nur 14 nicht im
menschlichen Chromosomensatz detektiert werden. Diese Erkenprticist detztlich

fur die Labormaus als ein durchaus geeigneter Kompromiss adudee nach einem
Modelltiersystem mit geringen Haltungsansprichen und gleichzeitig iém@roduk-
tivitat. Als lebender Organismus ermdglicht es letztlicrerimesentlich tieferen Ein-
blick in die Funktionsweise eines komplexen biologischen Systems uiidt loksher
gegenibeilin vitro-Studien an isolierten kultivierten Zellen eine deutlich gestiage

Aussagekraft.
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2.2 Geno- und Phanotypisierung

2.2.1 Genotypisierung der transgenen Linien

Neben dem DotBlot-Verfahren stellt der Southern Blot die Method&\iddrl dar, auf
deren Basis zuverlassig Aussagen zur Transgenitat der Foundgeiss#en werden
kénnen. Im ldealfall erhalt man zusatzlich zum Genotyp Kenntnis Ubearngdjefahre
Zahl der integrierten Kopien und Hinweise zur Zahl der Integratiamsomie zur Ori-
entierung so genannt&andem-repeatfSchneider und Wolf 2005]. In der vorliegenden
Arbeit ist zur Bestimmung des Genotyps der Foundertiere ein SoutherduBchge-
fuhrt worden, der durch eine PCR-Analyse unterstitzt wurde (Abb.. IUéjler war

die Aussagekraft des durchgefiihrten Southern Blot limitiert, wasseladinlich auf
eine begrenzte Empfindlichkeit der Sonde und eine nicht optimaleeAnfing der
DNA-Fragmente im Agarosegel zurtickzufuhren ist. So kann die d&hintegrierten
Kopien nur abgeschatzt werden, da ausschlief3lich aus der Positivkonlimkech aus
1ng pBKS(+)K5-SOCS2®rgab (ca. 100 Kopien), ein deutliches Signal resultierte. Be-
kanntlich steht jedoch die Zahl der Kopien nicht in Korrelation mit dersmald der
Transgenexpression [Rilicke und Hubscher 2000], so dass detailliestendtibnen

zur Kopienzahl von geringerer Relevanz sind.

Weiterhin konnte aufgrund des Fehlens so genafilatgking bandseine Aussage zur
Zahl der Integrationsorte getroffen werden. Aufgrund des Transgentraiosisinisges-
ters zwischen F1 und F4, das jeweils nahe an der nach Mendel zterdga Haufig-
keit von 50% lag, kann dennoch mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen wer-
den, dass es bei den spater verwendeten Linien 3, 8, 12 und 13a jeweilenunte-

grationsort gab.

2.2.2 Charakterisierung der Transgenexpression

Aus den 14 Transgen-positiven Foundertieren wurden vier fertile, hygotiransgene
Linien etabliert. Somit ist offensichtlich im Gegensatz zum esygchen SOCS3-
Knockout weder der konditionelle epidermale Verlust des SOCS3-Geals,die epi-
dermale Uberexpression von SOCS3 letal [Robetrtal 2001; Zhuet al. 2008]. Des
Weiteren wies keine der etablierten Linien morphologische Anemalder atypische

Verhaltensmuster auf, die auf moégliche Insertionsmutationen hindeuten kdhmten.
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Analogie zur Haut konditioneller Keratin Gre-vermittelter STAT3-Knockout-Mause
entwickelte sich die Haut transgener Tiere normal (Abb. [[[S3no et al 1999].
Ulzerationen und Stérungen des Haarzyklus, wie sie im STAT3-Knockeutabi der
zweiten anagenen Phase beobachtet wurden, waren jedoch nicht zu verzZ&ehoen
et al 1999]. Initiale mMRNA-Expressionsstudien in Tieren der F2-Generd#&omhinien

3 (FVB/N) und 13a (C57BL/6) zeigten anhand markiegstisenseSonden, die im
Ubergangsbereich von der kodierenden Sequenz zur 3-UTR hybridisieren, eine
deutliche SOCS3-Uberexpression in der Haut transgener Tiere (AG. Dhabei ist zu
vernachlassigen, dass die verwendete Sonde neben Transkripten des Transgens
endogene SOCS3-mRNA detektiert, da bekannt ist, dass SOCS3 einer engen
transkriptionellen Regulation unterliegt [Krebs und Hilton 2000; @makyh und Hilton
2001]. Der basale Spiegel in der Haut nicht-transgener Tieréliggich deutlich ge-
ringer aus und befand sich nahe an der Detektionsgrenze des Assagghwai Er-
kenntnissen aum vitro-Studien in primaren Mauskeratinozyten und der HaCaT-Zell-
linie deckt [Goreret al. 2006a]. In Ubereinstimmung mit publizierten Daten zur Keratin
5-Expression und einer Arbeit, in der auf Basis desselben Promainsgéne Mause
generiert wurden, konnten leicht erhéhte mRNA-Spiegel auch in Lung®lilmdetek-
tiert werden (Abb. 111.7) [Mollet al. 1982; Staret al 1997; Neufangt al 2001; Rico

et al 2005]. Minimal erhtéhte Spiegel im ZNS finden jedoch bislang keirstéBgung

in der Literatur.

Im Western Blot und anhand immunhistochemischer Farbungen der Riuckenkge# ne
borener Mause sowie adulter Schwanzhaut konnte nachgewiesen werdedaslass
MRNA-Transkript des Transgens tatsachlich in ein Protein Ukemsit, welches mit
ca. 30kDa dem zu erwartenden Molekulargewicht und letztlich demodénRontrolle
(HEK-Zellen, transfiziert mit muriner SOCS3-cDNA) entspti¢Abb. 111.7). Zumin-
dest wiesen ausschlieRlich Proben, in denen hohe SOCS3-mRNA-Meng&tiedet
wurden, ebenso deutlich erhbhte Mengen an SOCS3-Protein auf. Deslit&ndige
Ausbleiben einer STAT3-Aktivierung in isolierten transgenen prim&eratinozyten
bewies letztlich die biologische Aktivitat des transgenen ProdutéeSOCS3 als nega-
tiver Regulator der IL-6/gp130-vermittelten STAT3-Phosphorylierung hinegid be-
kannt ist (Abb. 111.10) [Yamasalket al 2003; Goreret al 2006a; Zhanget al 2006;
Zhu et al 2008]. Daruber hinaus konnten in transgenen Tieren verschiedenar Linie
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ausschlief3lich Zellen des epidermalen Kompartiments sowohl RifAnals auch auf
Proteinebene als stark SOCS3-exprimierende Zellen identifigerden, was sich sehr
gut mit dem zu erwartenden Expressionsschema und bereits publizietem dzckt
(Abb. 111.7/ Abb. 111.8) [Amendtet al 2002; Neufan@t al 2001; Cataissoet al 2003].

3 Eine persistente Entztindungsreaktion als Merkmal

einer gestorten Wundheilung: kausal, sekundar oder

epiph&nomenal?
Eine akute Entzindungsreaktion wahrend der Initialphase der kutanen Wundbégilung
als logische Konsequenz einer Schadigung des Hautgewebes und wird zudéch-als
tiger integraler Bestandteil des Heilungsgeschehens aufgefabsl. \Warde ihre phy-
siologische Bedeutung in der Vergangenheit zunachst auf eine adaqugesrdinehr
reduziert, um spéater die Hypothese aufzustellen, die unter ma®gelBeteiligung in-
filtrierender Immunzellen initiierte akute Entziindungsphase sei ssenéeller Bedeu-
tung fur die Koordination heilungsrelevanter Prozesse (vgl. Kap. |.2.R)do 1995a;
Martin 1997; Singer und Clark 1999; Emiagal 2007]. Allerdings scheint es dennoch
berechtigt, die uneingeschrankte Giltigkeit dieser Auffassung meFza stellen. So
existieren einerseits mehrere Arbeiten, aus denen eindrucksvadrdpeint, dass in im-
munzelldefizienten oder stark immunzellsupprimierten Wunden eilurtgsierfolg kei-
nesfalls zwangslaufig verzdgert eintreten oder gar ausbleiben[8iogsson und Ross
1972; Moriet al. 2002; Doviet al 2003; Martinet al 2003]. Teilweise konnte nach
systemischer Neutralisierung neutrophiler Granulozyten sogar eistesdn@ Beschleu-
nigung der Reepithelialisierung beobachtet werden [[@owal 2003]. Andererseits ist
eine UberschieRende Entzindungsreaktion, die durch die Persistenz von Neuatrophi
und mononuklaren Zellen im Wundareal gekennzeichnet ist, sowohl im muilsen a
auch im humanen Organismus ein typisches Charakteristikum chronidchwhei-
lungsstorungen (vgl. Kap. 1.3) [Rosnet al 1995; Lootset al 1998; Wetzleret al
2000a; Goreret al 2003a; Diegelmann 2003]. Daraus folgt, dass das Wesen der Ent-
zundungsantwort oft als januskopfig beschrieben wird. Bemerkenswertsistbidéang
trotz der zahlreichen Arbeiten, die auf einen destruktiven Grundckaker chroni-
fizierten Entzindung hinweisen, nur unzureichend geklart ist, ob eine unkort&ollie

Inflammation als Ursache oder Folge der Heilungsstérung zu werten ist.
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Zusatzlich zu den bereits bekannten Charakteristika einer Ub&solen Entziindung
konnte in der vorliegenden Arbeit auf ein weiteres Merkmal heilungselater, diabe-
tischer Wunden im insulinresistentebh/obMausmodell aufmerksam gemacht werden,
welches sehr wahrscheinlich eine Schlusselposition in der Atiotigfietischer Wund-
heilungsstorungen im Tiermodell einnimmt: Im Gegensatz zu stofiwgessmden
Mausen zeigten heilungsdefiziente Wunden diabetisobhéobMause eine deutlich
verlangerte Expression von SOCS3, die sich nahezu ausschliel3ligeratihozyten
der unterentwickelten Epithelrander und der dystrophen Neoepiderniiskiilren
lie (Abb. 111.3). Basierend auh vitro- undin vivo-Erkenntnissen, die SOCS3 als ein
mit der Keratinozytenproliferation interferierendes Proteinchesben [Goreret al
2006a; Abb. 1ll.2 ] sowie der Tatsache, dass Wundrandkeratinozyten akthe i
Bereitstellung proentzindlicher Mediatoren involviert sind [Wetae al. 2000a/b;
Gillitzer und Goebeler 2001; Gorezt al. 2003a; Benoiet al 2004; Cataissoet al.
2006; Tokuraet al. 2008], ergaben sich zwei grundlegende Fragenkomplexe. Diese
sollten helfen, die Rolle von SOCS3 in der Pathophysiologie diabetischeda zu

erortern und zu verstehen:

1. Ist die in Wundrandkeratinozyten anhaltend erhéhte Expression von SOCS3 mdogli
cherweise ein zentraler Baustein in der Pathogenese diabeti$ei@ngsstorun-
gen - und zwar eigenstandig und unabhangig vom insulinresistenten Phanotyp der
ob/obMaus? Wenn ja, wirkt sich dann eine SOCS3-Uberexpression in Wundrand-
keratinozyten stoffwechselgesunder Tiere im Bezug auf das Heilungsseréian-
lich aus?

2. Fuhrt eine Dysbalance der intrazellularen SOCS3-Expression in Ahdidrati-
nozyten derb/obMaus unter Umstanden direkt zu einer Modifizierung des Ke-
ratinozytenphanotyps hin zu einer proinflammatorisch-polarisiertere,Zei# in
Folge maRRgeblich an der Aufrechterhaltung des Entziindungsprozessapi@sdrti
oder ergibt sich die Uberschie3ende Inflammation sekundar aus eitigtegesnd

dadurch verzégerten Reepithelialisierung des Wundareals?
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3.1  Die Wundheilungssituation im transgenen Mausmodell:
Parallelen zu Merkmalen heilungsdefizienter diabescher
Wunden

Bezug nehmend auf den ersten Fragenkomplex konnte anhand des transgenem Mausm
dells tatsachlich aufgezeigt werden, dass allein eine regtsikdpidermale Uberexpres-
sion von SOCS3 in einer ansonsten stoffwechselgesunden Maus geniugteieom ei
Wundphanotyp zu erzwingen, der deutliche Parallelen zum Wundbild einenresigt
tentenob/obMaus aufwies. So zeigten sich &hnlich der Morphologie diabetis¢har

den bereits am funften Heilungstag deutliche Unterschiede in @é&eGles HE trans-
gener Tiere verglichen mit dem der Wildtyp-Geschwister (Abb. IIALH. 111.16). Die
absolute Keratinozytenzahl im HE transgener Mause war wik digc Zahl BrdU-
positiver Keratinozyten im HE dieser Tiere signifikant geringst wies damit klar auf
dystrophe Verhaltnisse im Epithelrand hin (Abb. 111.15/ Abb. 111.17). Siokchlies-
sendein vitro-Studien belegten auf der Basis isolierter primarer murineat®zyten

eine Reduktion der Zellteilungsaktivitat konstitutiv-SOCS3-exprimiere@a@dien um

bis zu 43% und bestétigten somit Daten aus HaCaT-Keratinozyten|{(Abb) [Goren

et al 2006a]. In der Konsequenz verzogerte sich der Wundschluss in SOCS3-Uberexpri
mierenden Tieren gegenuber nicht-transgenen GeschwistertieramVdenelen bereits

am siebten Tag nach Verletzung nahezu vollstandig reepithelialisaedn (Abb.
[11.14). Dartber hinaus konnte in TgN(K5SOCS3)-Mausen eine verstanktéang an-
haltende Prasenz neutrophiler Granulozyten und Makrophagen fur derteyestéi-
lungsverlauf attestiert werden (Abb. 111.22/ Abb. 111.23). Die Zahl dutrophilen

blieb sogar bis zum siebten Heilungstag signifikant erhéht und spielgaitie eine Si-
tuation wider, die erneut mit dem Erscheinungsbild heilungsdefizientedéw diabeti-
scher Mause vergleichbar ist [Wetzétral. 2000a; Goremet al 2003a]. In Folge dessen
war auch die Expression der prototypischen Entziindungsmarker Cyclooxygenase
(COX)-2 und induzierbare NO-Synthase (iNOS) bis in spate Heilungsplsagnifikant
erhoht, was die Existenz einer Uberzogenen inflammatorischen Anbwaeh deutlich
verzogert abheilenden Wunden transgener Méause zusatzlich bestatigti(Adst).
Auffallig war die unterschiedliche Lokalisation COX-2-exprimiater Subpopulatio-

nen von Keratinozyten im HE transgener und nicht-transgener MausedeDtlich

erhdhte Expression in basalen und suprabasalen SOCS3-liberexpdemekamatino-
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zyten konnte als zuséatzliches Indiz einer vorzeitig initiie#iferenzierung gewertet
werden, die jede weitere Zellteilung ausschliel3t, wenngleich aue6tuie das COX-
2-Isoenzym klar mit dem Differenzierungsprozess in Verbindung bringeht lentro-

verse Erkenntnisse hervorgegangen sind [Eeaiat 1993; Neufangt al 2001].

Es ist bereits mehrfach erwé&hnt worden, dass infiltrierend&dzayten potente Produ-
zenten proinflammatorischer Zytokine darstellen [DiPietro 1995; Hiénal 1996].
Dementsprechend folgte die Expressionskinetik der proinflammatoriséyiekine
TNF-o und IL-13 in den Wunden transgener Tiere der verlangerten Prasenz der Im-
munzellen (Abb. 111.18) und fugt sich - wie auch die verlangerte Vertlkgitachemo-
taktischer Zytokine (Abb. 111.19) - weiter in das Gesamtbild eiieéfregulierten In-
flammation ein, wie es von diabetisch-chronischen Wunden im Mausniedalhnt ist.
Dabei ist anzumerken, dass eine korrekte Bestimmung der Proteinkatinerder Zy-
tokine und Chemokine stark vom Vorhandensein des Wundschorfes auf der Wunde ab-
hangig ist und durch einen Verlust desselben deutlich limitiert wirdlieldMehrheit
neutrophiler Granulozyten im Schorf zu finden ist [Gageal 2003a].

Es kann somit zusammengefasst werden, dass eine erhbhte SOCSSi&ixpmdsera-
tinozyten auch in stoffwechselgesunden Mausen zu einer Verzdgerung tdeerku
Wundheilung fuhrt, wobei sich das Wundbild transgener Tiere durch Merkamale
zeichnet, die in @hnlicher Form fir heilungsdefiziente chronische @uhdschrieben
sind. Dazu z&hlt die verlangerte und erhdhte Prasenz neutrophilenl&ngen und
Makrophagen sowie proinflammatorischer Mediatoren, die das typissc@dinungs-

bild einer pathologisch-tberschiel3enden Entziindungsreaktion vervollstandigen. Zu kla
ren bleibt nun die Frage nach der funktionellen Verkntpfung zwischenTdamsgen

und dem Wundphanotyp, deren Mechanismus sich mdglicherweise auf die Pathogenese

der Heilungsstorung in deb/obMaus lbertragen lasst:

1. Existiert eine direkte Verbindung zwischen einer anhaltend erhohteiigidarkeit
von SOCS3 in Wundrandkeratinozyten und einer mdglicherweise potenzierten
Sekretionsleistung proinflammatorischer Mediatoren dieser Zellen?

2. Ergibt sich die UberschieBende Entziindung sekundéar aus dem Defizit Re-der

epithelialisierung transgener Wunden?
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3.2 Die Entziindung als direkte Folge eines modifizierte
Keratinozytenphanotyps?

Bekanntlich sind Keratinozyten maRRgeblich an der Sekretion chemoteatigytokine
im Wundareal beteiligt, was in dieser Arbeit zweifelstrestatigt werden konnte (Abb.
[11.20/ Abb. 111.21/ Abb. 111.29) [Wetzleret al. 2000a/b; Gillitzer und Goebeler 2001;
Gorenet al. 2003a; Benoiet al. 2004; Cataissoat al. 2006; Tokureet al. 2008]. Nach
Auswertung der immunhistochemischen Farbungen (Abb. 111.19 bis Abb. Ilirdape
sich fir SOCS3-uberexprimierende Wundrandkeratinozyten tatsachhiehkatische
Rolle bezuglich ihrer Potenz zur Aufrechterhaltung des Entziindungsgesshdben
trotz der um ein Vielfaches geringeren absoluten ZellzahHEntransgener Wunden
waren die MCP-1/ CCL-2 und MIP-2/CXCL-2-mRNA-Spiegel im Veigjezur nor-
mal heilenden Wunde erhdht, was auf eine deutlich erhdhte Synthesejdistnsgener
Keratinozyten zurtickgefihrt werden kdnnte. Obwohl SOCS3 als negativer R®egula
einer exzessiven proentzindlichen Signaltransduktion bekannt ist, war anisii-
schlief3en, dass eine anhaltende Fehlregulation der SOCS3-Expetssiomodifizierte
proinflammatorische Responsivitat hervorrufen konnte. Moglich wéare zuspiBe
dass langfristig pathologisch-erhéhte SOCS3-Spiegel die sensilalecBaller Regula-
tion inflammatorischer Signalkaskaden stéren konnten. So wurde in huiiameazy-
ten kirzlich gezeigt, dass abnormale SOCS3-Spiegel im Gegensaltysiologischen
Mengen dazu fuhren kdnnen, dass die tber IL-10-vermittelte suppressikeng/auf
die TNFa-Produktion nach LPS-Stimulation wesentlich geringer ausfallt, wermhglei
die Rolle von SOCS3 in der Kontrolle der antiinflammatorischen Edaerfiten von IL-
10 in Monozyten durchaus kontrovers diskutiert wird [Pe¢lal 2006]. Messungen der
Chemokinsekretion isolierter transgener Keratinozyten nach Stionlait Zytokinen
ergaben jedoch im Vergleich zu nicht-transgenen Zellen nur fUP{WCCL-2 signi-
fikant erhohte Mengen des Chemokins im Uberstand (Abb. 111.29). Die Hygmotires
modifizierten, proentzindlich-ausgerichteten Keratinozytenphanotypsiésstomitin
vitro nicht eindeutig bestéatigen und scheidet als alleinige Ursache firidiéung der

gestorten Wundheilung transgener Mause aus.
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3.3  Defizite in der Wundreepithelialisierung als Ursachesiner
potenzierten Entziindung?

Es ist hinreichend bekannt, dass Proliferations- und Migrationsgezagsdermaler
Zellen malRgeblich an einer raschen und komplikationsfreien Abheilung kiMaret-
zungen beteiligt sind, da es gilt, das Wundareal schnellstmdglich éur strukturier-
tes Neoepithel zu verschlie3en und somit die Barrierefunktion aletr fdsch zu regene-
rieren [Martin 1997; Singer und Clark 1999; Falanga 2005]. Ebenso istklss,jede
Verzogerung in der Wiederherstellung dieser Barriere das Risiley eusatzlichen
Traumatisierung des Wundareals durch biologische, chemische oder phyisék&lis-
xen potenziert. So existieren beispielsweise mehrere ArbeiterjndieBiofilmbildung

in der offenen Wunde als typische und fir den Heilungserfolg als durchéisshkeau
bewertende Komplikation chronischer Wunden thematisieren [Edwards ardingi
2004; Bjarnsholet al 2007; Jamest al 2008; Kimet al. 2008]. Interessant ist, dass
eine mikrobielle Kontamination der Wunde nicht zwingend zur Auspragungdthie
Anzeichen einer Infektion fihren muss. Schlie3lich ergibt sichltgiPaozesse, die mit
der Reepithelialisierung des Wundbereiches interferieren, eitiechke Schlusselposi-
tion wahrend des gesamten Heilungsprozesses.

Als Initiatoren und Regulatoren der Keratinozytenproliferation ungjration gelten
Zytokine wie IL-6, verschiedene Vertreter der EGF-Familie (EGEF-o, heparin
binding (HB)-EGFike facto) und Wachstumsfaktoren wie KGF und HGF, die von
zahlreichen infiltrierenden Immunzellen aber auch residentdarZiel das Wundgewe-
be sezerniert werden [Gniadecki 1998; Werner und Grose 2003; $amorGaudino
2005; Liet al. 2006]. Dabei konnte wiederholt gezeigt werden, dass der Transkriptions-
faktor STAT3, der Uber gp130-basierende Rezeptoren (IL-6-Rezeptedklass auch
Uber Rezeptortyrosinkinasen (RTK) wie dem EGF-Rezeptor aktiwiertlen kann,
offensichtlich eine wichtige Position sowohl in der Transkriptiogrations- als auch
proliferationsrelevanter Gene einnimmt [Zhagtgal 1994; Sanet al 1999 und 2005;
Hirano et al 2000; Tokumarwet al 2005a/b]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass STAT3
in kultivierten und basalen Keratinozyten exprimiert wird und dassS3CAs Bestand-
teil der negativen Ruckkopplungsschleife in diesen Zellen in der isggie Aktivie-
rung von STAT3 zu unterbinden (Abb. 111.10) [Samioal 1999; Yamasalet al 2003;
Quadroset al 2004; Tokumarwet al. 2005a/b; Gorert al 2003 und 2006a]. Im Um-
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kehrschluss fiuhrte der epidermale SOCS3-Knockout zu einem offeicbicBTAT3-
vermittelten, abnormen Proliferationsschub in Wundrandkeratinozytespétar durch

den simultanen Knockout von SOCS3 und gp130 grof3tenteils unterdriickt werden konn-
te [Zhuet al 2008]. Auch werden in diesem Kontext in letzter Zeit zunehmend patholo-
gische Veranderungen, die mit einer abnormalen Proliferationsaképitdermaler Zel-

len einhergehen (Psoriasis, Plattenepithelkarzinome), mit @berdurchschnittlichen
Verfugbarkeit an aktiviertem STAT3 in Verbindung gebracht [Quaditoal 2004;
Sanoet al 2005].

Trotz dieser zahlreichen Hinweise auf einen funktionellen Zusanamg zwischen
wundheilungsrelevanten Prozessen wie Keratinozytenproliferation marggtation ei-
nerseits und SOCS3 als potentem Regulator offensichtlich invelvisignalkaskaden
andererseits existieren keine Daten, die eine direkte kausetaiygpéung zwischen er-
hohter epidermaler Prasenz dieses Proteins und Wundheilungsstérungelteheist
dieser Arbeit konnte aufgrund der folgenden Erkenntnisse erstmals kacWeerhar-

tet werden, dass eine lang anhaltend erhéhte Expression von SOCSatindggten

des Wundrandes als zentrales Element in der Kausalkette von Wungbstérungen

im ob/obMausmodell gewertet werden muss:

¢ Immunhistochemische Farbungen gegen SOCS3 und Ki67 in benachbarten Serien-
schnitten stoffwechselgesunder und diabetischer Mause lie3en verm@esjaa
eine Koexpression beider Antigene in derselben Zelle ausschlief$timpliziert,
dass eine stark SOCS3-positive Zelle mitotisch inaktiv ist (Abb/ b. 111.3).

e Wundréander diabetischeb/olbMause zeichneten sich neben der verlangerten Pra-
senz von SOCS3 durch eine ausgepragte Atrophie des Neoepithels aus (Abb. 111.3).

¢ Die Reepithelialisierung von Wunden transgener, SOCS3-uberexpmaézrilau-
se war deutlich retardiert (Abb. 111.14/ Abb. 111.16).

e Die absolute Keratinozytenzahl im HE transgener Mause waraucé die Zahl
BrdU-positiver Keratinozyten im HE dieser Tiere signifikant ggerr als im HE der
Wiltyp-Tiere (Abb. 111.15/ Abb. 111.17).

e In vitro-Studien auf Basis isolierter primérer muriner Keratinozyielegten eine
Reduktion der Zellteilungsaktivitat konstitutiv-SOCS3-exprimierendellen um
bis zu 43% (Abb. 111.11).
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e Die Migrationsaktivitat isolierter transgener Keratinozytear wyemessen an der
Zahl migrierender Zellen bis zum Faktor 5 geringer als dibtfiransgener Zellen
(Abb. 111.12).

e SOCS3-uUberexprimierende Keratinozyten zeigten Indizien einenitaegh Ausdif-
ferenzierung (Abb. 111.12/ Abb. 111.13).

Bezuglich derin vitro-Migrations- und Proliferationsuntersuchungen ist anzumerken,
dass weder IL-6 noch TGé-eine Steigerung der Migration/Proliferation im Vergleich
zur Kontrollsituation unter Vollimedium (KGM) hervorrufen konnten. Die plzelste
Erklarung dieser Beobachtung liegt im Fehlen des BPE (boviner Hypophysk&t)extra
Zusatzes in den verwendeten KBM-Medien, die als Basismedighef@timulation mit

IL-6 und TGFe dienten. Bereits vor einigen Jahren konnten aul3erst potente mitogene
und synergistisch-motogene Eigenschaften fir BPE aufgezeigt werdeet[& al
1992]. Weiterhin ist anhand der geringeren Reduktion der ZellproliferatioNar-
gleich zur migratorischen Aktivitat erkennbar, dass die JAK2/ SSF#drmittelte Sig-
naltransduktion, die im Mittelpunkt der Intervention durch SOCS3 stightie Initi-
ilerung und Regulation der Zellmigration von offensichtlich grof3erer iBadg ist als

fur die Transduktion mitogener Signale. Dies ist nicht abwegig, danbelst, dass der
RTK/Ras/Erk-Signalweg den potentesten mitogenen Signalweg dafistediari und

Rinn 2007; McKay und Morrison 2007]. Mdglicherweise spielt aber auch Q&SI

eine Rolle, denn es konnte gezeigt werden, dass SOCS3 trotz der leddearsaten po-
tenten Hemmung der STAT5-Aktivierung in Abhéngigkeit vom Phosphorylierungssta-
tus in der Lage ist, durch Hemmung des Ras-InhibpaZ)RasGAReine Aktivierung

der MAP-KinaseERK aufrecht zu erhalten [Cacalaabal 2001].

Letztlich konnte allein durch die Uberexpression eines einfgeteins innerhalb eines
isolierten histologischen Kompartiments ein komplexes Wundbild geeerigerden,

das dem Wundphéanotyp einer insulinresisteriefobMaus und dariber hinaus dem
eines systemischen IL-6-knockouts stark &hnelt, ohne dass Konpidgatexistent wa-

ren, die aus diabetischen Phanotyp resultieren wirden [Gadtieti 2000; Linet al
2003; Goreret al 2003a und 2006a]. Offensichtlich reprasentiert die durch das Trans-
gen deutlich reduzierte mitotische und migratorische Aktivitatvlendrandkeratino-
zyten, die zudem mit einer verfrihten terminalen DifferenzierungZdien in Asso-

ziation zu stehen scheint und zu dystrophen epithelialen Wundrandern féhzendi
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trale Aussage fur das Verstandnis der verzdogerten Heilung msgieaen Mausmodell.
Gleichzeitig ist es nach Kenntnis dieser Daten sehr wahnéiche dass die im transge-
nen Mausmodell beobachtete UiberschieRende Entziindung eine Folge demgRstorte
epithelialisierung ist und somit ein sekundéres Phadnomen darste#itld3st weiterhin
die Hypothese zu, dass auch die in der diabetisch&bMaus existente abnorme In-
flammation nicht die primare Ursache, sondern lediglich eine Folgeretardierten

Wundschlusses darstellt.

3.4  Entzidndung: ein Epiphanomen verzdgert heilender Wundn?

Um die Hypothese, die massive Entziindungsantwort in der transgenendvlaimsse-
kundarer Effekt des retardierten Wundschlusses, von einer grundsitzianktions-
storung antiinflammatorischer Regelkreise differenzieren zu kénsiediei Expression
des prototypisch-antientziindlichen Wachstumsfaktors FGiralysiert worden - ein
Faktor, fur den bekannt ist, dass er wahrend des Wundheilungsprozessestagken
Induktion unterliegt und zudem als potent-immunmodulatorisches Zytokiie iRegu-
lation der Entziindungsreaktion involviert ist [Fragtkal. 1996; O’Kane und Ferguson
1997; Ling und Robinson 2002]. Obwoinl vitro-Untersuchungen ergaben, dass die
Isoformen TGR31 und $2 im humanen Organismus durchaus &hnliche Eigenschaften
aufweisen [Stoeckt al 1989; Schluesenet al 1990], stand di@1-Isoform im Fokus
dieser Arbeit, da deren Expressionskinetik mit dem zeitlidfeztauf der entztindlichen
Akutphase des Heilungsprozesses in der Maus sehr gut korretiemk gt al 1996].
Fur TGF3 ist dagegen bekannt, dass es in stoffwechselgesunden Méausen erst in d
Spéatphase der Heilung hochreguliert wird und seine Hauptfunktion primér Rede-
lation der Remodellierung des Wundareals (Vernarbung) zu finden ist §shh 1995;
Franket al 1996].

Erkenntnisse lber die aul3erst potenten immunmodulatorischen Eigésrsces Zyto-
kins reichen bis in die 80er Jahre zurtick und fanden letzilheheendrucksvolle Besta-
tigung im Phanotyp der TGF1-Knockoutmaus, bei der eine multifokale Entzindungs-
reaktion dazu fuhrte, dass die Tiere ein Alter von 3-4 Wochen nichiebbenl [Stoeck

et al 1989; Schluesenet al 1990; Shullet al 1992; Kulkarniet al 1993]. Eine Viel-

zahl aktueller Arbeiten beschreibt TGFals den wahrscheinlich potentesten physiolo-
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gischen Immunsuppressor, der als zentraler Bestandteil mehrerelekemdechanis-
men an der Auflésung der Entziindungsantwort beteiligt ist [Ling und RobR$¥ast
Gorelik und Flavell 2002; Ayalat al. 2003; Henson 2005]. Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit bestatigen zudem, dass TgGRuch im Kontext der kutanen Wundheilung
als wichtiger Mediator entzindungsdampfender Mechanismen zu wetrt&o isonnte

in Wildtyp-M&usen nach systemischer Neutralisierung des Zytokins mjndikante
Hochregulation der mRNA-Spiegel verschiedener Entziindungsmarkeg,(IMHP-2/
CXCL-2, COX-2) aufgezeigt werden (Abb. 111.33). In primaren Keratytea fihrte

die Zugabe von rekombinantem T@Fzu einer signifikanten Dampfung der Zytokin-
induzierten Sekretion prototypischer Chemokine (Abb. 111.29).

Die Analyse der TGB1-Expression ergab ausschliel3lich in Wunden nicht-transgener
Tiere eine mit der Literatur Ubereinstimmende, rasche Induktioerhalb der ersten
Tage nach Verwundung (Abb. 111.27) [Fraek al 1996; O’Kane und Ferguson 1997,
Wanget al 2006]. Ihr Maximum am dritten Heilungstag fallt dabei mit dem Ho6hepunkt
der entziindlichen Akutphase zusammen und verweist somit auf dieheeKloharenz
zwischen der Entziindungsphase und ihrer Kontrollmechanismen. Uberraschessderwe
zeichneten sich im Vergleich dazu Wunden transgener Tiere durchschasthéhte
Expressionsspiegel sowohl in der Akutphase (d1) als auch der Spatphases(¢H®i-
lungsprozesses aus (Abb. 111.27). Das Interessante daran ist, dddsildagsprozess
dennoch durch eine Uberschiel3ende Entziindung charakterisiert wurde. Diangrklar
dieser zunachst widersprtchlich erscheinenden Beobachtung kénnte wiegsirga
wahnt darin liegen, dass die drastische Verzdogerung im Wundschlusgetnar Tiere

ein wiederholtes Aufflammen der Entziindung massiv beglnstigte. Andexéssein-

klar, inwieweit sich die gesteigerte TGR-Expression letztlich direkt in eine erhdhte
Verfugbarkeit an aktivem TGB-Ubersetzen lasst, da auch latent gebundenes und damit
inaktives TGFB1 im ELISA erfasst wurde (vgl. Kap. 111.4.3.1).

Des Weiteren konnte vitro ausgeschlossen werden, dass erhdhte SOCS3-Spiegel in
transgenen Keratinozyten zu einer herabgesetzten Responsivitatliger gegeniber
TGF} fuhren wirden (Abb. 111.29). In Anbetracht der bereits mehrfach erwélitae
tenz der Wundrandkeratinozyten zur Sekretion proentzindlicher Mezhahbétte die-

ser Ansatz ebenso zur Erklarung der unkontrollierten Inflammationaimsgenen Tier
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beitragen kénnen. Fur die Wundheilungssituation in der transgenen Maus esgében

somit bis dahin folgende Aussagen:

1. Die gesteigerte Expression des Wachstumsfaktors fIGiR Wundgewebe ist als
gegenregulatorische MaRnahme zu verstehen, mit dem Ziel, die auslietnde-
dung zu dampfen. Hypothesen, nach denen proinflammatorische Eigenschaften des
Wachstumsfaktors im Heilungsprozess kutaner Wunden dominieren koénnten
[Wanget al 2006], sind widerlegt worden (Abb. 111.29/ Abb. 111.33).

2. Die trotz einer erhohten Expression von T@Fnur ineffiziente Kontrolle der In-
flammation scheint grundlegend in der defizitéaren, retardierempithelialisierung
begriindet zu sein.

3. Eine verminderte Responsivitat transgener Keratinozyten gegeniubemsupa
pressivem TGH1 als Ursache der abnormen Entziindungsreaktion ist ebenso aus-
zuschlieRBen wie eine direkte Verbindung zwischen der SOCS3-Uberéaprass

Keratinozyten und der erhohten TGE-Expression im Wundgewebe.

Die interessanteste Erkenntnis des T&Kapitels dieser Arbeit entstammt der Tat-
sache, dass die systemische Neutralisierung von @ @ie-Wundschlussrate in einem
transgenen Defektmodell derart verbesserte, dass sich dasskwsche Erschei-
nungsbild der Wunde dem normal heilender Wunden eines nicht-transgenes Tiere
deutlich ndherte, obwohl der Heilungsprozess nach wie vor von einsiveragnflam-
mation begleitet wurde. Zweifel an der biologischen Aktivitat desiappgen Antikor-
pers erwiesen sich dabei aufgrund der signifikanten Steigerung deéA+8Riegel der
Entzindungsmarker ILAL MIP-2/CXCL-2 und COX-2 im Wildtyp-Tier als unbegrin-
det (Abb. 111.33). Die beobachtete Verbesserung der Heilungssituaban Itrflam-
mation stellt letztlich klar die verbreitete Auffassung in Frageh der eine chronische
Entziindung im Wundareal zweifelsfrei als destruktives Elementamd sls Ursache
einer Wundheilungsstoérung gewertet wird. Denn offensichtlich kann einénkestind
verlangerte Entzindung unter bestimmten Voraussetzungen tatséchliepiisino-
men aufgefasst werden, da diese nicht zwingend derart negativmitHeigungspro-
zess interferieren muss, dass es unweigerlich zu einechlechterung der Heilungs-

prognose fuhrt.
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Interessant war zudem, dass der geringere Wunddurchmesser inpenbktiandelten
transgenen Tieren nicht aus einer Verbesserung der Epithelneubildultigntes Denn

trotz der widersprichlichen Rolle von T@FmM Prozess der Reepithelialisierung, die
sich einerseits gegenlber epidermalen Zellen aus einerritiprodiferativen Kompo-
nente zusammensetzt [Coffey al. 1988; Sellheyeet al 1993], andererseits jedoch
einen starken Stimulus der Keratinozytenmigration verkorpert [Nifkeloal 1988;

Gailit et al. 1994], existieren mehrere Publikationen, die nach Neutralisierung des Zyt
kins selbst oder nach einer Manipulation der SignaltransduktiorMVeiresserung der
Epithelneubildung aufzeigen konnten [Ashcreftal 1999; Kochet al 2000; Amendt

et al. 2002; Saikat al 2005]. Offenbar wird das nach T@Neutralisierung kunstlich
geschaffene ,promitotische Milieu* durch den proliferationshemmenderuEsntier
hohen SOCS3-Spiegel Uberkompensiert. Tatsachlich scheint die gufisithleunigte
Reduktion der verbleibenden Wundflache im transgenen Tier nach antg-BeRand-

lung in einer deutlich erhdhten Kontraktilitét begriindet zu sein. Biesrierseits unge-
wohnlich, da TGH1 als Stimulanz der Myofibroblastendifferenzierung bekannt ist
[Desmouliereet al. 1993; Ronnov-Jessen und Petersen 1993]. Andererseits existieren
neben TGH weitere potente Induktoren der Myofibroblastenbildung, zu denen bei-
spielsweise proinflammatorische Mediatoren wie IL-6 oder FIZELMR-o (resistin-

like molecules), aber auch eine mechanische Belastung der Wunde selbst zu z&hlen
sind [Hinzet al. 2001; Liuet al. 2004; Galluccet al 2006].

Letztlich muss die aufgestellte Hypothese des ,Epiphanomens Wundentzinasmg* i
fern relativiert werden, als dass keine Aussagen zur Wundentwicigiraffen werden
konnen, die Uber den 5. Heilungstag hinausreichen. Ebenso ist nicht auszuschlie3en,
dass eine systemische anti-T@G®Rehandlung neben der Reduktion lokaler T@GF-
Spiegel auch das Spektrum und den Aktivitatszustand der in das Wundgkhiger-

ten Zellen beeinflusst haben muss, die wie beispielsweise nEiegalen Wachs-
tumsfaktor gebunden in ihrer Zelloberflache tragen [Nakarauel 2001; Oideet al

2006]. Dennoch ist das Gesamtfazit durchaus interessant: anhand desemAdbeit
generierten Defektheilungsmodells, bei dem die Uberexpression von S@@SBaib

eines isolierten epidermalen Kompartiments in einem Wundphanotyfiiedgs, der

deutliche Parallelen zum Wundbild diabetiscbefobMause aufwies, konnte aufge-
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zeigt werden, dass eine Stérung der Reepithelialisierung genigt, umassee Ent-

zundungsantwort zu begriinden.
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Innerhalb der letzten Jahre ist weltweit eine progredientalzoe der Zahl am Typ II-
Diabetes erkrankter Personen beobachtet worden, die sich nicht mehrhaghent-
wickelten Industriestaaten, sondern zunehmend auch in Entwicklungsl&mdarani-
festieren scheint. Dabei geht das grof3te Gesundheitsrisiko eines-Digbétes von
einer Amputation der unteren Extremitaten aus, die oft die fihaepeutische Mal3-
nahme in der Behandlung eines diabetischen Ful3ulkus darstellt. Ein gmesnSha-
rakteristikum diabetischer Ulzerationen und anderer chronigci@ner Wundheilungs-
storungen ist neben einer allgemein schlechten Heilungsprognoséeklregulierte
Entzindungsreaktion.

In der vorliegenden Arbeit ist daher die Rolle von SOCS3 als poteBestandteil ent-
zundungsdampfender Regelkreise wahrend der kutanen Wundheilung zunéchst in stof
wechselgesunden und diabetischen Mausen untersucht worden, um spS@C&3-
Uberexprimierendes transgenes Mausmodell als Basis weiterfuhténgisuchungen

zu etablieren und in die Arbeit zu integrieren.

Dabei konnte gezeigt werden, dass SOCS3 in stoffwechselgesunden Méilnsend

der entzundlichen Akutphase der Heilung deutlich, aber zeitlich bedreazteguliert

ist und somit offensichtlich eine wichtige Funktion in der indth#dren Regulation
proinflammatorischer Signalkaskaden Ubernimmt. Im Gegensatz dazenzkejtungs-
defiziente Wunden diabetisch@b/obMause eine deutlich verlangerte Expression
dieses Proteins, wobei sich herausstellte, dass sich diesegemnd auf Keratinozyten
der unterentwickelten Epithelrander und der atrophischen Neoepidermiwdrdge.
Aus dieser Entdeckung heraus entstand die zentrale FragestellungAtiesie, die
darauf abzielte zu klaren, ob eine fehlregulierte SOCS3-ExpressiKeratinozyten
des Wundrandes als zentrale Komponente in der Kausalkette dialmdtisnischer
Wundheilungsstérungen aufgefasst werden kann. Tatsachlich konnte anhandgdes tra
genen Mausmodell® vivo undin vitro nachgewiesen werden, dass eine erhohte intra-
zellulare Verfugbarkeit von SOCS3 in Keratinozyten negativ mi¢rdé>otenzial zur
Proliferation und Migration interferiert. Das Protein SOCS3 tzés®mit im Prozess

der kutanen Wundheilung eine inhibitorische Schllisselposition in dgpdd&®n essen-
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tieller Kernkompetenzen von Wundrandkeratinozyten, und dies als €igdiugs Ele-

ment isoliert von Komplikationen, die sich sekundar aus einem diebeh Phanotyp

ergeben.
R
OQ,
S
- artifizielle artifizielle
s;geélsa:;\- %::(nf::lst;r;i T S0CS3-Uberexpression S0CS3-Uberexpression
ndrandke ratir? o unter Kontrolle des unter Kontrolle des
. c ey Keratin 5-Promotors Keratin 5-Promotors

stoffwechselgesund,

diabetischer Phanotyp stoffwechselgesund TGF-p-defizient
Lo e g S defizitare Reepithelialisierung,
defizitare Reepithelialisierung defizitére Reepithelialisierung erhdhte Wundkontraktion?
9 persistente % persistente % persistente 5
Entziindung Entziindung Entzlindung

Abb. V.1: Schematische Zusammenfassung der Ergebni  sse

In der Konsequenz zeigten stoffwechselgesunde transgene Mause dédslizite in

der Reepithelialisierung des Wundareals, die in vergleichbarer &as Wunden diabe-
tischerob/obM&ause bekannt sind. Daruber hinaus konnte in SOCS3-uberexprimieren-
den Mausen eine fir chronische Wunden typische, gesteigerte Entziindungsamtwort
Wundgewebe detektiert werden, die sich durch eine verlangerte ubliteefPrasenz
neutrophiler Granulozyten und Makrophagen sowie eine verstarkte Expression
flammatorischer Zytokine und Entziindungsmarker auszeichnete. Obwohl imtaunhis
chemische Farbungen und Messungen proentzundlicher Mediatoren im Wundgewebe
auf eine kritische Rolle SOCS3-Uberexprimierender Keratinozyteler Bereitstellung
proentzindlicher Mediatoren hindeuteten, konmtewitro-Untersuchungen keinen pro-
inflammatorisch veranderten Phé&notyp transgener Keratinozyten pestddies impli-

ziert, dass die unkontrollierte Entziindungsantwort im transgenen Mausnsetiell
wahrscheinlich sekundar aus der retardierten Reepithelialisierunmgrdi@g. Demnach

ist denkbar, dass die SOCS3-bedingte retardierte Epithelregenererahgwéahrend
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der diabetisch-gestérten Wundheilung in dé&/obMaus eine bislang unterschatzte,
zentrale Position in der Atiologie der Heilungsstérung einnimmt.

Die interessanteste Beobachtung ergab sich nach systemischalibleaing des anti-
inflammatorischen Wachstumsfaktors T@Fnachdem eine drastische, offenbar ge-
genregulatorische Steigerung der T@FExpression im Wundgewebe heilungsdefi-
zienter, transgener Mause detektiert wurde. Uberraschendse \Wigirte die Neutrali-
sierung von TGH in der transgenen Maus trotz der nach wie vor massiven Entziindung
zu einer deutlich verbesserten Heilungssituation, die in diesdmiélai - wie aus der
Literatur bekannt - auf eine Verbesserung der Wundreepithelialisiesandern eher
auf eine erhdhte Kontraktilitat der Wunden zurtickzufiihren war. Eitergeiweist
dies erneut auf den potenten proliferationshemmenden Einfluss der hoh&3-Spié-
gel. Andererseits ruckt damit die Entzindungsreaktion in den Beggiek Epiphano-
mens ab, da gezeigt werden konnte, dass eine erhdhte Wundinflammatsicbtfieh
nicht zwingend ein Charakteristikum darstellt, gies definitionemnegativ mit dem

Heilungsfortschritt interferieren muss.
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1 Abkurzungsverzeichnis

aFGF
bFGF
COX
ECM
EGF
FIZZ1/RELM
GAPDH
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HB-EGF
HE

HGF
ICAM
IFN-y
IGF

IL

iNOS
JAK
KGF
KIR
LAP
LPS
LTBP
MCP
MIP
MMP
nTreg
PDGF
PMN
PPAR
RANTES
RPA
RTK

acidic fibroblast growth factor

basic fibroblast growth factor
Cyclooxygenase

extracellular matrix

epidermal growth factor

resistin-like molecule
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
granulozyte-macrophage colony stimulatagjdr
heparin-binding epidermal growth-like farct
hyperproliferierendes Epithel

hepatocyte growth factor

intercellular adhesion molecule

Interferony

insulin-like growth factor

Interleukin

induzierbare NO-Synthase

Janus Kinase

keratinocyte growth factor

kinase inhibitoring region

latency-associated protein
Lipopolysaccharide

latent TGH3-binding protein

monocyte chemoattractant protein
macrophage inflammatory protein
Matrixmetalloproteinase

CD4CD25" T-Zellen

platelet-derived growth factor
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
peroxisome proliferator-activated receptor
regulated upon activation, normal T-c&pressed and secreted
RNase protection assay (RNase-Verdauschuyzana

Rezeptortyrosinkinase
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SMAD small mothers against decapentaplegic
SOCSs suppressor of cytokine signaling
STAT signal transducer and activator of transaipt
TGF transforming growth factor
TIMPs tissue inhibitors of metalloproteinases
TLR toll-like Rezeptor
TNF Tumornekrosefaktor
tPA tissue-type plasminogen activator
uPA urokinase-type plasminogen activator
VCAM vascular cell adhesion molecule
VEGF vascular endothelial growth factor
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4 Genkarte und Sequenz des transgenen Konstruktes

Im Gegensatz zur 3"-UTR ist die Sequenz der 5"-UTR des bovinatirKB&-Genes bis-
lang nicht bekannt. Im Folgenden ist daher nur eine Teilsequenz des riemsgm-

struktes aufgefuhrt ist.

4.1 Genkarte

Sall Clal Kpnl

Teil des bov. K5-Promotors SOCS3 Splice + poly A

]1 000 I2000 I3000

Teil des transgenen Konstruktes (3944 bps)

4.2  Sequenz

1 aagcttactg ggagctgggc tgagagtgct tcttaaaaca actggcaggt agtcaggcca gctgect ggt
ttcgaat gac cctcgacccg actctcacga agaattttgt tgaccgtcca tcagtccggt cgacggacca

71 tacccaaacc tgccccttct agtctctctg gagggatgat ccatagattt agaactgctt ttccatccce
atgggtttgg acggggaaga tcagagagac ctccctacta ggtatctaaa tcttgacgaa aaggtagggg

141 ccagccctga aggagggttc aggct gaagc tgagagaaaa gcccagcaat tcccgcetget tggaacgggg
ggt cgggact tcctcccaag tccgacttcg actctctttt cgggtcgtta agggcgacga accttgcccc

211 tggtttgccg ttataacagg ctggccgact ctcgacatgt tcctgacgag attaggaact cctgcaggta
accaaacggc aatattgtcc gaccggctga gagctgtaca aggactgctc taatccttga ggacgt ccat

281 tgtgtttgtg gcggecttca gectgtatca acagatacga tgactcattt cttccttagt ggaatcacca
acacaaacac cgccggaagt cggacatagt tgtctatgct actgagtaaa gaaggaatca ccttagtggt

351 agggcttget ggaacacacc tggggggct g gggagcgggc agagcagctc cccctgaaga gagacgt gac
tcccgaacga ccttgtgtgg accccccgac ccctcgeecg tctcgtcgag ggggacttct ctctgeactg

421 tgccaggtgg agtcacagga ttctggggga gggttgatgg caagggggcc ctgggtttge tacgcccccet
acggtccacc tcagtgtcct aagaccccct cccaactacc gttcccccgg gacccaaacg atgcggggga

491 ctgggacctg cctgggccaa agggcaagga aaaagttcaa tgcagcagaa aaggctgaat taggaggcgt
gaccct ggac ggacccggtt tcccgttcct ttttcaagtt acgtcgtctt ttccgactta atcctccgeca

561 tgtggtggga tgggtctgtc cctccagaga gcaaagt ggg atagaccagg ggct gagggt ggt ccacagt
acaccaccct acccagacag ggaggtctct cgtttcaccc tatctggtcc ccgactccca ccaggtgtca

631 ctctgtttct ggaacttggt tcttggggag actttctggt ccaaatcttg caggagaatc tgcccagcag
gagacaaaga ccttgaacca agaacccctc tgaaagacca ggtttagaac gtcctcttag acgggtcgtc

701 gctctgatgt aactgtgcct cctctaagaa atggagtttt gcagtatgtg atggaaatct attttcccct
cgagactaca ttgacacgga ggagattctt tacctcaaaa cgtcatacac tacctttaga taaaagggga

771 ctggcacaga gtggagagat caggccacag ctggctttcc aagggctgaa gtccctgaag caagctctcc
gaccgtgtct cacctctcta gtccggtgtc gaccgaaagg ttcccgactt cagggacttc gttcgagagg

841 ctaaaggaat aagcagagca gaccactgcc agtgggggac tcgctctgec ccctgtttca tggatagtgt
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911

981

1051

1121

1191

1261

1331

1401

1471

1541

1611

1681

1751

1821

1891

1961

gatttcctta

gcaat gt gct
cgttacacga

ttgcttccca
aacgaagggt

agcat ggcct
tcgt accgga

cat gaagaca
gtacttctgt

at gcccagcc
t acgggt cgg

ggggcttgeg
ccccgaacgce

ctcggatctg
gagcct agac

t gagccgecc

.................................. SCOCS

gaacgccgtg
cttgcggcac

ct gct cageg
gacgagt cgc

t gagcgt caa
actcgcagtt

gagt gacccc
ct cact gggg
>

q s
ccgcctccag
ggcggaggt c

ct gcccagge
gacgggt ccg

gctggtactg
cgaccat gac

ggccacct gg
ccggt ggacc

ttcgtctcgt ctggtgacgg

gcaatgtttg
cgttacaaac

at gacattcc
t act gt aagg

gcacccttct
cgt gggaaga

ttgggct act
aacccgat ga

attcgctgec
t aagcgacgg

aagacat cag
ttctgtagtc

gcgtttgcac
cgcaaacgtg

cccacaccgc
gggt gt ggcg

cacttaatca
gt gaat t agt

ttcacagctc
aagt gt cgag

gct cct agat
cgaggatcta

aacagagcgc
ttgtctcgeg

Sal |
T

gat ct cgagg tcgacctccg
ctagagctcc agct ggaggc
K

cct ggacacc
ggacct gt gg

agcct gcgece
t cggacgcgg

cgcaagct gc
gcgt t cgacg

aggagagcgg
tcctctegee

ccgagcccgce
ggct cgggeg

gggcaccttt
cccgt ggaaa

gacccagt cg
ct gggt cagc

gggaccaaga
ccctggttct

cgaagcacgc
gcttcgtgeg

agccagttcc
t cggt caagg

.................................. SCCs- 3

ggaccccctc
cctgggggag

cttttctttg
gaaaagaaac

act ccccggg
t gaggggccce

agtaccccca
t cat gggggt

tctcctccaa
agaggaggtt

agccgacctc
t cggct ggag

actcct atga gaaagt gacc
t gaggat act ctttcactgg

tcaccccctg

t gt cct gaag
acaggacttc

cacagcccta
gt gt cgggat

ggct gcaagg
ccgacgttcc

tgcgcaggtg
acgcgt ccac

gacaactctc
ct gtt gagag

tttccgegtce
aaaggcgcag

tgcgccat gg
acgcggt acc

QZAK

t caagacct t
agttct ggaa
-3

Ikt

attctactgg
t aagat gacc

cttatccgceg
gaat aggcgc
COCS:

acct acgcat

agcgagacgg gggacaaagt

gatctttcag
ct agaaagt c

gat ctt ggcc
ct agaaccgg

gt aaagaaag
catttctttc

ggccecggcet
ccggggecga

caagtttatc
gtt caaat ag

cct gct gage
ggacgact cg

ctcacagctg
gagt gt cgac

t gt cggt gag
acagccactc

ccgcccaaac
ggcgggtttg

caggt ct aga
gt ccagat ct

ctgtccecgeg
gacagggcgce

ctgctctttc
gacgagaaag

tcacccacag caagtttccc
agt gggt gt ¢ gt t caaaggg

cagct ccaaa
gtcgaggttt

agcgagt acc
t cgct cat gg

agcgccgt ga
t cgcggeact

ccggeggega
ggccgecegcet

acagct cgga
t gt cgagect

ccagcgccac
ggtcgcggt g

ccagt gt gag gggggcagct

acct at caca

aaat gccccc
tttacggggg

atttgctgge
t aaacgaccg

agagacct gc
t ct ct ggacg

cccecccaggce
ggggggt ccg

ggat aaaagc
cctattttcg

tct ccagcac
agaggtcgtg

gccgecggga
cggcggecct

agct ggt ggt
tcgaccacca

ggcgaacctg
ccgct t ggac

ttcttcacgt
aagaagt gca

tttcgctgea

tggat gcgta ggt cacactc cccccgtcga aaagcgacgt
SOCS 3. it i >
n | r i g c e g g s f s

ccgcttcgac
ggcgaagctg

p r f d

ccacccacgg
ggt gggt gcc

agagagctta
tct ct cgaat

cgt ggccacc

tgtgtactca
acacat gagt

agct ggt gca
t cgaccacgt

aaccct Cgt C
ttgggagcag

cgaagttccg
gctt caaggc

ctacatctat
gat gt agat a

tctgggggcg
agacccccgce

ctccagcatc tttgtcggaa

ccactacatg

ggt gat gt ac
>

gagcagccac
ctcgtcggtg

agaagattcc
tcttctaagg

gact gt caac

gcaccggt gg gaggtcgtag aaacagcctt ctgacagttg
SOCS- 3. o >
n v a t I g h I ¢ r k t v n

cagctgectg
gt cgacggac

a I p

gacccattcg
ct gggt aagc

ggagttcctg
cct caaggac

gatcagtatg
ct agt cat ac

SOCS- 3. . >
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2031

2101

2171

2241

2311

2381

2451

2521

2591

2661

2731

2801

2871

2941

3011

3081

3151

3221

3291

3361

3431

3501

3571

3641

at gct ccact
t acgaggt ga

>. .. S0CSs- 8.

d a p

agac attaac
tctgtaattg

catgcccatc
gt acgggt ag

gtt gagacag
caactctgtc

gactctgtcc
ct gagacagg

ttcactggtt
aagt gaccaa

aaaggggt ga
tttccccact

ct ggt ct cac
gaccagagt g

gt ggt ggcag
caccaccgtc

cggcct gggce
gccggacccg

ggggatgttg
cccccacaac

tgggctttgg
acccgaaacc

gagctt caag
ctcgaagttc

ctgtggcatc
gacaccgt ag

agcct at cge
t cggat agcg

gattctatgc
ct aagat acg

tgttttccag
acaaaaggt c

ttgtgttcaa
aacac aagt t

cctagagat t
ggatctct aa

gcct t gaaag
cggaactttc

cctct acgat
ggagat gct a

t agagct gt t
atct cgacaa

t aaat aagga
atttattcct

tctaataatg
agattattac

[
tt aaat cgat

aatttagcta
L >>

aat gat gaca
ttactact gt

t cccaaat gg
agggtttacc

gaagcaacag
cttegttgtc

cccagecttg
gggt cggaac

ttctattagg
aagat aatcc

cgtacagt gc
gcat gt cacg

caagtttttt
gtt caaaaaa

tggctttgge
accgaaaccg

ggaggt ct gg
cct ccagacc

gcct aggcgg
cggat ccgcc

cagt ggt ggg
gt caccaccc

agct aagagc
tcgattctcg

cacctcttct
gt ggagaaga

agacccacat
tctgggtgta

tctgctccca
agacgagggt

t at ct aaacc
atagatttgg

t aaaat gct't
attttacgaa

cact gagggt
gt gactccca

gaaggt gacc
cttccactgg

gaaggggt ct
cttccccaga

tgttggaggg
acaacctccc

atttgttgte
t aaacaacag

tgggtgctta
acccacgaat

aagcttgata
tt cgaact at

at acagggt a
tat gt cccat

ttgtttaata
aacaaatt at

ggctcatgtc
ccgagt acag

ccct gacccc
gggact gggg

gagctt cact
ct cgaagt ga

t aacagt agc
attgtcatcg

ccctectttce
gggaggaaag

ggtggcctgg
ccaccggacc

gcagt ggt ct
cgt caccaga

t gggct cagt
acccgagt ca

ggcagcagct
ccgtcgt cga

ct gcagcaag
gacgtcgttc

aggtggtgtc
tccaccacag

tctttggttc
agaaaccaag

agcagccettt
t cgt cggaaa

at caaaac ag
tagttttgtc

tcataatata
agt att at at

ccatctgtcc
ggt agacagg

gctgtgggtg
cgacacccac

ct ggagggcg
gacct cccgce

gggcccattc
cccgggt aag

tt gaagcctc
aact t cggag

cagggt cagt
gt cccagtca

tcgaattcct
agct t aagga

tttggtgtga
aaaccacact

tacttagtga
at gaat cact

ttacctccta
aat ggaggat

cattcccttg
gt aagggaac

aaat gact ta
tttactgaat

aggat caaat
tcctagttta

tctgcagctg
agacgt cgac

gcggt ggect
cgccaccgga

t ggt ggaggc
accacct ccg

gt cgggggct
cagcccccga

ccagcgt caa
ggt cgcagt t

ttactgcctc
aat gacggag

t caagccaag
agttcggttc

ct ggaaggcc
gaccttccgg

gagt ct ct at
ct cagagat a

agt cct cacc
t caggagt gg

agct gt t ggg
t cgacaaccc

agat gt ggt t
tctacaccaa

gt acagagac
catgtctctg

t gaaggggaa
acttcccctt

aaggt gggcc
ttccacccgg

caaaaggcat
gttttccgta

agct t at agt
t cgaat at ca

gcagcccaac
cgtcgggttg

ct cagagtcc
gagt ct cagg

gaagcaggt ¢
cttcgtccag

aagggt gggc
ttcccacceg

ggggact t ac
cccctgaatg

gttcttctgg
caagaagacc

aaattagatg
tttaatctac

t cgt cacaaa
agcagtgttt

gggcggt gge
cccgecaccg

ggcagt agca
ccgt cat cgt

ctggcttcag
gaccgaagt ¢

atttgtctce
t aaacagagg

ccaagcccag
ggttcgggtc

ttttctcctc
aaaagaggag

caacccccag
gttgggggtc

agcctggtcc
t cggaccagg

ccaat cccat
ggttagggta

aagaact gt t
ttcttgacaa

ggttcctttg
ccaaggaaac

t ccaggaggc
aggt cctccg

gcttccctga
cgaagggact

gattttgcaa
ct aaaacgtt

agagat acct
tctctatgga

tccttaatag
aggaattatc

at ct gt aagt
tagacattca

cactgtttct
gt gacaaaga

gt acagggac
catgtccctg

cctgtatctt
ggacat agaa

accgt ccctt
t ggcagggaa

gcttcatctg
cgaagt agac

cat aggacca
gt at cct ggt

caccgt ttcc
gt ggcaaagg

ctgggt ggcg
gacccaccgc

gcttctactc
cgaagat gag

t gcaagcagt
acgttcgtca

accacct cct
tggtggagga

cagccggecg
gt cggccggce

ttctggagtc
aagacct cag

tctctagect
agagat cgga

t cggt gacag
agccactgtc

ct ggt ct gac
gaccagactg

ttttcaagat
aaaagt tcta

attcat aggg
t aagt at ccc

acgaggt gt g
t gCt ccacac

cttgtagett
gaacat cgaa

attggcttaa
taaccgaatt

tttatagatg
aaat at ct ac

t gt cagggat
acagtcccta

aactttgaac
ttgaaacttg

agct accgga
t cgat ggcct

aaaaacacag
tttttgtgtc

acccatcttg
t gggt agaac

gcctactgtg
cggat gacac

cagctgtcta
gt cgacagat

at ct gccaga
t agacggt ct

t caggct acg
agt ccgat gc

gcct cggegy
cggagccgcce

cagcagcagt
gtcgtcgtca

ggccgaagct
ccggcttcga

cctct cggaa
ggagagcct t

t ggcat ccac
accgtaggtg

t agt caat ga
at cagttact

ggt gt gt cct
ccacacagga

aagaat CCaa
ttcttaggtt

tatctccaga
at agaggt ct

ctacacccaa
gat gt gggt t

ggacagaat g
cctgtcttac

gat gct aaag
ctacgatttc

gtatagattg
cat at ct aac

gtcaaatttg
cagtttaaac

ttagtcctgt
aat caggaca

gt aggggccc
cat ccccggg
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3711

3781

3851

3921

ttggattagc
aacct aat cg

ccatcctctt
ggt aggagaa

aat t cat ggg
ttaagtaccc

t gat ggcagg
actaccgtcc

aaataatttc aggaatttaa tggaggtggc
tttattaaag tccttaaatt acctccaccg

tccataagct tgtcttaact gatcctgaat
aggtattcga acagaattga ctaggactta

tgcaatgtca tgcctgtget tctggtatge
acgttacagt acggacacga agaccatacg

gt ggct gagg tacc
caccgact cc atgg

cagaatttgc
gt ctt aaacg

gagggt gttt
ctcccacaaa

atttaagatc
taaattctag

actat gt gtg ggat cacggc
t gatacacac cctagtgccg

aat gaat ct ¢ ttcgaacagg
ttacttagag aagcttgtcc

ttgcctgcaa agacaatgtg
aacggacgtt tctgttacac
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